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OZET
IMMUN SISTEMi BASKILANMIS HASTALARDA PNEUMOCYSTIS JIROVECIT'NIN CESITLI
YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Pneumocystis jirovecii, 6nceki adiyla Pneumocystis carinii, HIV/AIDS ve immiin sistemi
baskilanmis hastalarda Pneumocystis pnomonisine (PCP) neden olan atipik bir mantardir.
Giiniimiizde, P. jirovecii immiin sistemi baskilayic1 tedaviler sonucu HIV-negatif immiinsupresif
hastalarda artis gostermistir. Bu ¢alismada immiin sistemi baskilanmis hastalarda P. jirovecii
prevalansinin belirlenmesi ve pozitif 6rneklerde DHPS mutasyon analizi ve mtLSU-rRNA genotip
karakterizasyonu yapilmasi amaglanmistir. Agustos 2016 - Subat 2018 tarihleri arasinda, atipik
pnémoni bulgusu olan, %75’i mmiinsupresif tedavi alan 96 hastanin solunum yolu 6rneginde
nested PCR ve mikroskobik yontemler ile P. jirovecii arastirilmistir. DHPS mutasyon analizi PCR-
RFLP ile ve mtLSU-rRNA genotiplendirme sekans analizi ile yapilmistir. Calismaya dahil edilen 96
hasta 6rneginin 16 (%16,7)’sinda PCR ile, 5 (%5,2)’'inde IFA ile, 3 (%3.1)'tinde TBO ile ve 2
(%2.1)’sinde Giemsa yontemi ile P. jirovecii tespit edilmistir. Calismada IFA referans alindiginda;
Giemsa icin duyarlilik %40, 6zgiillik %100; TBO icin duyarlilik %60, 6zgiilliik %100; PCR icin
duyarhlik %100, ozgiillik %87.9 bulunmustur. P.jirovecii pozitif 16 hastanin 5’i (IFA pozitif)
kesin PCP (3 HIV/AIDS, 1 akciger kanseri, 1 interstisyel akciger hastaligi), 3'ti olas1 PCP (1 Multipl
myelom, 1 interstisyel akciger hastaligi, 1 kolanjioselliiler karsinom) ve diger 8’i kolonizasyon
olarak tanimlanmistir. DHPS mutasyon analizinde 4/16 (%25) mutant tip (M165/W171) tespit
edilmistir. Calismada profilaksi dykiisii olan hasta 3/16 (%19)’dir. Mutant tiplerin 2’si HIV/AIDS
pozitif PCP’li ve profilaksi 6ykiisii olan; diger 2’si kolonizasyon tespit edilen hastalardir. mtLSU-
rRNA sekans analizine gore 3 farkli genotip elde edilmistir; en sik G2 %43.75 (n=7), ikinci siklikta
G1 %37,5 (n=6) ve en az G3 %18.75 (n=3;) tespit edilmistir. DHPS ve mtLSU-rRNA multilokus
degerlendirildiginde 5 genotip g6zlenmis ve 3 olas1 nozokomiyal bulas (1 mutant, 2 wild tip)
tespit edilmistir. Bulas sonucu bu hastalarin 2’sinde olast1 PCP ve birinde kolonizasyon
gorilmiistir. Sonug olarak bu bulgular bélgemizde 6nemli oranda P. jirovecii prevalansi oldugunu
ve ila¢ direngli suslarin immiinsupresif hastalarda nozokomiyal bulas ile yayilma riski tasidigini

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Pneumocystis jirovecii, PCP, nested PCR, Genotip, DHPS mutasyon, KL-6

Danisman: Prof. Dr. Candan OZTURK, Mersin Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Mersin.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PNEUMOCYSTIS JIROVECII IN IMMUNOSUPPRESSED PATIENTS BY
DIFFERENT METHODS

Pneumocystis jirovecii, previously known as Pneunocystis carinii, is an atypical fungus
causing Pneumocystis pneumonia (PCP) primarily in HIV/AIDS and immunosuppressed patients.
Currently, P. jirovecii has increased in HIV-negative immunosuppressive patients as a result of
immunosuppressive therapies. This study aimed to determine the prevalence of P. jirovecii in
immunocompromised patients and to determine DHPS mutation analysis and mtLSU-rRNA
genotype characterization in positive samples. Between August 2016 and February 2018, nested
PCR and microscopic methods of P. jirovecii were investigated in 96 patients with atypical
pneumonia, 75% of whom received immunosuppressive therapy. DHPS mutation analysis was
performed by PCR-RFLP and mtLSU-rRNA genotyping by sequence analysis. P. jirovecii was
detected in 16 (16.7%) samples by PCR, in 5 (5.2%) samples by IFA, in 3 (3.1%) samples by TBO
and in 2 (2.1%) samples by Giemsa method of 96 patients samples. When IFA is taken as a
reference in the study; Sensitivity for Giemsa was 40%, specificity was 100%; for TBO, sensitivity
was 60%, specificity was 100%; the sensitivity and specificity for PCR were 100% and 87.9%,
respectively. 5 out of 16 P. jirovecii positive patients (IFA positive) definite PCP (3 HIV/AIDS, 1
lung cancer, 1 interstitial lung disease), 3 possible PCP (1 Multiple myeloma, 1 interstitial lung
disease, 1 cholangiocellular carcinoma) and the other 8 were identified as colonization. In the
DHPS mutation analysis, 4/16 (25%) mutant type (M165 / W171) was detected. In the study, the
patient with a prophylaxis history was 3/16 (19%). Two mutant types belonged to HIV/AIDS
positive patients with PCP and had a history of prophylaxis; the other 2 patients had colonization.
According to the mtLSU-rRNA sequence analysis, 3 different genotypes were obtained; the most
common G2 was 43.75% (n = 7), the second was G1 37.5% (n = 6) and the least G3 was 18.75%
(n = 3). When DHPS and mtLSU-rRNA multilocus were evaluated, 5 genotypes were observed and
3 possible nosocomial transmission (1 mutant, 2 wild type) were detected. nosocomial
transmission resulted in possible PCP in 2 of these patients and colonization in one. In conclusion,
these findings showed that there is a significant prevalence of P. jirovecii in our region and that
drug resistant strains carry the risk of spread by nosocomial transmission in immunosuppressive

patients.

Keywords: Pneumocystis jirovecii, PCP, nested PCR, Genotype, DHPS mutation, KL-6

Advisor: Prof. Dr. Candan OZTURK, Department of Medical Microbiology, University of Mersin,
Mersin.
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KISALTMALAR ve SIMGELER

Kisaltma/Simge Tanim

PCP Pneumocystis PnOmonisi

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome
PCR Polimeraz zincir reaksiyonu
nested-PCR Iki turlu PCR

RFLP Restriction fragment length polymorphism
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MtLSU Mitochondrial large subunit

ITS Internal transcribed spacer

fsp Formae speciales
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KT Kemoterapi

YBU Yogun bakim iinitesi
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1.GIRIiS

Pneumocystis jirovecii, dnceki adiyla Pneumocystis carini, akciger tropizmi gosteren atipik
bir fungustur, immiin sistem bozuklugu olan hastalarda firsat¢ci enfeksiyona, ozellikle de
pnoémoniye neden olur. Pneumocystis memeli tiirlerinden izole edilen okaryotik bir
mikroorganizmadir [1]. Ik tanimlandig1 yillardan 1980’lerin sonuna kadar protozoon oldugu
diistiintlen Pneumocystis, glinimiizde mantarlar aleminde siniflandirilir ve memelilerde konaga
spesifiktir [2,3]. Primer konag1 insan olan Pneumocystis tiri P. jirovecii'dir [4,5]. Memeli
konaklarda, Pneumocystis akciger alveollerinde tip-I alveolar epitellere tutunarak enfeksiyona
neden olur [6,7]. Pneumocystis pnomonisi (PCP), 1980’li yillarda HIV/AIDS iliskili bir hastalik
olarak bilinirken, giiniimiizde kanser, hematolojik malignite, organ transplantasyonu ve
otoimmiin hastaligl olan hasta sayisindaki artis ve bu hastalara uygulanan immiin sistemi
baskilayic1 tedaviler PCP’yi HIV-negatif immunsupresif hastalarda daha yaygin hale getirmistir
[1,8]. AIDS’li hastalarda Pneumocystis’e bagli mortalite oran1 %10-20 arasinda iken HIV negatif
immunsupresif hastalarda %20-60 arasinda bildirilmistir [7-10].

P. jirovecii'nin in vitro kiltiirii yapilamadigl icin enfeksiyon tanisi klinik bulgularin
yaninda mikroorganizmanin bronkoalveolar lavaj (BAL), indiiklenmis balgam ya da akciger
biyopsi 6rnegi gibi solunum yolu 6rneklerinde mikroskobik olarak goriilmesine ve molekiiler
yontemler ile tespit edilmesine dayanir [1,11]. Mikroskobik incelemede toluidin blue O (TBO),
Gomori-Grocott methenamine silver nitrat (GMS) ve Kkalkoflor beyazi Pneumocystis Kkist
formlarini; Giemsa ve benzeri panoptik boyama yontemleri ise trofik formlar1 boyamak icin
kullanilir [7]. Bu ylizden Pneumocystis tanisi i¢in Kist ve trofik formlari iceren iki farkli boyama
stratejisi onerilir [1]. Kist ve trofik formlar1 hedefleyen monoklonal antikorlarin kullanildig:
immiinfloresan yontemler, diger boyama yontemlerine gore duyarhilik ve ozgilligii daha
yuksektir [1,12].

PCP tanisinda, konvansiyonel polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve real time PCR
yontemlerinde en yaygin kullanilan hedef mtLSU rRNA (mitochondrial large subunit ribosomal
RNA) gen bolgesidir [1]. Bu bélgenin kopya sayisinin fazla olmasindan dolay1 duyarlihig yiiksektir
[11,13]. Klinik 6rneklerden Pneumocystis tespitinde molekiiler yontemlerin kullanilmas: tani
duyarhligr arttirmistir. Ozellikle nested-PCR (iki turlu PCR) kullanilmas1 mikroskobinin negatif
oldugu diisiik parazit yiikii bulunan hastalarda taninin erken saglanmasinda ve kolonizasyon
tespitinde etkilidir [14-16]. Ancak, PCRin pozitif, mikroskobik yontemlerin negatif oldugu
durumlarda, kolonizasyon ve enfeksiyon ayrimi yapilmasi gerekir, buyiizden sonuglar klinik
bulgularla birlikte yorumlanmalidir.

PCP tespitinde krebs von den lungen antijeni (KL-6), B-D-glukan (BG) ve S-
adenosylmethionine (AdoMet) gibi serum markirlari taniya yardimci olarak kullanilabilir [1]. Bu

markirlardan KL-6 yiiksek molekiiler agirlig1 olan epitelyal miisin ve membran glikoproteinidir.
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Tip 2 alveolar pnémosit ve bronsiyal epitel hiicrelerden eksprese edilir; ¢esitli interstisyel
pnoémonilerde ve tip 2 pnoémosit yaralanmalarinda serumda KL-6 seviyesi artar [17-19]. Tasaka
ve ark[20]'min bildirdigi bir calismada; KL-6 seviyesi PCP pozitif hastalarda, PCP negatif
hastalardan anlamli olarak yliksek bulunmustur. Ancak idiyopatik intertisyel pnémoni ya da
kollajen vaskiiler iligkili akciger hastalig1 olanlarda da altta yatan hastalikla iliskili olarak KL-6
seviyesi yiiksek bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada, interstisyel pnomoni ve PCP pozitif hastalarda
KL-6 seviyesi kronik bronsit ve pndmonili hastalara gore daha ytiksek bildirilmistir[19].

Trimetoprim-sulfametoksazol gibi Siilfonamid grubu iceren ilaglarin, PCP profilaksi ve
tedavisinde yaygin kullanilmasi1 P. jiroveciimin dihidropteroat sentaz (DHPS) lokusunda
mutasyonlara neden olmaktadir [21-23]. DHPS lokusunda 165(A”G) ve 171(C"T) niikleotit
pozisyonlarinda meydana gelen mutasyonlar, enzimin aktif bolgesindeki proteinde, 55 (Thr™Ala)
ve 57 (Pro”Ser) amino asit dizilerinde yapisal degisiklie neden olur. Siilfa tiirevi ilaglarin
baglanma bolgesinde meydana gelen bu degisiklikler ilacin afinitesini ve inhibitor etkisini
azaltarak tedavi ve profilakside basarisizliga neden olur [21-23].

Pneumocystis epidemiyolojisini ve sus varyasyonlarini incelemek icin ¢esitli molekiiler
tipleme yontemleri kullanilmistir. Bu yontemler, P. jirovecii genomunu tizerinde farkl lokuslarin
kullanildig1 sus tiplendirme sistemleridir [24]. Pneumocystis genotiplemesinde MtLSU rRNA ve
ITS lokuslar1 en sik kullanilan boélgelerdir. ITS bolgesi yliksek diizeyde polimorfizm gdsterir, bu
yluzden genotipleme yontemleri arasinda ayirt ediciligi daha yiiksektir [25]. MtLSU rRNA
tiplendirme icin bildirilen polimorfizm miktar1 ITS’den daha azdir ancak, gézlenen varyasyonlar,
epidemiyolojik sorularin ele alinmasinda yardimcidir. Bu yontemde amplifikasyon icin nested
PCR kullanilmasi duyarliligi arttirmistir [25,26]. mtLSU rRNA tiplendirme 85. ve 248. niikleotit
pozisyonlarinda goriilen polimorfizmlere dayanarak belirlenir [26,27].

P. jirovecii genotipleri ve DHPS lokus mutant suslar1 cografik bolgere ve sehirlere gore
farklilik gosterir [27]. DHPS lokus mutant suslar, hastanin daha dnce kullandig1 antibiyotikle
iliskili olabildigi gibi hastanin yasadigi sehirdeki mutant suslarin varyasyonlar ile de iliskili
olabilir. Bu yiizden DHPS lokusu mutasyon analizi yapilmasi ve MtLSU rRNA genotiplerinin
belirlenmesi, P. jirovecii ilag direnci ve epidemiyolojisi hakkinda veri saglar. Bu calismada, immiin
sistemi baskilanmis hastalarda P. jirovecii prevalansinin belirlenmesi ve pozitif 6rneklerde DHPS

mutasyon analizi ve mtLSU-rRNA genotip karakterizasyonu yapilmasi amaclanmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Pneumocystis Tarihge

Pneumocystis ilk olarak 1909 yilinda, Brezilya’da demiryolu iscilerini etkileyen bir hastalik
tizerinde calisan Carlos Chagas tarafindan tanimlanmistir. Chagas, Pneumocystis Kkistlerini
Trypanosoma cruzi ile enfekte hastalarin kani inokiile edilen Gine domuzlarinin akcigerinde
gozlemlemis ve bunlarin Trypanosoma cruzi'nin yeni bir sizogonik formu oldugunu diisiinmiigtiir
[28,29]. Ayrica Chagas, ayni kistik cisimleri akut akciger trypanosomiasis olgusunun otopsi
incelemesinde gozlemledigini bildirmistir [2,29]. 1910 yilinda, Sao Paulo Pasteur Enstitiisii'nde,
Antonio Carini, Trypanosoma lewisi ile enfekte ratlarin akcigerinde ayni organizma Kkistlerini
tanimlamis ve Chagas’in bulgularin1 desteklemistir [29,30]. Ayrica, Carinii 6rneklerini Paris
Pasteur Enstitiisii'ndeki meslektasi Charles Louis Alphonse Laveran'a gondermistir [2,29]. 1912
yilinda, Paris Pasteur Enstitiisi'nde Laveran’in iki 6grencisi Pierre ve Marie Delanoe,
Trypanosoma ile enfekte olmayan ratlarda benzer pulmoner kistleri gézlemlemisler; daha 6nceki
¢alismalari ve Carinii'nin orneklerini yeniden degerlendirerek Chagas ve Carinii'nin tanimladigi
kistlerin Trypanosoma ile iliskisi olmayan yeni bir mikroorganizma oldugunu ve hava yoluyla
bulastigini aciklamiglardir [29,31]. Delanoe’ler bu yeni mikroorganizmaya Pneumocystis carini
(“Pneumo-" akciger tropismi, “cystis” karakteristik sekli ve “carini” Antonio Carini onuruna)
ismini donermislerdir [29,31]. Daha sonra Chagas ve Carinii ilk sonuglarini geri cekmislerdir [2,29].

Avrupa’da 1938 yilinda prematiire veya yetersiz beslenen c¢ocuklarda etiyolojisi
bilinmeyen interstisyel plazma hiicreli pnémoni tanimlanmis ve bu pnémoni ikinci Diinya Savasi
doneminde epidemik oranlara ulasmistir [29,32,33]. 1942 yilinda Pneumocystis Kistleri ile
interstiyel plazma hiicreli pnémoni arasindaki iliski histolojik olarak ilk kez Van der Meer ve Brug
tarafindan gosterilmistir [29,34]. On y1l sonra bu tip pnémonilerde Pneumocystis’in etiyolojik ajan
oldugu 3 Cek arastirmacit Vanek, Jirovec ve Lukes tarafindan tekrar tanimlanmis ve bu
arastirmacilarin kesfi yaygin olarak kabul gérmiistiir [29,35]. 1955 yilinda ise Tiirkiye’den ilk
Pneumocystis olgusu bildirilmistir [36]. Pneumocystis’in interstiyel plazma hiicreli pnémoni etkeni
kabul edildigi donemde etkin bir mevcut tedavisi yoktur. 1958 yilinda iki Macar arastirmaci Ivady
ve Paldy daha 6nce tripanomiyazis ve leishmaniasis tedavisinde kullanilan pentamidinin
Pneumocystis'e karsi etkili oldugunu kesfetmislerdir [29,37]. Bu ilacin tedavide kullanilmasi
sonucu Avrupa’da Pneumocystis pnomonisine baglh mortalite orani azalmis ve savas sonrasi
yasam kalitesinin diizelmesiyle birlikte cocuklardaki Pneumocystis epidemileri kaybolmustur.
Ancak, Amerika ve Avrupa’da immin sistem yetersizligi olan cocuklarda ve immiin sistemi
baskilanmis yetiskinlerde sporadik Pneumocystis olgular1 tanimlanmaya devam etmistir [29].

Pneumocystis enfeksiyonlarinda pentamidin tedavisine bagl ciddi yan etkilerin goriilme
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sikligindaki artis yeni tedavi arayislarini gerektirmis ve 1975 yilinda Hughes ve arkadaslari[38]
glinlimiizde tedavi ve profilaksinin temelini olusturan trimetoprim-siilfametoksazol kombine
tedavisinin etkinligini kesfetmislerdir.

ABD, Atlanta Hastalik Kontrol Merkezi (CDC), Paraziter Hastaliklar ila¢ Servisinde ilag
teknisyeni olarak ¢alisan Sandra Ford, 1981 yilinda, Pnuemocystis vakalarinin tedavisi i¢in talep
edilen pentamidin sayisinda olagandisi bir artis oldugunu fark etmistir [39]. Olgularin alisilandan
farkli olarak c¢ocuklar yerine eriskin erkek hastalardan olustugu, daha o6nce bilinen
immiinsupresyonu olmadig1 ve escinsel erkek hastalar oldugunu 6grenmistir [39]. Ayni zamanda,
biiyiik tibbi merkezlerdeki Kklinisyenler ilk kez Kaposi sarkomu, Pneumocystis pndmonisi,
sitomegaloviriis enfeksiyonu ve diger firsatg1 enfeksiyonlari olan egscinsel hastalarla
karsilagtiklarini bildirmislerdir [39,40]. Bu ilk bulgular, AIDS epidemisinin baslangici olmustur.
Bu noktadan sonra artis gosteren Pnuemocystis pnomonisi, AIDS hastalarinin %60’1ndan
fazlasinda goriilen en 6nemli firsatgi enfeksiyonlardan biri haline gelmistir [41]. Pneumocystis
pnomonisine karsi profilaksinin yaygin kullanilmasi, 1995 ve 1996 yillarinda HAART (yiiksek
diizey aktif antiretroviral tedavi) kombine HIV/AIDS tedavisinin tanitilmasi ve yaygin
kullanilmaya baslamasiyla birlikte HIV/AIDS’li hastalarda Pneumocystis insidansi biiyiik oranda
azalmistir [42]. Ancak gelismekte olan lilkelerde, HIV pozitif oldugunu bilmeyen ya da HAART
tedavisine ulasamayan ve tedavi rejimine uymayan hastalarda, HIV/AIDS iliskili Pnuemocystis
enfeksiyonu daha sik goriilmeye devam etmistir [1].

Giinimiizde Pneumocystis enfeksiyonu; kanser, hematolojik malignite, transplantasyon
ve otoimmiin hastaliklar icin immunsupresif tedavi alan hasta sayisinin artmasiyla birlikte HIV

negatif hastalarda daha sik goriilmektedir ve mortalite orani daha ytiksektir [1,8,43].

