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1. GIRIS VE AMAC

Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii) diinyada yaygin bulunan Okaryotik bir
mikroorganizmadir. Insanlarda ve tavsan, kopek, domuz, kedi, ke¢i, maymun, sempanze gibi
birgok memeli hayvanda bulunmaktadir. P. jirovecii’nin morfolojik 6zellikleri tiim memeli
tirlerinde aymidir. Tiirlin trofozoit, kist, prekist ve sporozoit olmak iizere dort morfolojik
formu tammlanmistir. Bazen iki veya daha fazla nukleus bulunduran, ince duvar yada zarla
kapli tek hiicreli yapilar seklindedir (1).

Oportunistik bir maya olan P. jirovecii kazanilmig immun yetmezlik sendromu (AIDS)
hastalarinda ve diger immun yetmezlikli kisilerde 6nemli morbidite ve mortalite nedenidir (2).
Onceleri bir protozoon oldugu diisiiniilmekteyken, 1988 yilinda yapilan DNA analiz
calismasma gdre etkenin bir maya tiirii oldugu belirlendi. Insanlarda tanimlanan bu
mikroorganizma 1999 yilinda parazitolog olan Otto Jirovec’in onuruna Pneumocystis jirovecii
olarak adlandirilmistir (3). Toplumda bulunan normal kisilerin Pneumocystis ile gegici olarak
kolonize olabilecegi ve bu kisiler sayesinde organizmanin, insan ekosisteminde yer almasinda
rolii olabilecegi diistiniilmektedir. Pneumocystis kolonizasyonunun klinik bulgular1 heniiz
yeterince anlasilamamistir. Kolonizasyon durumunda diger kisilere bulasabilir yada risk
altindaki kisilerde Pnomosistis pnomoni (PCP) gelisebilir. Ayrica akcigerde az miktarda
bulundugunda bile konagin inflamatuar yanitim1 stimule ederek kronik obstruktif akciger
hastaligina yol acabilir. Yasamin ilk yillarinda ¢ocuklarda anti-Pneumocystis antikor
titrelerinde artis gosterilmistir. Bu durum bronsiolit, ani bebek 6liim sendromu gibi durumlara
neden olabilir (4). Cocukluk ¢aginda latent enfeksiyonun reaktivasyonu sonucunda hastalik
goriilebilecegi ya da yeni bir enfeksiyon olabilecegi diisiiniilmektedir. insanlar ve hayvanlar
arasinda hava yoluyla gecis yapabilmesi bu goriisii desteklemektedir (1). Bagisiklik sistemi

baskilananlarda insandan insana bulas goriilebilmektedir.
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P. jirovecii temel olarak immun yetmezlikli kisilerde 6nemli morbidite ve mortalite nedenidir.

Son yillarda immun saglikli bireylerde de artan siklikta enfeksiyona neden oldugu rapor

edilmektedir. Bu etkenin, kisiler arasinda bulasiciligmin onlenmesi ve erken tedavisinin
saglanmasi i¢in uygun ve hizli yontemlerle tanimlanmasi gereklidir.

Bu g¢aligmada hastanemize basvuran immun yetmezlikli/saglam hastalarin solunum

orneklerinde, P. jirovecii oranmi belirlemek ve rutinde kullanilan tani ydntemlerinin

(mikroskopi, PZR) karsilastirilmas1 amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Taksonomi
Pneumocystis organizmalarinin 1914 yilinda, tamamen kendilerine ait bir kimliklerinin

oldugu kanitlanmis ve iki terimden olusan bir cins ismi verilmistir. Oncelikle akcigeri
tutmasindan dolay1 ‘pneumo’, Karakteristik morfolojik 6zelliginden dolay1 da ‘cystis’ terimi
uygun goriilmiis ve bu calismada preparatlar1 saglayan italyan arastirict Antonio Carini’ye
ithafen de tiir ismi olarak carinii terimi verilmistir (5). Ilk tanmimlandiginda bir protozoon
parazit oldugu disinilmis, 1950’lerde P.carinii’nin fungal yapida olma potansiyeli
sorgulanmistir (6,7). Bu organizmalarin protozoa veya mantar yapisinda olmalarina dair
tartigmalar 20.yiizy1l sonlarina kadar stirmiistiir (8).

1980’lerin sonlarma dogru, c¢ekirdege ait kiicik rRNA altbirim dizilerinin
karsilagtirilmasma dayali filogenetik analizler, P. carinii 'nin fungal alemin bir iiyesi oldugunu
gostermistir (9,10,11). Buna ek olarak yapilan gen dizisi karsilastirmalarinda, cDNA ve
genomik dizi verileri, P. carinii’ye en yakin akrabaligm, bir maya olan Schizosaccharomyces
pombe tarafindan gosterildigini ortaya koymustur (12,13). P. carinii; genetik ve morfolojik
kriterlere gore, S.pombe ile birlikte Ascomycota subesinde yeni tanimlanan Archiascomycetes
smift igerisine ayrica bir takim ayrimi yapilmadan yerlestirilmistir (14). Erikkson (15)
yalnizca gen dizi karsilastirmalarma dayanarak Pneumocystidacea ailesi ve Pneumocystidales
takimmin olusturulmasint  6nermistir.  P.jirovecii'nin  taksonomide Pneumocystidales
(Ascomycota) takiminda, Pneumocytidaseae ailesinde smiflandirilmasi 6nerilmektedir.

Morfolojik yapisi, mantar besiyerinde lireyememesi, antiprotozoal ilaglara duyarliligi ile
protozoonlarla, organel sisteminin iyi gelismis olmasi ve mantar boyalar1 ile boyanmasi ile de
mantarlara benzerlik gostermektedir (16). Mantarlara benzeyen diger o6zellikleri; kist
duvarmin ultrastriiktiirel yapisi, lameller kristal mitokondriler, intrakistik yapilari igeren kist
formlari, protein sentez elongasyon faktor 3, timidilat sentaz, dihidrofolat rediiktaz genleri ve
18S rRNA geni nukleotid sekansidir (17).

Molekiiler ¢aligmalar sonucunda siganlarda goriilen P. carinii ile insanlarda goriilen P.
jirovecii’'nin farkl suslar oldugu anlagilmistir. Siganlardaki P. carinii suslarinin niikleer rRNA
genleri klonlanmis, sekans analizleri yapilms, transkripleri karakterize edilmistir (17,18-19).
Diger organizmalar gibi P. carinii ii¢ niikleer rRNA transkript tiiriine sahiptir: 18S, 5.8S ve
26S insanlardaki ve si¢anlardaki suslarin 18S, 5.8S ve 26S rRNA gen sekanslar1 %90

oraninda benzerlik gosterirken (16,20), diger konakg¢ilardaki Pneumocystis tiirleri ile %60
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oraninda benzerlik saptanmustir (20). 18S ile 5.8S ve 5.8S ile 26S gen sekanslar1 arasindaki
bolgeler “‘internal transcribed spacer’” (ITS) bolgeleri olarak tanimlanmistir. 18S ile 5.8S
arasindaki bolge ITS1, 5.8S ile 26S arasindaki bolge ITS2 olarak tanimlanmaktadir. Farkli
izolatlarda P. jirovecii ITS sekanslar1 gesitlilik gosterir. Bu niikleotid sekans varyasyonu
tiplendirmede kullanilmaktadir. Yaklasik 60 farkli ITS sekanst bulunmustur (21). ITS
bolgelerindeki  farkliliklara  gore, insanlar1 infekte eden Pneumocystis tiirleri
tiplendirilmektedir (21-22).

Hastaligin insandaki en sik formu olan Pneumocystis pnomonisi (PCP) ilk defa 2.
Diinya Savasi sonrast bakimevlerinde kalan infantlarda interstisyel plazma hiicreli pnoémoni
bi¢iminde goézlenmis olup, daha sonra 1960’11 yillarda konjenital immiin yetmezlikli cocuklar
ve malignite tedavisi goren yetiskinlerde sporadik vakalar olarak bildirilmistir (23). 1980°1i
yillarda AIDS hastaliginin ortaya ¢ikmasiyla PCP vaka sayisinda artis gozlenmistir (24,25).
Immiinitesi baskilanmamis bireylerde etkenin hastalik olusturmadig: bildirilmektedir (26).

Pneumocystis genomu bir ya da birkag tiirii kapsamaktadir. insan, fare ve baska hayvan
kaynakli tiirler birbirinden tam olarak ayirt edilemediginden ¢ogu raporlarda tiim
Pneumocystis organizmalari i¢in P. carinii ismi kullanilmistir. 1976 yilinda, Frenkel insan
kaynakli Pneumocystis organizmasini P. jirovecii olarak adlandirilmasini 6nermistir, bununla
birlikte bu adlandirma yayginca kullanilmamistir. Son yillarda Hunges ve Gigliotti P. carinii
isminin aynen kalmasini 6nermistir. Bunu takiben Latin tasarimina gore tiirlerin konaklar1 baz
alinarak insan kaynakli tiirlerin P. carinii humanus, fare kaynakli tiirlerin P.carinii rattus
olarak adlandirilmasini Onermistir. Ayni konak tiirlinden kaynaklanan Pneumocystis
organizmalar1 arasinda sus farkliliklar1 olup olmadigi da net degildir. PFGE insan ve
farelerden elde edilen Pneumocystis spp. ile yapilan ¢alismalarda kullanilmistir. iki gruptan
arastirmacilar ayn1 konak tiirtinden izole edilen organizmalarin farkli oldugunu géstermistir.
Hong ve ark.’min (27) verileri bir farenin iki Pneumocystis tiirii ile es zamanh enfekte

oldugunu goéstermistir.

2.2. Pneumocystis’in Genel Ozellikleri

Genel olarak ii¢ gelisim evresi bilinmektedir: trofozoit (trofik evre) 1-5 mikrometre,
prekist (sporosit) 5-8 mikrometre ve kist (spor hali) yaklasik 8 mikrometre ¢apindadir.
Eksantrik bir niikleusu, mitokondrisi, retikiiler sitoplasmasi ve az geligmis 20-40 nm
kalinligindaki bir hiicre duvar1 bulunmaktadir. Hiicre duvari dis katman ve plazmalemma

olmak iizere iki tabakadan olusur. Trofozoitin hiicre duvarinda, diger evrelerde bulunabilen,
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orta tabaka bulunmaz. Prekist formu trofozoit ve kist arasindaki ara sekiller olarak
tanimlanmaktadir. Prekistler, trofozoite goére daha az morfolojik 6zellikler tasimaktadir (28).
Prekist evresi erken, ara ve gec prekist olmak iizere ii¢ evrede incelenmektedir. Erken prekist
oval sekilli olup dis yiizeyi trofozoit kadar diizensiz degildir. Pelikiil, tipki trofozoitte oldugu
gibi, iki katmandan olustugu belirtilmistir. Prekist nukleusunda mayoz boliinme gostergesi
olan sinaptonemal kompleksler gosterilmistir. Ara prekist genellikle daha yuvarlagimsi olup
pelikiil daha da kalindir ve hiicre duvar1 ii¢ katmandan olusmaktadir. Bu evrede 2 veya 4
nukleus gozlenebilmektedir. Geg prekist evresinde daha da yuvarlaklasan prekist, ii¢ katmanli
kalin bir pelikiile sahiptir. Genellikle birbirine yakm, 0,5-1,0 pum capinda, dortten fazla
nukleus gozlenir (Sekil 1).

Kist formu diger sekillere gore daha biiyiik olup 5-8 um boyutlarinda ve yuvarlak
sekillidir. Kalin bir kist duvar1 bulunur ve birbirinden bagimsiz en fazla sekiz intrakistik cisim
icermektedir. Intrakistik cisimciklerde nukleus, mitokondri, endoplazmik retikulum ve serbest
ribozom bulunmaktadir. Kistin parcalanmasi ile agiga ¢ikan bu yapilar geliserek trofozoitlere
doniismektedir. Kist duvar1 50-160 nm kalmhiginda olup dis, orta ve en icte plazmalemma
olmak tizere 3 katmandan olmaktadir. Orta katman kist duvarini olusturan temel bilesen olup,
yapist temel olarak B-1,3-glukan’dan olusmaktadir (29). Bu nedenle P. carinii kist duvari
polisakkaridlerini boyayan Gomori methenamine giimiis (GMS) ve Anilin mauvisi ile iyi
boyanmaktadir. Buna karsilik trofozoitin hiicre duvarinda orta katmanda [-1,3-glukan
bulunmadigindan, trofozoitin hiicre duvar1 bu boyalarla boyanmamaktadir. Kist ylizeyinde,
trofozoitlerdeki kadar olmasa da, tubiiler ¢ikintilar bulunmaktadir (30).

P.carinii 'nin eseyli (seksiiel) ve eseysiz (aseksiiel) olmak tizere iki farkl sekilde tireme
gosterdigi belirtilmistir. Aseksiliel dongiide trofozoitler mitoz ile ¢ogalmaktadir. Seksiiel
dongiide haploid yapidaki trofozoitler konjugasyon ile sporozoit olustururlar (erken Kkist).
Sporozoit mayoz ve sonrasinda mitoz ile boliinerek 8 adet haploid yapida intrakistik cisimcigi
olustururlar. Daha sonrasinda trofozoitler kist duvarinda olusan yariktan digar1 serbestlenirler
(32).

