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OZET

Bronkoalveoler lavaj (BAL) ve bronsiyal lavaj yapilan hastalardaki Pneumocystis jirovecii
kolonizasyonu ve tanida kullanilan yéntemlerin karsilastirmast

Giris: Pneumocystis jirovecii’nin neden oldugu Pneumocystis pnémonisi (PCP) bagistklik sistemi baskilanmis hastalarda
en stk ve ciddi olarak gézlenen firsatct infeksiyonlardan biridir. Calismamizda gogtis hastaliklart anabilim dali tarafindan
klinik ya da poliklinik ortaminda takip edilen ve tant amagcli bronkoskopi yaptlan toplam 100 hastaya ait bronkoalveoler
lavaj (BAL) ve bronsiyal lavaj érnekleri degerlendirildi.

Materyal ve Metod: Alinan BAL ve bronsiyal lavaj érnekleri metenamin gtimis (Gomori/Grocott), toluidin mavisi O, Wright-
Giemsa, boyamalart ve immiin floresans antikor (IFA), nested polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile degerlendirildi.

Bulgular: BAL ve bronsiyal lavaj 6rneklerinde metenamin giimiis (Gomori/Grocott), toluidin mavisi O, Wright-Giemsa bo-
yamalart ile etken saptanmadt. IFA testiyle 13 hastada P, jirovecii’nin kistleri saptanirken; nested PCR ile 16 hastada P, ji-
rovecii’nin DNA’st saptandi. Hem PCR hem IFA testi ile P. jirovecii saptanan toplam 8 hasta mevcuttu. P. jirovecii saptanan
hasta érnekleri incelendiginde bu 6rneklerin 13’tintin BAL oldugu ve 8’inin bronsiyal lavaj oldugu gérildii. Olgu grupla-
rninda baktlan yas, cinsiyet, sigara kullanimi, hipertansiyon, diabetes mellitus, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH),
serebrovasktiler olay (SVO), konjestif kalp yetmezligi (KKY), son lic ayda hastanede yatma 6yktisti, antibiyotik kullanimi
ve radyolojik bulgulart acisindan degerlendirildiginde P. jirovecii pozitifligiyle aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik sap-
tanmadt. Olgu gruplarn PCR ve IFA pozitifliklerine gbre gruplara aynlarak degerlendirme yapildiginda IFA veya PCR pozi-
tif olgularda immtinstipresyon agisindan anlamlt farkliltk saptandt (p= 0.003). Pozitif olgularin %28.6’st immunstipresif sap-
tanirken, PCR veya IFA negatif olgularnin %3.8’i immtinstipresifti. PCR yéntemi tanida altin standart olarak kabul edilen IFA
ile duyarlilik ve ézgtilliik acisindan kiyaslandiginda duyarlilik %61.5 ve 6zgtilltik %90.8 olarak belirlendi. McNemar testiy-
le IFA ve PCR tanu testi sonuglarinin uyumlu olduklan saptand: (p= 0.581).

Sonug: Bursa bélgesinde yaptlan bu calismada HIV negatif olgularda immiinstiprese hastalarda P. jirovecii géstermeye yo-
nelik boyama yéntemlerinin duyarliligt diistik oldugu ayrica IFA ile nested PCR y6énteminin paralel sonuglar vermedigi go-
rilmdustar.

Anahtar Kelimeler: Pneumocystis jirovecii, bronkoalveoler lavaj, bronsiyal lavaj, immiinsiipresyon, IFA, nested PCR.
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Bronkoalveoler lavaj (BAL) ve bronsiyal lavaj yapilan hastalardaki Pneumocystis jirovecii
kolonizasyonu ve tanida kullanilan yéntemlerin karsilastirmasi

SUMMARY

The Pneumocystis jirovecii colonization in bronchoalveolar lavage (BAL) and bronchial washing and
the comparison of methods which are used in diagnosis
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Introduction: Pneumocystis pneumonia (PCP) which is caused by Pneumocystis jirovecii is usually seen in the patients
whose immune system is supressed. It is seriously seen an opportunist infection. In our study; totally 100 bronchoalveolar
lavage (BAL) and bronchial washing samples collected by pulmonary disease department. Which belong to the patients
in the clinics, and out patient clinic of the bronchoscopy material were evaluated.

Materials and Methods: The BAL and bronchial washing were evaluated by the help of methenamine silver stain (Gomo-
ri/Grocott), toluidine blue O stain, Wright-Giemsa stain, immun fluorescent antibody (IFA) stain, nested polymerase chain
reaction (PCR).