2.2. Taksonomik Siniflandirma: Protozoondan Fungusa Pneumocystis

Pneumocystis tek hiicreli 6karyotik bir mikroorganizmadir ve ilk tanimlandig yillardan
1980’lerin sonuna kadar protozoon parazit oldugu dusiinilmustiir. Pneumocystis’in invitro
kiiltirde Ttretilememesi, morfolojik gorintiisii, trofozoit ve Kkist yasam formlar1 olmasi,
antifungallerle elimine edilememesi ve protozoan tedavisinde kullanilan trimetroprim-
sulfametoksazol ve pentamidin gibi ajanlarla tedavi edilmesinden dolay1 protozoon olarak kabul
edilmistir [1]. Ancak giliniimiizde Pneumocystis mantarlar grubunda siniflandirilmaktadir. Bu
yeniden smiflandirma, 1988 yilinda baslayan ve 1990’larda devam eden birbirinden bagimsiz
cesitli calismalarin bulgularina dayanmaktadir. Ornegin Pneumocystis’in ribozomal RNA sekans
analizi verileri ile protozoonlardan ¢ok mantarlarla daha yakin iliskili oldugu tespit edilmis

[44,45] ve mitokondriyel gen sekanslari fungal DNA ile homoloji gostermistir [46,47]. Daha sonra
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yapilan filogenetik analizler ve Pneumocystis genom projesi Pneumocystis’in mantarlar alemine ait
oldugunu dogrulamistir [48,49].

Giinimiizde Pneumocystis cinsinin filogenetik siniflandirmasi: Mantarlar alemi,
Ascomycota filumu, Taphrinomycotina altfilumu, Pneumocystidomycetes sinifi, Pnuemocystidales
takimi, Pneumocystidaceae ailesi ve Pneumocystis cinsi seklindedir, en yakin akraba oldugu tiir
Schizosaccharomyces pombe’dir [2]. Pneumocystis glniimiizde mantarlar aleminde
siniflandirilmasina ragmen, sahip oldugu farkli o6zelliklerden dolayr atipik bir fungal
mikroorganizmadir. Mantar kiiltiir besiyerlerinde iireyemez, pentamidin ve kotrimoksazol gibi
antiparaziter ajanlara cevap verir, hiicre duvarinda diger mantarlardan farkli olarak ergosterol
yerine kolesterol bulunur ve bu ytlizden tipik bir antifungal olan amfoterisin B'ye direnclidir
[24,50].

2.3. Pnuemocystis Tiirleri ve Konak Ozgiilliigii

Pneumocystis taksonomisi 1994 yilina kadar tir diizeyinde degisiklige ugramadan
siniflandirilmistir. Bu stirecte sadece Frenkel 1976 yilinda insan ve rat kaynakli Pneumocystis
suslarinin yapisal ve antijenik farkliliklarina dayanarak konaga spesifik farkl tiirler oldugunu
belirtmis ve insanlarda enfeksiyon yapan tiir i¢cin Pneumocystis jirovecii (insanlardaki
Pnuemocystis enfeksiyonunu tanimlayan Cek parazitolog Otto Jirovec onuruna) adini énermistir
[3,51]. Ancak Frenkel'in onerisi o donemde kabul gérmemistir. Pneumocystis cinsinin tek tir
olarak siniflandinldigi dénemde Pneumocystis enfeksiyonlari zoonoz bir patern olarak kabul
edilmistir [2]. Ancak, giliniimiizde 5 farkli Pneumocystis tiiri tanimlanmis ve arastirilan her
memeli konak tiiriinden elde edilen Pneumocystis suslarinin konaga 6zgiilliikk gosteren farkh
suslar oldugu ortaya konmustur [3,24,52,53].

Insanlardan ve laboratuvar hayvanlarindan izole edilen Pneumocystis organizmalari
arasindaki ilk molekiiler fark protein boyutlari analizinden elde edilmistir [54]. Ancak, protein
boyutlarinda gozlenen farklhiliklarin, tiirler arasi degiskenlikten kaynaklandiginin goésterilmesi
zordur. Ciinkii Pneumocystis proteinleri dogrudan konak akcigerinden alinan érneklerden elde
edildigi icin Pneumocystis proteinlerinin olas1 konak aracili modifikasyonu, konak proteinleri ile
kontaminasyon ve diger organizmalarin varhgl gibi sonucu etkileyebilecek faktorler
bulunmaktadir [5]. DNA analizleri insanlardan ve diger hayvanlardan izole edilen Pneumocystis
organizmalarinin oldukea farkl oldugunu ortaya koymak icin gereken bilgileri saglamistir. Insan
ve rat kaynakli Pneumocystis suslarinin 18S rRNA sekans analizi sonucunda % 5 oraninda farklilik
oldugu gorilmiistiir [5,50]. Ayrica diger gen veya gen fragmenti analizleri, farkli konak

tiirlerindeki Pneumocystis’lerin farkli oldugunu ortaya koymustur [2,5,55-58].



Harun GULBUDAK, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

Hayvan deneyleri ile yapilan c¢apraz bulas calismalar1 sonucu Pneumocystis
enfeksiyonlarinin memelilerde konak tiirlerine 6zgiilliilk gésterdigi ortaya konmustur [52,53].
Pneumocystis taksonomisindeki ilk diizenleme, 1994 yilinda yapilan 3. Uluslararasi Firsatgl
Protistler Calistayinda (Cleveland, ABD) yapilmistir. Farkli memeli konak tiirlerine 6zgiilliik
gosteren Pneumocystis suslarini adlandirmak i¢in, mantarlar1 da kapsayan, Uluslararasi Botanik
Adlandirma Kurallar1 (ICBN) ile belirlenen gecici trinom isimlendirme kullanilmasi kabul
edilmistir [2,3]. Bu adlandirma bir fungal parazit tiirii icerisinde, farkli konaklara adapte olan 6zel
formlan1 “formae speciales” (f.sp.) ayirt etmek icin kullanilir. Ornegin; insanlarda bulunan
Pneumocystis susu P. carinii f.sp. hominis, farelerdeki Pneumocystis formu P. carinii f.sp murina,
ratlardaki form P. carinii f.sp carinii ve tavsanlardaki sus P. carinii f.sp. oryctolagi seklinde
adlandirilmistir [2,3]. Daha sonra yapilan filogenetik analizler, popiilasyon genetigi ve yapisal
calismalar, Pneumocystis formlarinin mantar tiirleri seviyesinde farkliliklara sahip oldugunu
ortaya koymustur [2,3,5]. Buna uygun olarak, 2001 yilinda 7. Uluslararas1 Firsat¢i Protistler
Calistayinda (Cincinnati, ABD) P. carinii 6zel formlarinin Pneumocystis cinsinde tiirler olarak
yeniden adlandirilma 6nerisi oybirligiyle kabul edilmis ve yeni tiir adlarinin olusturulmasi icin
rehber hazirlanmistir [5]. Uluslararasi botanik adlandirma kurallarina uygun olarak; insanlarda
enfeksiyon etkeni olan tiir P. jirovecii, rat (Rattus norvegicus) kaynakli olan tiir ise P. carinii olarak
Frenkel'in 1999 yilinda 6nerdigi sekliyle adlandirilmistir [4,5]. Daha sonra li¢ Pneumocystis tiirii
resmi olarak tanimlanmistir; bunlar Pneumocystis wakefieldiae ratlardan (Rattus norvegicus),
Pneumocystis murina laboratuvar farelerinden (Mus musculus), Pneumocystis oryctolagi Eski

Diinya tavsanlarindan (Oryctolagus cuniculus) izole edilen tiirlerdir [59-61].

2.4. Pneumocystis Morfolojik Ozellikleri ve Hipotetik Yasam Dongiisii

Pneumocystis turlerinin uzun siireli in vitro kiiltiirt yapilamadigi icin yasam dongiisi ile
ilgili hipotezler; transmisyon elektron mikroskobu (TEM) migrograflari, ii¢ boyutlu organizma
rekonstriiksiyonu ve molekiiler calismalardan elde edilen verilere dayanir [6]. Hiicre dis1 yerlesim
gosteren organizmanin bilinen yasam dongiisii evreleri, enfekte memelilerin akcigerinde ve
nadiren ekstrapulmoner organlarda bulunur [2,3,6]. Pneumocystis'in yasam doéngusiinde iki
primer morfolojik form ve ara formlar tespit edilmistir; trofik form (trofozoit), intrakistik cisimler
iceren kist form (askus, spor) ve ara kist evleri [6,24]. "Trofozoit" ve "kist" terimleri
Pneumocystis'in protozoon olarak siiflandirildigt dénem kullanilan tanimlardir. Trofozoit aktif
formdur, konakta cogalir ve patogenez ile iliskilidir. Kist form dormant evreyi ifade eder, kalin
koruyucu hiicre duvarti ile parazitin dis ortamda hayatta kalmasini saglar. Pneumocystis’in mantar
olarak tanimlanmasiyla birlikte, trofik form vejetatif mayaya, kist form ise ascomycetes

mantarlarinin askusuna esdeger oldugu diistiniilmektedir [24].
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Pneumocystis’in trofik formu; pleomorfik yapida, ince ve esnek hiicre duvarli ve 2-8 um
arasinda degisen boyutlardadir [6]. Enfeksiyon sirasinda trofik formlar tip I alveolar epitel
hiicrelere tropizm gosterir ve genellikle kist formdan 10 ile 20 kat daha fazladir. Cogunlugu
haploid 6karyotik hiicrelerden olusur, ancak kiiciik bir popiilasyon diploid yapidadir [24,62]. Her
trofik formda bir niikleus, mitokondri, endoplazmik retikulum (ER), Golgi vezikiilleri ve
sitoplazmik vakuoller gibi organeller bulunur [24,63,64]. Trofik formun yiizeyinde, genellikle
konak hiicreye dogru ¢ikinti yapan veya konak hiicrenin invaginasyonlarina penetre olan, ¢ok
sayida tiibliler uzantilar veya filopodlar bulunur [24,63]. Bu yapilarin islevi tam olarak
bilinmemektedir. Ancak konak membranindan besin aliminda rol oynadigi ve tip-I pnémositlere
baglanmay1 sagladig: ileri strilmustiir [6,24,64]. Pneumocystis’'in yasam donglisiinde trofik
formlar asekstiel olarak ikiye boliinerek ¢ogalir ya da seksiiel olarak iki trofik form eslesir mayoz
ve mitoz boliinme gegirerek kistleri meydana getirir [6]. Son donemdeki genomik ¢alismalara gére
Pneumocystis tiirlerindeki eseyli liremenin primer homothallizm ile olabilecegi gosterilmistir
[65]. Trofozoitlerden kist olusum stirecinde 3 evreden olusan prekist fazi goriiliir. Erken prekist
fazinda pseudohifalar kaybolur ve mayoz boliinme ile iligkili sinaptonemal kompleksler meydana
gelir. Orta prekist fazinda hiicre duvari kalinligi artar ve niikleer béliinme gergeklesir. Son prekist
fazinda ise niikleus sayisi sekize ¢ikar [66].

Kist form; askus benzeri bir yapida, 4-8 pm arasinda degisen boyutlarda, 3-glukan
bakimindan zengin ve kalin (100-160 nm) hiicre duvari ile karakterize bir spor kilifidir. Hiicre
duvari lizerinde dis membran bulunur. Olgun bir kistigerisinde tipik olarak sekiz spor (intrakistik
cisim) vardir [24,62,66]. Her intrakistik cisimde bir niikleus, mitokondri ve ER bulunur. Kist
formlarda tiibiiler uzantilar nadiren bulunur ve konak hiicre invajinasyonuna uzanmaz [24].
Pneumocystis hiicrelerinde mayalardaki gibi tomurcuklanma gorilmez. Kist icerisindeki sekiz
haploid askospor, kist duvarindaki porlardan salinarak yeni trofik formlar meydana getirir ve
hayat dongiisii tekrar baslar [66].

Pneumocystis ile enfekte fareler (-glukan sentez inhibitérii ekinokandin ile tedavi
edildiginde enfeksiyonun diger farelere bulasmadigi gosterilmistir [67]. Bu, Pneumocystis
enfeksiyonunun yeni konaklara bulagsmasinda kist formun sorumlu oldugunu géstermektedir

[67].

2.5. Epidemiyoloji ve Bulas

Pneumocystis enfeksiyonlarinda rezervuar kaynagi tam olarak anlasilmamistir.
Pneumocystis DNA’s1 golet suyu ve meyve bahgeleri gibi yerlerde tespit edilmis olmasina ragmen
memeli konaklarin disinda hi¢cbir canli organizma rezervuar1 bulunmamistir [66,68]. Aktif PCP

yeni bulas sonucu gelisen bir enfeksiyon olarak kabul edilir ve en olasi enfeksiyon kaynaklari
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cevre ya da diger insanlardir. Kisiden kisiye bulas aktif PCP’li, prodromal fazdaki hastalar ve
asemptomatik tasiyicilarla temas sonucu hava yoluyla gerceklesir ve genis yayilim gosterir [69].
Insanlarda tavsanlarda ve ratlarda anneden bebege plasenta yoluyla da gecis olabilecegini
destekleyen calismalar bildirilmistir [70-72].

Immiin sistemi yetkin (immiinokompetan) konaklarda PCP ile primer enfeksiyon erken
yasta goriiliir ve genellikle asemptomatik seyreder. Cogu klinik enfeksiyon belirtisi gostermeyen
ve yaslar1 20 aya ulasan ¢ocuklarin %85’inde Pneumocystis’e karsi antikor tespit edilmistir [73].
Pneumocystis toplumda rezervuar olarak bulunabilir ve immiin sistemi baskilanmis bir konaga
ulasincaya kadar kisiden kisiye bulasarak subklinik kolonizasyona neden olarak yayilabilir. PCP’li
hastalar enfeksiyon sirasinda etkeni solunum yoluyla havaya yayarlar. Bir hava 6rnekleme
¢alismasinda, PCP’li hastalarin bulundugu servislerden ve bitisik koridorlardan alinan hava
ornekleri analiz edildiginde PCP’li hastalarin 8 m’ye kadar uzaginda P. jirovecii tespit edilmis ve
organizma yiikii hastalardan uzaklastik¢ca orantili olarak azaldig1 gozlenmistir. Ayrica servislere
bitisik koridorlarda da Pneumocystis pozitifligi devam etmistir [74]. Baska bir calismada
Pneumocystis enfeksiyonu olmayan hastalarin bulundugu yogun bakim iinitelerinden ve
hastanedeki bos odalardan alinan hava érneklerinden de Pneumocystis saptanmistir [75]. immiin
sistemi baskilanmis hastalarin bulundugu hastane servisleri ve yogun bakim iinitelerinde
Pneumocystis’in hastalar arasinda kisiden kisiye bulasarak yayildig1 ve salginlara neden oldugu
molekiiler tiplendirme calismalari ile gosterilmistir [69].

Geleneksel olarak, immiin sistemi baskilanmis hastalardaki aktif PCP’nin erken cocukluk
doneminde alinan etkenin latent kolonize formun reaktivasyonu sonucunda gelistigine
inaniliyordu. Ancak giiniimiizde enfeksiyonun yeni bir bulas sonucu gelistigini gdsteren raporlar
vardir. Normal bir immiin sistem yanit1 Pneumocystis enfeksiyonunu tamamen temizlemek icin
yeterli goriilmektedir. Ratlarda ve farelerde yapilan calismalarda PCP sonras1 parazitin
temizlendigi ve immiinsupresyon gelismesi durumunda reaktivasyon gostermedigi bildirilmistir
[76,77].

HIV  pozitif PCP’li hastalarda goriilen tekrarlayan (rekirren) Pneumocystis
enfeksiyonlarina farkli genotipe sahip suslarin neden oldugu tespit edilmistir [78]. Ayrica,
Pneumocystis enfeksiyonlarinda genotiplerin cografik dagilimi arastirildiginda genotip paternleri
hastalarin dogum yerine gore degil, mevcut ikamet ettigi ve taninin kondugu yer ile iliskili
bulunmustur [27]. Bununla birlikte, bu calismalarda oldugu gibi solunum 6rneklerinden PCP
susunun epidemiyolojik analizleri dikkatli yorumlanmalidir ¢iinkii solunum 6rneklerinin analizi
otopsi analizine kiyasla hasta tarafindan tasinan tiim PCP suslarini tanimlamamaktadir [79].

P. jrovecii kolonizasyonu, mikroorganizmanin solunum sistemi Orneklerinden tespit
edilebildigi, ancak klinik bir enfeksiyon kanitinin bulunmadigi durumlardir ve bu durumlar

asemptomatik tasiyicilik olarak degerlendirilir. Kolonizasyonda parazit ytkii diisiik oldugu icin
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mikroorganizma tespiti PCR tekniklerine dayanir ve en stk mtLSU lokus nested PCR yontemi
kullanilir [11].

Bazi ¢alismalarda, immiin sistemi etkin bireylerde Pneumocystis kolonizasyonuna dair
herhangi bir kanit bulunmamistir [11,80,81]. Saglikli bireylerde kolonizasyon olsa bile parazit
yukii ¢ok diisiik oldugu igin tespit edilemeyebilir. Ancak, yiiksek oranda (%20 ve %65)
kolonizasyon bildirilen ¢calismalar da vardir [82,83]. Ozellikle, Sili Santiago’da, travma ve siddet
sonucu 6len saglikli bireylerin otopsi 6rnegi ile yapilan ¢calismada, akciger sag list lobunun toplam
agirhginin % 3-7'sinden PCR ile P. jirovecii arastirilmis ve %65 oraninda kolonizasyon tespit
edilmistir [83]. Bu sonug saglikli insanlarda da Pneumocystis kolonizasyonu olabilecegini, ancak
mikroorganizma yiiki diisiik oldugu icin klasik yontemlerle tespit edilemedigini gdstermektedir.

Pneumocystis kolonizasyonu igin risk faktorleri [11]

e (Cocuklarda yetiskinlerden daha yiiksek kolonizasyon prevalansi goriilmektedir.
e Hamilelikte, bagisiklik sistemindeki degisiklikler kolonizasyona yatkin hale getirir.
e Immiinosiipresif tedavi
e Organ transplantasyonu
e Otoimmiin hastaliklar
e Maligniteler
e HIV/AIDS enfeksiyonu (%20-69 oraninda kolonizasyon)
e Kronik akciger hastaliklari
o Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH)
o Kistik fibroz
o Interstisyel akciger hastaliklar
o Kronik bronsit
e Sigara kullanimi
e Cografya (Toplumdaki P. jirovecii prevalansi) kolonizasyon icin risk faktorleri arasindadir.

Kolonizasyon aktif hastalik gelismesinde veya hastaligin bulasmasinda rol oynayabilir.
Epidemiyolojik calismalar, asemptomatik tasiyicilardan diger hastalara bulas oldugunu géstermis
ve bu asemptomatik hastalara profilaksi uygulanmadigl zaman Pneumocystis yayiliminin artis

gosterecegi belirtilmistir [69].

2.6. Pneumocystis Pnomonisi (PCP)

P. jirovecii, kistlerin solunum yoluyla alinmasi sonucu bulasir ve genellikle asemptomatik
seyreder. Ancak immiin sistemi baskilanmis hastalarda ve o6zellikle HIV/AIDSlilerde ciddi
pnémoniye neden olur. AIDS iligkili PCP, T-helper hiicre sayis1 (CD4+) < 200 hiicre/mm3 oldugu

durumlarda daha sik goriiliir ve nadiren diger organlara yayilim gosterir [1,7,84]. Glinlimiizde HIV

9
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pozitif hastalarin disinda, hematolojik maligniteler, otoimmiin hastaliklar, organ
transplantasyonu ve solid tiimor sayisindaki artis ve bu hastalarda uygulanan immunsupresif
tedaviler (kortikosteroid, kemoterapi, anti-rejeksiyon) PCP’yi HIV-negatif immunsupresif
hastalarda daha yaygin hale getirmistir [1,8]. HIV-negatif hastalarda PCP ile iligkili altta yatan
durumlar; hematolojik maligniteler (Losemi tipleri, lenfoma, multipl miyelom), solid tiimérler
(Akciger kanseri ve diger kanserler), otoimmiin ve kronik enflamatuar hastaliklar (Sistemik lupus
eritematozus, romatoid artrit, Wegener graniilomatozis), organ veya kemik iligi
transplantasyonu, konjenital immiin yetmezlik, kemoterapi ve steroid tedavisidir[1,8].

PCP’de yaygin olarak goriilen semptomlar; progresif dispne, nonproduktif o6ksiiriik,
hipoksi (arteriyel oksijen basinci < 70 mmHg), diisiik dereceli ates, halsizlik ve bazen gogiis
agrisidir. Fizik muayenede tipik olarak takipne, tasikardi ve akciger oskiiltasyonunda normal
bulgular gorilir. Akut dispne ile birlikte ploretik goglis agrisi, pnomotoraks gelisimini
gosterebilir [1,7,85]. Ya da piiriilan balgaml dksiiriik semptomlar1 akut bir bakterial pndmoniye
veya tiiberkiiloz gibi alternatif bir enfeksiydz taniya isaret edebilir. Yiikkselmis serum laktat
dehidrojenaz (LDH) seviyeleri PCP ile iliskili olabilir ve muhtemel akciger parankimal hasari
yansitir, ancak spesifik degildir.

Akciger grafisinde bilateral perihiler interstisyel infiltratlar goriiliir ve hastalik siirecinde
giderek homojen ve yaygin hale gelir. PCP’nin erken déneminde gogiis grafisi %25 oraninda
normal goriilebilir [1,7]. Yiiksek c¢oziiniirlikli bilgisayarl tomografi (BT) incelemesi akciger
grafisinden daha duyarhdir; radyografik bulgular normal olsa bile, PCP ile karakterize simetrik,
genis buzlu cam opasiteleri BT ile tespit edilebilir [86].