Pneumocystis organizmalar1 memeli akciger alveolleri igerisinde ekstraseliiler olarak
cogalir. Elektron mikroskobik fotograflarda, trofik formlar yapisal olarak ameboid sekilde
goriilirken, taze haziwrlanmis preparatlarda elipsoid sekildedir ve siklikla da diger trofik
formlarla ve gelisim basamaklarna ait diger formlarla kiimeler olusturmus sekilde goriiliirler.
Hizli olarak Wright-Giemsa ile boyanmis orneklerde, c¢ekirdegi ve siklikla da mitokondrisi

151k mikroskobu ile goriilebilmektedir. Metenamin giimiis gibi hiicre duvari ile kompleks
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olusturmak iizere tasarlanmis mantar boyalariyla trofik formlar boyanmazlar. Sporosit olgun
Kistten daha kiigiiktiir ve siklikla da oval yapidadir. Bu evre, trofik formlarda olmayan sert bir
hiicre duvar1 yapisina sahiptir ve mantar hiicre duvari boyalar1 ile goriilebilir. Sporosit
evresinde ¢ekirdekler, ¢ekirdek boliinmesinin (2-8 cekirdek) farkli asamalarinda olmakla
birlikte heniiz ayr1 spor yapilarma doniisim ger¢eklesmemis durumdadir. Bu evrede
mitokondri birikimleri de goriilebilir. Olgun kist sferik yapidadir ve hepsi birden goriillemese
de sekiz spor icerir. Hizli Wright-Giemsa boyasi gibi boyalar1 kabul etmeyen kalin bir hiicre
duvar1 vardir ve Metenamin giimiis gibi hiicre duvari ile kompleks olusturan boyalarla
boyanir. Tanida rol oynayan formun olgun kist oldugu disiiniilmektedir. Tiim gelisim
asamalar1 ve heniiz tam olarak tanimlanmayan cesitli diger ara evreleri, klinik 6rneklerde
siklikla birbirine sikica tutunmus birikintiler yada kiimeler seklinde bulunurlar. Bu durum da,
her bir evrenin tanimlanmasin1 gii¢lestirir.

2.2.1. Epidemiyoloji

PCP gelisimi agisindan risk altinda olan bireyler arasinda hematolojik veya solid
malignitesi olan hastalar, immunsupresif tedavi alan bireyler, transplant alicilar1 ve bagisiklik
sistemi yetersiz olan kisiler sayilabilir (32,33). Malignitelerin bagisiklik sistemini baskilamas1
nedeniyle, kanser hastalarinda kemoterapi almadan dnce de PCP goriilebilir (34).

Kortikosteroidler, Pneumocystis infeksiyonu ile iligkili en yaygin immiinsupresan ilag
grubu olmasina karsm, nonsteroid immun modiilator ilaglarin bircoguyla da PCP gelistigi
bildirilmistir. Birka¢ giincel yaymda adalimumab, infliksimab, etanersept veya rituksimab
gibi monoklonal antikorlar ile tedavi edilen otoimmun hastaligi veya malignitesi olan
hastalarda da PCP gelistigi bildirilmistir (35-40).



Sekil 1. Pneumocystis carinii hayat dongiisii (CDC, 2010)
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2.2.2. Bulasma

Diinya genelinde insandan baska ¢ok sayida memeli hayvanda Pneumocystis tiirlerinin
enfeksiyona sebep oldugu bildirilmistir (41). Pneumocystis tiirlerinin DNA’s1 hava
orneklerinde, asemptomatik hayvanlarda, normal saglikl kisilerde, immunsupresif tedavi alan
hastalarda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile saptanmustir (41,42). Giiniimiizde yapilan
molekiiler ¢alismalar ile farkli konaklardan elde edilen Pneumocystis tiirlerinin genomlar1
arasinda belirgin farklar oldugu saptanmustir (41). Farkli  konaklardan izole edilen
Pneumocystis tiirlerinin antijenik ve fenotipik olarak farkli oldugu gosterilmistir (43).

P. jirovecii, baslica hava yolu ile bulasir (44-45,46). Bagisiklik sistemi baskilananlarda
insandan insana bulas goriilebilmektedir (47-48,49). En sik akciger tutulumu olmakla birlikte
kemik iligi, lenf bezleri, karaciger, kalp, dalak, gbz, kulak, mastoid, tiroid bezi ve genitoiiriner
organlarda da P. jirovecii enfeksiyonu saptanabilmektedir (50). P. jirovecii 'nin en sik PCP’ye
yol ac¢tig1 bilindiginden ozellikle akciger tutulumuna yer verilecektir. Eskiden PCP’nin,

onceden gegirilen latent bir enfeksiyonun reaktivasyonu ile ortaya ¢iktig1 diistiniilmekteyken,
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hastalardan alman Orneklerin incelenmesiyle PCP’nin yeni kazanilan suslarla da ortaya
cikabilecegi gosterilmistir (51). Giliniimiizde Pneumocystis enfeksiyonu en ¢ok AIDS
hastalarinda, kanser kemoterapisi alan hastalarda, immun baskilayic1 tedavi goren
transplantasyon alicilarinda saptanmaktadir. Saglikli erigkin kisilerde BAL, uyarilmis balgam,
burun siiriintii ve agiz ¢alkant1 suyu ile akciger otopsi érneklerinde Pneumocsytis tiirleri PZR
kullanilarak arastirilmis ve Pneumocystis kolonizasyon prevalansinin %0-20 arasinda
degistigi bildirilmistir (52-56). HIV ile enfekte olmus eriskin hastalarin BAL orneklerinde
Pneumocystis kolonizasyon prevalansi PZR ile % 20-43 arasinda bulunmustur (57).

Pneumocystis kolonizasyonu immun sistemi baskilanmis kemik iligi kanseri, sarkoidoz,
diyabet, kronik lenfoid 16semi hastalarinda arastirilmis ve kolonizasyon prevalansmnin %16
oldugu bildirilmistir (58). Kortikosteroid ile iyatrojenik olarak olusturulmus immun sistem
baskilanmasmin Pneumocystis kolonizasyonu i¢in uygun ortam hazirladigi gosterilmistir (57).
Kortikosteroid olan prednizon ile tedavi edilmis bir grup hastada kolonizasyonun %44 oldugu
ve bir baska kortikosteroid olan glukokortikoid ile tedavi edilmis hasta grubunda ise
kolonizasyonun %12 oldugu belirtilmistir (59).

2.2.3. Kolonizasyon
Serolojik testler ¢ogu kisinin dort yasindan oOnce P. jirovecii ile karsilastigini

gostermektedir. Latent P. jirovecii saglikli eriskinlerde saptanmamakla birlikte, hig
bulunmadigini kanitlamak pratikte olanaksizdir. Viicudun herhangi bir yerindeki tek bir
mikroorganizma latent bir infeksiyonu siirdiirmek i¢in yeterli olabilir. Latent infeksiyonlar
gecici olabilir ve infeksiyonu yenmis olan hastalar yeniden infekte olabilirler (60,61). Omiir
boyu siiren bir latent infeksiyondan ¢ok, gecici bir kolonizasyon daha olas1 goriinmektedir
(61).

Giincel ¢alismalar, Pneumocystis organizmalarinin bagisiklik sistemi normal olan
bireylerde veya aktif infeksiyon veya klinik bulgusu olmayan HIV pozitif hastalarda da
diisiik miktarda bulunabildigini ortaya koymustur (62,63). Tekrar inceleme ile organizmalarin
saptanamamasi, gegici asemptomatik P. jirovecii tasiyiciligi olabilecegini diistindiirmektedir.
Buna ek olarak, sayis1 giin gectikce artan yaymlarda, altta yatan hastaligi olan bagisiklik
sistemi saglam konaklarda, asemptomatik P. jirovecii 'nin akciger kolonizasyonu yapabilecegi
tamimlanmaktadir (64-65,66). Ilging olarak, hem bagisiklik sistemi saglam kisilerde, hem
Kistik fibrozis, kronik obstriiktif akciger hastaligi, hem de interstisyel akciger hastaligi olan
olgularda asemptomatik Pneumocystis tasiyicihigi gosterilmistir (62,65). Kolonizasyon yada

asemptomatik enfeksiyonda PCP goriilmemektedir. Fakat Pneumocystis organizmalarinin ya
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da DNA’smin varhigmi tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Konakta az sayidaki P. jirovecii
bulunmasinin klinik etkileri heniiz saptanmamustir. Tagtyicili§in orta derecede solunum yolu
enfeksiyonu, kronik akciger hastaligi ve PCP gelisimindeki rolii giiniimiizde yogun olarak
arastirilmaktadir. HIV negatif kisilerde P. jirovecii varligiyla iligkili olarak en sik karsilagilan
klinik durumlar, astim, kronik akciger hastaliklari, kronik obstruktif akciger hastaligi, kistik
fibrozis, Epstein-Barr viriis enfeksiyonu, lupus eritematozis, romatoit artrit, tiroidit, iilseratif
kolittir. Yiiksek doz kortikosteroid alan hastalarda da P. jirovecii bulunmasi dikkat
cekmektedir (67).

2.2.4. Patoloji

Giiniimiize ait kanitlar, bu organizmalarin bagisiklik sistemleri saglam olan memeli
konaklarinda herhangi bir etki olusturmaksizin bulunabilecegini gostermektedir (67,68).
Ancak bagisiklik sistemi bozulmaya baslarsa, organizmalar akciger alveolleri igerisinde
cogalmaya baslarlar ve tedavi edilmedigi takdirde 6liimciil bir pnomoniye neden olurlar.
Pneumocystis tiirleri inhalasyon yolu ile alindiginda iist solunum yolundaki savunma
mekanizmalarindan kagarak, alveoller i¢inde biriktigi gosterilmistir (28). Pneumocystis
tiirlerinin tip I alveoler hiicreler iizerinde bol miktarda bulunan fibronektine tutunmasi ile
basladig1 bildirilmistir (69,70). Pneumocystis tiirlerinin akcigerlerde ¢ogalmasi sonucu
alveollerde histolojik olarak kopiiksii eozinofilik alveolar eksuda olustugu bildirilmistir.
Pneumocystis tiirlerinin sayis1 arttikga intersitisyel fibrozisin yaninda hyalin membran
olusumu gozlenmektedir. Bazi atipik hastalarda alveolar eksuda goriilmedigi, bazen de kaviter

lezyonlar, graniilomlar veya mikrokalsifikasyonlar olusabildigi bildirilmistir (71).

2.2.5. Dogal immun Yanit

Akcigerlerden Pneumocystis tiirlerinin olusturdugu enfeksiyona karsi immun yanittan
baslica alveolar makrofajlarin sorumlu oldugu ileri siiriilmistiir. Kortikosteroid uygulanan
sicanlardan elde edilen Pneumocystis organizmalarinin kist formlarmm yaninda trofozoit
formlarmnin %99’nun alveolar makrofajlarla iligkisi oldugu bildirilmistir (71). HIV ile enfekte
kisilerde alveolar makrofajlarn Pneumocystis fagositozunda, saglikli kisilere gore sayisal
diisiis oldugu ve bunun da mannoz reseptdr ekspresyonunun diizenlenmesinin diisiisii ile
iliskili oldugu bildirilmistir. HIV ile enfekte bireylerde makrofajlarda mannoz reseptorlerinin
miktarmin diizenlenmesindeki diisiis PCP insidansinin artmasindan kismen sorumlu oldugu
gdsterilmistir (72). Insan alveolar makrofaj yiizeyindeki mannoz reseptorlerine Pneumocystis
tiirlerinin baglanmasi ile niikleer faktor kappa P, nukleusa gecip IL—8 {iiretimini uyardigi

gosterilmistir (73).
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Pneumocystis hiicre duvarinda B-glukan miktarmin immun yanitta 6nemli oldugu

bilinmektedir (74). Glikoproteinlerden vitronektin ve fibronektinin Pneumocystis f-
glukanlaria baglanmasi alveolar makrofajlardan IL-6 iiretilmesini uyarmaktadir. Alveolar
makrofajlardan proinflamator mediatorler, makrofaj inflamator protein-2 ve Tiimor Nekrosis
Faktor-alfa (TNF-o) salimimmnin oldugu bildirilmistir (75). Immun sistemi baskilanmis
hastalarda Pneumocystis tiirleri fagosite edilmezken nétrofillerin bu konuda bir rolii oldugu
belirtilmektedir. Notrofillerin immun sistemi baskilanmig PCP hastalarinin BAL sivilarinda
bol miktarda bulundugu gosterilmistir (76). HIV ile enfekte Kkisilerin akcigerlerinde
Pneumocystis enfeksiyonu enflamasyona sebep olarak var olan nétrofil sayisini arttirmaktadir.
Cok sayida klinik ¢alismadan ¢ikan sonuglarda Pneumocystis pnémonisinin siddeti ile notrofil
sayisinin dogru orantili arttigi belirtilmektedir (71).