Results: In the BAL and bronchial washing samples the agent couldn’t be shown by the help of methenamine silver (Go-
mori/Grocott), toluidine blue O, Wright-Giemsa staining. In 13 patients with IFA test the cysts of P. jirovecii were determi-
ned. In 16 patients with nested PCR; the DNA of P. jirovecii were determined. In 8 patients by using PCR and IFA test P, ji-
rovecii was determined. When the samples which had P, jirovecii were analyzed; 13 of them were BAL and 8 of them we-
re bronchial washing. When the phenomenon groups were evaluated according to age, gender, smoking, hypertension,
diabetes mellitus, chronic obstructive pulmonary disease (COPD), cerebrovascular accident (CVA), congestive cardiac fa-
ilure (CCF), staying in the hospital in the last three months, using antibiotics and radiological findings; there wasn't a sta-
tistical meaningful relation between P. jirovecii positivity and these situations. When the phenomenon groups were evalu-
ated according to PCR and IFA positivity; in IFA and PCR positive patients for imnmunosupressive there was a meaningful
differances (p= 0.003). The positive 28.6 % of cases were immunosuppressed and the 3.8% of PCR or IFA negative cases we-
re immunosupressed. When PCR method was compared with IFA which is called gold standard for sensitivity and specifi-
city; sensitivity was found 61.5% and specificity was found 90.8%. IFA and PCR diagnosis test results were compatible
(With McNemar test p= 0.581).

Conclusion: Diagnostic sensitivity of staining methods for P. jirovecii in immunocompromised HIV negative patients are
found to be low and it was shown that IFA and nested PCR methods have not parallel results.

Key Words: Pneumocystis jirovecii, bronchoalveolar lavage, bronchial washing, inmunosupression, IFA, nested PCR.

Tuberk Toraks 2013; 61(4): 303-311 * doi: 10.5578/tt.2954

GIRIS veya aktif infeksiyon veya klinik hastalik bulgusu ol-

A~ . . . mayan HIV pozitif hastalarda da diisiik miktarda bulu-
Pneumocystis jirovecii'nin neden oldugu Pneumocystis bildiztini ort K tur (4.5). Tekrar incel i
pndémonisi (PCP) imminstprese hastalarda en sik ve nabildigini ortaya koymustur (4,5). Tekrar inceleme ile

organizmalarin saptanamamasi, gecici asemptomatik
P. jirovecii tasiyiciligi olabilecegini disiindirmektedir.

Buna ek olarak, sayisi glin gectikce artan yayinlarda,

ciddi olarak gozlenen firsat¢i infeksiyonlardan biridir
(1, 2).

F. jirovecii'nin bulasma yolu tam olarak anlasilamadigi altta yatan hastaligi olan bagisiklik sistemi saglam ko-

gibi cevresel kaynagi da tanimlanamamustir (3). Latent
infeksiyonun reaktivasyonu savunulmakla birlikte; cev-
resel kaynaklardan bulasin yani sira kisiden kisiye ha-
va yoluyla bulasin da olas1 yol olduguna dair kanitlar
vardir (2,3). Infekte olmayan kisiler Pneumocystis’in
asemptomatik tasiyicisi da olabilirler (3). Guincel calis-
malar; Pneumocystis'in imminkompetan bireylerde

naklarda, P, jirovecii'nin asemptomatik akciger koloni-
zasyonu yapabilecegi bildirilmektedir (6-10).

Primer infeksiyonun ¢ok yaygin ve erkenden gecirildi-
gine dair kanitlar serokonversiyona dayalidir. Yirmi ay-
lik stit cocuklarinda antikor pozitifligi oran1 %85 olarak
bulunmustur (2).
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Duyarli bir konakta PCP’'nin ana semptomlar dispne,
ates, balgamsiz oksurtiktar (11). Hastahgin semptom
ve bulgulariyla, goégis radyolojisi bulgularinin higbir
kombinasyonu PCP icin tani koydurucu degildir (12).

Solunumla ilgili sikayetleri, atesi ve anormal gogts
radyografileri olan ve immiinsiiprese herhangi bir has-
tada PCP duistntilmelidir (11).

PCP'nin kesin tanisi balgam, indiklenmis balgam,
bronkoalveoler lavaj (BAL), bronsiyal lavaj (BL), trake-
al aspirasyon veya bronsiyal fircalama, AC biyopsisi ve
plevral sivi orneklerinde mantarin morfolojik olarak
gosterilmesiyle konur.

Bu 6rneklerden Pneumocystis’i tanimlamak icin ¢esitli
boyalar kullanilmaktadir. Metenamin gimus (Gomo-
ri/Grocott), toluidin mavisi O, gibi boyalar Kistlerin
hiicre duvarlarini boyarken, Wright-Giemsa, Gram-We-
igert gibi boyalar trofik formu ve intrakistik cisimcikle-
ri boyar (3,11-13).

Pneumocystis’in kultirde Uretilememesi ve mikrosko-
bik inceleme icin cogu zaman invaziv bir girisim gerek-
mesi nedeniyle molekdler tani cazip hale gelmistir. PCR
testleri BAL, indiiklenmis balgam ve agiz yikama sivisi
orneklerinde calisiimistir (12).