AIDS’li PCP pozitif hastalarda akciger Pneumocystis ytki, HIV negatif immunsuprese
hastalara gore anlamli olarak daha yiiksek, notrofil sayisi ise anlamli olarak daha az oldugu
bildirilmistir. Buyiizden AIDS’li hastalarda Pneumocystis mikrobiyolojik tanisi daha duyarlidir ve
notrofil sayisinin az olmasindan dolay1 oksijenasyon ve sagkalim daha iyidir [10,87].

PCP, HIV negatif immunsupresif hastalarda HIV pozitiflere gére daha hizl baslangi¢chdir
ve semptomlar daha progresiftir. Bu hasta grubunda yogun bakim ve mekanik ventiilasyon
gerektiren ciddi solunum sikintis1 daha fazla goriliir [1,85]. PCP’li HIV pozitif hastalarda mortalite
oranl %10-20 arasindadir ve hastanin mekanik ventilasyon ihtiyaci mortalite oranini
ylikseltmektedir. HIV negatif hastalarda ise mortalite oran1 %20-60 arasinda bildirilmis ve
kanserli hastalarda mortalite riski daha yiiksek bulunmustur [7-10]. Bunun nedeni, alta yatan
durumlarla iliskili olabilir; mekanik ventilasyon gerektiren olgularin oran1 HIV negatif PCP’li
hastalarda daha fazladir. BAL 6rneklerinde gozlenen noétrofil sayis1 HIV negatif hastalarda daha
fazladir, bu da PCP kaynakli akciger hasarinin HIV negatif hastalarda daha fazla oldugunu gosterir
[10]. Ayrica HIV negatif PCP’li hastalarin yas ortalamasi HIV pozitif hastalardan daha ytiiksektir
[8,10].
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Ekstrapulmoner Pneumocystis enfeksiyonu cogunlukla HIV pozitif hastalarda ve 6zellikle
PCP icin aerosol pentamidin profilaksisi alanlarda bildirilmistir. Ekstrapulmoner enfeksiyon
akcigerden diger organ ve dokulara yayilim sonucu gergeklesir ancak ekstrapulmoner lezyonlar
tespit edildiginde pulmoner enfeksiyon goriilmeyebilir [1,88]. G6z ya da kulak (Dis kulak yolu,
orta kulak]) ile sinirli olan ekstrapulmoner Pneumocystis enfeksiyonlari daha iyi prognoza sahiptir
ve spesifik tedaviye yanit verir. Yaygin enfeksiyonlarda ise genellikle etkilenen organlara gore
semptomlar gorilir ve lenf nodlari, karaciger, dalak, bobrek, tiroid, kemik iligi, gastrointestinal
sistem, pankreas, kalp, kas, beyin korteksi ve meninkslerde Pneumocystis enfeksiyonu tespit

edilmistir [88].

2.7. Pneumocystis Enfeksiyonlarinda Konak immiin Yaniti

Konagin Pneumocystis enfeksiyonunu kontrol edilebilmesi i¢in etkili bir inflamatuar cevap
gereklidir. Ancak, asir1 immiin reaksiyon pulmoner hasara da neden olur. Siddetli Pneumocystis
pnomonisi, ndtrofilik akciger inflamasyonu ile karakterizedir [7]. Bu durum alveoler hasar, gaz
degisiminin bozulmasi ve solunum yetmezligi ile sonuclanabilir. Bu yiizden solunum yetmezligi

ve mortalite fungal yiikten ¢ok inflamasyon derecesi ile iliskilidir [7].

2.7.1.Makrofaj ve Dogal immiin Yamt

Pneumocystis enfeksiyon sirasinda konagin akcigerlerinde alveollere yerleserek tip I
pnomositlere tutunur, ve genellikle konak hiicrelere invaze olmaz [7]. Pneumocystis’in epitele
baglanmasi, Pneumocystis yiizeyine baglanan ve alveoler epiteli iizerinde bulunan integrin
reseptorlerine baglanmaya aracilik eden fibronektin ve vitronektin proteinlerin etkilesimleri ile
kolaylastirilir [89,90]. Pneumocystis'in hiicrelere tutunmasi trofozitlerin ¢cogalmasi icin gereklidir.
Bu baglanma akciger epitel hiicrelerini pargalamaz ancak biiylimesini inhibe eder [7,91].
Patojenin epitel hiicrelere tutunmasi ile epitel hiicreler inflamatuar sitokinler ve kemokinler (IL-
6, IL-8 ve monosit kemoatraktan protein (MCP)-1, notrofil kemoatraktan proteini MIP-2)
salgilayarak patogenezde onemli rol oynar [92]. Pneumocystis kistlerinin hiicre duvarinda
bulunan 3-glukan ve trofozoitlerin major ylizey glikoproteini (MSG), konak inflamatuar cevabin
baslatilmasinda 6nemlidir [92]. Pneumocystis enfeksiyonu sirasinda meydana gelen konak immiin
yanity; alveolar makrofajlar, dendritik hiicreler, nétrofiller, CD4+ T hiicreler ve CD8+ T hiicrelerin
komleks etkilesimini icerir [92].

Alveolar makrofajlar, enfeksiyona karsi ilk konak savunma hattini olusturur ve
Pneumocystis kist ve trofozoitlerinin akcigerden temizlenmesinde 6nemli rol oynar. Makrofaj

sayisl ile PCP'nin siddeti arasinda ters oranti goriiliir [92,93].
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Pneumocystis major ylizey antijeni mannoz ile glikozillenmis bir glikoprotein A’dir ve
major yiizey glikoprotein (MSG) olarak adlandiriir. Makrofajlar mannoz reseptori ile
Pneumocystis major ylizey glikoproteinin; makrofaj dektin-1 reseptorii ile Pneumocystis hiicre
duvarindaki $-glukanlarin etkilesimi sonucu, makrofajlar mikroorganizmay1 baglayarak fagosite
edebilir [92,93]. Pneumocystis'in IgG ile opsonizasyonu makrofajin fagositozunu
kolaylastirilabilir. Fagositozla alinan mikroorganizma, fagolizozom igerisine alinarak indirgenir
[7,92]. Alveolar makrofajlar fagositozla aldiklar1 mikroorganizmalarin antijenlerini isleyerek lenf
nodlarinda naif T lenfositlere sunar ve onlarin T helper ve sitotoksik T hiicre olmalar1 yoéniinde
aktive olmasini saglar [93] Makrofajlara ek olarak, dendritik hiicreler de akcigerdeki 6nemli
efektor hiicrelerdir. Solunum yolu epitelinde, alveoler septa ve pulmoner damarlarin ¢evresinde
yer alan antijenlere hizli cevap verirler [92]. Bunun disinda makrofajlar ¢esitli proinflamatuar
sitokinler ve TNF-a gibi kemokinler iiretir. TNF-a enfeksiyon sirasinda, notrofillerin, lenfositlerin
ve monositlerin enfeksiyon bolgesine gelmesini uyararak mikroorganizmalarin temizlenmesinde
onemli rol oynar [7]. Bu immiin sistem hiicreleri, alveollerin Pneumocystis'ten temizlenmesinde
onemli rol oynasalar da ayni hiicrelerden salinan oksidan, katyonik protein ve proteazlar akciger
hiicrelerine zarar verebilir [7].

Pulmoner siirfaktan, alveolar tip II hiicreler tarafindan salgilanan bir lipit ve protein
kompleksidir. Hava-sivi arasindaki yiizey gerilimini azaltir, diistik akciger hacimlerinde alveolar
kollaps1 énler ve dogal bagisiklikta rol oynar [92]. islevsel olarak dért ana siirfaktan protein, iki
gruba ayrilir: Hidrofobik protein SP-B ve SP-C, ylizey gerilimini kontrol etmede birincil rol
oynar. Hidrofilik protein SP-A ve SP-D ise akciger bagisikliginda rol oynar [92]. Yapilan
calismalarda, Pneumocystis enfeksiyonu sirasinda SP-B ve SP-C'nin asagi regiile oldugu; bunun
sonucunda PCP'li hastalarda hipoksemik solunum yetmezligine katkida bulundugu ve yiizey
gerilimde belirgin artis goriildiigi bildirilmistir [94,95].

SP-A ve SP-D, Pneumocystis yluzeyindeki glikoprotein A bilesenleriyle etkilesime girer. SP
A, alveolar Pneumocystis'in makrofajlarla etkilesimini diizenler [7]. SP-D mikroorganizmalarin
agregasyonuna aracilik eder. Ancak, kiimelenmis mikroorganizmaslarin makrofajlar tarafindan
alinmasi asir1 derecede zayiflar, bu sayede birgok mikroorganizma makrofaj eliminasyonunundan

kacabilir [7].

2.7.2.Lenfositler ve Adaptif Bagisiklik

Konagin Pneumocystis'e karsi savunmasinda CD4+ T lenfositler ¢cok 6nemlidir. CD4+ T
hiicreler, Pneumocystis’i elimine eden immiin efektor hiicrelerin aktive edilmesi ve olay yerine
gelmesi icin konak inflamatuar yanitini diizenleyen bellek hiicreler olarak rol oynar [92].

Pneumocystis enfeksiyonunda CD4+ T hiicrelerin aracilik ettigi immiin reaksiyon makrofaj
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kaynakli TNF-a ve interlokin-1 ile aktive edilir [7]. Insanlarda PCP riski, CD4+ T hiicre sayis1 <200
hiicre/mms3oldugunda 6nemli dl¢lide artar. HIV pozitif hastalarda HAART tedavisi ile T-hiicre
sayisinin yeniden yiikselmesi sonucu PCP riski azalir [84,92,96]. Hayvan modellerde yapilan
calismalarda, CD4+ T hiicreler, anti-CD4 ile inhibe edildiginde memelilerin Pneumocystis
pneumonisine duyarl hale geldigi gosterilmistir [92,97].

Enfeksiyonun kontroliinde ve patojenin temizlenmesinde T hiicreler gereklidir, ancak
arastirmalar T hiicresi cevabinin hastalik sirasinda énemli derecede pulmoner bozukluga yol
acabilecegini gostermistir [98]. Ozellikle immunsupresif durumda gelisen enfeksiyonlarda, altta
yatan immunsupresif durum ortadan kalktiginda ya da bagisiklik sistemi yeniden yeterli diizeye
ulastiginda, enfeksiyona karsi olusan CD4 T hiicre tepkisi patolojik hale gelebilir. Bu durum
immiin rekonstitiisyon inflamatuar sendrom (IRIS) olarak adlandirilan klinik bir fenomendir [98].
IRIS tipik olarak HIV/AIDS hastalarinda antiretroviral tedavi sonrasi gozlenir ve kotiilesen nefes
darlhigy, ates ve oksiiriik seklinde ortaya ¢ikabilir [92,98]. CD4+ T hiicreler, pulmoner fizyolojinin
bozuldugu IRIS akut fazinda CD8+ T hiicrelerden daha fazlayken; Pneumocystis klirensini izleyen
enfeksiyonun ¢oziildiigii fazda ise CD8+ T hiicreler daha fazla bulunmustur [99]. CD8+ T
lenfositlerin inflamasyon sirasinda konak savunmasinda rol aldig1 ve CD4+ T lenfositleri modiile
ettigi, ancak; CD4+ T hiicrelerin yoklugunda, CD8+ T hiicrelerin patojeni tek basina
temizleyemedigi tespit edilmistir. CD8+ T lenfositlerin akciger hasarina katkida bulunup
bulunmadigi kesin degildir [99-101].

B lenfositler, Pneumocystis enfeksiyonuna Kkarisi duyarlilikta o6nemlidir. Hayvan
modellerinde yapilan g¢alismalar, B hiicresi olmayan farelerin enfeksiyona duyarli oldugunu
gostermistir [102]. B lenfositler antikor iiretiminin yaninda, enfeksiyon sirasinda antijen sunarak
antijen spefisik CD4+ T hiicre immiin cevabini da diizenledigi bildirilmistir [98,102]. Ayrica, B
lenfositlerin, Pneumocystis enfeksiyonlarinda protein antijenlere cevap veren bellek T hiicrelerin
olusmasinda o6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir [102]. Pneumocystis enfeksiyonunun
¢oziilmesinde hem dogal hem de adaptif immiin yanit énemlidir. Adaptif immiin yanit ayni
zamanda dogal immiin cevabi arttirmak ve uzun siireli bellek korumasini siirdiirmek igin kritik

O6neme sahiptir.

2.8. Mikrobiyolojik Tani

P. jirovecii'nin in vitro kiltiiri yapilamadig1 i¢cin PCP tanisi klinik bulgularin yaninda
mikroorganizmanin Bronkoalveolar lavaj (BAL), indiiklenmis balgam ve akciger biyopsi 6rnegi
gibi solunum yolu 6rneklerinde mikroskobik olarak goriilmesine ve molekiiler yontemlerle tespit
edilmesine dayanir [1,11]. Hipertonik salinle indiiklenmis balgam 6rnegi 6zellikle HIV pozitif

hastalarda ilk prosediir olarak uygulanir ve tani degeri %>50-90 oranindadir [7]. Ancak,
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bronkoalveolar lavaj altin standart prosediir olarak kabul edilir ve duyarliligi %90-98 oraninda

raporlanmistir [1].

2.8.1.Mikroskobik Yontemler

Mikroskobik incelemede toluidin blue O (TBO), Gomori-Grocott methenamine silver
nitrat (GMS), kalkoflor beyazi Pneumocystis kist formlarini; Giemsa, Diff-Quick, modifiye
Papanicolaou ve Gram-Weigert boyama yontemleri ise trofik formlar1 boyamak i¢in kullanilir [7].
Boyamada kullanilan TBO, GMS ve kalkoflor beyazi kist duvari bilesenlerine iyi afinite gostererek
kistleri boyar. Ancak, bu boyalar Pneumocystis kistlerinin yaninda diger mayalarin da hiicre
duvarini boyar. Bu ylizden Pneumocystis dogru tanisi i¢in ayni klinik 6rnek Giemsa yontemi ile de
boyanmalidir. Giemsa ve benzer panoptik boyama yontemleri trofik formlarin niikleusunu ve
sitoplazmasini boyar, kist duvarini boyamaz ve kistlerin etrafinda bosluk olusur. Bu boyama
stratejisi ile Pneumocystis diger mantarlardan ayirt edilir [1]. Mikroskobik yontemlerin diger
bileseni, anti-P. jirovecii monoklonal antikorlarinin kullanildig1 direkt ve indirekt immiinfloresan
(IF) boyama yontemidir. IF yontemin duyarlilk ve o6zgiilliigii 6zellikle indiiklenmis balgam
orneklerinde diger boyama yontemlerinden daha yiiksek bildirilmistir [12,103]. Monoklonal
antikorlarin avantaji Pneumocystis’in Kist ve trofik formlarini hedeflemesidir, PCP sirasinda trofik
formlar kistlerden on kat fazladir [7]. Bu yontemlerin bazi kisitlamalari vardir. PCP'li hastalarin
bir kismi balgam indiiksiyonunu tolere edemeyebilir. BAL ve akciger biyopsileri invazivdir.
Pneumocystis'in histolojik tespiti personel deneyimine dayanir. Ayrica, ozellikle HIV negatif

hastalarda, mantar yiikiiniin diisiik olmasi yanlis negatif sonuca yol agabilir.

2.8.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Pneumocystis tanisinda PCR yontemleri BAL, indiikklenmis balgam, balgam, biyopsi,
orofaringeal ve nazofaringeal yikama o6rnegi gibi farkli klinik 6rneklerde etkilidir [1,11]. PCP
tanisinda PCR i¢in bir¢ok farkli sekans (mtLSU rRNA, ITS, MSG, Timidilat Sentaz, Dihidrofolat
Rediiktaz, Hsp70) hedef olarak kullanilmaktadir. Ancak en yaygin kullanilan hedef mtLSU rRNA
(mitochondrial large subunit ribosomal RNA) gen bolgesidir [1]. Bu gblgenin kopya sayisinin fazla
olmasindan dolay1 duyarhihg yiiksektir [11,13]. Klinik 6rneklerden Pneumocystis tespitinde
molekiiler yontemlerin kullanilmasi tan1 duyarlihg: arttirmistir. Ozellikle nested-PCR (iki turlu
PCR) kullanilmas1 mikroskobinin negatif oldugu diisiik parazit yiikii bulunan hastalarda taninin
erken saglanmasinda ve kolonizasyon tespitinde etkilidir [14-16]. Ancak, PCR pozitif ve
mikroskobik sonucu negatif olan 6rnekler PCR’1n 6zgiilligiinii diisiirmektedir. Bu ytizden bu tip

sonuglarda kolonizasyon ve enfeksiyon ayrimi i¢cin PCR sonuclar1 klinik bulgularla birlikte
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yorumlanmalidir. Bir meta-analiz ¢alismasinda BAL oOrneklerinde PCR'in duyarliligt %98.3
(%91.3-99.7) ve ozgiilligi %91 (%82.7-95.5) olarak bildirilmistir [104]. Yapilan ¢alismalarda
ticari real-time PCR yontemlerinin in-house PCR ile uyumlu sonug verdigi tespit edilmistir [105].
Meta-analiz calismalar, kantitatif real-time PCR (qPCR) testlerin duyarhlik ve 6zgiilliikk agisindan
gPCR olmayan testlerden daha iyi sonu¢ verdigini gostermistir [104,106]. Bunun nedeni kantitatif
real-time PCR testlerin yayinlanabilmesi i¢in gereken minimum bilgi rehberi (MIQE) yayinlanmis
olmasi olabilir. MIQE qPCR testlerinin dogrulanmasi (Testin analitik validasyonu, tespit limitinin
tanimlanmasi, amplifikasyon verimi, amplifikasyonun internal kontroli, vd.) icin gereken bilgileri
tanimlayan bir kilavuzdur [107]. Ayrica, qPCR yontemi kullanildiginda amplifikasyon ve dongi
esik (CT) degeri, ornekteki mantar yiikii (mikroorganizma sayisi) ile iligkili oldugu icin
kolonizasyon ve enfeksiyon ayrimi yapilabilecegi gosterilmistir [108]. Mantar yiikii arttikca,
taninin pnémoni olma olasilig1 da artar. Ancak, farkh klinik 6rneklerde (alveollerde yiiksek, agiz
boslugunda diisiik) farkli mantar ytiki beklendigi icin degerlendirme 6rnege gore yapilmalidir
[109]. Kantitatif PCR sonuglarinin degerlendirmesi énemlidir. IF pozitif 6rnekler PCP tanisi saglar.
Ancak, [F-negatif; qPCR-pozitif 6rnekler, enfeksiyon veya tasiyiciya (kolonizasyon) karsilik gelir.
Tasiyici, klinik pnémoni yoklugunda mantar veya DNA'nin varligini ifade eder [109]. Bazi
arastiricilar iki cut-off degeri (PCP’yi tanimlayan ve dislayan) ile kolonizasyon-enfeksyion ayrimi
yapilabilecegini ve arada taninin kesin olmadig1 gri-zon belirlemeyi 6nermislerdir [108-110]. Gri-
zonda kalan drnekler, klinik degerlendirmelere gore yorumlanmalidir. Ancak bazi ¢alismalarda
gPCR ile kolonizasyon ve PCP ayirt edilememistir [111].

PCP tanisinda her ne kadar PCR ve qPCR yodntemlerinin duyarhiligi daha yiiksek olsa da

PCP tanisinda IF mikroskobisi tememl tan1 yontemi olmaya devam etmektedir [109].

2.8.3. Diger Testler

e (1->3)-B-D-glukan (BG)

(1->3)-B-D-glukan (BG) Pneumocystis ve tibbi 6neme sahip Aspergillus ve Candida gibi en
sik goriilen enfeksiyon etkenleri dahil diger bircok mantarin hiicre duvarinda bulunan
polisakkarittir. Bu ylizden “pan-fungal” markiri olarak kabul edilir [109,112]. BG dogal immiin
yaniti tetikler ve hem kanda, hem de BAL 6rneginde tespit edilebilir. Yapilan ¢alismalarda serum
BG seviyesinin derin mikoz enfeksiyonlarinda oldugu gibi PCP tanisinda da etkili olabilecegi
bildirilmistir [112]. Serum BG seviyesinin belirlenmesi ile PCP ve Pneumocystis kolonizasyonunu
ayirt edilebilir; enfeksiyonda ytiksek, kolonizasyonda diisiik serum BG seviyesi goriiliir. Buna
karsilik PCP’de bronkoalveolar lavaj (BAL) sivis1 6rneklerinde BG seviyesiyesi ile ilgili veriler

azdir ve kolonizasyon-enfeksiyon ayriminda olumlu sonuglar bildirilmistir. Serum BG seviyesinin
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PCP tanisindaki dogrulugunun degerlendirildigi bir meta-analizde 14 calisma incelenmis ve
ortalama duyarhlik ve 6zgillik sirasiyla; %94.8 (%90.8-97.1) ve %86.3 (%81.7-89.9) olarak
tespit edilmistir [113]. On iki ¢calismanin degerlendirildigi baska bir meta analizde ise duyarlilik
ve 0zgiilliik sirasiyla %96 (%92-98) ve %84 (%83-86) olarak bildirilmistir [114]. Serumda BG
tespitindeki yiiksek duyarlhilik géz oniine alindiginda, serum BG sonucunun negatif olmasi
enfeksiyon riski bulunan hastalarda PCP’yi dislamak i¢in yarali olabilir [109]. Ancak, BG testinin
Pneumocystis icin spesifik olmamasi (pan-fungal yapisi) ve yanlis pozitif BG sonucunu
aciklayabilecek bircok diger faktdrlerden dolayr PCP tanisini dogrulamak icin pozitif bir BG
sonucunun yeterli olmayacagi; ek bir tani testi c¢alisilmasi gerektigi bilinmelidir [109].
Mikroskobik incelemesi negatif, PCR ve BG sonuglari pozitif hastalarda anti-PCP tedavisinin
hayatta kalma oranimi arttirdigi gosterilmistir. PCR yontemi ile birlikte BG testinin PCP ve

kolonizasyon ayriminda yararl oldugu bildirilmistir [115].

e S-adenosylmethionine (AdoMet)

S-adenosylmethionine (AdoMet) biyokimyasal reaksiyonlarda metil donorii olarak rol
oynar. AdoMet sentetaz, metionin ve ATP'den AdoMet olusumunu katalize eder. AdoMet, hiicresel
metabolizmada o6nemli bir molekiildiir; proteinlerin, niikleik asitlerin, lipidlerin ve
polisakaritlerin metilasyonu gibi ¢ogu metilasyon reaksiyonu i¢in metil dondrdiir [116]. AdoMet
esansiyel poliaminler spermidin ve spermin sentezinde gereklidir. Memeli hiicrelerinin, AdoMet'i
%95 transmetilasyon reaksiyonlarinda %2-5 poliamin sentezinde kullandig1 tahmin edilmektedir
[116]. Canlilar AdoMet sentetaz ile AdoMet sentezleyebilirken; Pneumocystis'in AdoMet
sentezleyemedigi ve memeli konagindan almak zorunda oldugu yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir [1,116]. Buna paralel olarak, PCP'li hastalarda plazma AdoMet diizeylerinin diisiik
oldugu ve tedaviyle kademeli olarak arttif1 tespit edilmistir. Bu bulgular, plazma AdoMet
diizeyinin non-invaziv bir PCP tan1 yontemi olarak kullanilmas: fikrini dogurmustur [1].