PCP’de CD4+ T helper hiicre sayisinin mm®’de 200 hiicreden asagiya dustigi
gozlemlenmistir (77). CD4+ T hiicreleri Pneumosistozis kliniginin iyilesmesinde ve
Pneumocystis tiirlerine kars1 efektor hiicre aktivasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir.

Pneumocystis tiirlerinin gelistirilebilmesi i¢in uygun in vitro Kkiiltiir ortamu tarif
edilmedigi i¢in olusan immun yanitin arastirilmasi i¢in hayvan modelleri kullanilmaktadir.
PCP’de T hiicrelerinin 6nemini belirlemek i¢in immun sistemi baskilanmis kisilere benzer
hayvan modelleri olusturulmustur. Kortikosteroid verilerek PCP olusturulan siganlarda T
helper hiicrelerin azaldig1 ve T supresor hiicrelerin arttigi, farelerde ise CD4+ T hiicrelerini
secici olarak azaldigi belirlenmistir (78). Sonug olarak bu ¢alismalar CD4+ T hiicrelerinin
PCP’den korunmadaki roliinii ortaya koymaktadir. Pneumocystis’e kars1 immunitede CD8+ T
hiicrelerininde onemli bir role sahip oldugu belirtilmektedir. CD4+ ve CD8+ T hiicreleri
eksiltilen farelerde yalniz CD4+ eksikligi olan farelere gore daha siddetli PCP gdzlenmesi,
Pneumocystis tiirlerine kars1 immun yanitin olusturulmasinda CD8+ T hiicrelerinin 6nemli bir
role sahip oldugunu gostermistir (79). Hiicresel immun yanit yaninda B hiicreleri araciligiyla
olusturulan humoral immun yanitinda Pneumocystis tiirlerinin akcigerlerden temizlenmesinde
onemli rol aldig1 belirtilmistir (71).

2.2.6. Klinik

Klinik olarak hastalarda en sik dispne, takipne, Oksiiriik, ates ve siyanoz goriiliir.
Oksiiriik nonprodiiktiftir. Nadiren balgam, hemoptizi ve gogiis agrist da olabilir. Etken
immiinitesi baskilanan kisilerde hastalik olusturdugu i¢in altta yatan hastalik, infeksiyonun

klinik gidisini etkiler. Tedavi edilmedigi takdirde tablo 6liimle sonuglanabilir. Hastanin fizik
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muayenesinde akcigerlerde raller duyulabilmekle birlikte akciger sesleri tamamen normal de

olabilmektedir (80,81).

PCP’nin belirti ve bulgularinin 6zgiin olmamasi ve Pneumocystis’in kiiltiirlerde
iiretilemeyen bir organizma olmasi nedeniyle PCP’nin klinik tanisi olduk¢a karmagiktir.
Dolayisiyla, bu fungal patojenin rutin tanisi, organizmanin mikroskobik olarak gosterilmesi
esasina dayanmaktadir. Altin standart yillardir, bronkoalveolar lavajin (BAL) veya
indiiklenmis balgamin (IB) Giemsa veya direkt immunfloresans boyalariyla mikroskobik
olarak incelenmesi olmustur (82,83). Bununla beraber, bu yontemlerin basarisi 6rnegin
kalitesine, organizma yiikiine ve laboratuvar ekibinin deneyimine dayanmaktadir. PCP’nin
klinik tanisina yardimci olmak igin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gibi molekiiler
teknikler de yakin zamanda kullanilmaya baslanmistir. Pneumocystis tiirlerinin olusturdugu
PCP fizik muayene ve klinik bulgular1 hastalia 6zgiin olmadig: icin tani konulmasinda
sorunlar yasanmaktadir. Immun sistemi baskilanmis hastalarda pndmoni klinigi bulunmasi
durumunda Pneumocystis jirovecii ayirict tamida disiiniilmelidir. PCP semptomlar1 HIV
negatif ve pozitif hastalarda farklilik géstermektedir. PCP, HIV pozitif hastalarda subakut
klinik tablo ile baslayip ilerleyen solunum zorlugu, kuru veya seffaf balgamli Oksiiriik,
halsizlik ve hafif ates bulgular1 vermektedir. HIV pozitif hastalarda negatif hastalara gore
arteryel oksijen basmcimin genellikle daha yiiksek ve alveolar arteryel oksijen farkinin daha
diisiik oldugu gosterilmistir Higbir semptom, bulgu, kan biyokimyasi veya radyolojik bulgu
kombinasyonu, PCP i¢in tan1 koydurucu degildir. Bu nedenle tan1 koymak i¢in, klinik olarak
uyumlu  bir Ornekte Pneumocystis’in gosterilmesi gerckmektedir. BAL sivisi alman
bronkoskopi tercih edilen tanisal islemdir ve duyarliligi %89 ile %98’in istii arasinda
degismektedir (82). Baz1 merkezlerde ilk tanisal islem olarak, IB veya orofaringeal yikanti
ornekleri kullanilmaktadir. Daha az invaziv bir yaklasim olmasma karsm, mevcut
mikroskobik ve molekiiler tekniklerle analiz edildiginde, bu Orneklerin duyarlilik ve
ozgiilliiklerinin genel olarak kabul edilemez diisiik seviyelerde oldugu goriilmiistiir. Yakin
tarihli bir calisma IB’nin tanisal degerinin diisiik oldugunu dogrulamakta ve 6zellikle HIV-
negatif hastalarda ilk tani testi olarak BAL sivi 6rneklemesi yapilmasini 6nermektedir (83).

PCP gelisen eriskinlerde siklikla nefes darligi, balgamsiz 6ksiiriik, derin nefes alamama,
gogis sikintist ve gece terlemeleri vardir (39). Diisiik seviyeli bir ates (6rn.38.5°C) ve takipne
siklikla bulunurken, hemoptizi ve balgam nadirdir. Fizik muayene sonrasinda bazi
anormallikler de saptanir. Cesitli derecede solunum sikintisi, kiiclik solunum hacimleri ve ince

bazal raller gozlenebilir. AIDS’li hastalarda klinik hastaligin gelisimi, HIV ile enfekte
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olmayan fakat bagisiklig1 baskilanmis hastalara kiyasla genelde daha sinsi bir seyir gosterir.

Gogiis grafileri normal olabildigi gibi bir hastalik durumunu da yansitabilir.

Radyolojik olarak interstisyel pndmoni goriiniimii mevcuttur. Posterio-anterior akciger
grafisinde %90 kadar olguda perihiler bolgeden baslayan bilateral diffiiz infiltratif goriiniim
gozlenir. Bunun disinda nodiiller, kavitasyon, mikrokalsifikasyon, konsolidasyon,
pnomotosel, pnomotoraks gibi atipik radyolojik goriiniimler de saptanabilmektedir. Yogun,
simetrik ve doku arasi yerlesimli infiltratlar sik¢a gozlenirken, fokal infiltratlar, lobar
konsolidasyonlar, kaviteler ve nodiiller daha az sikliktadir. Enfeksiyonun erken evresinde
infiltratlar genis bir yayilim gosterebilir. Fakat konsolidasyon hastalik ilerledik¢e artar.
Proflaktik bir 6nlem olarak aerosol seklinde pentamidin uygulanmasi yiiksek oranda apikal
infiltrat ve pnomotoraks gelisimiyle iligkili bulunmustur (84). Posterio anterior akciger grafisi
bulgular1 normal iken daha duyarli bir yontem olan yiiksek resoliisyonlu bilgisayarl
tomografi ile buzlu cam goriiniimii ve kistik lezyonlar goriilebilmektedir (85).

Gogiis grafilerindeki anormalliklerin 6lciisii prognostik yonden deger tasir ve yiiksek bir
mortaliteyle birliktelik gosterebilir. Akciger dis1 bolgelerde Pneumocystis organizmalarinin
insidansi, pulmoner P. jirovecii enfeksiyonlu hastalarin postmortem incelemelerinde %1-3
oraninda bulunmustur (73,86). Smirli sayida otopsi uygulanmasi ve akciger disi pndmosistoz
stiphesinin diisiik olmasi gibi nedenlerden dolayi, bu oran biiyiik olasilikla tahminlerin
altindadir. Metenamin giimiis boyama veya immunfloresan kitler, antemortem olgularin doku
orneklerinde ve ince igne aspiratlarinda Pneumocystis’in kist evresinin tanimlanmasina
katkida bulunurlar. Lenf nodiilleri, 52 hastanin incelendigi bir seride, akciger dis1 tutulumun
en siklikla (%44) gozlendigi alan olurken, bunu dalak, kemik iligi ve karaciger (%33)
izlemistir. P. jirovecii, adrenal bezler, gastrointestinal kanal, genitotiriner kanal, tiroid, kulak,
pankreas, goz, deri ve diger viicut kisimlarindan da saptanmistir. Akciger dis1 bolgede ¢oklu
alan tutulumu ile seyreden bir enfeksiyon, hizli bir sekilde 6liimle sonug¢lanmaktadir. Patolojik
bulgular enfeksiyonun gdzlendigi organla uyum gostermektedir. Ornegin, géz enfeksiyonu
olanlarda retinada pamuk yiinii benekleri gdzlenirken, kemik iligi lezyonlar1 olan hastalarda
pansitopeni goriilmektedir. Cocuklarda PCP’ye siyanoz, burun kanat solunumu, atesin
bulunmadig1 orta derecede bir oksiiriik ve ciddi bir enfeksiyonda da interkostal ¢ekilmeler
eslik edebilir (61). CD4+ hiicre sayilar1 mikrolitrede 200’{in altinda olan erigkinler PCP
gelisimi yoniinden yiiksek bir risk altindayken, pndmoni geligen bir yasin altindaki ¢ocuklarda
CD4+ sayilarmm mikrolitrede 1000°den fazla olduguna dikkat ¢ekilmektedir (87). PCP ilk

olarak ¢ocuklarda ortaya ¢ikan bir enfeksiyon olarak tanimlanmig ve tarihi gelisim icerisinde
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hastaligin ilk &nceleri pediyatrik bir enfeksiyon oldugu diisiiniilmiistiir (33). Ikinci Diinya

Savasindan sonra kotii kosullarda barman ve beslenme yetersizligi bulunan cocuklarda
"Interstisyel plasma cell pneumonia” olarak tinlenen epidemiler, aslinda, daha sonradan P.
jirovecii pnomonisi olarak tanimlanacak hastaligin klinik belirtileriydi. Bu ¢ocuklardaki
enfeksiyon, pndmonili erigkin hastalarda tanimlanan tip 2 hiicre hipertrofisine ve sinirli sayida
mononiikleer hiicre infiltrasyonuna karsin, bir plazma hiicre infiltrati ile karakterizeydi (61).

2.2.7. Tam

P. carinii pndmonisinin (PCP) tanist solunum yolu 6rneklerinde, boyama metodlari
veya immiinofloresan yontemleri kullanilarak organizmanin mikroskobik gdsterilmesine
dayanir. Son zamanlarda, PCP i¢in spesifik tan1 metodu oldugu rapor edilmektedir. Cesitli
caligmalarin sonuglar1 gére insan Orneklerinde P. carinii tespitinde PZR’in geleneksel
yontemlere kiyasla ¢ok daha sensitif oldugu gosterilmistir (88).

P. jirovecii kiltirii yapilamadigi i¢in, PCP’nin laboratuvar tanisi geleneksel
sitokimyasal boyalar ya da immiinfloresan boyama yonteminde organizmanm mikroskobik
olarak goriilmesine dayanir. Ciinkii solunum yolu orneklerinde organizma yiikii nispeten
yiiksek oldugunda bu yontemler yararhidir. Ancak organizma yiikii az oldugunda giivenilir
degildir. Baz1 arastiricilar geleneksel boyama yontemleri Pneumocystis tasiyiciligini tespit
etmede yetersiz olmasindan dolayr Pneumocystis kolonizasyon tespiti igin daha hassas olan
molekiiler yontemlere dondiiler. PZR yOntemleri mikroskobik inceleme ile organizmalarin
gosterilmesine gerek kalmadan tespit etmektedir. Bu patojenin saptanmasinda altin standart
olan PZR sitolojik boyalara gore anlamli derecede duyarlidir. Nested PZR protokolleri
standart singlecycle amplifikasyona gore artan duyarliligi nedeniyle daha fazla avantajhidir
(46,89).