Yapilan bu calisma ile; BAL ve BL yapilan hastalardaki
kolonizasyon; klinik ve laboratuvar bulgulari uyumlu
ise pndmoni tanisinin konulmasi, BAL ve BL ornekle-
rinde P, jirovecii saptanan hastalarin demografik bilgile-
ri, altta yatan hastaliklari, olasi risk faktorleri géz 6niin-
de bulundurularak bu unsurlarin hastalikla iliskisi, has-
tallkk semptom ve bulgularini tasimaksizin BAL ve BL
orneklerinde P, jirovecii tespit edilen hastalarin yukari-
da bahsedilen hasta bilgileri dikkate alinarak kolonizas-
yon gelisiminde etkili olabilecek unsurlarin belirlenme-
si hedeflenmistir.

Yine bu ¢alismada hastalardan alinan BAL ve BL 6rnek-
lerine May Grunwald/Giemsa, toluidin mavisi, metena-
min giimis (MS), immin floresans antikor (IFA) ve poli-
meraz zincir reaksiyonu (PCR) uygulayarak bu yéntemle-
rin tanidaki duyarliliklar ortaya konulmaya calisiimistir.

MATERYAL ve METOD

Calisma Uludag (niversitesi Tip Fakiiltesi Hastanesin-
de Nisan 2010 ile Mart 2011 arasinda bir yillik siire ice-
risinde toplam 100 hastanin katilimiyla, yatirilarak ya
da ayaktan takip edilen; gerekcesi ne olursa olsun BAL
ya da BL yapilan hastalar ve bu hastalarin alinan BAL
ve BL &rneklerinin Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon
Hastaliklari Anabilim Dali Laboratuvarinda incelenme-
siyle yapild.

Alinan BAL ve BL 6rnekleri 6rnekler santrifiij tiplerine
ortalama 5 mL olacak sekilde konuldu ve 21°C sicak-
likta 2000 rpm’de 15 dakika santriftij edildi. Bu islem
sonrasinda santrifijj tiplinin dibindeki ¢okeltiden ya-
rarlanilarak boyama, PCR, MS, IFA amaclh 1’er mL Ep-
pendorf tipiine konuldu.

Boyama olarak Modifiye toluidin mavisi ve May Grin-
wald-Giemsa yapildi. Metenamin Gimiis boyama SIL-
VER METHENAMINE P.A.S.M.04-043822/L kiti ile tre-
tici firma olan Bio Optica Milano s.p.a. talimatlar1 dog-
rultusunda gerceklestirilmistir. Inmiin Floresans Anti-
kor Testi Pneumocel Direct IF Test Ticari Kiti ile ger-
ceklestirildi. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) icin ali-
nan materyaller daha sonra ¢alisilmak tizere -80°C de-
rin dondurucuya kaldirildl. Pneumocystis DNA ekstrak-
siyonu DNA izolasyon kiti (Dr Zeydanh DNA izolasyon
Kiti) kullanilarak yapildi. Kullanilan primerler ile P, jiro-
vecii DNA’sinin mitokondriyal ribozomal RNA’sinin
spesifik 362 bp ve 120 bp sekanslarinin amplifikasyo-
nu nested PCR ile gerceklestirildi. Birinci dongii PCR
primer cifti: pAZ102-E (5"-GATGGCTGTTTCCA-
AGCCCA-37), pAZ102- H (5"-GTGTACGTTGCAAAG-
TACTC-3"). Birinci PCR triinii 362 bp. Ikinci déngii
PCR primer cifti (nested PCR; birinci PCR iiriinii asa-
didaki primer cifti ile amplifiye edildi): pAZ102- E (5°-
GATGGCTGTTTCCAAGCCCA-37), pAZ102-L2 (5-
ATAAGGTAGATAGTCGAAAG-3"). Nested PCR trtnt

120bp.

ilk asamada her bir hasta érnegi icin 5 pL Buffer, 1 pL
dNTP (dNTP hazirlamak icin dATP, dGTP, dCTP, dTTP
her birinden 10 pL alindi 60 pL distile su ilave edilerek
100 pL’ye tamamlandi) (SibEnzyme), 0.5 pL pAZ102-
E, 0.5 uL pAZ102-H, 0.4 yL taq (SibEnzyme) ve 32.6
pL distile su ilave edilerek 40 pL reaksiyon karisimi el-
de edildi. Elde edilen karisimdan 40 pL alindi ve hasta
orneginden 10 pL konuldu. PCR’nin ilk asamasi elde
edilen toplam 50 pL 6rneklerin Thermal Cycler’a (Es-
co's Swift Maxi Thermal Cycler) yerlestirilmesiyle ta-
mamlandi.