Bir calismada AdoMet plazma konsantrasyonu ile PCP tanisi ve hastalarinda tedaviye
cevabi arastirilmis, calismaya viroloji asemptomatik HIV-1 pozitif hastalar ya da atesli hastaliklar
ile hastaneye basvuran 48 hasta; 12saglikli kontrol grubu dahil edilmistir. Hastalarin 15’inde PCP,
18’inde bakteriyel pnémoni, 4'tinde kriptokokkoz, 6’sinda HIV-1, birinde viral menenjit, birinde
pulmoner aspergilloz ve birinde bronsit ile komplike konjestif kalp yetmezligi tespit edilmistir.
PCP pozitif 14 hastada AdoMet tespit edilmemis, bir hastada 8 nmol/L tespit edilmis, diger hasta
gruplarinin AdoMet seviyeleri kontrol grubu ile anlaml bir fark olusturmamistir. Bakteriyel
pnoémonili 13/18 hasta ve PCP’li 10/15 hastada AdoMet konsantrasyonu birden fazla test edilmis,
bakteriyel pnémonide AdoMet konsantrasyonunda dusiis goriilmezken, PCP’li hastalarda

tedaviyle birlikte AdoMet seviyeleri artmistir. PCP tanisinda AdoMet kontsantrasyonunun tespiti
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duyarl ve tedavinin gosterilmesinde yararli bulunmustur [117]. Baska bir calismada 28 PCP
pozitif, 28 PCP negatif (19 Bakteriyel pndmoni, 9 Tiliberkiiloz) hastada AdoMet konsantrasyonu
PCP’li hastlarda anlamli olarak daha diisiik bulunmus ve tedavi ile birlikte AdoMet
konsantrasyonun yiikseldigi bildirilmistir [118]. Ancak onceki ¢alismalarin sonuglarina aykiri
olarak daha sonra yapilan ¢alismalarda Pneumocystis tiirlerinin fonksiyonel bir AdoMet sentetaz

kodlayan sam1 genine sahip oldugu ve kendi AdoMet’lerini sentezleyebilecegi bildirilmistir [119].

¢ Krebs von den lungen antijeni (KL-6)

Krebs von den lungen antijeni (KL-6), yiiksek molekiiler agirlig1 olan epitelyal miisin ve
membran glikoproteinidir. Tip 2 alveolar pnémosit ve bronsiyal epitel hiicrelerden eksprese
edilir; cesitli interstisyel pndmonilerde ve tip 2 pndémosit yaralanmalarinda, serumda KL-6
seviyesi artar [17-19]. PCP enfeksiyonu sirasinda notrofil ve CD8 lenfositler toplanir ve makrofaj
inflamatuar protein (MIP)-2, interlokin (IL)-8, tiimér nekroz faktoér (TNF)-a gibi inflamatuar
mediatorler salinir. PCP’de inflamasyon mediatorlerinin tip 2 pnomosit hasarini ya da
hiperplazisini indiiklemesi sonucu serumda KL-6 seviyesi yiikselir [19]. Tasaka ve ark[20] nin
bildirdigi bir calismada; KL-6 seviyesi PCP pozitif hastalarda, PCP negatif hastalardan anlaml
olarak yiiksek bulunmustur. Ancak idiyopatik intertisyel pnémoni ya da kollajen vaskiiler iliskili
akciger hastaligi olanlarda da KL-6 seviyesi yiiksek sonu¢ vermistir. Bu durumdaki yiiksek KL-6
seviyesi yanlis pozitiflik yerine altta yatan hastalikla iliskili oldugu belirtilmistir. Intertisyel
pnomonili (idiyopatik pulmoner fibroz, kollajen vaskiiler iliskili interstiyel pnémoni ve PCP)
hastalardaki KL-6 seviyesi kronik bronsit ve pnomonili hastalara gére daha yiiksek bulunmus
ancak, P. jirovecii kolonizasyon ve enfeksiyon ayriminin yapilamadig: bildirilmistir [19]. HIV
negatif PCP pozitif hastalarda serum KL-6 ve BG seviyesi, HIV pozitif PCP pozitif hastalardan daha
diisiik oldugu bildirilmistir [120].

Son olarak; BG, KL-6, SAM ve LDH serum seviyelerinin degerlendirildigi ¢cok merkezli bir
calismada (145 hasta Portekiz'den, 50 hasta Hollanda’dan, 25 hasta Ispanya’dan ve 40 kan donérii
Portekiz’den); BG en giivenilir serolojik markir olarak bulunmus ve bunu KL-6, LDH ve SAM
izlemistir. BG ve KL-6 kombinasyonu %94,3 duyarlilik ve %89,6 6zgiilliikk ile en dogru PCP
serolojik tan1 yaklasimi olarak tespit edilmistir [121]. Bu sonug¢lara gére BG/KL-6 testi, PCP
sliphesinde 6n tarama testi olarak kullanilabilir ya da solunum yetmezligi olan hastalarda ve
bronkoskobi uygulanmasi komplikasyona neden olabilecek hastalarda, solunum yolu 6rnegi

alinamadig1 durumlarda alternatif tani testleri olabilir.
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2.9. Genotiplendirme

Pneumocystis epidemiyolojisini ve sus varyasyonlarini incelemek icin cesitli molekiiler
tipleme yontemleri kullanilmistir. Bu yontemler, P. jirovecii genomu iizerinde farkli lokuslarin

kullanildig1 sus tiplendirme sistemleridir [24,25].

2.9.1. Tek lokus DNA sekans analizi

Geleneksel Sanger DNA sekans analizine dayanan, P. jirovecii'nin tek lokus tiplendirmesi
en yaygin kullanilan yaklasimdir. Bu yontem, hedef bolgelerdeki bilinen veya potansiyel olarak
yeni tiim dizi degiskenlerini saptayabilme avantajina sahiptir.

Pneumocystis genotiplemesinde bircok gen boélgesi kullanilmistir. Bunlar: Internal
transcribed spacer 1 ve 2 (ITS1 ve ITS2) bolgeleri, mitokondriyal biiyiik alt iinite rRNA
(mitochondrial large subunit; mtLSU rRNA), sitokrom b (CYB), dihidropteroat sentaz (DHPS),
dihidrofolat rediiktaz (DHFR), major yiizey glikoproteini (major surface glycoprotein; MSG), beta-
tubulin (beta-tub), kexin-like serin proteaz (kex1), siiperoksit dismutaz (SOD) ve tioredoksin
rediiktaz 1 (Trrl) seklindedir [122-130].

MtLSU rRNA ve ITS lokuslari tiplendirmede en sik kullanilan bélgelerdir. ITS1 dizisi, 18S
ve 5.85 rRNA genleri arasindaki niikleer rRNA operonunda bulunurken ITS2 dizisi, 5.8S ve 26S
rRNA genleri arasinda yer alir. Bu kodlama yapmayan lokus rRNA sentezi sirasinda birlestirilir.
ITS bolgesi yiiksek diizeyde polimorfizm gosterir, bu ylizden genotipleme ydntemleri arasinda
ayirt ediciligi digerlerinden daha yiiksektir [25]. ITS tiplenlerini adlandirmada ITS1 alleleri icin
biiytik harf, ITS2 allelleri icin kiigiik harf kullanihir ve haplotipler iki lokustaki allellerin
kombinasyonuna gore belirlenir. ITS1 icin 15 allel (A-O), ITS2 icin 14 allel (a-n) tanimlanmistir
[122,131]. Bu yonteme goére toplam 210 P. jirovecii tipi teorik olarak miimkiindiir. Diinya
genelinde bazilar kiiresel olarak yaygin, bazilari lokal olarak var olan yaklasik 105 ITS haplotipi
raporlanmistir. P. jirovecii 6rneklerinde en sik goriilen iki ITS haplotipi Eg ve Ne sirasiyla yaklasik
%150 ve %15-20 oraninda tanimlanmistir [123].

MtLSU rRNA tiplendirme i¢in bildirilen polimorfizm miktar1 ITS’den daha azdir ancak,
gozlenen varyasyon, baz1 6énemli epidemiyolojik sorularin ele alinmasina yardimci olmustur. Bu
yontemde amplifikasyon icin nested PCR kullanilmasi duyarhlig arttirmistir [25,26]. mtLSU rRNA
tiplendirme yonteminde genotipler, 85. ve 248. niikleotit pozisyonlarindaki polimorfizme gore
belirlenir. Buna goére P. jirovecii i¢in genotip 1: 85C/248C, genotip 2: 85A/248C, genotip 3:
85T/248C ve genotip 4: 85C/248T olmak lizere dort genotip tanimlanmistir [26,27].
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2.9.2. Multi-lokus sekans analizi

Multi-lokus genotipleme sisteminde, birden fazla gen bolgesi amplifiye edilerek DNA
sekans analizleri sonucu izolatlarin allel kombinasyonlarina gore tiplendirme yapilir.
P jirovecii'min neredeyse bilinen tiim genetik markirlari, potansiyel bir MLST sistemi gelistirmek
icin degerlendirilmistir [24,132-134]. MLST, tek lokus tiplendirme yontemlerinden daha yiiksek
ayrim giicline sahiptir, ancak; su anda fikir birligi saglanmis bir MLST sistemi mevcut degildir [24].
Genotiplendirmede markir olarak kullanilan ¢esitli alellerinin ortak olarak isimlendirilmesine
ihtiyac vardir [109]. Bu hedefe wulasmak icin alellerin tanimlanmasini saglayan
(http://mlst.mycologylab.org) bir web sitesi olusturulmustur. MLST tiplendirme yaklasimi

Pjirovecii sus karakterizasyonunda alternatif bir tiplendirme sistemi olabilir.

2.10. ilag Direnci

Trimetoprim-sulfametoksazol, HIV pozitif ve HIV negatif immiin sistemi baskilanmis
hastalarda profilaksi ve tedavi i¢in standart ila¢ olarak kullanilmaya devam etmektedir [109].
Trimetoprim ve siilfametoksazol mikroorganizmalar icin selektif bir antibiyotiktir. Memeliler
folik asidi besinler ile disaridan alirken mikroorganizmalar folik asit transport sistemine sahip
olmadig1 icin hiicre igerisinde sentezlemesi gerekir [135]. Trimetoprim ve siilfametoksazol,
mikroorganizmada folik asidin fizyolojik olarak aktif formu olan, tetrahidrofolik asidin sentezini
inhibe eder. Bu molekiil timidin, piirin ve DNA sentezinde gerekli kofaktordiir [136]. Siilfonamid,
folik asit biyosentez yolaginda para-aminobenzoik asidin (pABA) yapisal bir analogudur. pABA ile
7,8-dihidro-6-hidroksimetilpterin-pirofosfatin dihidropteroik aside reaksyonunda
dihidropteroat sentaz (DHPS) enzimi siilfametoksazoliin etkisiyle kompetetif sekilde inhibe edilir.
Trimetoprim, folik asidin yapisal bir analogudur ve dihidrofolatin tetrahidrofolata
indirgenmesinde dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimini kompetetif sekilde inhibe eder [135,136]
(Sekil.2.1).
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PABA + Pteridin

- .
‘ﬁﬂlt@mgtglssﬂzgl,_ ‘ —) < Dihidropteroat Sentetaz (DHPS)

X

< Dihidropteroat Sentetaz (DHPS)

Dihidrofolik Asit

‘ Trimetoprim ‘ m—) < Dihidrofolat Red(ktaz (DHFR)
X
Tetrahidrofolik Asit

Sekil.2.1. Folat sentezinin siilfametoksazol ve trimetoprim ile inhibisyonu [136]

DHPS ve DHFR gen boélgesinde sinonim ve non-sinonim mutasyon gosteren
polimorfizmler tanimlanmistir. DHFR gen boélgesindeki non-sinonim polimorfizmler ile daha
onceki profilaksi arasinda tam bir iliski belirlenememistir [126,137,138]. Ancak, DHPS enzimini
kodlayan folik asit sentez (fas) gen bolgesindeki non-sinonim iki nokta mutasyon, daha 6nce
stlfonamid grubu ila¢ kullanilmasi ile iliskili bulunmustur [21-23]. Yapilan calismalarda DHFR
tizerinde DHPS’den daha az se¢ici baski (selective pressure) oldugu bildirilmistir [109,126]. DHPS
lokusunda 165(A”G) ve 171(C"T) niikleotit pozisyonlarinda meydana gelen mutasyonlar,
enzimin aktif bélgesindeki proteinde, 55 (Thr™Ala) ve 57 (Pro”Ser) amino asit dizilerinde yapisal
degisime neden olur. Siilfa tiirevi ilaclarin baglanma bolgesinde meydana gelen degisiklikler ilacin
afinitesini ve inhibitor etkisini azaltarak tedavi ve profilakside basarisizliga neden olur [21-23].

P. jirovecii kiltir sistemleri ile uretilemedigi icin ila¢ duyarhlik testleri in vitro
yontemlerle test edilemez. Bu yiizden ila¢ direnci ¢alismalar1 molekiiler yontemlere ve model
sistem calismalarina dayanir. Model ¢alismalari ile yapilan P. jirovecii ila¢ direng testi; DHPS gen
bolgesi inaktive edilen E. coli suslarinda mutant P. jrovecii fas geni fonksiyonel komplemantasyon
ekspresyonu ile ve P. jrovecii fas geni benzerliginden yararlanilan Saccharomyces cerevisiae foll
genindeki analog pozisyonlarda olusturulan mutasyonlarin ekspresyonu ile yapilan testlerdir
[23,139]. Bu testlerde DHPS gen bdlgesindeki mutasyonlarin stilfa grubu ilag direncine neden
oldugu gosterilmistir. DHPS gen bélgesi mutasyon analizi icin; DHPS gen bélgesi nested PCR ile
amplifiye edilir ve elde edilen PCR iiriinlerinden sekans analizi yapilarak genetik polimorfizmler
arastirilabilir [27]. Ya da sekans analizi yerine PCR iirtinleri iki béliime ayrilarak Accl ve Haelll,

kesim enzimleri ile restriction fragment length polymorphism (RFLP) yontemi uygulanarak

20



Harun GULBUDAK, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

restriksiyon profillerine gore olas1i mutasyonlar tespit edilebilir [127]. DHPS mutasyonlari tedavi
ve profilaksi ile iliskili olmasina ragmen P. jirovecii kolonizasyonu olan ve siilfa ila¢ kullanmamis
tasiyicilarda da tespit edilmektedir. Bu durum, DHPS mutant suslarin kisiden kisiye bulasmasi ile
aciklanabilir. Bu nedenle, DHPS mutasyonlar: ila¢ direncinin yaninda epidemiyolojik belirtec¢

olarak da kullanilabilir [109].

2.11. Tedavi ve korunma

Pneumocystis pnomonisi tedavi edilmediginde mortal seyreden bir enfeksiyondur.
P.jirovecii mantar olarak siniflandirilmasina ragmen amfoterisin ve azol grubu gibi geleneksel
anti-fungallere direnclidir. Tedavi ve profilaksi icin kullanilan primer ilag, trimetoprim-
stlfametoksazoldiir [140].

Risk altindaki hastalarda PCP'den korunma i¢in profilaksi dnerilir. HIV pozitif hastalarda,
CD4+ hiicre sayist <200 hiicre/pl oldugunda ya da orofaringeal kandidiyazis tespit edildiginde
primer profilaksi 6nerilir ve CD4+ hiicre sayis1 200 hticre/pl’nin tizerine ¢ikincaya kadar ti¢ aylik
streyle devam edilir. Hematolojik malignite ve solid tiimor icin sitotoksik kemoterapi alan
hastalarda, organ transplantasyonu ve inflamatuar hastaliklar icin immiin supresif tedavi rejimi
uygulanan hastalarda immiin supresyon siiresi boyunca profilaksi dnerilir [140]. HIV-negatif
immunsupresif hastalarda, prednizon dozu 1 aydan uzun siire boyunca 20 mg/giin'ii astiginda,
ozellikle hastanin T hiicre defekti varsa veya baska sitotoksik ilaglar veya anti-TNF ajanlari
aliyorsa, profilaksi diisiiniilmelidir. Ayrica profilaksi ihtiyacini belirlemek i¢cin CD4 hiicre sayisi
200 hiicre/pl esigi kullanilabilir. Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarin profilaksisi, bu
enfeksiyonun yiikiinii biiyiik 6lciide azaltmistir [140].

PCP tespit edilen tim immunsupresif hastalarin tedavi edilmesi gerekir. Yeni ajanlara
ragmen, trimetoprim-sulfametoksazol, siddetli PCP tedavisinde en etkili rejim olmaya devam

etmektedir.
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Tablo 2.1. P. jirovecii pndmonisinde tedavi segenekleri [140]

flaclar Doz Kullanim Yorum
sekli
Trimetoprim/ Giinliik 15-20 mg/kg; 75-100 Oral veya [V ilk secenek
Sulfametoksazol mg/kg,
Genellikle 3 hafta
Primakin+ Giinliik 30 mg Oral Alternatif secenek
Klindamisin Giinde ii¢ kez 600mg
Genellikle 3 hafta
Atovakuon Giinde iki kez 750 mg Oral Alternatif secenek
Genellikle 3 hafta
Pentamidin 4mg/kg/giin veya 600 iVveya Alternatif secenek
mg/glin, Genellikle 3 hafta aerosol
Yardimci kortikosteroidler Prednizon (veya esdeger baska Oral veya Orta ila siddetli
(antibiyotik ajanina kortikosteroid dozu) v PCP’si olan
ek olarak verilir) 5 glin boyunca giinde iki kez hastalarda
40mg, daha sonra 6-11. kullanilmasi 6nerilir
giinlerde giinde 40mg ve sonra (oda havasinda
21. gline kadar giinde 20mg Pa0,, <70 mm Hg

veya alveoler-
arteriyel oksijen
gradyani >35) *
IV; intravenoz.
*HIV ile iligkili PCP i¢in kesinlikle 6nerilir. AIDS ile iligkili olmayan PCP’de diisiinebilir.

Tedavi basarisizligit durumunda ikinci segenek ilaglar primakin, klindamisin
kombinasyonu ya da tek basina atovakuon ya da pentamidin kullanilir. Antibiyotiklere ek olarak
orta ve siddetli PCP’si olan hastalarda kortikosteroidlerin kullanilmasi 6nerilir (oda havasinda

Pa0,, <70 mm Hg veya alveoler-arteriyel oksijen gradyani >35) [140].

Tablo 2.2 P. jirovecii profilaksi secenekleri [140]

ilaglar Doz Kullanim Yorum
sekli
Trimetoprim/ Giinde 1, ¢ift tablet (160mg TMP/800 mg Oral flk secenek
Sulfametoksazol SMX) veya
Giinde 1, tek tablet (80 mg TMP/400 mg
SMX) veya

Haftada 3 kez, 1 cift tablet,
(immiin baskilanma stiresi boyunca)

Dapson Giinde iki kez 50 mg veya Oral Hastanin glukoz-6PD
giinliik 100 mg eksikligi
olmadigindan emin
olun.

Dapson + Giinliik 50 mg Oral Alternatif secenek

Primetamin + Haftada 50 mg

l6kovorin Haftada 25 mg

Dapson + Haftada 200 mg Oral Alternatif secenek

Primetamin + Haftada 75 mg

l6kovorin Haftada 25 mg

Atovakuon Giinde iki kez 750 mg Oral Maksimum emilim

icin, yiiksek yagh
oglinler onerilir.
Pentamidin Aylik 300 mg Aerosol Nadiren kullanilmas;
ist lob relapsi ile
iliskili olabilir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu tez calismasi, Mersin Universitesi Rektorliigii, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'nun
09.06.2016 tarih ve 2016/117 sayili kurul karari ile “Etik Kurul Onay1”n1 almistir.