AIDS ve PCP olan hastalarin akcigerlerinde AIDS olmayan hastalara gore daha fazla
Pneumocystis organizmalari, daha az sayida nétrofiller bulunur. Solunum sekresyonlarindaki
cok sayidaki mikroorganizmanin varligi, bagisiklik yetmezliginin ortaya ¢iktigir diger
durumlara gore AIDS olgularinda balgam ve bronkoalveolar lavaj sivist 6rnekleri ile daha
yiiksek oranda PCP tanis1 konmasini saglar. Hipertonik tuzlu su ile balgam indiiksiyonu tani
olasihigmmi artirrr, Ozellikle AIDS hastalarinda baslangic prosediirii  olmaldir. Eger
indiiklenmis balgam Ornegi ile tan1 konulamazsa bronkoskopi ve bronkoalveolar lavaj
uygulanmalidir. Bronkoskopi ile veya cerrahi olarak biyopsi alinmasina nadiren gerek duyulur
(33).
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IB, BAL sivist veya akciger dokusundan elde edilen Pneumocystis trofozoitleri (trofik

formlar1) veya kistleri, histokimyasal boyalarla gosterilebilir. Trofik formlar1 Papanicolaou,
Gram-Weigert veya modifiye Wright Giemsa (Diff-Quik) boyalariyla incelenebilir. Kistler ise
Grocott-Gomori methenamin giimiis (GMS), krezil saf viyole, toluidin mavi O boyasi veya
kalkofluor beyazi (CW) mantar boyasiyla boyanabilir. CW hizlidir, kullanimi1 kolaydir ve
ornek igerisindeki diger mantarlar1 da saptayabilme avantajina sahiptir. Birka¢ calisma,
Pneumocystis’in  rutin  laboratuvar incelemesinde CW  boyasmin kullaniimasini
desteklemektedir (90). Florokrom isaretli monoklonal antikor en duyarli boyama yontemidir
(33,61), hem kistler hem de pnémoni sirasinda solunum sekresyonlarinda ¢ok daha fazla
sayida bulunan trofozoitler boyanabilir. Bu yontem indiiklenmis balgam orneklerinde diger
boyama yontemlerine goére daha duyarli ve spesifiktir. Fakat, bronkoalveolar lavaj
orneklerinde bu fark azalir (33). Gomori metenamin giimiis ve Giemsa boyama yontemleri de
kullanilabilir (61). Trofik formlar modifiye Papanicolaou, Wright-Giemsa boyamalari ile
saptanabilir (33). Bronkoalveolar lavajla alinmayan balgam orneklerinin mikroskopik
incelemesinin negatif bulunmasi her zaman PCP tanisimi dislamaz (61). Polimeraz zincir
reaksiyonu ile hem Pneumocystis infeksiyonu tanisi konmakta hem de sulfonamid direnci
saptanabilmektedir. Indiiklenmis balgam ve bronkoalveolar lavaj sivilarinda Pneumocystis
mitokondrial biiylik-altiinite ribozomal RNA primerleri kullanildiginda PZR konvansiyonel
boyama yontemlerine gore ¢ok daha duyarli ve spesifiktir (33). Ayrica, PZR diger yontemlere
gore daha erken tan1 konmasimi saglayabilmektedir (61).

PCR sensivitesi yiiksek oldugundan PCP olmayan kolonize kisilerden alinan solunum
yolu drneklerinde diisiik sayida organizma yiikiinii tesbit edebilir. Calismalar Insan immiin
yetmezlik virisii (HIV) enfeksiyonu veya diger immiinsSiipresyonun tiirleri ile bagisiklik
sistemi baskilanmis ancak kronik bir akciger hastaligi olmayanlar bireylerde genellikle P.
jirovecii tarafindan kolonize oldugunu gostermistir (46).

Bununla beraber, CW ve diger boyalar kullanildiginda, Pneumocystis’in artefakttan ve
diger nonspesifik boyanmalardan ayirt edilebilmesi i¢in deneyim gerekmektedir. Dért boyama
yontemini kargilagtiran giincel bir aragtirma, CW ve GMS boyalarinin, Klinik laboratuvarda
rutin  kullanim i¢in en iyi parametreler oldugunu ortaya koymustur (90). Insan
Pneumocystis’lerine karsi yonlendirilmis monoklonal antikorlar  kullanilarak yapilan
immunfloresan antikor (IFA) boyalari, organizmanin klinik drneklerde dogrudan saptanmasi
icin de kullanilabilir. IFA boyalarmin avantaji, organizmanin hem trofik hem de kist

formlarin1 saptayabilmesidir. Bununla beraber IFA boyalari, konvansiyonel boyalardan ¢ok
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daha pahalidir ve daha fazla zaman alir. CW, GMS veya Diff-Quik gibi histokimyasal

boyalari, Meriflour kullanilarak yapilan IFA ile karsilastiran giincel bir calisma, TFA
boyalarinin, duyarliligi en yiiksek, ancak 0zgiilligii en diisik boyama yontemi oldugu
sonucuna varmistir. Bu sonuglarin 1s1ginda yazarlar, bir klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda
primer boyama yonteminin IFA olmasi durumunda, son test sonucunun 6zgiilliigliniin ve
pozitif prediktif degerin yiiksek olmasi i¢in, ikinci bir yontemle dogrulama yapilmasini
onermektedirler. AIDS hastas1 olmadan PCP gelisen hastalarda, PCP atag: sirasinda alinan
BAL sivisinda notrofil sayisi ¢ok yiiksek, organizma sayisi ise belirgin derecede diisiik olarak
saptanmaktadir (90). Dolayisiyla, AIDS olmayan hastalardan IB veya BAL sivi ile organizma
elde etmek daha zor olabilir. Immunfloresan veya konvansiyonel boyalarla Pneumocystis’in
canli formlarmin goériilmesi, PCP igin tam1 koydurucu olmakla beraber, AIDS olmayan
hastalarda organizma yiikiiniin az olmas1 nedeniyle tanida karsilasilan zorluklar, daha hassas
diagnostik teknolojilerin gelistirilmesine yol a¢mustir. P. jirovecii’i tanimlamaya yoOnelik
molekiiler yontemler, mikroskopiyle karsilastirildiginda daha yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik
potansiyellerinin yani sira, daha objektif bir inceleme olanagi da sunmaktadir (91).
2.2.8. Tedavi

PCP’nin tedavisinde Trimetoprim-siilfametaksazol (TMP-SMX) birinci segenek ilagtir.
Doku penetrasyonu mitkemmeldir, en hizli yanit alinan ajandir, oral tedavide biyoyararlanimi
iyidir. Hafif bulgular1 olan hastalar yakin takip ile ayaktan oral tedavi kullanilabilir (74). TMP
iizerinden 15-20 mg/kg/giin veya SMX {izerinden 75-100 mg/kg/glin olarak bolinmiis
dozlarda kullanilmaktadir. HIV pozitif hastalarda 21 giin ve HIV negatif hastalarda 14-17
giinliik tedavi 6nerilmektedir.

TMP-SMX tedavisinin i.v. baglanmasi ve takiben oral tedaviye gecilmesi tavsiye
edilmektedir. Oral tedavi verilecek ise ilk doz toplam giinlik dozun yaris1 kadar olmalidir.
Oral veya parenteral kullanimda toplam doz 640 mg trimetoprim ve 320 mg sulfametaksazolii
gegmemelidir. TMP-SMX’un olast yan etkileri dokiintli, ates, Il6kopeni, anemi,
trombositopeni, transaminaz  artigl,  gastrointestinal  yakinmalar ve  azotemidir.
Pentamidin sulfonamid alerjisi olan hastalar icin ilk siradaki alternatiftir. Tkinci basamakta
kullanilan ilaglar pentamidin, dapson+trimetoprim kombinasyonu ve atovaquone’dur.
Pentamidin intravendz olarak 4 mg/kg/glin dozunda, aerosol olarak ise 600 mg/giin dozda
kullanilmaktadir. Pentamidin tedavisinin yan etkileri; renal fonksiyonlarda bozulma,

pankreatit, hipoglisemi, diyabet, pansitopeni, hipotansiyon veya hipertansiyon gelisimidir.
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Ayrica kardiyak toksisite ve bunun sonucunda bradikardi, elektrokardiyogramda QT

araliginda uzama ve Oliimle sonuglanabilecek ventrikiiler aritmiler (torsades de pointes)
gortilebilir. Dapson-trimetoprim kombinasyonu sulfametoksazolii tolere edemeyen HIV
pozitif hastalarda uygun bir alternatif olabilir. Uzun yar1 émrii ve istenmeyen etki profili
nedeniyle, 6zellikle kok hiicre ve organ transplantasyonu alicilarinda tercih edilmez. Dapson
100 mg/giin, trimetoprim 15-20 mg/kg/giin dozunda 3 esit dozda kullanilmaktadir. Glukoz-6
fosfat dehidrogenaz eksikligi olanlarda hemoliz, anemi, methemoglobinemi, ates, ras, hepatit
gibi yan etkiler goriilebilir (92).

Atovoquone giinde 3 kez 750 mg dozunda oral olarak kullanilabilmektedir. Nadir
goriilmekle birlikte dokiintii, diyare, bulanti, kusma, ates, karaciger fonksiyon testlerinde
bozulma gibi yan etkileri vardir. Ugiincii basamakta tercih edilebilecek ilaglar ise i.v.
trimetrexate ve folinik asit kombinasyonu veya klindamisin i.v. ve oral formu ile birlikte
primakin kombinasyonudur. Giinliikk 15-30 mg oral primakin ve 6 saatte bir 450-600 mg/giin
dozunda oral klindamisin kombinasyonu da kullanilmaktadir. Klindamisin primakin
kombinasyonu 1989°dan beri basariyla kullanilmaktadir. Klindamisin ve primakin
kombinasyonunda siklikla saptanan yan etkiler; dokiintii, methemoglobinemi, diyare, anemi,
nétropeni ve kusmadir. Trimetrexate 30-45 mg/m2/giin, folinik asit ise 80-100 mg/m2/giin
dozunda verilmektedir. Bu tedavi ile gozlenebilecek yan etkiler ates, dokiintii, 16kopeni ve
transaminaz diizeylerinde artmadir. Diger tercih edilebilecek tedavi segenekleri ise oral
primetamin, oral sulfadiazin ve folinik asit kombinasyonudur. Primetamin ilk iki giin, giinde 2
doz 50 mg, sonrasinda giinde 4 doz 25-50 mg dozunda, siilfadiazin 75 mg/kg/giin sonrasinda
100 mg/kg/giin dozunda Onerilmektedir. Sulfa igerigi olan TMP-SMX, dapson gibi
antiprotozoal 6zelligi olan ilaglar, P. jirovecii’nin dihidrofolat rediiktaz (DHFR) genine etki
etmektedir. Son yillarda TMP-SMX, dapson gibi ilaglarla profilaksi verilen hastalarda DHFR
gen mutasyonu sonucu sulfa direnci gozlendigi bildirilmektedir. Siddetli pndomosistozlu
olgularda kortikosteroid kullanilmasi gerekebilir. Kortikosteroidlerin uygun antimikrobiyal
tedavi ile birlikte kullanildiklarinda klinik sonuca olumlu etkilerinin oldugu gdsterilmistir.
Steroid arteryel oksijen basinct < 70 mm Hg veya alveoler-arteryel oksijen gradiyenti > 35
mmHg nin lizerinde olan olgularda 1-5 giin arasi giinde iki kez 40 mg oral prednizolon, 6-10.
giinler arasinda gilinde bir kez 40 mg oral prednizolon, 11-20. giinler arasinda giinde 20 mg
oral prednizolon seklinde kullanilabilmektedir. HIV enfeksiyonu bulunmayan olgularda
prednizolonun 60 mg/giin ve ilizerindeki dozlarinda, diisiik dozlara gore daha iyi sonuglar

bildirilmistir. Mantar protein sentezinin inhibisyonu yoluyla etki gosteren sordarinler ve beta-
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glukan sentezini inhibe ederek etki gosteren pndomokandinler ve ekinokandinler yeni

gelistirilmekte olan ilaglardir.

Primer profilaksi, HIV ile infekte olan kisilerde, gebelerde, AIDS tedavisi i¢in etkinligi
yiiksek antiretroviral tedavi verilen hastalarda, CD4+ sayis1 200/mm3’iin altinda oldugunda
veya orofaringeal kandidiyazis Oykiisii olan hastalara Onerilmektedir. Retrospektif
calismalarda HIV ile infekte olmayan hastalarda giinlik 16 mg veya daha fazla dozda,
yaklasik 8 haftalik bir siire steroid kullaniminin PCP Igin risk olusturabildigi gosterilmistir
(92). Benzer sekilde bag dokusu hastaliklar1 veya kanser tedavisi esnasinda steroid alan
hastalarda da PCP enfeksiyonuna yatkinlik saptanabilmektedir (61,92). Ilk tercih trimetoprim-
sulfametaksazol (TMP-SMX) olup, giinliik bir tablet (160 mg TMP+ 800 mg SMX) veya
alternatif bir secenek olarak haftada 3 kez bir tablet (160 mg TMP+ 800 mg SMX) kullanim1
onerilmektedir. Ayrica dapson oral yolla 50 mg giinde 2 kez veya 100 mg giinde tek doz
olarak verilebilmektedir. Hastada glukoz-6 fosfat dehidrogenaz eksikligi varsa hemolize
sebep olabilecegi i¢in dikkatli olunmalidir. Dapson 50 mg/giin + primetamin 50 mg/hafta +
I6kovorin 25 mg/haftalik oral kombinasyon da verilebilmektedir. Ayrica haftalik 200 mg
dapson + haftalik 75 mg primetamin + haftalik 25 mg’lik kalsiyum folinat kombinasyonu da
bir baska profilaksi alternatifidir. Aerosol olarak pentamidin aylik 300 mg Onerilebilmektedir.
Atovaquone giinliik 1500 mg dozunda verilebilen bir baska alternatif ilagtir. Atovaquone’in
daha iyi emilebilebilmesi i¢in yag icerigi fazla olan gidalarla alinmasi 6nerilmektedir (92).
Ayrica primetamin + siilfadoksin kombinasyonu da kullanilabilecek bagka bir se¢enektir,
ancak doz standardize edilmemistir (60). “Etkinligi yiiksek antiretroviral tedavi” Highly
active antiretroviral therapy(HAART ) AIDS klinik bulgular1 ortaya ¢ikmadan 6nce 3 veya 4
antiretroviral ilacin birlikte verilmesiyle yapilmakta olup, hastalik belirtilerinin miimkiin
oldugunca geciktirilmesini ve immiin sistemin korunmasini hedeflemektedir.