Ikinci asamada her bir hasta érnegi icin 5 pL Buffer, 1
pL ANTP, 0.5 pL pAZ102-E, 0.5 pL pAZ102-L2, 0.2 uL
taq ve 40.8 pL distile su ilave edilerek 48 pL reaksiyon
karisimi elde edildi. Elde edilen karisimdan 46 pL alin-
di ve hasta 6rneginden 4 pL konuldu. PCR’nin ikinci
asamasi elde edilen toplam 50 pL 6rneklerin Thermal
Cycler’ a yerlestirilmesi ile tamamlandi.

Iki asamali PCR Thermal Cycler’da 94°C 5 dakika, 94°C
30 saniye, 56°C 30 saniye, 72°C 30 saniye toplam 40

siklus ve 72°C 7 dakika seklinde gerceklestirildi.
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Bantlar1 gérintilemek icin PCR urtnleri ethidium bro-
mid iceren %1.5’lik agaroz jelde 45 dakika elektroforez
islemine tabii tutuldu.

Testte pozitif kontrol (9 Eyliil {niversitesi Tip Fakiil-
tesi Parazitoloji Anabilim Dali’'ndan temin edilen mik-
roskobik olarak PCP tanisi konulan hastadan elde edi-
len BAL 06rnegi) ve olasi kontaminasyonu goézlemle-
mek icin negatif kontrol (steril distile su) calismaya
dahil edildi.

Olgu gruplan SPSS 15.0 programi ile degerlendirildi.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi. Kate-
gorize edilen verilerde ki-kare testi kullanarak istatiksel

anlamlilik arastirildi. p< 0.05 degeri anlamli olarak ka-

Size Marker Negatif Kontrol
Pozitif Kontrol (120 bp)

Pozitif Hasta Ornegi

Resim 1. PCR sonrasi etidyum bromid ile boyanan agaroz jel
elektroforezinde; 1. Kolon: Size marker (Her bir fragman 100
bp karsihk gelmektedir), 2. Kolon: Pozitif hasta, 3. Kolon:
Negatif hasta, 4. Kolon: Negatif hasta, 5. Kolon: Pozitif kont-
rol, 6. Kolon: Negatif kontrol, 7. Kolon: Negatif hasta, 8. Ko-
lon: Negatif hasta.

bul edildi. IFA ve PCR sonuglarinin uyumluluklari
McNemar testiyle degerlendirildi.

BULGULAR

Alinan orneklerin 47’si BAL, 53’ BL'di. Bronkoskopi
yapilan hastalar 66 (%66) erkek ve 34 (%34) kadindan
olusmaktaydi. Hastalarin yaslart 30 ile 81 arasinda
olup, median yas 58, ortalama yas 58.89 + 1.25 olarak
bulundu.

P, jirovecii pozitifligi 100 hastanin 21’inde saptandi. Po-
zitiflik saptanan hasta grubu 12 (%57) erkek, 9 (%43)
kadin hastadan olusmaktaydi. Hastalarin yaslarn 31 ile
74 arasinda olup, median yas 57; ortalama yas 57.6
olarak bulundu.

BAL ve BL o6rneklerinde metenamin gimis (Gomo-
ri/Grocott), toluidin mavisi, Wright-Giemsa boyamalari
ile etken saptanmadi. Nested PCR ile 16 hastada P, jiro-
veciinin DNA’s1 saptandi (Resim 1). Immiin floresans
antikor (IFA) testiyle 13 hastada P jirovecii'nin kistleri
saptandi (Resim 2 A,B).

Hem PCR hem IFA testiyle P, jirovecii saptanan toplam
8 hasta mevcuttu. PCR yontemi tanida altin standart

Resim 2. P. jirovecii DNA’sinin jel elektroforezinde ultraviyo-
le 151k altinda cekilmis fotografi goriilmektedir. A. Pozitif
kontrol IFA, B. Pozitif hasta IFA goriilmekte.
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olarak kabul edilen IFA ile duyarlilik ve dzgillik acisin-
dan kiyaslandiginda duyarhlik %61.5 ve o6zgullik
%90.8 olarak belirlendi. McNemar testiyle IFA ve PCR
tani testi sonuglarinin uyumlu olduklarn saptandi (p=
0.581). Olctimiin hassasiyeti %87, prevalans %50, po-
zitif kestirim degeri %50, negatif kestirim degeri %94,
yanlis negatif oran %38.5 ve yanlis pozitif oran % 9.2
olarak belirlendi.

Ek hastaligi olan 11 (%52.3) hasta mevcut olup; 6
(%28.5) hastada birden fazla hastalik mevcuttu. Ek
hastaliklar incelendiginde iki hastada malignite (akci-
ger kanseri ve primeri belli olmayan metastatik akci-
ger kanseri), sekiz hastada hipertansiyon, iki hastada
diabetes mellitus (DM), dort hastada kronik obstriktif
akciger hastaligi (KOAH), bir hastada serebrovaskii-
ler olay (SVO), li¢ hastada konjestif kalp yetmezligi
(KKY) mevcuttu. Pozitiflik saptanan alti hastada son
U¢ ay icinde immunsupresif tedavi alim 6ykist vardi

(Tablo 1). Immiunsiipresif tedavi iki hastada malignite
nedeniyle diger hastalarda ise kollajen doku hastaligi
nedeniyle verilmekteydi.