Bu calismaya, Agustos 2016 - Subat 2018 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi, ¢esitli klinik ve yogun bakim iinitelerinde takip
edilen, klinik ve radyolojik bulgulari ile (dispne, non-produktif 6ksiiriik, ates, intertisyel pnémoni)
atipik pnémoni (PCP siihesi olan) tespit edilen hasta drnekleri dahil edildi. Hastalar hematolojik
malignite, kanser, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve organ transplantasyonu gibi
immiin sistemi baskilayici tedavi gerektiren altta yatan hastaligl bulunan ya da kemoterapi
tedavisi uygulanan hastalardan olusmaktadir. Hastalardan alinan alt solunum yolu
(bronkoalveolar lavaj sivisi, indiikklenmis balgam, balgam, derin endotrakeal aspirat sivisi
ornekleri) ve serum ornekleri, rutin test islemleri yapildiktan sonra ¢alismada kullanilmak iizere
saklamaya alind1.

Solunum yolu érneklerinden mikroskobik inceleme ve PCR yapilarak P. jiroveci arastirildu.
Mikroskobik inceleme i¢in Toluidin Blue O (TBO), Giemsa ve Monoklonal immiinflorasan boyama
yontemi uygulandi. P. jirovecii niikleik asit tespiti icin mtLSU rRNA gen bolgesini hedefleyen
nested PCR yapildi. Hastalardan alinan serum drneklerinde KL-6 glikoprotein seviyesi arastirilda.
P. jirovecii tespit edilen 6rneklerden trimetoprim siilfametoksazoliin hedef bolgesi olan ve ilag
direnciyle iliskilendirilen dihidropteroat sentaz (DHPS) gen bolgesi mutasyon analizi RFLP

yontemi uygulanarak, mtLSUrRNA genotiplemesi sekans analizi yapilarak arastirildi.

3.1. Kullanilan Arag ve Geregler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

e Etiiv(Memmert, Almanya)

e -20°C, Derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

e Pasteur firin1 (Memmert UE 500)

e I[sik mikroskobu (Olympus cx22, Japonya)

e PH metre (Hanna, italya)

e Otoklav (Hirayama HV-L Series 50L, Japonya)

e +4°C, Buzdolab (Indesit, italya)

e Santrifiij (Hettich-Rotofix 32A, Almanya)

e Floresan mikroskobu (Eurostarll, Euroimmun, Almanya)

e Elisa okuyucu (Bitoek ELX800, ABD)
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e Mikrosantrifiij (Hettich-Mikro20, Almanya)

e PCR cihaz1 (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler, Almanya)

e Biyogiivenlik Kabini (Heraeus-HERA safe, Almanya)

e Vortex (NM-110)

e Elektroforez Gii¢ Kaynag1 (Biometra P30, Almanya)

e Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra, Almanya)

e Jel dokiimantasyon Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, Fransa)
e SuBanyosu (Memmert, Almanya)

e Hassas Terazi (Scaltec, Almanya)

e Mikrodalga Firin (Beko MD 1500, Tirkiye)

e Distile su cihaz1 (Niive NS 108, Tiirkiye)

e Mikropipet Seti (Brand- 0,2-2 mikrolitre, 2-20 mikrolitre, 20-200 mikrolitre)
e Isiblogu (VWR, ABD)

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

e 1,4-dithiothreitol (DTT) (Merck, Almanya)

e Toluidine Blue O (Sigma, ABD)

e Hydrochloric Acid %37 (VWR, ABD)

e Acetic acid (glacial) %100 (VWR, ABD)

e Sulfiric Acid %95-97 (VWR, ABD)

e Xylene (VWR, ABD)

e Entellan (Merck, Almanya)

e Giemsa (Merck, Almanya)

e Agarose (Sigma, ABD)

e 10X TBE Electrophoresis Buffer (Thermo Scientific, ABD)

e Etidyum Bromid (Sigma, ABD)

e DNase/RNase-Free Distilled Water (Thermo Scientific, ABD)
e 10X PCR Buffer (KCl/NH4) (Thermo Scientific, ABD)

e 25 mM MgCl2 (Thermo Scientific, ABD)

e 10 mM dNTP Mix (Thermo Scientific, ABD)

e GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, ABD)
e Etanol absolut (Merck, Almanya)

e Metanol (Merck, Almanya)

e Fosfat buffer saline (ChemBio, Tirkiye)
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3.1.3. Kullanilan Enzimler

e Taq DNA Polimeraz (Thermo Scientific, ABD)
e Accl Restriksiyon Enzimi (Thermo Scientific, ABD)
e Haelll Restriksiyon Enzimi (Thermo Scientific, ABD)

3.1.4. Kullanilan Kitler

e QIAamp DNA mini kit (Qiagen, Almanya)
e Pneumo Cel IFA, (Cellabs, Avustralya)
e KL-6 Human Elisa Kit (Sunredbio, Cin)

3.2. Hasta Ornekleri

Hastalardan alinan alt solunum yolu 6rnekleri (bronkoalveolar lavaj sivisi, indiiklenmis
balgam/balgam ya da endotrakeal aspirat sivisi) rutin islemleri yapildiktan sonra buzdolabinda
+4°C’de bekletildi. Mukoid yapida olan solunum yolu érnekleri, distile su ile hazirlanan % 0,3’liik
1,4-dithiothreitol (DTT) ile muamele edilerek homojenize hale getirildi. Bu islem sirasinda
solunum yolu 6rnekleri ile DTT soliisyonu esit hacimde karistirilarak kiimelerin dagilmasi icin
iyice vortekslendi ve 37°C’'de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda érnekler 1500 g’de 5
dakika santrifiij edildi ve siipernatan atildi. Pellet 0,5-1 ml PBS ile resiispanse edilerek
vortekslendi. Mukoid olmayan 6rnekler 1500 g'de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatan atildi
ve pellet 0,5-1 mL PBS ile resiispanse edilerek vortekslendi. islem sonunda konsantre hale
getirilen 6rnekler mikroskobik inceleme ve PCR calismalar1 icin ependorf tiiplere bdliinerek
-20°C’'de derin dondurucuda saklandi. Kan ornekleri 4000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek

serumlari ayrildi ve KL-6 testleri icin ependorf tiiplerde -20°C’de saklandi.

3.3 Mikroskobik Inceleme

Solunum yolu 6rneklerinden lamlara yayma hazirlanarak kurultuldu ve preparatlar

Giemsa ve toluidin blue O (TBO) boyama yontemleri ile boyand:.
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3.3.1.Giemsa Boyama

Preparatlar metanol ile tespit edilerek, stok Giemsa (Merck, Almanya) boyasindan %5
oraninda seyreltilen calisma boyasi ile 30 dakika boyandi. Prepatlar 1sik mikroskobu ile 40x ve

100x objektifler kullanilarak incelendi.

3.3.2. Modifiye Toluidin Blue O (TBO) boyama

Toluidin blue O boyama yontemi, Gosey ve arkadaslarinin onerdigi prosediir referans

alinarak uygulandi [141].

3.3.2.1. Boyama Solusyonlarinin Hazirlanmasi:

Sulfasyon reaktifi: Soguk su bulunan kabin icerisine yerlestirilen cam sale igerisine 45 ml glasiyel
asetik asit eklendi, tizerine 15 ml siilfiirik asit yavasc¢a eklendi. Bu asamada si¢ramaya neden
olmamak i¢in dikkatli olunmasi gerekir. Solusyon cam ¢ubukla karistirildi. Sulfasyon solusyonu
oda 1s1sinda bekletilerek bir hafta kullanilabilir.

TBO solusyonu: 0,3 g TBO, 60 ml distile su icerisinde ¢6ziild, icerisine 2 ml hidroklorik asit ve
140 ml absolut etanol eklenerek karistirildi. Hazirlanan solusyon oda isisinda saklanarak bir yil
kullanilabilir.

Diger reaktifler: 2 cam sale %95 etil alkol, 2 cam sale absolut etil alkol ve ksilen (ksilen yerine
xyless kullanilabilir) hazirlandi. Solusyonlardan %95’lik etil alkol rengi koyulastiginda, absolut
alkol ve ksilen ayda bir ya da rengi koyulastiginda degistirilir.

3.3.2.2. TBO Boyama Prosediirii:

a) TBO boyama icin hazirlanan preparatlar kuruduktan sonra pens yardimiyla siilfasyon
soliisyonu iceren saleye yerlestirildi ve cam ¢ubukla karistirildi, bu islem 5 dakika sonra
tekrarlandi ve lamlar toplam 10 dakika sulfasyon soliisyonunda bekletildi.

b) Sulfasyon solusyonundan c¢ikartilan preparatlar cam lam tutacagina yerlestirilerek soguk
cesme suyu altinda 5 dakika yikandi.

c) Preparatlar TBO boya salesi icerisinde 3 dakika bekletilerek boyanda.

d) Preparatlar %95lik etil alkol salelerine (2 sale) daldirilip ¢ikartild, yaklasik 10’ar saniye
bekletildi.
e) Preparatlar absolut etil alkol salelerine (2 sale) daldirilip ¢ikartildi, yaklasik 10 saniye

bekletilerek ileri dekolarizasyon islemi yapildi.
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f)

g)

h)

Lamlar ksilen salelerine (2 sale) daldirihp c¢ikartildi, yaklasik 10 saniye bekletilerek
temizlenmesi saglandi.

Lamlarin arkasi ve buzlu cam bolgesi kagit havlu ile silinerek kurutuldu. Steril pastor pipeti
ile lamin lizerine az miktarda entellan eklenerek lamin 6rnek bulunan kismi lamelle
kapatildi.

Preparatlar 151k mikroskobu ile 20x, 40x ve 100x objektifte incelendi. Iimmersiyon yagi ile
incelemek icin lamin kurumus olmasi gerekir.

Degerlendirme: TBO boyama yontemi, Pneumocystis’in kist formlarin1 boyar ve kistler
lavanta renginde goriiniir. Silfasyon solusyonu preparatin arka planinda kalan
materyalleri parcalayarak uzaklastirir ve zeminin temiz olmasini saglar. Fungal elementler
stilfasyon isleminden etkilenmez. Preparatta tek kist goriildiigiinde kist kiimesi aranmasi
gerekir ciinkii TBO boyama ile mayalar ve diger mantar elemanlar1 da boyanir.
Pnuemocystis Kistleri tomurcuk yapmaz, bu ylizden tomurcuk olusturmayan maya
hiicreleri (mayalar daha ovaldir) Pneumocystis kistlerine benzer goriiniir. Kistler lavanta
renginde, yaklasik 5 um ¢apinda bicimsiz bir yapida gortliir. Kistler bal petegi seklinde yap1

gosterebilir ve ¢cogunlukla kiime seklindedir.

3.3.3. immiinflorasan Boyama Yéntemi

Monoklonal immiinfloresan boyama yontemi, Pneumo Cel Indirect IF Test (Cellabs,

Avustralya) kiti kullanilarak yapildi. immiinfloresan boyama icin mukoid yapida olan solunum

yolu ornekleri, daha 6nce %0,3’'liik 1,4-dithiothreitol ile muamele edilerek homojenize hale

getirildi ve santrifiijlenerek konsantre edildi.

3.3.3.1. Lamlarin Hazirlanmasi:

Her bir lam kuyusuna 25 pl 6rnek eklenerek havada kurutuldu ve 5 dakika aseton ile fikse

edildi. Hazirlanan lam hemen boyanmayacaksa 0°C’nin altinda bir sicaklikta birka¢ hafta

bekletilebilir.

3.3.3.2. immiinflorasan Boyama Prosediirii

a) Fikse edilmis lamlarin her kuyucuguna 25 pul RP2 monoklonal reaktifi eklendi.

b) Lamlar 37°C’de karanlik ve nemli ortamda 30 dakika inkiibe edildi.

c) Inkiibasyon sonunda lamlar PBS banyosunda yavasca yikandi ve fazla nemi gidermek icin

kurumasi saglandu.
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d) Lam kuyularina 25 pl anti-mouse Ig FITC reaktifi RM 6rnege eklendi.

e) Lamlar 37°C’de 30 dakika karanlik ve nemli ortamda inkiibe edildi.

f) Inkiibasyon sonunda lamlar PBS banyosunda yavasca yikandi ve fazla nemi gidermek icin
kurumasi saglandu.

g) Lam kuyusu lizerine bir damla RMF eklenerek hava kabarcigi kalmayacak sekilde iizeri
lamelle kapatildu.

h) Lamlar floresan mikroskopta (530 nm dalga boyu) 40x ve 100x objektifler ile incelendi.

i) Degerlendirme: Iimmiin floresan boyama sonunda Pneumocystis‘in kalin kist duvari ve
pleomorfik trofozoitleri parlak, elma yesili floresans verir. Organizma tekli ya da daha
yaygin olarak kiime seklinde goriiliir. iki ya da daha fazla kist gériilmesi pozitif olarak
degerlendirildi. Karakteristik morfolojik sekilde floresans vermeyen ornekler negatif

olarak degerlendirildi.

3.4. KL-6 ELISA Testi

Serum orneklerinden KL-6 seviyesi tespiti icin Human KL-6 ELISA Kit (SunRed, Cin)
kullanildi. KL-6’'nin tam adi1 Human Krebs von den Lundgen-6 (KL-6)’dir ve test serumdaki KL-6
seviyesini tespit eder. Test Kiti ¢ift antikor sandvi¢ ELISA yontemine dayanir. KL-6, enzim isaretli
antikorla kaplandiktan sonra biotin isaretli antikorlarla baglanir ve streptavidin-HRP eklenir.
Yikama islemi ile serbest enzimler uzaklastirilir. Kromojen iceren solusyon (solusyon A, B)
eklenir, sivinin rengi mavi olur ve asit etkisiyle sariya doner. Renk yogunlugu KL-6

konsantrasyonuyla korelasyon gosterir.
3.4.1. Kit icerigi

Standart (1600U/mL), Standart diluent, Mikroelisa Strip Plak, Str-HRP-konjugat reaktifi,
30X yikama solusyonu, Biotin-KL-6 Ab, Kromojen Solusyon A ve B, Stop Solusyon ve Mikroplak
kapatma membrani.
3.4.2. Test Prosediirii

Kit kullanilmadan 6énce oda 1sisina gelmesi saglandi. Kantitasyon, test drneklerinin ve

standartlarin kantitasyonuna baghdir. Kantitasyon gerekliligine gore her 6rnek ciftler halinde

calisilabilir. Bu ¢alismada her 6rnek tek mikroplak kuyusunda ¢alisildi.
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3.4.2.1. Standart reaktiflerin hazirlanmasi:

a)

b)

e)

800U/ml Standart 5 hazirlamak i¢in 120 pl orijinal standart ile 120 pl standart diluent
karistirildi.
400U/ml Standart 4 hazirlamak i¢cin 120 pl standart 5 ile 120 pl standart diluent
karistirildi.
200U/ml Standart 3 hazirlamak igin 120 pl standart 4 ile 120 pl standart diluent
karistirildi.
100U/ml Standart 2 hazirlamak i¢in 120 pl standart 3 ile 120 pl standart diluent
karistirildi.
50U/ml Standart 1 hazirlamakicin 120 pl standart 2 ile 120 pl standart diluent karistirildi.

3.4.2.2. Orneklerin Mikroplak Kuyularina Eklenmesi:

a)

b)

g)

h)

Blank kuyulari: Sadece kromojen solusyon A, B ve stop solusyon eklendi. Diger
solusyonlar ya da 6rnek serumu eklenmedi.

Standart kuyulari: 50 ul standart, 50 pl streptavidin-HRP eklendi. Standartlar biotin
isaretli antikorla kombine oldugu i¢in antikor eklenmesine gerek yoktur.

Test kuyular1: 40 pl 6rnek eklendi, sonra 10 pl KL-6 antikor ve 50 pl streptavidin-HRP
eklendi. Mikroplak sizdirmaz membran ile kapatildi ve yavasca calkalanarak 37°C’de 60
dakika inkiibe edildi.

30x yikama tamponu, distile su ile 30 kat sulandirildi.

Yikama islemi: Mikroplak tizerinden membran kaldirildi, kuyulardaki sivi uzaklastirildi ve
kuyulara 350 pl yikama tamponu eklenerek yikama islemi gerceklestirildi, kalan su
sallanarak uzaklastirildi.

Her kuyuya 50 pl kromojen solusyon A ve 50 pl kromojen solusyon B eklendi. Yavasca
karistirilarak karanlik ortamda 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Reaksiyonu durdurma: Her kuyuya 50 pl stop solusyonu eklendi, bu asamadan sonra
sivinin rengi asit etkisiyle maviden sariya doner.

Sonuglarin elde edilmesi: Blank kuyusu sifir olarak alindi. Stop solusyonu eklendikten
sonra ki 15 dakika icerisinde mikroplak okuyucu ile optik dansite 450 nm dalga boyu
altinda hesapland..

Standartlarin konsantrasyonlarina ve karsilik gelen OD degerlerine gore standart egri
olusturuldu. Daha sonra oOrneklerin OD degerlerine uygulanarak o6rneklerin

konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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j) Hesaplama: Standart yogunluklar yatay, OD degerler dikey alinir ve standart egri grafigi
cizilir. Test araligi: 5U/ml-1500U/ml

3.5. P. jrovecii PCR

PCR islemlerinde olas1 kontaminasyonlar1 6nlemek icin, ekstraksiyon, reaktiflerin

hazirlanmasi ve amplifikasyon prosediirleri farkli mikropipet setleri ile ayr1 odalarda yapildi.

3.5.1. Niikleik Asit izolasyonu:

DNA izolasyonu QIlAamp DNA blood mini kit (Qiagen, Almanya) ile kan ve viicut

sivilarindan DNA izolasyonu protokoli uygulanarak yapild.

3.5.1.1. Kit igerigi:

QIAamp Mini Spin Kolonlar, Toplama Tiipleri, Buffer AL, Buffer AW1 (konsantre), Buffer
AW?2, Buffer AE, QIAGEN proteaz, Proteaz ¢oziici.

3.5.1.2. DNA izolasyon Prosediirii: Kan ve viicut sivilarindan DNA izolasyonu prosediirii

uygulandi.

Reaktiflerin Hazirlanmasi: Proteaz c¢oziici liyofilize Qiagen proteaz flakonuna pipetlenerek
kullanima hazir hale getirildi. Konsantre olarak bulunan Buffer AW1 ve Buffer AW2’ye
kullanmadan 6nce sise etiketinde yazan miktar kadar etanol eklendi.

1) ilk olarak DNA izolasyonu yapilacak her érnek icin 20 ul QIAGEN proteaz 1.5 ml’lik
ependorf tiiplere pipetlendi ve lizerine 200 pl 6rnek eklendi. Eger 6rnek 200 pl'den az ise
tizeri uygun hacimde PBS eklenerek tamamlandi.

2) Ependorf tiiplere 200 ul AL buffer eklenerek 15 sn vortekslendi. Lizisin etkili olmasi icin
AL buffer ve drnek homojen olarak karismalidir. Proteaz enzimi dogrudan AL buffer
tizerine eklenmemelidir.

3) Ornek karisimi 56°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

4) Inkiibasyon sonunda orneklerin iizerine 200 pl etanol (%96-100) eklenerek 15 sn
vortekslendi.

5) Ornek karisimi bu asgamada QIAamp mini spin kolonuna (2 ml toplama tiipii) aktarildi ve

6000 g (8000rpm)’de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi mini spin kolon temiz toplama
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tiipiine aktarildi ve filtrat iceren tiip atildi. Eger lizatin tamami kolondan gegmemisse daha
hizl santrifiijleyerek érnegin tamaminin kolondan gegmesi saglandi.

6) Spin kolon dikkatlice agilarak 500 ul buffer AW1 eklendi ve 6000 g (8000rpm)’de 1 dk
santrifiij edildi. Spin kolon temiz toplama tiipiine aktarildi ve filtrat atild1.

7) Spin kolon dikkatlice acilarak 500 ul buffer AW2 eklendi ve yiiksek hizda (20,000 g; 14000
rpm) 3 dk santifiij edildi.

8) Alltaki filtrat atilarak yiiksek hizda 1 dk daha santrifiij edildi.

9) Spin kolon temiz 1.5 ml ependorf tiipe aktarildi ve filtrat iceren toplama tiipii atildi. Spin
kolon dikkatlice agilarak 120 ul buffer AE eklendi. Oda 1si1sinda 5 dk inkiibe edilerek 6000
g (8000rpm)’de 1 dk santrifiij edildi.

10) Elde edilen DNA 6rnekleri PCR ¢alismalari i¢in -20°C’de saklandi.