PCP’den korunma amaciyla PCP infeksiyonu riski bulunan HIV infeksiyonu olan
hastalarin PCP olan hastalarla ayn1 oday1 paylasmamasini 6neren yazarlar vardir (60). Fakat
bu konuda veriler yeterli degildir (61). P. jirovecii igin rutin profilaksi uygulanmasi persistan
bagisiklik yetmezligi olan hastalarda sag kalimi artirmis, mikobakteri, mantar ve viruslar da
iceren diger infeksiyonlarin oraninda goéreceli bir artisa neden olmustur (60). Allojeneik veya
otolog hemopoetik kok hiicre transplantasyonunda postengraftman déneminde (30-100.
gilinler) hiicresel bagisiklik yetmezligi vardir. P. jirovecii 6zellikle bu donemde onde gelen
patojenler arasindadir (61). Allojenik transplant alicilarinda ilk 6 ay trimetoprim

sulfametoksazol ile profilaksi yapilmalidir. Bu amagla, haftada ti¢ kez 320/1600 mg tablet
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kullanilabilir (28). Solid organ transplant alicilarinda PCP riski transplantasyon sonrasi ilk

yilda sonraki yillara gore sekiz kat fazladir (29). Profilaksi almayan hastalarin %10-20’sinde
PCP gelisebilir. Ek risk faktorleri yoksa, giinde bir trimetoprim-sulfametoksazol 80/400 mg
tablet ile 6 ay profilaksi uygulanmalidir (30). En riskli grup olan ve birinci yildan sonra da
riskin devam ettigi akciger transplantasyonu hastalarinda profilaksinin bir yildan uzun
stirdiiriilmesi gerekli olabilir (29). AIDS olgular1 i¢in 6nemli bir risk faktorii olan P. carinii
infeksiyonu, ilk HIV/AIDS olgularinin, dolayisiyla HIV infeksiyonunun tanimlanmasinda
onemli bir rol oynamistir (31). CD4+ T lenfosit sayis1 200/mm3’lin altinda olan HIV ile
infekte eriskin ve adolesanlar kemoprofilaksi almalidir. Eger {i¢ ayda bir CD4 sayimi
yapilamiyorsa CD4 sayist >200 ve <250/mm3 olan hastalara da kemoprofilaksi verilmesi

disiiniilmelidir (61).



3. MATERYAL ve METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Klinik 6rnekler

Bu ¢alismaya Mayis 2011- Ocak 2012 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik Universitesi
(K.T.U) Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji AbD Hasta Hizmetleri Laboratuvarmna degisik servis ve
polikliniklerden gonderilen 35 hastanin solunum yolu drnekleri dahil edildi. Calismaya alinan
toplam 35 6rnekten 34 tanesi (% 97.2) servis hastalarmdan ve 1 tanesi (% 2.8) ise poliklinik
hastasindan alindi. Hasta dosyalarindan her bir 6rnege ait demografik ve klinik 6zellikler

taranarak kaydedildi.

3.1.2. Arag ve Geregler:

Otomatik pipetler (Lab-mate), pipet ucu, vorteks (Heidolph, Almanya), santrifiij
(Sigma), elektroforez tanki (Owl), dijital giic kaynagi (EC-105), jel dokme tepsisi ve tarak,
250 ml erlenmayer, 50 ml meziir, buz makinesi (Scotsman), thermal cycler (ABI 9700,
Applied biosystems), hassas terazi (Sartorius Laboratory), mikrodalga firmi1 (Beko), jel
dokiimantasyon sistemi (Bio-rad), UV iliiminat6r (Vilber lourmat), -20°C derin dondurucu
(Ugur), -80°C derin dondurucu (Thermo), 36+1°C inkiibator (dedeoglu), deiyonize su cihazi
(Barnstead) ve distile su cihaz1 (GFL), floresans mikroskobu (EUROStar-fluorescence

microscope Euroimmun Almanya), VersaDoc (Bio-rad ABD).

3.1.3. Kimyasallar:

Calismada kullanilan kimyasal maddeler degisik firmalardan saglandi. Giemsa boya
(Merck 1.09204) Agaroz ( Biochemical, Vivantis Molecular Biology Grade), etidyum
bromiir (Sigma), Tris HCI, EDTA, Glycerol, Amplifikasyon seti; dNTP seti (Roche,
Almanya, Fermentas, ABD), Primerler (IDT, ABD, biomers, Almanya), 1 kb DNA marker
(Fermentas), 550 bp DNA marker (Biolabs, New England), DL-Dithiothreitol (Sigma), Taq
buffer DNA polimeraz with KCL (Fermentas), MgCL., (Fermentas)

3.1.4. Soliisyonlar
3.1.4.1. DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Soliisyonlar
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3.1.4.1.1. Tris HCI (1 M)

80 ml deiyonize su iizerine 15.7 gr Tris HCI eklendi ve ¢oziindiikkten sonra pH 8.0

olarak ayarlandi. Toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121° C’de 1 atm’de 15
dakikada steril edildi.

3.1.4.1.2. Etilendiamintetra-asetik asit disodyum tuzu (EDTA) (0.5 M)

80 ml deiyonize su iizerine 29.2 gr EDTA eklendi ve ¢6ziindiikten sonra pH 8.0 olarak
ayarlandi. Toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121° C’de 1 atm’de 15 dakikada
steril edildi.

3.1.4.1.3. TE Tamponu

Son konsantrasyonlar1 10 mM Tris HCl ve 1 mM EDTA olacak sekilde Tris HC1 (1 M)
stok soliisyonundan 1ml, EDTA (0.5 M) stok soliisyonundan 200 pl alinarak 98.8 ml distile
suya eklendi.

3.1.4.1.4. Fosfat Tuzlu Su Tamponu (Phosphate Buffered Saline — PBS) :

Standart formiile gore (Dulbecco’s PBS) 100 mililitre deiyonize suda, 1 tablet PBS
¢oziildi. Otoklavda steril ettikten sonra, pH’s1 7.2’ye ayarlandi ve oda 1sisinda saklandi. PBS,
artik maddelerden temizlenmesi ve yikanmasinda, ayn1 zamanda IFA testinde preparatlarmn
yikanmasinda kullanilda.

3.1.4.1.5. DTT hazirlanmasi (Dithiothreitol)

DTT % 0.3’liik hazirlandi. Distile suda ¢oziildii. 500 pl hacimde bdliinerek -20’de
saklandi

3.1.4.2. Master Mix Icin Kullanilan Soliisyonlar

3.1.4.2.1. dANTP Mix:

1.5 ml’lik santriftij tiiplerine 100 mM’lik dTTP, dATP, dGTP, dCTP’den 20’ser pl
koyuldu ve tlizerine 720 pl steril distile su eklenerek hazirlandi. Hazirlanan karisim kisa bir
stire vortekslendi. Boylece 2.5 mM konsantrasyonunda dNTP karigimi elde edildi. Hazirlanan
karigim 200’er pl olarak yeni, steril, DNase-free santrifiij tiiplerine boliinerek kullanincaya

kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.1.4.2.2. Primer Mix:
Liyofilize haldeki primerler 100 pmol/pl olacak sekilde steril distile suyla sulandirilarak
stok cozeltiler elde edildi. Her bir primer ¢ifti igin (10ul rewers primer ile 10ul forward

primer), 1.5 mI’lik santrifiij tiiplerine stok ¢ozeltilerden 20°ser pl koyuldu ve iizerine 180 pl
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steril distile su eklenerek son konsantrasyonu 5 pmol/pl olan (her biri) primer mix hazirlandi.

10 saniye vortekslendi. Kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.1.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi icin Kullanilan Soliisyonlar:

3.1.4.3.1. 0.5X TBE buffer hazirlama protokolii

Tartilacak kabi hassas teraziye yerlestirip, darasmi alindi. Tris base 27 gram ve Borik
asit 13.5 gram tartildi. Dengeli silindirin i¢ine aktarildi. Uzerine 5 ml EDTA (0.5 molar, pH
8.0) eklendi. 300-400 ml deiyonize su eklendi. Bari meziirun igine atip karistirarak
kimyasallarin su i¢inde coziinmesi saglandi. Tamamen c¢oziindiikten sonra 500 ml’ye
tamamlandi. 5X TBE tamponu hazirlanmis oldu. Meziire 500 ml 5XTBE tamponu dokiildii.
Deiyonize suyla 1 It’ye tamamland1 ve tlizerine 4.5 It deiyonize su eklenerek toplam 5 1t’ye
tamamlandu.

3.1.4.3.2. Etidyum Bromiir Soliisyonu

Etidyum bromiir 10 mg/ml olacak sekilde 10 ml distile su icerisinde ¢6ziildii ve oda
1s1sinda 1giktan korunarak saklandi.

3.1.4.4. Giemsa boyasinin hazirlanmasi

Giemsa stok soliisyonundan 1ml alindi. 2ml distile su ile 10ml PBS sulandirildi.

3.2. METOD

3.2.1. Hasta Orneklerinin Hazirlanmasi

KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta
Hizmetleri Laboratuvari’na gonderilen 6rnekler, steril falkon tiipiine konuldu. Uzerine drnek
hacmi kadar SF eklendi. Iyice vortexlendi. Sonra 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Dipte Iml pellet kalacak sekilde, supernatan atildi. Bunun f{izerine Iml SF eklenip,
vortexlendi. 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Dipte 500 ml pellet kalacak sekilde,
iistteki supernatan atildi. Sonrasinda IFA ve PZR islemleri i¢in numune boliinerek -70 °C’de
saklandu.

3.2.2. Indirekt IF Testi
Indirekt IF testi icin PNEUMO CEL INDIRECT (Cellabs) kiti kullanilarak yapildi.

Caligmaya baslamadan once tiim reaktifler oda 1sisina getirildi. Balgam ve mukuslu BAL
ornekleri icin; 6rnek ile esit hacimde DTT soliisyonu (%0.3 dithiothreitol) karistirildi. Tyice
vortekslendi. 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. 1500 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan
atild1. Pellet, 500 pl PBS ile resiispanse edildi. Tyice vortekslendi. Mukoid olmayan BAL
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ornekleri i¢in; 6rnek 1500 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Tiipiin dibinde 0.5 ml pellet kalacak

sekilde siipernatan atild1.

3.2.2.1. Lamlarin Hazirlanmasi
25 ul hasta 6rnegi lam iizerine damlatip, kurumasi saglandi. Lam asetonla 5 dakika fikse

edildi. Aseton, Ornegin lstiinlii tamamen kaplayacak sekilde dokiildii. Sayet lamlar hemen

boyanmayacaksa 0°C’ nin altinda birkag¢ hafta sakland:.

3.2.2.2. iFA Boyama
Fikse edilen 6rnegin iizerine 25ul RP2 monoklonal reagent eklendi. Lamlar 37°C’de 30

dakika nemli ortamda inkiibe edildi. Daha sonra lamlar PBS ile 1 dakika nazik¢e yikanip,
kurumasi saglandi. 25l anti-mouse Ig FITC reagent 6rnegin tizerine eklendi. Lamlar 37°C’de
30 dakika nemli ortamda inkiibe edildi. Lamlar PBS ile 1 dakika nazik¢e yikanip, tekrar
kurumaya birakildi. Lam {izerine 1 damla RMF eklendi. Hava kabarcig1 kalmayacak sekilde
RMF’nin iizerine lamel kapatild. Ornekler floresans mikroskobunda (EUROStar-
fluorescence microscope Euroimmun, Almanya) 400x biiyiitmede bakildi. Hemen
degerlendirilemeyecek lamlar karanlikta 24 saate kadar 2-8°C’de saklandi.