Pozitiflik saptanan 21 hastanin 13’tnde son Ug ay igin-
de hastanede yatis 6ykiisii mevcuttu.

Pozitiflik saptanan hasta grubunda bronkoskopi; akci-
ger kanseri, tiberkiloz, sarkoidoz, kronik infeksiyon,
interstisyel akciger hastaligi, primer hastaligin akciger
tutulumu, lenfoma, eozinofilik alveolit, pnédmoni, diyaf-
ram yuksekligi, akciger apsesi, silikozis ve pndmokon-
yoz endikasyonlar ile yapildi. Bronkoskopi sonucunda
ise akciger kanseri, tiberkiloz, sarkoidoz, kronik in-
feksiyon, primer hastaligin akciger tutulumu, antrakoz,
lenfoma, eozinofilik alveolit tanilarina ulasildi.

Pozitiflik saptanan hasta grubundaki hastalarin klinik
bulgular incelendiginde 6ksurik, balgam, dispne, he-
moptizi, gogus agrisi, ates yuksekligi ve gece terleme-

Tablo 1. Pozitiflik saptanan hastalarin ek hastalik ve immiinsiipresif tedavi durumlari

Hasta Yas Cinsiyet Solid TM immiinsiipresif tedavi Ek hastalik
1 57 E Yok Metilprednizolon 96 mg/giin, 12 giin Yok

65 E Yok Flantadin 3 mg PO 2 ay, degisik dozlarda Yok

10 yildir kullantyor
3 55 E Yok Yok Yok
4 47 K Yok Yok HT, KOAH
5 72 K Yok Yok HT, KOAH, KKY
6 74 E Yok Yok HT
7 57 E Primeri belli olmayan Zolandronik asit Yok
MET CA 1x1,2Kkir

8 31 E Yok Yok Yok

57 K Yok Prednizolon 60 mg/giin 7 giin, Yok

Prednizolon 20 mg/giin 3 giin,
Metilprednizolon 500 mg/giin 2 giin,
Endoksan 2 x 1 4 glin, 1 x 1, 3 glin

10 68 K Yok Yok HT, SVO
11 65 K Yok Yok HT
12 57 K Yok Yok Yok
13 38 K Yok Yok Yok
14 57 E Yok Yok HT
15 61 E Yok Yok Yok
16 68 E Yok Yok HT, KOAH, KKY
17 73 E AC CA Deksametazon 8 mg/giin, 18 giin Yok
18 65 K Yok Yok HT, DM, KKY
19 50 E Yok Yok DM, KOAH
20 50 E Yok Yok Yok
21 42 K Yok Metilprednizolon 64 mg/giin Yok

HT: Hipertansiyon, KOAH: Kronik obstriiktif akciger hastaligi, KKY: Konjestif kalp yetmezligi, SVO: Serebrovaskiiler olay, DM: Diabetes mellitus.
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Tablo 2. Pozitiflik saptanan hastalarda saptanan kli-
nik bulgular

Klinik bulgu Hasta sayisi  Goriilme orani
Oksiriik 2 %9.5
Oksiiriik, dispne 2 %9.5
Okstirtik, gogs agrisi 1 %4.7
Dispne 4 %19
Dispne, gogls agrisi 1 %4.7
Gogus agrisi 1 %4.7
Oksiiriik, balgam, dispne 5 %23.8
Oksiiriik, balgam, dispne, 1 %4.7
gogus agrisi, hemoptizi

Oksiiriik, balgam, ates 1 %4.7
Oksiiriik, dispne, hemoptizi 1 %4.7

si oldugu gorildu. Olgu grubundaki iki hastada ise hig-
bir klinik bulgu yoktu (Tablo 2).

Porzitiflik saptanan 10 hastada bronkoskopinin yapildi-
g1 glinden itibaren son Ug¢ ay icinde takip edildikleri
merkezler tarafindan ampirik olarak baslanan sefalos-
porin, kinolon, azol, beta-laktam/beta-laktamaz inhibi-
tér kombinasyonu, makrolit, karbapenem grubu antibi-
yotiklerin degisen sirelerde kullanimi mevcuttu.

Pozitiflik saptanan hasta grubunda bulunan 12 hastada
sigara kullanimi mevcuttu.

Olgu gruplarinda bakilan yas, cinsiyet, sigara kullani-
mi, hipertansiyon, DM , KOAH, SVO, KKY, son 3 ayda
hastanede yatma 6ykisl ve antibiyotik kullanimi, kul-
lanilan antibiyotiklerin tekli ve ¢oklu kullanimi deger-
lendirildiginde P, jirovecii pozitifligiyle aralarinda istatis-
tiksel olarak anlamlilk saptanmadi.