3.5.2. PCR Reaksiyonu

Calismada PCR ile Pneumocystis tanisi nested PCR (iki turlu PCR; nPCR) yontemi ile mtLSU
rRNA (mitochondrial large subunit ribosomal RNA) gen boélgesi hedeflenerek yapildi. PCR igin
kullanilan primerler: Birinci tur i¢cin, pAZ102-E (5’-GAT GGC TGT TTC CAA GCC CA-3’) ve pAZ102-
H (5’-GTG TAC GTT GCA AAG TAC TC-3’); ikinci tur i¢in, pAZ102-X (5’-GTG AAA TAC AAA TCG GAC
TAG G-3’) ve pAZ102-Y (5’-TCA CTT AAT ATT AAT TGG GGA GC-3") primerleri kullanildi [142-
144]. PCR reaksiyon karisimi her bir 6rnek i¢in 50 pl olacak sekilde hazirlandi. Birinci tur PCR
amplifikasyon karisimi; 5 pl 10x reaksiyon tamponu, 4 pl MgCl, (25 mM stok), 1 pl ANTP miks (10
mM stok), 0,5 ul her primerden (100 uM stok), 0,25 pl Tag DNA polimeraz (5 U/ul stok), 8 ul DNA
eksraktrisiyon 6rnegi ve son hacmi 50 pl'ye tamamlayacak miktarda steril distile su eklenerek
hazirland. ikinci tur PCR bilesenleri benzer sekilde hazirlandi ve birinci tur PCR amplifikasyon
tiriiniinden 3 pl 6rnek, nested PCR icin kalip DNA olarak kullanildi. Termal déngii profili, ilk
amplifikasyon icin 40 dongii, nested PCR amlifikasyonu i¢in 35 dongii olarak uygulandi. Termal
dongl programi, 94°C’de 5 dakikalik baslangi¢c denatiirasyonun ardindan 40 déngii; 94°C’de 1
dakika, 55°C’de 1 dakika, 72°C’de 1,5 dakika ve son uzama basamagi icin 72°C’de 5 dakika olacak
sekilde diizenlendi (Tablo3.1). Ikinci tur amplifikasyon icin termal doéngii kosullar1 primer

baglanma sicaklig1 (annealing) 50°C hari¢ ayni termal déngt programi kullanildi.
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Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire (dakika) Dongii Sayisi

Baslangi¢ denatiirasyonu 94 5 1

Denatiirasyon 94 1

Primer baglanmasi (annealing) > 1 40
(ikinci tur i¢in 50) (ikinci tur icin 35)

Zincir uzamasl (extension) 72 1,5

Son uzama (Final extension) 72 5 1

Mubhafaza 4 o3 o0

Thermal Cycler cihazinda amplifiye edilen triinler, etidyum bromiir (0.1 ul/ml) iceren
%7’lik agaroz jelde 120-volt altinda 40 dakika elektroforeze tabi tutulduktan sonra ultraviole 1s1k
altinda goriintiilendi. Birinci ve ikinci tur PCR triinlerinden sirasiyla 346 ve 263 baz cifti (bg)

uzunlugunda bant elde edilen 6rnekler pozitif olarak degerlendirildi.

3.6. Pneumocystis jirovecii Genotiplendirme

Bu calismada, DHPS lokus mutasyon analizi icin nested PCR ve RFLP yontemi, mtLSU rRNA

genotiplendirmesi icin nested PCR ve sekans analizi yapildi.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan primerler

Hedef Bolge PCR
1.Tur | pAZ102-E 5’-GAT GGC TGT TTC CAA GCC CA-3’

Primerler

MtLSU RNA pAZ102-H 5’-GTG TAC GTT GCA AAG TAC TC-3’
2.Tur | pAZ102-X5’-GTG AAA TAC AAATCG GAC TAG G-3’
pAZ102-Y 5’-TCA CTT AAT ATT AAT TGG GGA GC-3’
DHPS 1.Tur F15'-CCT GGT ATT AAA CCA GTT TTG CC-3'

B45 5'-CAATTT AAT AAATTT CTT TCC AAA TAG CAT C-3'
2.Tur | AHUM 5’-GCG CCT ACA CAT ATT ATG GCC ATT TTA AAT C-3’
BN 5'-GGA ACT TTC AAC TTG GCA ACC AC-3'
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3.6.1. DHPS Lokus Mutasyon Analizi

3.6.1.1. DHPS Gen Bolgesi Amplifikasyonu

Calismada DHPS lokus mutasyon analizi icin DHPS gen bolgesi nested PCR ydntemi ile
amplifiye edildi. PCR i¢in kullanilan primerler: Birinci tur i¢in F1 (5'-CCT GGT ATT AAA CCA GTT
TTG CC-3") ve B45 (5'-CAA TTT AAT AAA TTT CTT TCC AAA TAG CAT C-3'); ikinci tur i¢cin AHUM
(5'-GCG CCT ACA CAT ATT ATG GCC ATT TTA AAT C-3") ve BN (5'-GGA ACT TTC AAC TTG GCA
ACC AC-3") primerleri kullanildi [27,127].

PCR reaksiyon karisimi her bir érnek i¢in 50 pl hacimli olacak sekilde hazirlandi. Birinci
tur PCR amplifikasyon karigsimi; 5 pl 10x reaksiyon tamponu, 4 pl MgCl; (25 mM stok), 1 pl ANTP
miks (10 mM stok), 0,5 pl her primerden (100 uM stok), 0,25 ul Taq DNA polimeraz (5 U/ul stok),
6 ul DNA eksraktrisiyon ornegi ve son hacmi 50 pl'ye tamamlayacak miktarda steril distile su
eklenerek hazirlandi. Ikinci tur PCR bilesenleri benzer sekilde hazirlandi ve birinci tur PCR
amplifikasyon triiniinden 3 pl 6rnek, nested PCR i¢in kalip DNA olarak kullanildi. Termal dongi
profili, ilk amplifikasyon icin 40 dongii, nested PCR amlifikasyonu i¢in 35 déngii olarak uygulandi.
Termal dongii programi, 94°C’'de 5 dakikalik baslangi¢ denatiirasyonun ardindan 40 dongii;
94°C’de 1 dakika, 53°C’de 1 dakika, 72°C’de 1,5 dakika ve son uzama basamagi i¢in 72°C'de 5
dakika olacak sekilde diizenlendi. ikinci tur amplifikasyon icin termal doéngii kosullar1 primer
baglanma sicakligl (annealing) 55°C hari¢ ayni termal dongii programi kullanildi.

Thermal Cycler cihazinda amplifiye edilen triinler, etidyum bromiir iceren %1’lik agaroz
jelde 120-volt altinda 40 dakika elektroforeze tabi tutulduktan sonra ultraviole 1sik altinda
gorintiilendi. Birinci ve ikinci tur PCR tiriinlerinden beklenen bantlar sirasiyla 895 ve 37 1baz cifti
(b¢) uzunlugundadir [127]. ikinci tur PCR sonucu pozitif olan érneklerden mutasyon analizi igin
RFLP yontemi uygulandi. RFLP yontemi icin Accl (Thermo Scientific) ve Haelll (Thermo Scientific)

restriksiyon enzimleri kullanildi.

3.6.1.2. DHPS Gen Bolgesi RFLP Reaksiyonu

DHPS bolgesi restriksiyon islemi, her bir 6rnek i¢cin hem Accl hem de Haelll enzimi ile 21
ul hacimli reaksiyon karisimi hazirlanarak yapildi. Reaksyion karisimi; 9 pl PCR iirtnt, 2pl 10x
reaksiyon buffer, 9 pl steril distile su ve 1 pl restriksiyon enzimi (10 U/ul stok) eklenerek
hazirlandi. Ornekler thermal cycler cihazinda 37°C’de 16 saat inkiibe edildikten sonra 80°C 20
dakika termal inaktivasyon yapildi. RFLP reaksiyonu ile kesim islemi yapilan tiriinler, etidyum
bromiir iceren %2’lik agaroz jelde 120-volt altinda 50 dakika elektroforeze tabi tutulduktan sonra

ultraviole 151k altinda goriintiilendi.
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Accl (Xmil) enzimi (5'..G TO MKAC...3); (3..CAKM £ TG...5).

Haelll (BsuRI) enzimi: (5"...G G 8 C C...3"); (3'...CC £ G G...5").

3.6.1.3. RFLP Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

DHPS gen bolgesindeki 165. ve 171. niikleotit pozisyonlarindaki olas1 mutasyonlar
elektroforez goruntiilerinden elde edilen restriksiyon profillerine gore belirlendi. Mutasyonlar
restriksiyon enzim aktivitesini inhibe eder. Restriksiyon profillerine gore 165. ve 171. niikleotit
pozisyonlarindaki mutasyonlar agsagidaki gibidir [127].

e Wildtype (W165/W171): 165.ve 171. nlikleotit pozisyonlarinda mutasyon olmadiginda
Accl enzimi ile kesim yapildiginda 229 ve 142 b¢ uzunlugunda 2 fragment; Haelll ile kesim
yapildiginda 221, 131 ve 19 b¢ uzunlugunda 3 fragment elde edilir.

e Mutant (M165/W171): 165. pozisyonundaki niikleotit mutasyonunda Accl ile kesim
yapildiginda 371 bg kesilmemis fragment, Haell ile kesim yapildiginda 221,131 ve 19 bg
uzunlugunda 3 fragment elde edilir.

e Mutant (W165/M171): 171. nikleotit pozisyonunda mutasyon, Accl ile kesim
yapildiginda 229 ve 142 b¢ uzunlugunda 2 fragment, Haelll ile kesim yapildiginda 352 ve
19 b¢ uzunlugunda 2 fragment elde edilir.

e 1ikili mutasyon (M165/M171) 165. ve 171. niikleotit pozisyonlarinda mutasyon
durumunda Accl ve Haelll ile kesim yapildiginda sirasiyla 371 bg¢ kesilmemis fragment,

352 ve 19 b¢ uzunlugunda 2 fragment goriintiilenir.

3.6.2. mtLSU rRNA Gen Bélgesine Gore Genotiplendirme

3.6.2.1. mtLSU rRNA Gen Boélgesi Amplifikasyonu

Calismada PCR ile Pneumocystis tanisi nested PCR yontemi ile mtLSU rRNA gen bdlgesi
hedeflenerek yapildi. Orneklerin amplifikasyonu ve jel elektroforezi yukarida “3.5.2. PCR
reaksiyonu” baglikli béliimde anlatildigi gibi yapildu. Jel elektroforezi sonunda birinci ve ikinci tur
PCR iiriinlerinden sirasiyla 346 ve 263 baz cifti (b¢) uzunlugunda bant elde edilen 6rnekler pozitif

olarak degerlendirildi.
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3.6.2.2. Sekans Analizi

Nested PCR ile P. jirovecii tespit edilen orneklerin amplifikasyon iirtinleri dis merkezde
Sanger dizileme yontemi ile ABI Prism 3130 Genetic Analyzer cihazi kullanilarak DNA dizileri elde
edildi. Sekans sonuglar1 Chromas programi (versiyon 2.6.6 Technelysium Pty Ltd, Avustralia) ile
degerlendirildi. Elde edilen diziler ve referans Pneumocystis sekansi (Genbank accession number
M58605.1) [58], Clustal X (versiyon 2.1) programu ile hizalanarak karsilastirildi ve genotip analizi
yapildi.

3.6.2.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Genotipler 85. ve 248. niikleotit pozisyonundaki polimorfizmlere goére belirlendi.
Pneumocystis mtLSU rRNA polimorfizmine gore tanimlanmis genotipler; genotip 1: 85C/248C,
genotip 2: 85A/248C, genotip 3: 85T/248C ve genotip 4: 85C/248T seklindedir [27].

3.7. PCP ve Kolonizasyon Siniflandirmasi

P. jirovecii arastirillan orneklerde mikroskobik inceleme negatif, PCR pozitif oldugu
durumlarda kolonizasyon ve PCP ayrimi icin daha 6nce arastirmacilar tarafindan tanimlanan
kriterler kullanilmistir [145,15].

a) Kesin PCP: Dispne, oksliriik, ates gibi tipik klinik belirtilerin olmasi, akciger grafisinde
infiltratlarin tespit edilmesi ya da bilgisayarl tomografide buzlu cam opasitelerinin goriilmesi,
solunum yolu érneklerinde kiiltlir negatifligi, anti-PCP tedavisi ile semptomlarin ¢6ziilmesi veya
tedavi almayan hastalarin eksitus olmasi, P. jirovecii kist ve trofik yapilarinin mikroskobik
yontemlerle gosterilmesi PCP tanisini saglar.

b) Muhtemel PCP: Tipik klinik ve radyolojik bulgularin olmasi, solunum yolu 6rneklerinde kiltiir
negatifligi, anti-PCP tedavisine yanit alinmasi ve mikroskobik yontemler ile negatif sonug alinmasi
muhtemel PCP olarak tanimlanmistir.

c) Olas1 PCP: Tipik klinik bulgularin yaninda degisken radyolojik bulgularin olmasi, mikroskobik
yontemler ile negative sonuc alinmasi ve anti-PCP ile semptomlarin ¢6ziilmesi, olast PCP olarak
tanimlanmistir.

d) Kolonizasyon: PCR pozitif, mikroskobik yontemlerin negatif oldugu durumlarda atipik klinik
ve radyolojik bulgularin olmasi, solunum yolu 6rneklerinden baska bir etkenin iiremesi ve

antibiyotik tedavisi ile semptomlarin ¢éziilmesi kolonizasyon olarak tanimlanmistir.
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3.8. Istatistiksel Yontem

Siirekli degiskenler normal dagilim varsayimi saglandigi durumda ortalama (degisim
aralig1), saglanmadig1 durumda medyan [min-max] seklinde 6zetlenmistir. Kategorik degiskenler
say1 ve yliizde cinsinden 6zetlenmistir. Stirekli bir degisken bakimindan iki grup arasinda fark olup
olmadigini incelemek icin Mann Whitney U testinden yararlanilmistir. Oranlar arasindaki
farkliliklar icin iki oran z testinden yararlanilmistir. KL-6 parametresinin gruplar1 ayirmadaki
basarisini degerlendirmek icin ROC analizinden yararlanilmis ve kesim noktasi elde edilmistir.

p<0,05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Orneklerin Degerlendirilmesi

Bu calismaya, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Hastanesi’'nde, Agustos 2016 - Subat 2018 tarihleri arasinda, gesitli klinik ve yogun bakim
linitelerinde yatan ve atipik pnémoni bulgusu olan, 96 hastanin solunum yolu ve serum 6rnegi
dahil edildi. Calismaya alinan hasta 6rneklerinin 88 (%91,6)'i balgam/indiklenmis balgam, 6
(%6,3)’s1 trakeal aspirat ve 2 (%2,1)’si bronko alveolar lavaj érnegidir. Orneklerin 79 (%82,3)'u
servis ve 17 (%17,7)’si YBU’de yatan hasta érneklerinden olusmaktadir (Tablo 4.1).

Calismadaki 96 hastanin 64 (%67)'1 erkek, 32 (%33)’si kadin olup, hastalarin yas
ortalamasi 60 ve yas aralig1 18 ile 90 y1l arasinda degismektedir. Hastalarin 39 (%40,62)’u solid
organ tiimori, 27 (%28,12)’si hematolojik malignite, 5 (%5,20)'i organ transplantasyonu, 4
(%4,16)0 HIV/AIDS, 3 (%3,13)’i otoimmiin hastaliklar, 12 (%12,50)’si KOAH, 3 (%3,13)’i
intersitisyel akciger hastaligl ve 3 (%3,13)’li diger hastaliklar nedeniyle tedavi gérmektedir
(Tablo 4.2). Immunsupresif tedavi alan 72 (%75) hastanin 44’ii sadece kemoterapi, 15’i sadece

steroid, 8'i kemoterapi ve steroid, 5’i anti-rejeksiyon tedavisi alan hastalardan olusmaktadir.

Tablo 4.1. Hasta orneklerinin kliniklere gére dagilimi

- Hasta Sayisi Toplam
Boliimler n (% )y nl()o %)
Gogiis hastaliklari 23 (23,97)
Hematoloji 21 (21,88)
Onkoloji 19 (19,79)
Nefroloji 7 (7,29)
] Enfeksiyon hastaliklari 3(3,13)
E Beyin cerrahi 1(1,04) 79 (82,30)
v Endokrinoloji 1(1,04)
Fizik tedavi 1(1,04)
KBB hastaliklari 1 (1, 04)
Noroloji 1(1,04)
Uroloji 1(1,04)
Gogiis hastaliklar 5 (5,20)
E: Nefroloji 4 (4,16)
< 5 Hematoloji 3(3,13)
'g = | Onkoloji 3(3,13) 17(17,70)
-y = Enfeksiyon hastaliklari 1(1,04)
> Gogiis cerrahi 1(1,04)
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Tablo 4.2. Hastalarin alta yatan hastalik gruplarina gére dagilimi

Altta yatan hastaliklar Toplam hasta P. jirovecii pozitif hasta
sayisl sayisl
n: 96 (%) n: 16 (%)
Hematoloji maligniteler 27 (28,12) 3 (18,75)

e Losemi 15 (15,62) -

e Lenfoma 4 (4,17) 2 (12,5)

e Multiple myeloma 6 (6,25) 1(6,25)

e  Myelodisplastik sendrom 2(2,08) -
Solid tiimérler 39 (40,62) 6 (37,5)

e Akciger kanseri 22 (22,91) 4 (25,0)

e Diger kanserler 17(17,71) 2 (12,5)
Organ nakli 5(5,20) -

e  Bobrek nakli 5 (5,20) -
HIV/AIDS 4 (4,16) 3 (18,75)
Otoimmiin hastaliklar 3(3,13) -

e Romatoid artrit 2(2,08)

e  Ankilozan spondilit 1(1,04) -
Diger hastaliklar 18 (18,75) 4 (25,0)

e KOAH 12 (12,50) 2 (12,5)

e intersitisyel akciger hastalig 3(3,13) 2 (12,5)

e Kronik bobrek yetmezlig, 2(2,08) -

DM

e Kronik kalp yetmezligi, DM 1(1,04) -
Immiinsupresif tedavi 72 (75) 11 (68,75)

e  Sadece kemoterapi 44 (45,83) 6 (37,5)

e Anti-rejeksiyon 5(5,21) -

e  Sadece steroid 15 (15,62) 4 (25,0)

e Kemoterapi ve steroid 8(8,33) 1(6,25)

4.2. Mikroskobik Inceleme ve PCR Sonuglar:

Calismaya dahil edilen 96 hastanin 16 (%16,7)’'sinda PCR, 5 (%5,2)'inde IFA, 3
(%3,1)’linde TBO ve 2 (%2,1)’sinde Giemsa yontemi ile P. jirovecii tespit edilmistir (Tablo 4.3).
Boyama yontemlerinden Giemsa ve TBO ile pozitif olan drnekler IFA yontemi ile de pozitif
bulunmustur. IFA referans alindiginda; Giemsa icin duyarlihik %40, 6zgiilliikk %100; TBO icin
duyarhlik %60, 6zgilliik %100; PCR icin duyarlilik %100, 6zgillik %87,9 tespit edilmistir. P.
jirovecii tespit edilen hastalarin 11 (%69)’i erkek, 5 (%31)’i kadin ve yas ortalamasi 61 (yas aralig1
40-82)’dir. PCR pozitif hastalarin altta yatan hastaliklar;; 6 kanser, 3 hematolojik malignite, 3
HIV/AIDS, 2 KOAH ve 2 intersitisyel akciger hastaligi seklindedir (Tablo 4.2). P. jirovecii saptanan
hastalarin 11 (%68,75)'i immiinsupresif tedavi alan, 3 (%18,75)'t ise immiinkompetandir.
Calismaya dahil edilen 4 HIV/AIDS pozitif hastanin 3’linde P. jirovecii saptanmistir.

PCR pozitif 16 hastadan mikroskobik incelemenin de pozitif oldugu 5 hasta kesin PCP (3
HIV/AIDS, 1 akciger kanseri, 1 interstisyel akciger hastaligi), 3 hasta olas1 PCP (1 multipl myelom,

1 interstisyel akciger hastaligi, 1 kolanjioselliiler karsinom) olarak tanimlanmistir. PCR pozitif
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diger 8 hasta kolonizasyon olarak kabul edilmistir (Tablo 4.3). P. jirovecii tespit edilen hastalarin

bilgileri tablo 4.5’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. PCR ve mikroskobik inceleme sonuclari

Hastano | PCR IFA TBO Giemsa | Klinik degerlendirme
2 pozitif - - - Kolonizasyon
6 pozitif - - - Kolonizasyon
8 pozitif | pozitif - - PCP
20 pozitif - - - Kolonizasyon
28 pozitif - - - Olas1 PCP
32 pozitif - - - Kolonizasyon
56 pozitif | pozitif - - PCP
60 pozitif | pozitif | pozitif - PCP
62 pozitif - - - Olas1 PCP
68 pozitif - - - Kolonizasyon
70 pozitif - - - Kolonizasyon
73 pozitif | pozitif | pozitif | pozitif PCP
85 pozitif - - - Kolonizasyon
86 pozitif - - - Olas1 PCP
90 pozitif - - - Kolonizasyon
98 pozitif | pozitif | pozitif | pozitif PCP

Tablo 4.4.Hastalarin klinik ve demografik ozellikleri

PCR Pozitif PCR Negatif P degeri
n=16 n=80
Yas ortalama (yas araligi yil) 61 (40-82) 60 (18-90) 0,743
Cinsiyet, erkek 11 (%69) 53 (%66) 0,846
Hematoloji maligniteler 3 (%18,75) 24 (%30,0) 0,542
Solid tiimérler 6 (% 37,5) 33 (%41,25) 1,000
Organ nakli - 5 (%6,25) -
HIV/AIDS 3 (%18,75) 1(%1,25) 0,012*
Otoimmiin hastaliklar - 3 (%3,75) -
KOAH 2 (%12,5) 10 (%12,5) 0,678
intersitisyel akciger hastaligi 2 (%12,5) 1(%1,25) 0,115
Diger hastaliklar - 3 (%3,75) -
immiinsupresif tedavi 11 (%68,75) 61 (%76,25) 0,752
e Sadece kemoterapi 6 (%37,5) 38 (%47,5) 0,647
e Anti-rejeksiyon - 5 (%6,25) -
e Sadece steroid 4 (%25,0) 11 (%13,75) 0,451
e Kemoterapi ve steroid 1 (%6,25) 7 (%8,75) 0,869
Mikrobiyoloji kiiltiiriinde lireme | 8 (%50,0) 29 (%36,25) 0,453
Trimetropim-Siilfametaksazol 4 (%25,0) 18 (%22,5) 0,913
tedavi veya profilaksi
KL-6, medyan[Min-Max] 467,0[49,0-1501,0] | 416,4[49,0-1501,0] 0,454
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*Yukaridaki tabloda sadece HIV/AIDS olanlarin oran1 PCR pozitif ve negatif gruplar arasinda
istatistiksel anlamlilik goézlenmistir(p=0,012). PCR pozitif grupta HIV/AIDS olanlarin orani
anlamh derecede yiliksek bulunmustur. KL-6 icin PCR pozitif ve negative gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark tespit edilmemistir (Tablo 4.4).