3.2.3. Pneumocystis jirovecii PZR
Hasta orneklerinden P. jirovecii DNA izolasyonu prosediiriine baglamadan 6nce 200 pl

ornege 7 ul litikaz (0.665mg/ml) eklendi. 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. DNA izolasyonu
‘High Pure PCR Template Preparation Kit’ (Roche Katolog no:11796828001) kullanilarak
yapildi. Once elution buffer 70°C” ye konuldu.

e 1.5 ml steril mikrosantrifiij tiiptine 200ul 6rnek materyali ve 200 ul binding buffer

ilave edildi, sonra 40 ul proteinaz K ilave edildi.

e Daha sonra vortekslenip, 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyondan sonra siispansiyona 100 pl isopropanol eklenerek iyice karistirildi.

e Bir toplama tiipiine bir filtreli tiip yerlestirip, filtreli tiipiin icine 6rnek pipetlendi.

e Tiipler 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiijden sonra, filtreli tiip toplama tiipten cikarilip ve igindeki siviyla birlikte

toplama tiipti atild1.

e Filtreli tiipler yeni bir toplama tiipiiniin icerisine yerlestirilip 500pul inhibitér removel

buffer ilave edildi ve 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

o Filtreli tiipler toplama tiipten ¢ikarild1 ve i¢indeki siviyla birlikte toplama tiipii atild1.

e Filtreli tiipler toplama tiiplerin icerisine yerlestirilip 500ul wash buffer ilave edilerek

8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.
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e Filtreli tiipler toplama tiipten ¢ikarilip ve icindeki siviyla birlikte atildi. Filtreli tiip

yeni bir toplama tiipe yerlestirildi.

e Filtreli tiipler toplama tiiplerin igerisine yerlestirilip 500ul wash buffer ilave edilerek
8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

e Filtreli tiipler toplama tiipten ¢ikarilip ve i¢indeki siviyla birlikte atildi.

e Filtreli tiip yeni bir toplama tiipe yerlestirildi.20.000 rpm de 10 saniyede santrifiij
yapildi. Filtreli tiip toplama tiipten ¢ikarildi ve toplama tiip atild1.

e En son asamada filtreli tiipler steril bir eppendorf tiipiiniin icerisine yerlestirilerek 70
°C 1sitilmig 200l elution buffer eklenerek 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

e DNA oOrnekleri boliinerek -20°C’de daha sonra kullanilmak tizere saklandi.

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Calismamizda, solunum yolu 6rneklerinden
izole edilen DNA’lar P. jirovecii aranmasma yonelik olarak amplifikasyona tabi tutuldu.
Amplifikasyon i¢in bir reaksiyon karisimi hazirlandi. Amplifikasyon i¢in Tablo 1°de verilen

primerler kullanildi (93).

Tablo 1: Pneumocystis jirovecii Arastirilmasinda Kullanilan Primerler

Uriin
Primer Sekans(5’-3%) uzunlugu (bp¥*)
1724F 5>-AAGTTGATCAAATTTGGTC-3’ 693
ITS2R 5’-CTCGGACGAGGATCCTCGCC-3°
ITS1F 5’-CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC-3’ 550
ITS2R1  5-GTTCAGCGGGTGATCCTGCCTG-3”
*bp: Baz pair

3.2.5. Master Mix Hazirlanmasi

Master mix hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 2’da verilmistir.

Tablo 2: Nested PZR I¢in Master mix1 ve Master mix2 Bilesenleri ve Miktarlar1
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Master mix1l Master mix 2

Komponent Stok Konsantrasyonu  Miktar(1x)ul Miktar(1x) pl
Buffer 10x 5 5
dNTP 2.5mM 4 4
Primer mix ITS-1 10pmol 2.5

Primer mix ITS-2 10pmol 2.5
Taq polimeraz Su/pl 0.3 0.3
Ddw 28.2 36.2
Template 10 2
Toplam hacim 50 50

Master mix i¢in gerekli malzemeler buz {izerinde bekletilerek ¢6ziilmesi saglandi. ANTP
ve Primerler bir saniye vortekslendi. Deiyonize su konulduktan sonra tiip 30sn vortekslenerek
master mix karistirildi. Reaksiyon karisimi 50 pl hacimde hazirlandi. Nested PZR 2 turlu
yapildig1 i¢in hazirlanan 1. master mix 40 pl olacak sekilde, 2.master mix 48 ul olacak sekilde
0.2ml’lik PZR tiiplerine pipetlendi. Izole edilen DNA’lardan 1.tur i¢in 10 pl konuldu. Negatif
kontrol olarak distile su, pozitif kontrol olarak da daha onceden pozitif bulunan hastanin
DNA o6rneginden 10 pl eklendi. Bu sekilde hazirlanan tiipler thermal dongii cihazina (ABI
9700, Applied biosystems) yerlestirildi. Islem bittiginde 1.tur tamamlanmis oldu. Burada
cogaltilan DNA’lar 2.tur i¢in kullanildi. Hazirlanan master mix 2’ye 2 ul ilave edildi. Tekrar

thermal dongii cihazina yerlestirildi. PZR igin termal dongii cihazinda kullanilan protokol

asagidaki gibidir.
ITS mastermix i¢in Thermocycler kosullart:
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C’de 5 dakika
Denatiirasyon 94 °C’de 1 dakika
Primer baglanmasi 47 °C’de 1 dakika } Toplam 35 siklus
Primer uzamasi 72 °C’de 2 dakika
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C’de 5 dakika
Denatiirasyon 94 °C’de 1 dakika
Primer baglanmasi 59°C’de 1 dakika } Toplam 35 siklus
Primer uzamasi 72 °C’de 2 dakika

Fk uzama 72 °C’de 5 dakika
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3.2.6. PZR Uriinlerinin Gosterilmesi:

Sonuglarin  degerlendirilmesinde agaroz jel elektroforez yontemi kullanildi.
Elektroforez i¢in %2’lik agaroz jel hazirlandi. 1 gram agaroz tartildi. Erlenmayer’e konuldu.
50 ml 0.5XTBE erlenmayerdeki agarozun iizerine eklendi. Mikrodalga firmda 3 dakika
agarozun erimesi saglandi. Hazirlanan agaroz, el yakmayacak bir sicakliga kadar sogutuldu.
Son konsantrasyon 0.5 pg/ml olacak sekilde Etidyum bromiir eklendi. Jel dokme standina
taraklar yerlestirildi. Hazirlanan agaroz soliisyonu jel dokme standina dokiildii. Oda
sicakliginda agaroz soliisyonunun jele doniismesi (katilasmasi) beklendi.

3.2.7. Agaroz Jel Elektroforezi :

Katilasan agarozdan tarak c¢ikarildiktan sonra stand ile birlikte elektroforez tankinin
(Midwest scientific ) icine yerlestirildi ve lizerini kapatacak sekilde TBE tamponu dokiildii.
10 ul PZR irinig kuyucuklara pipetlendi. Master mix hazirlarken kullanilan buffer renkli
oldugundan jele PZR iiriinlerinin yiiklenmesi sirasinda loading buffer kullanilmadi. Ornekler
ilk 10 dk 70 voltta yiiriitiildiikten sonra volt 100’e ¢ikarilarak 20 dk daha yiiriitiild.

3.2.8. PCR Uriinlerinin UV Transilluminatér’de Gériintiilenmesi :

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeldeki bantlar UV iliiminatérde (Cleaver )
254 nm dalga boyunda incelendi ve VersaDoc (Bio-Rad, ABD) ile fotografi ¢ekildi. Elde
edilen bant biiyiikliikleri pozitif kontrol ve negatif kontrolle karsilastirilarak degerlendirildi.

3.2.9 Orneklerin Giemsa Boyasi ile Boyanmasi

Hasta Orneklerinden lamlara 25ul konuldu. Havada kurutuldu. Metanol ile tesbit
edildi. orneklerin tizerini kaplayacak sekilde giemsa boyasi dokiildii. 30 dakika bekletildi.
Musluk suyu ile yikandi. Kurutma kagidi ile kurutuldu. Immersiyon yagi damlatip

mikroskopta incelendi.



4. BULGULAR

KTU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji AbD Hasta Hizmetleri Laboratuvarina degisik
servis ve polikliniklerden atipik pnomoni tanisi ile gonderilen hastalarin solunum yolu
orneklerinde P. jirovecii arastirildi. P. jirovecii DNA varligi nested PZR yontemiyle
incelendi. Boyama yontemi olarak Giemsa boyama ve daha duyarli olan IFA ydntemi tercih
edildi. PZR, IFA ve Giemsa ile negatif bulunan hastalarin klinikleri tekrar gézlendiginde bir
hastada aspergillus pndmonisi, diger hastalarda bakteriyel pnomoni gelistigi goriildii.
Hastalarda antibiyotik tedavisi ile diizelme goriilmesi ve radyolojik bulgularinda gerileme

olmasi iizerine bizim sonuglarimiz teyid edildi.

Mayis 2011 ile Ocak 2012 tarihleri arasinda toplam 35 hastadan alinan solunum

ornekleri ¢alismaya dahil edildi. Hastalarin klinik bilgileri Tablo 3°de g6sterilmistir.

Tablo 3. Hasta 6rneklerinin kliniklere gore dagilimi

Ornek no | Materyal | Elde edildigi birim Klinik tam

1 BAL Gogiis hast.polk Pnomoni

2 BAL Gogiis hast servisi Pnomoni

3 BAL Gogiis hast YB Pnémoni

4 BAL Hematoloji servisi Malignite

5 BAL Gastroenteroloji servisi | Pnomoni

6 Balgam Gastroenteroloji servisi | Ulseratif kolit

7 Balgam Gogiis hast servisi Pnomoni

8 Balgam Enfeksiyon hast.servisi | HIV

9 Balgam Enfeksiyon hast.servisi | Pnomoni

10 Balgam Gogiis hast YB Malignite

11 Balgam Nefroloji servisi Transplantasyon
12 BAL Enfeksiyon hast.servisi | Pnomoni

13 Tr.asp Enfeksiyon hast.servisi | Pnomoni

14 Balgam Enfeksiyon hast.servisi | HIV

15 BAL Gogiis hast servisi Pnomoni

16 BAL Nefroloji servisi Bobrek yetmezligi
17 Balgam Enfeksiyon hast.servisi | Pnomoni

18 BAL Enfeksiyon hast. servisi | Pnémoni




Tablo 3. Hasta 6rneklerinin kliniklere gore dagilimi (devami)

19 Tr.asp Noroloji YB Pnomoni

20 BAL Gogis hast servisi Pnémoni

21 BAL Gogiis hast servisi Bobrekyetmezligi

22 Balgam Noroloji YB Pnomoni

23 BAL Gogiis hast servisi Malignite

24 Balgam Noroloji servisi Pnomoni

25 BAL Gogiis hast servisi Malignite

26 BAL Gogiis hast servisi Pnémoni

27 BAL Gogiis hast servisi HIV

28 Balgam Hematoloji servisi Transplantasyon

29 Balgam Nefroloji servisi Nefrotik sendrom

30 BAL Nefroloji servisi Pnomoni

31 Tr.asp Gogiis hast YB Pnémoni

32 Balgam Enfeksiyon hast. servisi | Akut bobrek
yetmezligi

33 BAL Enfeksiyon hast. servisi | Pnomoni

34 BAL Gogiis hast servisi Pnémoni

35 BAL Nefroloji servisi Pnémoni

Tr.asp: trakeal aspirat, Gogiis hast.YB: Gogiis hastaliklar1 yogun bakim
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Hastalarin 21’inde (%60) pnémoni saptandi. 4 (%11.4) hastada malignite, 3 (%8.5)
hastada HIV, 3 (%8.5) hastada bobrek yetmezligi, 2 (%6) hastada transplantasyon, 1 (%2.8)
hastada nefrotik sendrom, 1 (%2.8) hastada iilseratif kolit saptandi. Orneklerin 10’u (%28.5)

gbgilis hastaliklar1 servisinden, 9’u (%26) enfeksiyon servisinden,

1’1 (%3) gogiis

hastaliklar1 polikliniginden, 5’i (%14) yogun bakim servislerinden, 10’u (%28.5) dahiliye

servislerinden gonderildi. Orneklerin Klinik materyallere gore dagilimi su sekilde idi. (Tablo

4)

Tablo 4. Orneklerin klinik materyallere gore dagilimi

Ornek Tipi Say1 %
BAL 19 54.3
Balgam 13 37.2
Tr.asp 3 8.5
Toplam 35 100
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Calismaya dahil edilen hastalarin klinik bulgulari, altta yatan hastaliklari, kullandiklar1

antibiyotikler ve steroidler ile akciger grafileri incelendi. Hastalarin 25’1 (%71) steroid

tedavisi almaktaydi. Hastalarin 3’u (%8.5) proflaktik olarak TMP-SMX kullanmaktaydi.

Hastalarin akciger grafilerinin 23’tinde (%65.7) infiltrasyon, 1’inde (%3) atelektazi, 2’sinde

(%5.6) kalsifikasyon, 9’unda (%25.7) buzlu cam dansiteleri saptandi. CD4 sayis1 sadece 4

hastada bakild1 ve 200 hiicre/ml altinda bulundu. Hastalarin klinik bulgular1 Tablo 5’da

verilmistir.