Olgu gruplarn PCR ve IFA pozitifliklerine gore gruplara
ayrilarak degerlendirme yapildiginda IFA veya PCR po-
zitif olgularda immiinstipresyon acisindan anlaml fark-
lilik saptandi (p= 0.003). Pozitif olgularin %28.6's1 im-
munsiiprese iken, PCR veya IFA negatif olgularin %3.8’i
immunsiprese idi (Sekil 1).

Radyolojik olarak PCP dustiniilen 23 hastanin 7’sinde
IFA ya da PCR ile pozitiflik saptand. istatistiksel farkli-
ik saptanmadi.

TARTISMA

P. jirovecii HIV pozitif bireylerde, konnektif doku hasta-
lig1 ile hematolojik malignitesi olanlarda ve organ
transplantasyonu yapilan hastalarda hayati tehdit eden
infeksiyona neden olan firsat¢i bir patojendir (14).

80
70
60 B Immiinsiiprese
50 [l immiinkompetan
40
30
20
10
O -

PCR ve/veya
DFA pozitif

PCR ve/veya
DFA negatif

Sekil 1. PCR ve IFA pozitifliklerine gére immiinsiiprese ve im-
miinkompetan hastalar.

Ozellikle HIV pozitif hastalarda PCP insidans: antiretro-
viral tedavinin kullanima girmesiyle belirgin olarak
azalmistir (15).

Yapilan serolojik calismalar ¢ok sayida ¢ocukta etkene
karsl yasamin erken déneminde spesifik antikor olustu-
gunu gostermistir (16-18). Bununla beraber yapilan in-
san ve hayvan ¢alismalari etkenin infeksiyondan sonra
vicuttan biiylik dlctide elimine edildigi ancak sinirh sa-
yida organizmanin latent kaldig! seklindedir (19,20).

PCP latent infeksiyonun reaktivasyonundan ya da ken-
diliginden meydana gelebilir (21). Bununla beraber
mikroskobik ya da immiin floresan yéntemlerin kulla-
nildigl otopsi calismalari gostermistir ki immiinkom-
petan hastalarda P. jirovecii yoktur ya da son derece
dusuk (< %1) duzeydedir (22-24). PCR mikroskopi ya
da immin floresana goére son derece duyarh bir yon-
temdir ve P, jirovecii trofozoitlerinin diizeyi cok dusuk
olsa bile PCR ile saptanmaktadir. Yine de imminkom-
petan olan pozitiflik saptanmayan bireylerde postmor-
tem akciger dokusundan calisilan PCR 6rnekleri ile P,
Jjiroveciinin varligi gosterilmistir (25). Ote yandan ka-
nitlanmis P, jirovecii infeksiyonu olmayan immiunsip-
rese hastalarin BAL érnekleri de dahil solunum érnek-
lerinden disiik trofozoid diizeyleri nedeniyle etken
mikroskobik yontemlerle gosterilememekte ama PCR
ile saptanmaktadir. Az sayidaki trofozoit varligi koloni-
zasyon olarak yorumlanabilir (26). Yakin zamanda HIV
pozitif bireyler arasinda yiiksek oranda mutant P. jiro-
vecii genlerinin bulundugu bunlarin belli bélgelerde lo-
kalize oldugu kisiden kisiye direkt ya da cevresel kay-
naklardan olmak Uzere aktarildigi kanitlanmistir (27).
Ayni zamanda P, jirovecii'nin yayihminda PCP (+) im-
miinsiiprese hastayla temasi olan saglik ¢calisanlarinin
da araci oldugu kanitlanmustir (28). PCP’li hastalar,
immiunsuprese tasityicilar ya da imminkompetan olup
gecici olarak parazitemili kisiler Pneumocystis infeksi-
yonu i¢in kaynak olusturmaktadir (29). Herhangi bir
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kronik akciger hastaligi olan immiinkompetan birey-
lerde solunum sistemi drneklerinin immiin floresan bo-
yama ve PCR ile incelenmesiyle tasiyicilik %10-40 ola-
rak bulunmustur (27,28).

Bizim ¢alismamizda bronkoskopi yapilan 100 hastanin
21’inde P, jirovecii pozitifligini IFA ve nested PCR yén-
temi ile saptadik. BAL ve BL 6rneklerinde metenamin
gumus (Gomori/Grocott), toluidin mavisi, Wright-Gi-
emsa boyamalar ile etken saptanmadi. Immiin flore-
sans (IFA) testi ile 13 hastada P jiroveciinin kistleri
saptandi. Nested PCR ile 16 hastada P. jirovecii'nin
DNA’s1 saptandi. Hem PCR hem IFA testi ile P, jirovecii
saptanan toplam 8 hasta mevcuttu.