4.3.KL-6 sonuglari

K
1w — — — —
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& an__I . |
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. i _ ]
of = r‘r
= . ‘ l__
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100-Specificity

Sekil 4.1. KL-6’nin PCP ve kolonizasyon 6rnekler arasindaki degerlendirmesi

KL-6, kolonizasyon ve PCP/olas1 PCP olarak tanimlanan hastalar arasinda degerlendirildiginde
kesim noktas1 >485 alindiginda; duyarhilik %62,5 (%95 confidence interval (CI) 24,7 - 91,0) ve
ozglllik %75 (%95 CI; 35,0 - 96,1) tespit edilmistir (Sekil4.1).
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Tablo 4.5. P. jirovecii tespit edilen hastalarin klinik bilgileri

Hasta | Yas | Cinsiyet Hastalik Immiin Semptom Radyoloji Antibiyotik Sonug¢ Tani
no baskilayici tedavi
72 E Lenfoma, TBC KT Oksiiriik, dispne Infiltrasyon Meropenem Taburcu | Kolonizasyon
45 Akciger kanseri - Oksiiriik, hemoptizi | Konsalidasyon Meropenem Taburcu | Kolonizasyon
64 HIV/AIDS, NHL KT Okstiriik Buzlu cam TMP-SMZ, PTZ Eksitus PCP
dansitesi
20 82 K Lenfoma KT, Oksiiriik, dispne Normal Levofloksasin Taburcu | Kolonizasyon
Kortikosteroid
28 60 Multipl myelom KT Okstiriik, dispne Infiltrasyon Ertapenem Eksitus Olas1 PCP
32 67 E KOAH Kortikosteroid Oksiirtik, dispne Normal Seftriakson Taburcu | Kolonizasyon
56 70 E Intersitisyel akciger Kortikosteroid Okstiriik, dispne, Infiltrasyon Meropenem, Eksitus PCP
hastalig ates Tigesiklin
60 64 E Akciger kanseri KT Oksiiriik, dispne, Retikiilonodiiler PTZ Eksitus PCP
ates konsalidasyon
62 43 E Kolanjioselliiler KT Oksiirtik, ates Normal Meropenem Eksitus Olas1 PCP
karsinoma
68 62 E Akciger kanseri - Okstiriik, dispne Konsalidasyon PTZ Taburcu | Kolonizasyon
70 65 Akciger kanseri - Hemoptizi, dispne Kaviter lezyon Meropenem, Taburcu | Kolonizasyon
klaritromisin
73 45 E HIV/AIDS - Oksiiriik, dispne Buzlu cam TMP-SMZ, Eksitus PCP
dansitesi klaritromisin,
meropenem
85 70 E KOAH Kortikosteroid Dispne Infiltrasyon Levofloksasin Taburcu | Kolonizasyon
86 40 K Intersitisyel akciger Kortikosteroid Okstiriik, dispne Konsalidasyon TMP-SMZ, Eksitus Olas1 PCP
hastalig Meropenem,
Klaritromisin,
90 72 K Tiroid-6zefagus kanseri KT Dispne Normal Sefoperazon Taburcu | Kolonizasyon
siilbaktam
98 61 E HIV/AIDS - Okstiriik, ates Infitrasyon TMP-SMZ, Taburcu PCP
levofloksasin

KT: Kemoterapi, PCP: Pneumocystis pndmonisi, PTZ: Piperasilin tazobaktam, TMP-SMZ: Siilfametoksazol trimetoprim, TBC:Tiiberkiiloz, KOAH: Kronik obstriiktif akciger hastalig,
NHL: Non-hodgkin lenfoma, HIV/AIDS: Human immunodeficiency virus/ Acquired immune deficiency syndrome

41




Harun GULBUDAK, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

4.4.Genotiplendirme ve Mutasyon Analizi

4.4.1.DHPS Mutasyon Analizi

DHPS mutasyon analizinde PCR ile P. jirovecii tespit edilen 16 hasta érneginin hepsinden
DHPS gen bolgesi PCR ve RFLP yontemi ile sonu¢ alinmistir. DHPS gen bolgesi 165. ve 171.
niikleotit pozisyonuna gore ¢alismadaki 16 hastanin 12(%75)’sinde mutasyon bulunmayan wild
tip (Wild tip; W165/W171), 4 (%75)'tinde mutant tip (Mutant tip; M165/W171) tespit edilmistir
(Tablo 4.6). On alt1 hastanin 3 (%19)’linde profilaksi oykiisii vardir ve bu 3 hastanin 2’sinde
mutant tip saptanmistir. Mutant tip tespit edilen hastalarin 2’si HIV/AIDS pozitif PCP’li ve
profilaksi Oykiisii olan hastalardir. Mutant tip bulunan diger 2 hastada ise P. jirovecii
kolonizasyonu tespit edilen lenfoma tanili kemoterapi tedavisi alan ve akciger kanseri tanisi

konmus kemoterapi planlanan immiinkompetan hastadir.

Tablo 4.6. P.jirovecii DHPS mutasyon analizi

DHPS genotipler Niikleotit (aminoasit)  Hasta sayis1
n=16
165 171 (57)
(55)
1 Wild tip (W165/W171) A (Thr) C(Pro) 12 (%75)
2 Mutant tip (M165/W171)a G (Ala) C(Pro) 4 (%25)
3 Mutant tip (W165/M171)b A (Thr) T (Ser) 0
4 Ikili Mutant tip (M165/M171)c G (Ala) T (Ser) 0

DHPS: Dihidropteroatesentaz

a) Mutant tip; 165. niikleotit pozisyonunda (55. aminoasit pozisyonu) mutasyon.
b) Mutant tip; 171. niikleotit pozisyonunda (57. aminoasit pozisyonu) mutasyon.
c) Ikili mutant tip; 165. ve 171. niikleotit pozisyonunda mutasyon olan mutant tip.

4.4.2. mtLSU-rRNA Genotiplendirme

Genotip analizi, mtLSU-rRNA lokusu 85. ve 248. niikleotit pozisyonlarindaki polimorfizme
gore yapilmistir. Calismada mtLSU nested PCR ile P. jirovecii tespit edilen 16 hasta 6rneginden
sekans analizi yapilarak genotipler belirlenmistir. On alt1 P. jirovecii izolatindan 3 farkli genotip
elde edilmistir. Genotip dagilimina gore bolgemizde en yaygin gorilen genotip, (n=7; %43,75)
genotip 2 (85A/248C) olurken, ikinci siklikta (n=6; %37,5) genotip 1 (85C/248C) ve en az siklikta
(n=3; %18,75) genotip3 (85T/248C() tespit edilmistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. P. jirovecii mtLSU-rRNA genotip analizi

MtLSU-rRNA Niikleotit/Ident Hasta sayis1
Genotip n=16
1 85/C; 248/C 6 (%37,5)
2 85/A; 248/C 7 (43,75)
3 85/T; 248/C 3 (%18,75)
4 85/C; 248/T i

DHPS ve mtLSU-rRNA genetik lokuslari birlikte multilokus olarak degerlendirildiginde iki

lokusun olasi

16 genotip kombinasyonundan 5’i

gozlenmistir.

Multilokus genotipler

(mtLSU/DHPS); G2/G1 6(%37,5), G1/G1 3(%18,75), G1/G2 3(%18,75), G3/G1 3(%18,75) ve

G2/G2 1(%6,25).

kombinasyonlarindan olusmustur (Tablo 4.8).

En yaygin multilokus genotip, her bir lokustaki en yaygin genotip

Tablo 4.8. P. jrovecii mtLSU-rRNA ve DHPS multilokus genotipleri

Hasta
no
2

6
8
20
28
32
56
62
68
73
86
Q0
98
60
70
85

Ornek
tarihi
21.02.17

11.01.18
31.03.17
6.02.17
24.11.186
2.12.16
27.04.17
9.03.17
11.01.18
4.04.17
4.05.17
7.02.17
28.02.18
6.02.17
20.03.17
22.04.17

Klinikler

Nefroloji Servisi
Gogilis Hastaliklar Servisi
Enfeksiyon Servisi
Hematoloji Servisi
Hematoloji Servisi
Gogiis Hastaliklar Servisi
Gdgiis Hastaliklar Servisi
Onkoloji Servisi
Onkoloji Servisi
Enfeksiyon YBU
Gogilis Hastaliklar Servisi
Onkoloji Servisi
Enfeksiyon Servisi
Goglis Hastaliklar Servisi
Gogiis Hastaliklar Servisi

Gdgilis Hastaliklar Servisi

4.4.3. Olas1 nozokomiyal bulas

mtLSU tip

85C/248C
85C/248C
85C/248C
85C,/248C
85C/248C
85C/248C
85A/248C
85A/248C
85A/248C
85A/248C
85A/248C
85A/248C
85A/248C
85T/248C
85T/248C
85T/248C

DHPS tip

M165/W171
M165/W171
M165/W171
W165/W171
W165/W171
W165/W171
W165/W171
W165/W171
W165/W171
W165/W171
W165/W171
W165/W171
M165/W171
W165/W171
W165/W171
W165/W171

Profilaksi

Multilokus
mtLSU/DHPS
G1/G2

G1/G2
G1/G2
G1/G1
G1/G1
G1/G1
G2/G1
G2/G1
G2/G1
G2/G1
G2/G1
G2/G1
G2/G2
G3/G1
G3/G1
G3/G1

Multilokus genotiplerin dagilimina goére P. jirovecii tespit edilen hastalarin hastanede

yattiklari

sure

icerisindeki  yer

enfeksiyon/kolonizasyon arastirilmistir.

degisiklikleri

incelenerek

olasi

nozokomiyal
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Sekil 4.2. P. jirovecii mtLSU-rRNA genotip 1’de kiimelenen hastalarin yattig1 klinik haritasi

P. jirovecii mtLSU-rRNA ve DHPS multilokus genotip kombinasyonuna gore hasta 2, 6 ve 8 genotip
1 ve mutant tip (G1/G2); hasta 20, 28, 32 genotip 1 ve wild tip (G1/G1) olarak kiimelenmistir.
G1/G2 genotipi: Hasta 8 PCP, 2 ve 6 kolonizasyon olarak tanimlanmistir. Hasta 8’in profilaksi
oOykdsii vardir. Hasta 8 mutant tipin olasi1 kaynagidir. Hasta 8, hasta 2 ile ayni tarihte ayni serviste
bulunmustur, ancak hasta 6 farkli tarihte fakli bir seviste yattig1 icin hasta 8 ile
iliskilendirilememistir (sekil 4.2).

G1/G1 genotipi: Hasta 28 olasi PCP, hasta 20 ve 32 kolonizasyon olarak tanimlanmistir. Hasta
28 ve 20 farkl tarihlerde hematoloji servisinde bulunmus, hasta 32 ve hasta 28 ile ayni tarihlerde
farkli serviste hastanede yatmistir. Bu genotipte olas1 kaynak hasta 28 olabilir, ancak hastalar

ayni tarihte ayni serviste bulunmadig icin nozokomiyal bulas olarak degerlendirilmemistir.
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Sekil 4.3. P. jirovecii mtLSU-rRNA genotip 2’de kiimelenen hastalarin yattigi klinik haritasi

P. jirovecii multilokus genotip kombinasyonuna gore hasta 56, 62, 68, 73, 86, 90 genotip 2 ve wild
tip (G2/G1); hasta 98 genotip 2 ve mutant tip (G2/G2) olak kiimelenmistir.
G2/G1 genotipi: Burada kiimelenen hasta 90, 62, 73, 56, 86 birbirine yakin tarihlerde hastanede

yatmislardir. Hasta 73 dis merkezden transfer olan HIV pozitif PCP’li hastadir ve hastaneye
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geldiginde enfekte oldugu tespit edilmistir. Hasta 90 (kolonize) ve hasta 62 (olas1 PCP) ayni
tarihte onkoloji servisinde bulunmuslardir (sekild 4.3). Iki hasta arasinda hasta 90 olas1 kaynak
olarak tespit edilmistir. Hasta 56 (PCP) ve 86 (olas1t PCP) ayn1 tarihte g6giis hastaliklari servisinde

yatmiglardir. iki olgu arasinda hasta 56 olasi kaynak olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. P. jirovecii mtLSU-rRNA genotip 3’de kiimelenen hastalarin yattig1 klinik haritasi

P. jirovecii multilokus genotip kombinasyonuna gore hasta 60, 70, 85 genotip 3 ve wild tip
(G3/G1) olarak kiimelenmistir. Hasta 60 (PCP), hasta 70 (kolonizasyon) ve hasta 85
(kolonizasyon) farkl tarihlerde g6giis hastaliklari servisinde yatmislardir (Sekil 4.4). Bu genotip
kiimesinde hasta 60 olas1 kaynak olabilir ancak, hastalarin farkh tarihlerde hastanede yatmis
olmasi, hasta 70 ve hasta 85’in hastaneye yatisinin ikinci giiniinde alinan érneklerde P. jirovecii
kolonizasyonu tespit edilmis olmasi, olasi nozokomiyal bulas tespitini zorlastirmis ve bu
kiimedeki hastalar nozokomiyal bulas olarak degerlendirilmemistir.

Sonug olarak ¢alismamizda P. jirovecii tespit edilen 16 hastanin 3’iinde olasi nozokomiyal

bulas tespit edilmis, bu hastalarin 2’sinde olas1 PCP ve birinde kolonizasyon goriilmiistiir.
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5. TARTISMA ve SONUC

P. jirovecii, kistlerin solunum yoluyla alinmasi sonucu bulasir ve genellikle asemptomatik
seyreder. Ancak immiin sistemi baskilanmis hastalarda ve ozellikle HIV/AIDSlilerde ciddi
pnémoniye neden olur. HIV/AIDS iligkili PCP, T-helper hiicre sayisi (CD4+) < 200 hiicre/mm3
oldugu durumlarda daha sik goriiliir [1,7,84]. PCP, HIV/AIDS hastalarinin %60’1indan fazlasinda
gorilirken, profilaksi ve HAART (yliksek diizey aktif antiretroviral tedavi) tedavisinin tanitilmasi
ve yaygin kullanilmaya baslamasiyla birlikte HIV/AIDS'li hastalarda Pneumocystis insidansi
(1996 yili sonras1 %9) biiyiik oranda azalmistir [41,146]. Ancak gelismekte olan iilkelerde, HIV
pozitif oldugunu bilmeyen ya da HAART tedavisine ulasamayan ve tedavi rejimine uymayan
hastalarda, HIV/AIDS iliskili Pnuemocystis enfeksiyonu sik goriilmeye devam etmektedir [1].
Giintimiizde, hematolojik maligniteler, solid tiimorler, kronik akciger hastaliklari, organ
transplantasyonu ve otoimmiin hastaliklarin artmasi ve bu hastaliklar i¢in uygulanan uygulanan
immiin sistemi baskilayic1 tedaviler (kemoterapi, kortikosteroid, anti-rejeksiyon), PCP’yi HIV-
negatif immiinsupresif hastalarda daha yaygin hale getirmistir [8,50,147,148].

Global verilere yillik ~500.000 Pneumocystis olgusu goriildiigi tahmin edilmektedir. Her
100.000’de en fazla olgunun Nijerya (48,2), Kenya (43), Tanzanya(22); en az olgunun
Danimarka(0.04), Banglades(0.04) ve Macaristan(0.1)’ta oldugu bildirilmistir. Tiim Pneumocystis
olgularinin %77’si Afrika, %10'u ABD, %7’si Avrupa ve %6’s1 Asya’dan raporlanmistir [149].

Ulkemizden P. jirovecii ile ilgili bildirilen ¢alismalara baktigimizda, kolonizasyonun
arastirildigl bir ¢alismada, adli otopsi yapilan 200 vakanin pulmoner doku 6rneginde %18.5
(37/200) P. jirovecii tespit edilmistir [150]. Kolonizasyonun arastirildigl baska bir calismada ise
100 genel popiilasyon, 100 saglik calisan1 ve 50 hasta orofaringeal yikama 6rnegi, real time PCR
ile calisilmis ve sirasiyla %21, %22 ve %28 oraninda P. jirovecii kolonizasyonu tespit edilmistir,
calismada toplam 250 6rnekte %23 oraninda P. jirovecii bildirilmistir [151].

Ulkemizde hasta gruplarinda P. jirovecii'nin arastirildig1 calismalarda ise %8-38 arasinda
pozitiflik bildirilmistir [152-158]. T6z ve arkadaslari[158], PCP siiphesi olan 42 hastadan alinan
BAL érneklerinin %38 (16/42)’inde real time PCR ile; Ozkoc ve arkadaslar1[157] immiin sistemi
baskilanmis (~%71) hastalardan alinan BAL 6rneklerinin %33,7 (31/92)’sinde nested PCR ile;
Tekinsen ve arkadaslari1[156] immiinosiipresif 100 hastanin %8’'inde real time PCR ile P. jirovecii
pozitifligi bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizda %75’i immiin baskilanmis 96 hastanin
16(%16,7)’sinda P. jirovecii tespit edilmistir. Bu oran tilkemizden bildirilen degerler arasindadir.

PCP, HIV negatif immunsupresif hastalarda, HIV pozitif hastalara gore daha akut
baslangichdir ve semptomlar daha progresiftir. Bu ylizden HIV negatif immunsupresif hastalarda
PCP’nin hizh tanisi ve tedaviye erken baslanmasi énemlidir [1,85]. PCP tanisinda P. jirovecii kist

ve trofik formlarinin solunum yolu 6rneklerinde mikroskobik olarak goériilmesi standart tani
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yontemidir [85]. Solunum yolu 6rneklerinden indiiklenmis balgam 6rnegi %50-90 tani saglarken;
BAL 6rneginin duyarliigi %90-98 oraninda raporlanmigtir [1,7,93]. Immiin floresan mikroskobi
yonteminin duyarlilik ve 6zgiilliigii diger boyama yontemlerinden daha ytksektir [103,159].
Ancak HIV negatif immunsupresif hastalarda akciger Pneumocystis yiikiiniin diisiik olmasi
mikroskobik taninin duyarhiligini azaltmaktadir [10,11]. Klinik 6rneklerden Pneumocystis
tespitinde PCR yontemlerinin kullanilmasi tani duyarhligi arttirmistir. Ozellikle mtLSU- rRNA
nested-PCR kullanilmasi mikroskobinin negatif oldugu diisiik parazit yiikii bulunan hastalarda
taninin erken saglanmasinda etkilidir [15,16,104]. Aderaye ve arkadaslar1[160], TBO, iFA ve PCR
yontemlerini degerlendirdikleri calismada, 131 hastanin 56 (%42,7)’sin1 PCR, 39 (%29,4)'unu
IFA ve 28 (%21,4)’ini TBO yontemi ile pozitif tespit etmislerdir. Ayni1 calismada TBO boyama, IFA
ve PCRile karsilastirildiginda balgam 6rneklerinde duyarhihigi %71,4 ve %34,5; BAL 6rneklerinde
duyarhiligt %68 ve %41,5 olarak bildirilmistir. Ayrica balgam-PCR, BAL-PCR ile
karsilastirildiginda duyarhilik %78,9, ozgillik %89 olarak raporlanmistir [160]. Bizim
calismamizda 96 hasta 6rneginin (88 balgam/indiklenmis balgam, 6 TA, 2 BAL); 16(%16,7)’sinda
PCR, 5(%5,2)’'inde IFA, 3(%3,1)’iinde TBO ve 2(%2,1)’sinde Giemsa yontemi ile P. jirovecii tespit
edilmistir (Tablo 4.3). Mikroskobik inceleme (IFA, TBO ve Giemsa) sonugclar1 hem kendi icinde
hem de PCR yontemi ile uyumlu bulunmustur. Calismada IFA referans test olarak alindiginda;
Giemsa boyama icin duyarhlik %40, 6zgiillik %100; TBO duyarhlik %60, 6zgiilliik %100; PCR
duyarhlik %100, 6zgitilliik %87,9 tespit edilmistir.