Tablo 5. Hastalarin klinik bulgular

Ornek no | Eslik eden | CD4 Antibiyotik AC grafisi Steroid PCP varhigi
hastalik sayisi kullanimi1 kullanimi
1 Astim - Sefaperazon Yamali infiltrasyon Prednizon -
2 AC kanseri - Amoksisilin- Yaygin infiltrasyon Prednizon -
klavulanik asit
3 Solunum Imipenem Bilateral infiltrasyon Metatrexan -
yetmezligi
4 Lenfoma - - Bilateral infiltrasyon Prednizon -
5 Ulseratif - - Yaygn infiltrasyon Prednizon -
kolit
6 Tiroidit - Levofloksasin Infiltrasyon Prednizon -
7 HIV+HBV 84 Ampisilin- Bilateral infiltrasyon - IFA+,PZR+
siilbactam Giemsa-
8 KOAH+H - TMP-SMX Atelaktezi - -
Ccv
9 SVO+HCV - Meropenem Bazalde infiltrasyon Prednizon -
10 Nefrotik 200< PTZ Isinsal infiltrasyon Prednizon IFA+ PZR+
sendrom+H Giemsa-
BV
11 Brucella+E - Rifampin Buzlu cam dansiteleri | Prednizon -
BV
12 ABY+KK - Imipenem+Koli | Buzlu cam dansiteleri - -
Y stin
13 Thc - Levofloksasin Bilateral infiltrasyon Prednizon -
14 ABY - Seftriakson Bilateral infiltrasyon - -
15 Nefrotik 200< PTZ Buzlu cam dansiteleri - IFA+ PZR+
sendrom Giemsa-
16 HBV+HIV - Ampisilin Buzlu cam Prednizon -
17 HIV 53 Levofloksasin Buzlu cam dansiteleri - IFA+ PZR-
Giemsa-
18 ABY - PTZ Bilateral infiltrasyon Prednizon -
19 AML+Thbc - Rifampisin Infiltrasyon - -
20 KBY+Thc - Amoksisilin- Infiltrasyon - -

klavulanik asit




21 Parkinson - Seftriakson Infiltrasyon Prednizon
22 Kronik - Seftriakson Infiltrasyon -
ITP+Lenfom
a
23 KBY+Thc - Klaritromisin Infiltrasyon Prednizon
24 Aspergilloz - AmfoterisinB Buzlu cam Prednizon
25 AC kanseri - Klaritromisin Yaygin infiltrasyon -
26 KIiT+AML - Amoksisilin- Buzlu cam dansiteleri | Prednizon
klavulanik asit
27 KBY - TMP-SMX Buzlu cam dansiteleri | Deltacortil
28 KBY - Levofloksasin Buzlu cam dansiteleri | Deltacortil -
29 KIT+AML - Levofloksasin Yaygin infiltrasyon - -
30 Leptospirozis | - TMP-SMX Infiltrasyon Prednizon -
31 Kronik - Seftriakson Sol bazalde | Prednizon -
brongit+MD infiltrasyon
S
32 ABY - Tigesiklin Yaygin infiltrasyon Prednizon -
33 HCV-+bronsit | - Meropenem Infiltrasyon Prednizon -
34 Nefrotik - Moksifloksasin | Kalsifiye graniilom Prednizon -
sendrom
+Thc
35 ABY+Thc - Ampisilin- Milimetrik Prednizon -
stilbactam kalsifikasyon

PTZ: piperasilin-tazobaktam, ABY: akut bobrek yetmezligi, KKY: konjestif kalp
yetmezligi, ITP: idiyopatik trombositopenik purpura, MDS: miyeloid displastik sendrom,
TMP-SMX: trimetoprim siilfametaksazol, KiT: kemik iligi transplantasyonu, AML: akut
miyeloid 16semi.

IFA yontemiyle 4 (%11) BAL 6rneginde PCP pozitif sonug bulundu. IFA ydnteminde
pozitif sonucun goriiniimii resim 1°de verilmistir. Giemsa boyasiyla boyanan 6rneklerin
tamami negatif bulundu. Nested PZR yontemiyle 3 (%8.6) BAL 6rneginde pozitif sonug elde
edilmistir. Orneklerden bir tanesi sadece IFA ydntemi ile pozitif bulunmus, nested PZR
yontemi ile negatif sonug¢ almmustir. PZR yontemiyle pozitif sonug almip IFA yontemi ile
negatif sonuc alnan drnege rastlanmamistir. IFA ydntemiyle negatif sonug elde edilen 6rnek
sayist ise 31 olarak saptanmistir. Nested PZR yontemiyle negatif sonu¢ alinan 6rnek sayisi 32
olarak saptanmustir. PCP pozitif olan 6rneklerin tamami1 BAL 6rneklerinde saptanmustir.

Hastalarm sonuglar1 Tablo 6’de gosterilmistir.




Tablo 6. Hastalarin PCP sonuglar1

31

Pozitif Negatif Toplam
PZR 3 32 35
IFA 4 31 35
Giemsa boyama - 35 35

Resim 1. P.jirovecii kistlerinin IFA yontemiyle goriintiisii

~

PCP pozitif olan birinci hasta; Oksiiriik, ates, balgam c¢ikarma, gogiis agrisi, nefes
darhigi, tsiime, titreme, halsizlik sikayetleriyle basvurmus. Akciger grafisinde bilateral
infiltrasyon, CRP 3, LDH 800, CD4 84 goriilmiis. HIV (+), HBV olan hastadan tbc, balgam,
BAL, mantar kiiltiirleri gonderilmis ve negatif gelmistir. Hastaya 10 giin ampisilin-sulbaktam
tedavisi uygulanmis diizelme olmamasi iizerine bronkoskopi yapilmistir. Laboratuarimiza
gonderilen BAL &rneginde IFA ve PZR ile PCP pozitif bulundu. Giemsa boyamada
P.jirovecii goriilemedi. Bunun tizerine TMP-SMX tedavisi baslanan hastanin durumunun
diizelmesi iizerine taburcu edildi.

Ikinci hasta; oksiiriik, ates, balgam ¢ikarma, dispne, ses kisiklig1 sikayetleriyle gelmis.
Akciger grafisinde bilateral infiltrasyon, orta zonlarda yogun opasiteler ve nodiiler gériiniim
tesbit edilmis. Hastaya pnomoni ile HBV, nefrotik sendrom tanilar1 konmus. Prednizolon,
piperasilin-tazobaktam, siklosporin, moksifloksasin tedavisi baglanmis. Balgam ve BAL
kiiltiirtinde tireme olmamis, tbc, CMV negatif ¢ikmis. BAL 6rnegi PCP i¢in gonderildiginde
PCR ve IFA ile pozitif bulundu. Giemsa boyamada P.jirovecii goriilemedi. Hastaya 14 giin
TMP-SMX tedavisi verildi. Pndmoni bulgular1 diizelen hastanin nefrotik sendrom nedeniyle

tedavisine devam edildi.
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Ucgiincii hasta; oksiiriik, ates, kilo kaybi, balgam ¢ikarma, halsizlik sikayetleri ile

basvurmus. Akciger grafisinde infiltrasyon, CRP 3, LDH 468, CD4 sayis1 53, lokosit 6600 u/l
olan hastada 2 ay 6nce HIV (+)’ligi tesbit edilmis. Levofloksasin tedavisi 6 giin verildikten
sonra diizelme goriilmemis. BAL 6rneginde IFA ve PZR ile PCP pozitif bulundu. Giemsa
boyamada P.jirovecii gorillemedi. PCP klinik ve radyolojik bulgulari ile uyumluydu.
Levofloksasin tedavisi kesildi. Hastaya 14 giin TMP-SMX tedavisi verildi. Genel durumu
diizelen, vital bulgulari stabil seyreden hasta taburcu edildi.

Dordiincii hasta; ates, Okstiriik, balgam c¢ikarma, nefes darligi sikayetleri olan hastanm,
genel durumu orta idi ve akciger grafisinde solda infiltrasyon tesbit edilmisti. Akciger biyopsi
sonucu Aspergillozis tanis1 konmus ve amfoterisin B baslanmis olan hastanin BAL 6rneginde
PCP ¢alisildi. PZR negatif, IFA pozitif bulundu. Giemsa boyamada P.jirovecii goriilemedi.
Ikinci kez tekrar ¢alisildiginda sonu¢ degismedi. TMP-SMX tedavisi verilmeden hasta
taburcu edildi.

PZR ile Yapilan yontemlere gore alinan pozitif sonuglarin goriintiileri Resim 2’ de

verilmistir.

Resim 2. P.jirovecii'ye ait DNA {irlinlerinin jeldeki goriintiisii
1 2 3 4 5 6 7 8 9

550

1: molekiiler agirlik standardi (100bp), 2: pozitif kontrol, 3: negatif kontrol, 4-5-6: pozitif
hasta, 7-8-9: negatif hasta, 10: molekiiler agirlik standardi (100bp)



5. TARTISMA

Pneumocystis tiirleri diinyada HIV hastalarinin en fazla goriildiigi Afrika, Asya, Latin
Amerika iilkelerinde yaygin olarak saptanan opurtunistik patojendir (1). PCP genellikle
AIDS olan hastalarin %80°de goriillmekte ve AIDS’ It hastalarin %60’da baslangi¢c bulgusu
olarak goriilmektedir (7). Bizim ¢alismamizda, HIV (+) olan iki hastada PCP pozitif saptandi.

Kortikosteroid kullanimi PCP’ye yatkilik olusturan en 6nemli etkenler arasinda yer
almaktadir (60). Rodriguez ve arkadaslari (48) prednizonun iki haftay1 asan bir siire i¢erisinde
giinde 20 mg ve tizerinde alinmasi durumunda anti-Pneumocystis profilaksisi endikasyonu
olustugunu belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizdaki hastalarin ¢ogunda  steroid tedavisi
aldiklar1 goriildi.

PCP epidemiyolojisi HIV/AIDS salgminin ortaya ¢ikmasi ile dramatik olarak
degismistir. ABD’de 1980’lerde PCP, AIDS tanimlayict hastalik olarak eriskin ve
adolesanlarin {igte ikisinde bildirilmistir. HIV ile infekte kisilerin yasamlari boyunca
%75’ inde PCP gelistigi belirtilmistir. Epideminin erken dénemlerinde CD4+ T hiicre sayis1
<200/ml olan HIV ile infekte kisilerde PCP insidansi, 20 olgu/100 kisi-y1l iken 1989 yilinda
PCP profilaksisinin uygulanmaya baslanmasi ve etkili kombine antiretroviral tedavinin
kullanimi ile PCP insidansinda 6nemli bir azalma saglamistir. 1995°de 4.9 olgu/100 kisi-y1l’a
diismiis olan insidans 1998’de 0.3 olgu/kisi-y1l’a kadar gerilemistir. Insidansm azalmasina
ragmen PCP hala HIV ile infekte hastalarda en sik goriilen ciddi firsat¢1 infeksiyonlar
arasindadir. PCP diisiik-orta gelirli iilkelerde artan oranlarda bildirilmektedir. Uganda’da
yapilan bir ¢aligmada pndmoni tablosu ile bagvuran 83 HIV ile infekte hastanin % 38.6’sina
PCP tanisi kondugu bildirilmistir (82). HIV ile infekte kisilerde PCP tablosu diger
immiinsiipresif olan hastalardan farkhdir. Hastalik genelde subakut baslangi¢hidir, semptomlar
diger immiinsiiprese kisilere gore daha uzun siiredir mevcuttur. Iki grubun karsilastirildig
calismalarda HIV ile infekte kisilerde yiiksek arteriyel oksijen basinci ve diisiik alveoler-
arteriyel oksijen gradyani, BAL orneklerinde anlamli olarak daha yiiksek sayida
mikroorganizmaya karsilik daha diisiik sayida notrofil varligi bildirilmistir (90). Akciger
grafisinde genelikle bilateral, diffiiz, simetrik retikiiler ya da graniiler opasiteler saptanir.

Semptom, fizik muayene ve akciger grafi bulgularinin kombinasyonu PCP i¢in tan1
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koydurucu degildir, tan1 i¢in boyanmis solunum yolu 6rneklerinde karakteristik kist ve/veya

trofozoitlerin mikroskopik olarak goriilmesi gerekmektedir. Bronkoskopi ve BAL, PCP tanis1
i¢in tercih edilen yontemdir, sensitivitesi %89-98°dir (82).