Tipirneni ve arkadaslari hastane personeli arasinda
yaptiklarn bir calismada gogis hastaliklarl, yogun ba-
kim HIV/AIDS hastalarinin bakiminin yapildigi bolim-
lerde ¢alisan HIV ile infekte veya PCP ‘li hastalara kli-
nik ve laboratuvar hizmeti vermekte olan 126 persone-
li incelemislerdir (30). Katilan personelde P. jirovecii
major ytizey glikoprotein diizeylerine bakilmistir,
(MsgC HIV infekte hastalar arasinda PCP olanlar ayirt
etmek icin kullanilan temel antijenik belirtectir). Klinik
calisanlarinda MsgC1 antikor diizeyleri klinik disi ¢alis-
ma grubuna gore 6nemli derecede yiksek saptanmis-
tir. Bu bulgularla PCP’li hastalarla ya da P, jirovecii ile
kolonize sahislar ile temasi olan hastane personelinde
P, jirovecii ile kolonizasyon olabilir seklinde bir sonuca
varmislardir.

Medrano ve arkadaslari son bir yil icinde hastane cev-
resine maruz kalmamis ve herhangi bir nedenden im-
munsiipresyonu, malignitesi ya da kronik akciger has-
taligi ya da stiphesi olmayan 50 kisinin katiimiyla bir
calisma yapmustir (31). P, jirovecii PCR’1 yapilmistir. Ol-
gularin %20’sinde pozitifliklik saptanmis. P, jirovecii'nin
saglikli bireylerin solunum sistemlerinden izole edildigi
ve genel populasyondaki bu bireylerin hastalik icin
kaynak olduklari sonucuna varilmistir.

Bizim ¢alismamizda olgular herhangi bir gégus hasta-
liklari semptomu ile bronkoskopi yapilma endikasyonu
alan hastalardan olusmaktaydi. Hastalardaki mevcut
klinik bulgular altta yatan akciger hastaliklarina bagh
oldugu dusunilmis olup; antibiyotik kullanimi olan
hastalarda verilen tedavi nonspesifik olup PCP ile iligki-
li degildir. Saptanan porzitiflikler kolonizasyon lehine
yorumlanmustir. Tipirneni ve Medrano’nun calismalari
da aslinda hasta olmayan grupta bile temas ile koloni-
zasyon gelisebilecegini gostermektedir (30,31).

Takahashi ve arkadaslari solunum sistemi bulgulari ya
da anormal gégts radyoloji bulgulari olan 81 hastanin
BAL 6rneklerini incelemislerdir (32). Ornekler HIV po-

zitif, immunstiprese ve primer pulmoner hastaligi olan
hastadan elde edilmis ve PCP tanisi 6rneklerin boyan-
masi ve P, jirovecii'nin DNA’sinin PCR ile tesbiti ile ko-
nulmustur. P, jirovecii boyama ile HIV pozitif olan olgu-
larda %57.7, HIV negatif olan immiinsiiprese hastalar-
da %20 olarak tespit edilmistir. Boyama negatif oldugu
halde PCR ile HIV pozitif 7 (%26.9) hastada; immun-
sliprese 4 (%8.9) hastada P, jirovecii tespit ettiklerini
bildirmislerdir.

Bizim ¢alismamizda HIV pozitif hasta yoktu. Ancak ste-
roid ve kemoterapotik kullanimi nedeniyle imminsip-
rese kabul edilen hastalar mevcuttu. Olgular PCR ve
IFA porzitifliklerine gore gruplara ayrilarak degerlendir-
me yapildiginda IFA veya PCR pozitif olgularda immiin-
stipresyon agcisindan anlamh farkliik saptandi (p=
0.003). Porzitif olgularin %28.6’s1 immiinstiprese sapta-
nirken, PCR veya IFA negatif olgularin %3.8’i immiin-
slipreseydi. Bu da kolonizasyon ya da infeksiyonun
dogrudan immiinsiipresyon ve/veya immiunyetmezlik-
le iliskili oldugunu gosterebilir.

Calismalar gostermektedir ki IFA geleneksel sitokimya-
sal boyamalara (Giemsa, metenamin giimiis, ve modi-
fiye toluidin mavisi) goére daha ustlindiir ve bu yéntem
PCP tanisinda altin standart olarak kanitlanmis bir yon-
temdir (33,34). PCP’nin laboratuvar tanisinda esas ola-
rak BAL ile alinan ornekler kullanilmaktadir. PCP tani-
sinda P, jirovecii genlerinin kullanildigi PCR y&ntemi de
duyarlihg! ytksek bir yéntemdir. Calismamizda alinan
BAL ve BL orneklerinde geleneksel sitokimyasal boya-
ma ile P, jirovecii saptamadik. Bunun bir¢cok sebebi ola-
bilir. Bunlar arasinda laboratuvarimizda daha énce bu
calismalarin yapilmamis olusu, degerlendirme icin de-
neyim gereksinimi ve ayni zamanda HIV negatif olan
olgu grubumuzda ki hastalarin mantar yikinin distk
ve belki de geleneksel boyama y&ntemlerinin duyarlili-
ginin da disik olusu sayilabilir.