Nested PCR yonteminin duyarhliginin yiiksek olmasindan dolay1 P. jirovecii'nin
arastirlldigr klinik 6rneklerde PCR’'in pozitif; mikroskobinin negatif oldugu sonuclar PCR
yonteminin 0zgilligini diisirmektedir. Bu ylizden bu tip sonuclarda kolonizasyon ve
enfeksiyon ayrimi yapmak i¢cin PCR sonuclar1 klinik bulgularla birlikte yorumlanmalidir. Bizim
calismamizda PCR pozitif bulunan hastalarin klinik bulgulari, radyolojik ve mikroskobik
sonuglari incelenerek, hastalar PCP, olas1 PCP ve kolonizasyon olarak gruplandirilmistir. PCR ve
mikroskobi pozitif 5 hasta kesin PCP (3 HIV/AIDS, 1 akciger kanseri, 1 interstisyel akciger
hastalig1); mikroskobi negatif, PCR pozitif olan immiin supresif 3 hasta olas1t PCP (1 Multipl
myelom, 1 interstisyel akciger hastaligi, 1 kolanjioselliller karsinom) olarak tanimlanmistir.
Boyama yontemleri negatif olan diger PCR pozitif 8 hasta kolonizasyon olarak
degerlendirilmistir. PCP tespit edilen 5 hastadan HIV/AIDS tanisi olan 3 hasta anti -PCP tedavi
almis ve biri iyileserek taburcu olmus diger 4 hasta hastanede yattiklar siirecte kaybedilmistir.
Olas1 PCP olarak tanimlanan 3 hastadan biri anti-PCP tedavisi almis, ancak 3 hastanin da eksitus
oldugu anlasilmistir. Bu sonuclar etkene yonelik tedavi verilmeyen hastalarda prognozun koéti
olabilecegini diistindiirmektedir. Mikroskobik yontemlerin yeterli olmadig1 bu tip olas1 PCP
hastalarinda P.jirovecii varliginin molekiler yontemlerle gosterilmesi tedavi kararinin

verilmesinde etkili olabilir. Ayrica hastanemizde rutin mikrobiyolojik PCP testi yapilmadigi icin,
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HIV/AIDS hastalar1 disinda kalan immiin sistemi baskilanmis hastalarda PCP’nin 6nemli bir
enfeksiyon etkeni oldugu ve akla ilk gelen enfeksiyonlar arasinda bulunmasi gerektigi tespit
edilmis, PCP profilaksi ve tedavinin g6z éniinde bulundurulmasi gerektigi diisiiniilmiistiir.

HIV negatif immunkompetan bireylerde P. jirovecii kolonizasyonunu gosteren ¢alismalar
olmasina ragmen; immiinsupresif tedavi alan (kortikosteroid ve/veya kemoteropatik ajanlar)
hastalarda daha fazla gériiliir [11,147,151]. Immun sistemi baskilanmis hastalarda P.jirovecii'nin
en fazla bildirildigi hastaliklar sirasiyla; hematolojik malignite, solid tiimor, otoimmiin
hastaliklar, kronik akciger hastaliklar1 ve organ transplant alicilaridir [8,147,148]. Bu ¢alismada
da P. jirovecii saptanan hastalarin 11 (%68,75)’i immiinsupresif tedavi alan, 3 (%18,75)’1i ise
immiinkompetandir. PCR pozitif bulunan hastalarin altta yatan hastaliklari; 6 (%37,5) kanser, 3
(%18,75) hematolojik malignite, 3 (%18,75) HIV/AIDS, 2 (%12,5) KOAH ve 2 (%12,5)
intersitisyel akciger hastaligi seklindedir. PCR pozitif ve negatif hasta gruplari karsilastirildiginda
sadece HIV/AIDS hastalarinda PCR pozitifligi anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,012).
Calismaya dahil edilen 4 HIV/AIDS pozitif hastanin 3'tinde P. jirovecii saptanmistir. Bu sonug
HIV/AIDS pozitif hastalarda PCP’nin 6nemli bir etken olmaya devam ettigini gostermistir. Bunun
nedeni ise HIV pozitif hastalarin anti-retroviral tedavi rejimine diizenli uymamasina bagl olabilir
ya da uygulanan profilaksiye bagh olarak hastalardaki P. jirovecii suslar1 anti-PCP ilaglara direng
gelistirmis olabilir ve bunun sonucunda profilaksi ve tedavi basarisizligi, hastalar1 PCP’ye duyarh
hale getirmis olabilir.

Son yillarda raporlanan ¢alismalarda HIV/AIDS pozitif hastalarda PCP azalma egiliminde
olmasina ragmen; DSO HIV/AIDS 2018 yil siirveyans verilerine gore AB iilkelerinde, (%21) PCP
AIDS’e bagli en yaygin goriilen enfeksiyon olarak bildirilmistir [147,148,161].

KL-6, interstisyel akciger hastaliklar1 ve akut akciger yaralanmalarinda serumda seviyesi
artis gosteren bir indikatordiir ve PCP’li hastalarda da serumda anlamli olarak yiiksek
bildirilmistir [20,120,162]. Cok merkezli bir calismada KL-6 seviyesi PCP’li hastalarda PCP negatif
hastalara goére anlamli olarak daha ytiksek tespit edilmis ve KL-6 icin duyarllik %71,5 ve 6zgtlliik
%78,8 bildirilmistir [162]. Baska bir ¢calismada, serum KL-6 seviyesi HIV pozitif PCP’li hastalarda
HIV-negatif PCP’li ve diger akciger enfeksiyonlarindan anlamli olarak daha yliksek tespit edilmis,
ancak HIV-negatif PCP’li hastalar ile diger akciger hastaligi olan hastalar arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir [120]. Bizim ¢alismamizda P. jirovecii PCR pozitif hastalar ile PCR negatif hastalar
arasinda anlamh bir fark tespit edilmemistir. Calismadaki hastalarin %38,5’'inde altta yatan
akciger hastalig1 olmasi ve PCR negatif hastalarin %36,25’inde solunum yolu kiiltiirlerinin pozitif
olmas1 KL-6 sonucunu etkilemis olabilir. PCP ve kolonizasyon ayrimindaki -etkinligi
degerlendirildiginde duyarlilik % 62,5, 6zgiilliikk %75 bulunmustur. Baz1 ¢alismalarda KL-6 PCP
ve kolonizasyon ayriminda basarili bulunmamistir [19,162]. Bu calismada PCR pozitif 6rneklerde

kolonizasyon ve PCP ayriminda serum KL-6 seviyesi az kullanish bulunmustur.
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PCP, profilaksi ve tedavisinde kullanilan ilk secenek ila¢ trimethoprim
sulfametoksazoldiir [140]. Siilfametoksazol, para-aminobenzoik asidin (pABA) yapisal
analogudur ve pABA, folat sentez yolunun temel bileseni olan dihidropteroat sentaz (DHPS)
enziminin dogal substratidir [163]. P. jirovecii'de, DHPS enzimini kodlayan folik asit sentez (fas)
genindeki iki sinonim olmayan nokta mutasyon, siilfa tiirevi ilaglara 6nceden maruz kalma ile
iliskilidir [21-23,163]. DHPS lokusu 165(A”G) ve 171(C"T) niikleotid pozisyonlarinda meydana
gelen bu mutasyonlar, enzimin aktif bolgesindeki proteinde, 55 (Thr"Ala) ve 57 (Pro”Ser) amino
asit dizilerinde, yapisal degisime neden olur. Siilfa tiirevi ilaglarin baglanma bolgesinde meydana
gelen degisiklikler ilacin afinitesini ve inhibitér etkisini azaltarak, tedavi ve profilakside
basarisizliga neden olur [21-23]. P. jirovecii kiltiir yontemleri ile tiretilemedigi i¢in, ila¢ direnci
calismalar1 DHPS lokus mutasyon analizine dayanir. Diinya genelinden bildirilen P. jirovecii DHPS
mutasyonlarinin prevalansi %0-81 arasinda degismektedir [163]. Bizim ¢alismamizda P. jirovecii
tespit edilen 16 hastanin 12(%75)’sinde wild tip (W165/W171), 4(%Z25)linde mutant tip
(M165/W171) tespit edilmistir. On alt1 hastanin 3 (%19)’tinde profilaksi 6ykiisii vardir ve bu 3
hastanin 2’sinde mutant tip saptanmistir. Mutant tip tespit edilen hastalarin 2’si HIV pozitif PCP’li
ve profilaksi Oykiisii olan hastalardir. Mutant tip bulunan diger 2 hastada ise P. jirovecii
kolonizasyonu tespit edilen lenfoma tanili kemoterapi tedavisi alan ve akciger kanseri tanisi
konmus kemoterapi planlanan immiinkompetan hastadir. Ulkemizden DHPS mutasyonu
arastirillan sadece bir c¢alisma bildirilmistir. Ozko¢ ve arkadaslari[164] izmir'de yaptiklar
calismada DHPS amplifikasyonu elde edilen 28 P. jirovecii susunun tamamini wild tip olarak tespit
etmisler ve mutasyon bildirmemislerdir.

Raporlanan calismalarda baktigimizda 6zellikle gelismis iilkelerde daha yiiksek mutasyon
orani bildirilmistir. ABD’de HIV pozitif PCP’li hastalardan izole edilen P. jirovecii dérnekleri ile
yapilan calismalarda %81’e ulasan mutasyon orani bildirilmistir [21,27,165,166]. Avrupa
tilkelerinde italya'dan %0-9, Fransa’dan %3-33, isvigre'den %?7,5, Almanya’dan %1,2,
Ispanya’dan 9%22-28, Portekiz’den %7 ve Isvec¢’ten %0 oraninda mutasyon bildirilmistir
[26,127,167-172]. Gelismekte olan iilkelerde ise Brezilya’dan %0, Sili’"den %48, Cin’den %0-12,
Hindistan’dan %4,1, Tayland’dan %11,7, Gliney Afrika’dan %3,8-56 ve fran’dan %14,7 oraninda
DHPS mutasyonu bildirilmistir [173-181].

Yapilan ¢alismalarda profilaksi ve HIV pozitif hasta sayis1 arttikca mutasyon oranlarinin
da artis gosterdigi goriilmiistiir [21,165,166]. Ancak baz1 ¢alismalarda daha 6nce profilaksi ilag
kullanmamis hastalarda da mutant tiplerin tespit edildigi bildirilmistir [166,169,174]. Son
yillarda Ponce ve arkadaslari[174]'nin Sili'de yaptiklar1 calismada, daha 6nce stlfa tiirevi
profilaksi ilag kullanmamis 56 hastanin 27 (%48)’sinde mutant sus tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Ulkemizde HIV/AIDS ve organ transplant ahcilar1 disindaki, immiinosiipresif

hastalarda sulfonamid profilaksisi rutin olarak uygulanmamaktadir [182]. Bizim ¢alismamizda,

48



Harun GULBUDAK, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

profilaksi 6ykisii olan 3 HIV/AIDS pozitif hastanin 2’sinde mutasyon saptanmistir ve toplam 4
mutant susun, 2’sinin HIV/AIDS pozitif hastalarda profilaksi sonucu meydana geldigi, birinin ise
nozokomiyal bulas sonucu, mutant tip ile enfekte hastadan bulasarak kolonize oldugu tespit
edilmistir. Ancak dordiincli mutant susun kaynagi tespit edilememistir. Mutant sus ile meydana
gelen enfeksiyonlarda en 6nemli risk nedeni profilaksi siiresinin artmasi sayilirken, mutant
suslarin cografik dagilimina bagh olarak, bireylerin yasadig1 sehir ve iilke gibi cografik etkenler
ya da basvurdugumuz hastane ortami mutant suslarin alinmasindaki 6nemli risk faktorleri
arasindadir [21,27,166,169,174].

Mikroorganizmalarin epidemiyolojik bulas yollarinin tespit edilmesi hastaliga karsi
kontrol onlemleri gelistirmek acisindan onemlidir. Molekiiler genotiplendirme calismalari, P.
jirovecii genotiplerinin cografik bolgelere ve sehirlere gore farklhilik gésterdigi ortaya konmustur
[27]. Ayrica hastalardan izole edilen genotiplerinin hastalarin dogdugu sehirle iliskili olmadig,
hastanin yasadigi sehir ya da taninin kondugu yer ile iliskili oldugu bildirilmistir [27].
Translasyon sirasinda mitokondriyal ribozoma peptidil transferaz aktivitesi saglayarak temel
metabolik mekanizmalarda rol oynan, mtLSU rRNA geni, farkli cografi bolgelerden P. jirovecii
izolatlarinin genetik karakterizasyonu icin yaygin olarak kullanilmaktadir [26]. Bu ¢alismada,
mtLSU-rRNA lokusu 85 ve 248. niikleotit pozisyonlarindaki polimorfizme gére 16 P. jirovecii
susundan 3 farkli genotip (G) elde edilmistir. Bolgemizde genotip 2 (n=7; %43.75) en yaygin
gortlen genotip olurken, ikinci siklikta genotip 1 (n=6; %37,5) ve en az genotip 3 (n=3; %18,75)
tespit edilmistir. Ulkemizden daha énce bildirilen mtLSU-rRNA genotiplendirme ¢alismasina
rastlanmamustir. Farkh cografyalardaki calismalarda italya, Polonya ve Kiiba’dan bu calismadaki
genotip dagilimina benzer sekilde G2 en sik, G1 ikinci siklikta ve G3 liciincl siklikta tespit
edilmistir [167,183,184]. Hindistan’dan G2 en sik ve Iran’dan ise ikinci siklikta tespit edildigi
bildirilmistir [185,186]. ABD, Ispanya, Portekiz ve Kore’de G1 en sik tespit edilen genotiplerdir
[26,27,124,187]. Genotip dagihimindaki bu farkl epidemiyolojik bulgular, P. jirovecii'deki genetik
varyasyonlarin cografi bir bilesene sahip oldugunu ve bu cografi epidemiyolojik faktorlerin, P.
jirovecii suslarinin insanlar arasindaki sirkiilasyonunu etkileyebilecegini gostermektedir.

Bazi ¢alismalar PCP'nin latent enfeksiyonun reaktivasyonu yerine nozokomiyal bulas
sonucu gelisen, yeni kazanilan bir enfeksiyon oldugunu gostermistir. Cesitli molekiiler
yontemlerle belirlenen ayni genotiplerle kiimelenme veya salgin suslar, P. jirovecii'nin insandan
insana bulas sonucu yayilabilecegini gosterir [69,134,188,189]. Multilokus genotipleme sus
tiplendirmede daha fazla bilgi verir. P. jirovecii izolatlarin1 karakterize etmek ve enfekte
hastalarin klinik ve demografik verileriyle iliskili olarak P. jirovecii suslarinin dagilimini
arastirmak icin kullanilir [26,27,187].

Bu calismada olasi nozokomiyal bulas sonucu gelisen PCP ve kolonizasyonlar

arastirilmistir. DHPS ve mtLSU-rRNA genetik lokuslar1 multilokus olarak tiplendirildiginde 5
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genotip gozlenmistir. Multilokus genotiplerde (mtLSU/DHPS); G2/G1’de 6, G1/G1’de 3,G1/G2’de
3,G3/G1’de 3,G2/G2’de 1 sus kiime olusturmustur. Ayni genotip igerisinde kiimelenen hastalarin
hastanede yattiklari siire icerisindeki yer degisiklikleri incelendiginde 3 olas1i nozokomiyal bulas
tespit edilmis, bu hastalarin 2’sinde olas1 PCP ve birinde kolonizasyon tanimlanmistir. G1/G2
genotipinde kiimelenen hasta 8 (PCP) ve hasta 2 (kolonize) aymi tarihte ayni serviste
bulunmuslardir. Hasta 8 HIV/AIDS pozitiftir ve profilaksi 6ykiisti vardir. Bu kiimede hasta 8'in
mutant tipin olasi kaynagi oldugu ve hasta 2’de nozokomiyal bulas sonucu kolonize oldugu tespit
edilmistir. G2/G1 genotipinde kiimelenen hasta 90 (kolonize) ve hasta 62 (olas1 PCP) ayni tarihte
onkoloji servisinde bulunmuslardir ve hasta 90’dan hasta 62’ye olasi bulas tespit edilmistir. Bu
genotipte hasta 56 (PCP) ve hasta 86 (olas1 PCP) aym tarihte gogiis hastaliklar1 servisinde
yatmuslardir ve Iki olgu arasinda hasta 56’dan hasta 86’ya olasi bulas tespit edilmistir.

Spor tuzaklar1 ile yapilan c¢alismalar Pneumocystis'in ¢evresel Kkaynaklardan
yayilabilecegini gostermistir ancak memeli konaklar disinda rezervuar tanimlanmamistir
[66,68]. Bu yiizden, P. jirovecii toplumda rezervuar olarak bulunabilir ve immiin sistemi
baskilanmis bir konaga ulasincaya kadar kisiden kisiye bulasarak subklinik kolonizasyona neden
olarak yayilabilir [151]. PCP’li hastalar enfeksiyon sirasinda etkeni solunum yoluyla havaya
yayarlar [74]. Bir hava drnekleme calismasinda, PCP’li hastalarin bulundugu servislerden ve
bitisik koridorlardan alinan hava ornekleri analiz edildiginde PCP’li hastalarin 8 m’ye kadar
uzaginda P. jirovecii tespit edilmis, ayrica servise bitisik koridorlarda da Pneumocystis
pozitifliginin devam ettigi goriilmustiir [74]. Baska bir ¢alismada Pneumocystis enfeksiyonu
olmayan hastalarin bulundugu YBU’lerden ve hastanedeki bos odalardan alinan hava
orneklerinde de Pneumocystis saptanmistir [75]. PCP’li hastalarin havaya Pneumocystis’i yaymasi
sonucu, bu hastalar ile ilgilenen doktor ve hemsirelerin ve hasta yakinlarinin Pneumocystis ile
kolonize oldugu gosterilmistir [190]. Kolonize olan saglik ¢alisanlarinin, enfeksiyonu immiin
sistemi baskilanmis risk altindaki hastalara bulastirabilecegi belirtilmistir [190]. Bizim
calismamizda ayni serviste yakin tarihlerde kalan hastalar ya da ayni tarihte farkl serviste kalan
hastalar olas1 nozokomiyal bulas olarak gruplandirilmamistir, ancak yapilan ¢alismalar bu tip
nozokomiyal bulaslarin da olabilecegini gostermektedir ve bu durum tahmin edilenden daha
fazla nozokomiyal bulas olabilecegini diisiindiirmiistiir. Salgin analizleri, Pneumocystis’in immiin
sistemi baskilanmis hastalarin bulundugu hastane servisleri ve yogun bakim tunitelerinde
hastalar arasinda kisiden kisiye bulasarak yayildig1 ve salginlara neden oldugu gosterilmistir
[69]. Bu calismada, olas1 nozokomiyal bulas sonucu gelisen PCP ve kolonizasyonlar tanimlanmaya
calisiimistir, ancak kesin ayrim yapmak zordur. Calisma siirecinde P. jirocevii tespit edilen
hastalarin kaldig1 servislerdeki diger hastalardan, saglik personellerinden ve servis ortamindan

P. jirovecii arastirmasi yapilmamistir. Ayrica DHPS ve mtLSU genotiplendirme yontemi
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nozokomiyal bulaslarda klonlarin tespitinde yeterli olmayabilir. Buylizden ayrim giicii daha
ylksek multilokus genotiplendirme yontemleri kullanilmasi gerekebilir.

Sonug olarak, calismada 96 hastanin 16 (%16,7)’sinda P. jirovecii tespit edilmistir. [FA
referans test olarak alindiginda; Giemsa duyarhlik %40, 6zgiillik %100; TBO duyarhilik %60,
ozgullik %100; PCR duyarlilik %100, 6zgiillik %87,9 olarak tespit edilmistir. PCR pozitif 16
hastanin 5'i kesin PCP, 3’ii olas1 PCP ve diger 8’i kolonizasyon olarak degerlendirilmistir. P.
jirovecii tespit edilen 16 hastanin 4 (%25)’linde mutant tip (mutant tip; M165/W171) tespit
edilmistir. mtLSU rRNA sekans analizinde 3 farkli genotip elde edilmis ve bolgemizde G2 ve G1
en yaygin goriilen genotip olarak belirlenmistir. Multilokus genotip degerlendirmesinde ise 5
genotip elde edilmis ve 3 olas1 nozokomiyal bulas tanimlanmistir.

Bu ¢alismada yatan hastalarin balgam orneklerinden 6nemli oranda P jiroveci tespit
edilmesi hastane ortaminda ve belki de genel popiilasyonda tahmin edilenden daha ytiksek P.
jiroveci olabilecegini gostermektedir. Hastalardaki kolonizasyon immiinsupresyon siirecinde
PCP’ye neden olabilir ya da rezervuar gorevi gorebilir. Calismada elde edilen sonuglar,
immiinosiipresif hastalarin PCP gelisimi acisindan risk altinda olduklarin1 gostermistir. Bu
bulgular, yatan hastalarin bagisiklik durumuna ve klinik 6zelliklerine gére PCP'nin ayirici tani
listesinde olmas1 gerektigini gostermektedir. PCP’li hastalar, immiin sistemi baskilanmis
hastalarin olmadig1 servis ve YBU’lere yatirilmasi bulas olasiigini azaltabilir. HIV/AIDS disindaki
immiinsupresif hastalarda PCP potansiyel enfeksiyonlar arasinda diisiiniilmelidir. Bu gruplarda
daha saglikli sonuglara ulasmak icin daha fazla sayida hastanin yer aldigi ¢alismalar
planlanmalidir. Ayrica bolgemizdeki ve iilkemizdeki genel durumu anlayabilmek icin daha fazla
P. jirovecii susunu iceren genotiplendirme ve DHPS mutasyon analizi ¢alismalarina ihtiyag

duyulmaktadir.
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