Saglikli insan topluluklarinin enfeksiyon kaynagi olabilecegine dair kanitlar

artmaktadir. Altta yatan bir akciger hastaligi bulunmayan yada bagisiklik sistemi
baskilanmamig insanlarda yiriitiilen son yillara ait bir c¢alismada, 50 kisiden alinan
orofarengiyal yikama Orneklerinin %20’sinde, mitokondriyal genis alt birim ribozomal geni
hedefleyen nested PZR ile P.jirovecii pozitif bulunmustur (87).
PCP gelismesinde en temel risk faktorii immiinsiipresyon diizeyidir. Hastalik gelisenlerde
CD4 diizeyi, profilaksi uygulanan olgularda yaklagik 100/ml, uygulanmayanlarda yaklasik
20/ml’dir. CD4 sayis1 200/ml’nin iizerinde olan hastalarda son derece ender goriiliir. HIV (+)
hastalarda klasik klinik tabloda, haftalar i¢inde gelisen kuru oksiiriik, ates ve dispne vardir. En
stk goriilen radyografik o6zellik, bilateral interstisyel infiltrasyonlar (buzlu cam goriiniimii)
olmasidir. Buna karsilik, 6zellikle inhale pentamidin ile profilaksi alan hastalarda atipik
radyografik Pneumocystis kolonizasyonu ile CD4 lenfosit sayinin iliskisinin arastirildigi
calismada CD4 sayisindaki artis ile kolonizasyon riskinin azaldigi (53), diger bir arastirmada
ise CD4 sayisi ile kolonizasyonun iligkili olmadig1 bildirilmistir (88,96). Calismamizda PCP
pozitif olan hastalarin CD4 diizeyleri 20 ile 200/mm? arasinda degismekteydi.

Pneumocystis kolonizasyonu ile ilgili olabilecek diger baska faktorler arastiriimus,
kiginin oturdugu bdlge ve sigara i¢iminin kolonizasyon riskini arttirdig1 bildirilmistir (96).
Epidemiyolojik ¢alismalarda PCP hastalarindan izole edilen P. jirovecii genotiplerinin
hastanin dogdugu yere degil hastanin tanisinin konuldugu bolgeye ait oldugu gdosterilmistir
(88). Baska bir ¢alismada P. jirovecii ile enfekte hastalarmmin BAL orneklerinde ilk olarak
saptanan genotiplerin 6 ay sonra saptanan genotiplerle farklilik gosterdigi bildirilmistir (96).
Bu hasta grubu igerisinde, bilinen HIV/AIDS hastalari, yiiksek doz glukokortikoid alanlar,
yeni biyolojik ajanlar da dahil olmak iizere ¢oklu immunsiipresan ila¢ tedavisi alanlar,
Ozellikle hematolojik kokenliler olmakla beraber, malignite tanis1 alanlar, organ
transplantasyonu ve PCP profilaksisi almamis veya profilaksiyi kesmis olan hastalar
sayilabilir. Bu hastalarda, klinik olarak iliskili yerlerden indiiklenmis balgam veya BAL
ornekleri almmalidir. Ozellikle real time PCR ile olmak iizere, molekiiler ydntemlerin
duyarliliginin yiiksek olmasi nedeniyle bu tani1 modalitelerinin kullanilmasi dnerilmektedir.

Bu teknolojiye heniiz sahip olmayan klinik laboratuvarlarda, mikroskobik inceleme, yerel
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laboratuvar personelinin en deneyimli oldugu histokimyasal boya kullanilarak yapilmalidir

(33).

Pnomosistozis tanisinda altin standart mikroskopi ile Pneumocystis tiirlerinin kist veya
trofozoit formunun gosterilmesidir. Son yillarda Pneumocystis tiirlerinin tanisinda 6zgilligii
ve duyarlilig1 yiiksek olan PZR yontemi, mikroskopi ile birlikte kullanilmaya baglanmistir
(98). Sing ve ark.’larinin (91) 574 solunum yolu 6rnegi ile yaptigi ¢alismada klasik PZR,
nested PZR ile boyama yontemleri karsilastirildi. HIV(+) hastalarda her {i¢ yontemlede
duyarhlik %100 bulundu. Bu hasta grubunda nested PZR’1n spesifitesi daha yiiksekti. Diger
immunsupresif hastalarda da klasik PZR’in ve nested PZR’m duyarliligi %100 iken boyama
yontemlerinin duyarliligi %80 idi. Vargas ve ark. (54) yaptiklar1 ¢alismalarda ise Giemsa ve
onun hizli ¢esidi olan Diff-Quik boyamasinin duyarliligmin % 50- 84 arasmda Toluidin
mavisi O ile Gomori metanamin giimiis boyalarinin duyarliligmin % 49-60 arasinda oldugu
bildirilmistir

Yaptigimiz bu ¢alismada, immun sistemi baskilanmis ve klinik olarak atipik pnomoni
bulgular1 olan hastalarda Giemsa boyasi, IFA ve nested PZR ydntemini kullanarak P.jirovecii
varliginin arastirilmasi hedeflenmistir. Giemsa boyasiyla hi¢bir hastada pozitiflik bulunmadi.
Klasik boyama yontemlerinin maliyeti ucuz, calisma siiresi daha kisa olmasi gibi avantajlari
olmasina ragmen, degerlendirmenin subjektif olmas1 ve tecriibeli teknisyen gerektirmesi gibi
dezavantajlar1 vardir. Ayrica 6rnegin kalitesi ve alinma zamanmi da 6nemlidir. TMP-SXT
kullanilmadan 6nce Ornegin alinmasi gerekmektedir. Bu nedenle boyama ydntemlerinin
basaris1 kisithdir.

Indirekt floresan antikor testi, Gomori metenamin giimiis boyasina gore yiiksek
duyarlilik ve ozgiilliige sahiptir (97). Calismamizda IFA ydntemiyle 4 ornekte pozitiflik
saptanmistir. Khan ve ark.’larinm (97) yaptig1 calismaya goére PZR yonteminin, P.carinii’yi
tespit etmekte mikroskopi ve IFA’dan 10* ile 10° kat duyarli oldugunu gostermistir. Klinik
ornekte 0.5-1 organizma/mikrolitre bulunmasi durumunda bile PZR tespit etmektedir.
Ozellikle nested PZR yapilmas: halinde duyarlilhigin daha fazla arttig: ifade edilmektedir.
Nested PZR ile basit PZR yonteminin karsilastirildigi bu calismada hedef bolge ilk turda
3200 kat, ikinci turda 12800 kat ¢ogaltildig: tespit edilmistir. 46 6rnegin % 23.9’unda basit
PZR ile pozitiflik saptanirken, nested PZR’da % 45.6 oldugu rapor edilmistir. Yine bu
calismada drneklerin % 4.3’iinde IFA pozitifligi tespit edilmistir (97).
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Sing ve ark.’larmnin ¢calismasinda AIDS hastalarinin BAL 6rneklerinde PCP tanisinda

mikroskopi ve PZR ydntemleri birlikte uygulandiginda %100 duyarli ve 6zgiil oldugu
saptanmistir. Bu hastalarda sadece nested PZR uygulanmasinda %100 duyarli ancak % 97.5
ozgiil oldugu tespit edilmistir (91). Bizim ¢alismanuzda bir hastada IFA ile pozitif, nested
PZR yontemiyle negatiflik bulunmustur. Bu hastanin klinik bulgulari ile radyolojik bulgular1
tekrar degerlendirildiginde PCP ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Nested PZR’da negatif
bulunmasinin nedeni, PZR’1 inhibe eden bir sebepten oldugu disiiniilmiistiir. Bizim
calismamizda PCP tamisinin IFA ile nested PZR yéntemlerindeki duyarlilik oranlari sirasiyla
% 8,6 ile % 11 olarak bulunmustur. Hastalarin PCP tanis1 klinik, radyolojik bulgular ve
tedaviye verdikleri cevap ile dogrulanmistr.

PCP hastalarinda serum LDH diizeylerinde yiikselme de goriilmektedir. Ancak bu
ozgil bir belirte¢ olmaktan ¢ok altta yatan akciger inflamasyonunun ve hasarm gostergesi
olarak kabul edilmistir. Bu nedenle LDH diizeyleri tedaviye takip amaciyla kullanilmaktadir
(99). Mermut G. ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada Pneumocystis pnémonisinde yiiksek serum
LDH seviyelerinin duyarliligt %382 ile %100 arasinda bildirilmektedir. Ancak LDH
nonspesifik bir testtir. Pulmoner ve non pulmoner bir¢ok durumda yiiksekligi goriiliir (100).
Bizim hastalarimizda da LDH diizeyleri baslangicta yiiksekken tedavi sonrasi diisme
goriildi.

AIDS ve diger risk grubundaki hastalarda yiiksek mortalite ve morbiditeye neden olan
PCP’nin tanismin hizli konmasi ve tedaviye erken baslanmasi ¢ok Onemlidir. Ayrica
hastalardan mikroorganizma oraninin ¢ok fazla oldugu BAL ve indiiklenmis balgam gibi
ornekler istenmelidir. Tan1 icin en uygun Ornek BAL’dwr. Bizim calismamizda da tiim

pozitiflik BAL 6rneklerinde bulunmustur.
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SONUCLAR VE ONERILER

1-Orneklerin  10’u  (%28.5) gogiis hastaliklar1 servisinden, 9’u (%26) enfeksiyon
servisinden, 1’1 (%3) gogls hastaliklar1 polikliniginden, 5’1 (%14) yogun bakim
servislerinden, 10’u (%28.5) dahiliye servislerinden gonderildi.
2-Orneklerin 19°u (%54.3) BAL, 13’ii (%37.2) balgam, 3’ii (%8.5) tr. asp. drneklerinden elde
edildi.
3-Nested PZR yontemiyle degerlendirmeye alman drneklerden 3°t (% 8.6) pozitif saptandi.
IFA yontemiyle degerlendirmeye alinan érneklerden 4°ii (% 11) pozitif saptandi.
4- Giemsa boyasiyla boyanan 6rneklerde pozitiflik bulunmadi.
5-Pozitif bulunan 6rneklerin tamami BAL 6rnegiydi.
6- Orneklerden bir tanesi sadece IFA yontemi ile pozitif bulunmus, nested PZR ydntemi ile
negatif sonu¢ alinmistir.
7-Solunum orneklerinde Giemsa boyama, nested PZR ve IFA ydntemiyle P.jirovecii
arastirildiginda, IFA’nin  PZR’a gore P.jirovecii saptamada anlamli bir fark olmadigi
belirlenmistir.

Sonug olarak 6zellikle immun supresif tedavi alan, AIDS ve hematoloji hastalarinda
PCP akilda tutulmalidir. Pneumocystis pnomonisinin klinik bulgularinin 6zgiin olmamasi
sebebiyle kesin tan1 i¢in laboratuvar tekniklerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Uygun 6rnek, zamaninda gonderilmelidir. Mikrobiyolojik boyalarla negatif ¢ikan sonuclar
duyarlilig1 ve dzgiilliigii yiiksek olan nested PZR ve IFA gibi yontemlerle tekrar calisilmalidir

rutin tan1 i¢in kullanimi 6nerilmektedir.
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OZET

Solunum Yolu Orneklerinde Izole Edilen Pneumocystis jirovecii Varhginn
Arastirilmasi.

P.jirovecii bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda dnemli firsat¢1 pnomoni etkenidir.
Bu calismada, Mayis 2011-Ocak 2012 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik Universitesi T1p
Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvarina farkli klinik
ve polikliniklerden atipik pnomoni 6n tanisi ile gonderilen solunum yolu Grneklerinde
Pneumocystis varligi arastirilmistir. Toplam 35 hastanin solunum 6rnegi calismaya dahil
edilmistir. Bu calismada immun sistemi baskilanmis hastalardan  izole edilen 6rneklerde
Giemsa boyama, indirekt floresan antikor (IFA), iki turlu polimeraz zincir reaksiyonu
(nPZR), yontemleri kullanilarak P_jirovecii’nin varlig arastirilmistir. Orneklerin 3’1 (%8.6)
nPZR ile 4’ii (%11) IFA yontemiyle pozitif bulunmustur. Giemsa boyama yontemiyle
boyanarak mikroskobik olarak incelendi. P.jirovecii goriilemedi.

Sonug olarak hastaligin erken tani konulmasi ve tedaviye zamaninda baslanmasi
amaciyla hizli ve giivenilir tam1 yontemi olan IFA ve PZR’mn rutin uygulanmasi gerektigi

diistiniilmiistiir

Anahtar sozciikler: Pneumocystis jirovecii; tan1 yontemleri; Giemsa boyama, PZR, IFA.
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SUMMARY

Detecting of Pneumocystis jirovecii in Respiratory System Samples

P.jirovecii is an important oppurtunistic pneumonia agent in immunsupressed patients.
The aim of this study was to investigate Pneumocystis jirovecii isolated from clinical
specimens in the Laboratories of Karadeniz Technical University Hospital between May
2011 January 2012. In this study, presence of Pneumocystis jirovecii was investigated in
immunocompromised patients who were presenting with the clinical symptoms of atypical
pneumonia, Giemsa stain, indirect fluorescent antibody (IFA) test and nested polymerase
chain reaction (nPZR) methods. 35 patients were included in the study. Three of the sample
(%8.6) were found to be positive by the nPZR, four of them (%11) were found to be positive
by IFA method. Samples were stained Giemsa staining methods and examined
microscopically. All samples remain negative for fungus including Pneumocystis jirovecii.

As a result, for the appropriate treatment and prophylaxis of P.jirovecii infections, IFA

and PCR rapid and reliable diagnostic test should be used for diagnosis.

Key words: Pneumocystis jirovecii; diagnosis method; Giemsa stain, PCR, iFA
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