Caliendo ve arkadaslarinin solunum yolu érneklerinde
PCP tanisini koymada PCR’nin performansini degerlen-
dirmek icin yaptiklari calismada 168 hastadan 232 kli-
nik 6rnek (120 induklenmis balgam ve 112 BAL) elde
edilmis; hastalar HIV pozitif olanlar, transplant alicilari
ve immunsupresif tedavi alanlardan olusuyormus (35).
Alinan 6rnekler PCR ve IFA ile degerlendirilmis. BAL
orneklerinin PCR ve IFA ile duyarhhig: ve 6zgtlligu ki-
yaslandiginda sirasiyla %100 ve %98 bulunmustur. in-
diiklenmis balgam 6rneklerinin IFA ve PCR ile duyarli-
lig sirasiyla %82 ve %95 olarak hesaplanmistir. Calis-
mamizda PCR yontemi IFA’ya gore literatiirle uyumsuz
sekilde daha az duyarli ¢cikmistir. Bizim ¢alismamizda
IFA ile 13 hastada P, jirovecii’'nin kistleri saptandi. Nes-
ted PCR ile 16 hastada P, jiroveciinin DNA’s1 saptandi.
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kolonizasyonu ve tanida kullanilan yéntemlerin karsilastirmasi

Hem PCR hem IFA testi ile P, jirovecii saptanan toplam
8 hasta mevcuttu. PCR yontemi tanida altin standart
olarak kabul edilen IFA ile duyarlilik ve 6zgillik agisin-
dan kiyaslandiginda duyarhlik %61.5 ve ozgullik
%90.8 olarak belirlendi. McNemar testi IFA ve PCR ta-
ni testi sonuglarinin uyumlu olduklan saptandi (p=
0.581). PCR’nin tanida kullanilan son derece duyarl bir
yontem olmasina ragmen PCR ile IFA arasinda tam ko-
relasyonun saglanamamasi kullandigimiz nested PCR
yonteminin in house olarak optimize edilen ve standar-
dize edilememis bir ydontem olmasina bagh olabilir.

P, jirovecii’'nin klinik, radyolojik ve laboratuvar yéntem-
leriyle tanisini koymak son derece glictiir. Ayrica, pra-
tik uygulamada kolonizasyon ile infeksiyonu ayirt etti-
recek bir tani yontemi de yoktur. PCP ile yapilan calis-
malar HIV pozitif hasta grubu tizerinde yogunluk kazan-
maktadir. Bu hastalarda immiinyetmezligin ciddi bo-
yutlarda olmasi CD4 hiicre sayisinin dustikliagi ve vi-
cutta ki P, jirovecii yukiiniin yiksekligi nedeniyle kon-
vansiyonel boyama yo&ntemleriyle etkeni ortaya koy-
mak mumkiin olmaktadir. Ancak bizim inceledigimiz
hasta grubunda etkin bir immiinstipresyonun olmama-
s1 ve dolayisiyla etken mikroorganizma yikinin di-
stikligl nedeniyle konvansiyonel boyama yontemle-
riyle P, jirovecii saptanamadi.

Molekiiler yontemler P, jirovecii DNA’sim saptamak ama-
ciyla kullanillan yiiksek duyarlhihga sahip y&ntemlerdir.
PCR kullanilarak asemptomatik (kolonize) ya da subkli-
nik infeksiyonu olan hastalar ortaya koymak mimkiin-
dur. Molekdler yéntemler icinde de real time PCR nested
PCR’ye gore Ustlinltigl olan bir ydntemdir. Ayrica, real ti-
me PCR’de kantitatif sonug elde edilmektedir ve belli cut
off degerleri baz alinarak hastada PCP ya da kolonizasyon
yoniinde yorum yapmak mimkiin olmaktadir.

SONUC

Sonug olarak Bursa bélgesinde yapilan bu ¢alismada
HIV negatif olgularda immiinstiprese hastalarda P. jiro-
vecii géstermeye yonelik boyama yéntemlerinin duyar-
liigr distk oldugu ayrica IFA ile nested PCR yontemi-
nin paralel sonuclar vermedigi goralmustiir. Ayni hasta
orneklerinde altin standart olan IFA standart ticari kiti
ile saptanan pozitifliklerin daha anlaml olacag: aciktir.
IFA ile yapilan testlerde deneyimli bir gézle hasta or-
nekleri degerlendirildiginde kesin pozitiflikten bahsedi-
lebilir. Immiinsupresif hastalarda P, jirovecii kolonizas-
yonu anlamli derecede ylksek bulunmustur fakat bu-
nun hastalik ya da kolonizasyon hakkinda yorum yap-
mak icin yeterli olmadig: da gértlmustr.
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