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OzZET

Amag: Pnémoni semptom ve bulgular bulunmayan kisilerin klinik érneklerinde Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii)'nin veya DNA'sinin
gbsterilmesi kolonizasyon olarak tanimlanmistir. Calismamizda izmir Dr. Suat Seren Gogiis Hastaliklar Hastanesi‘'nde pulmoner semptomlari
ve/veya allta yatan akciger hastaliklarinin tanisi igin bronkoskopi yapilan hastalarda P. jirovecii kolonizasyon prevalansinin arastirmayi
hedefledik.

Yéntemler: Hastalarin bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisi drekleri, P. jirovecii ribosomal RNA genis alt Gnitesini kodlayan mitokondriyal geni
(mt-LSUrRNA) ¢ogaltan nested-PCR (nPCR) yontemi ile degerlendirildi. Ek olarak butiin érneklere giemsa, Gomori’'nin metenamin giimis
(GMG) ve indirekt floresan antikor (IFA) boyama ydntemleri uyguland.

Bulgular: nPCR testi sonucunda 30 BAL &rneginin 21 (%70)'inde P. jirovecii DNA'sI saptandi. Bununla birlikte nPCR ile pozitif saptanan
21 hastanin sadece bir tanesinde giemsa ve GMG boyasi ile P. jirovecii kistleri saptandi. IFA boyama yontemi ile 6 hasta pozitif olarak
degerlendirilirken bunlarin sadece 4't nPCR ile pozitif olarak bulundu.

Sonug: Calismamizin sonuglari &zellikle kronik akciger hastaligi olan hastalarda ylksek P jirovecii kolonizasyon prevelanslarinin
saptanabilecegini ve P, jirovecii kolonizasyonunun saptanmasinda nPCR’in iyi bir ydntem oldugunu gdstermistir.

(Turkiye Parazitol Derg 2014; 38: 214-9)
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ABSTRACT

Objective: The detection of Pneumocystis jirovecii or its DNA in respiratory samples from individuals who do not have signs or symptoms
of pneumonia has been defined as colonization. In this study, we aimed to investigate the prevalence of P, jirovecii colonization in patients
with various lung diseases.

Methods: Thirty patients who were followed-up and who had undergone bronchoscopy for diagnosis of different underlying diseases or
pulmonary signs were included in the study. Bronchoalveolar lavage (BAL) fluids of these patients were analyzed with nPCR amplification of
the mt-LSUrRNA gene of P, jirovecii. In addition to nPCR, giemsa, Gomori's methenamine silver (GMS), and indirect fluorescence antibody
(IFA) staining assays were applied to all samples.

Results: P, jirovecii DNA was detected in 21 of 30 (70%) BAL samples by nPCR. However, P, jirovecii cysts were found in 1 of 21 nPCR-positive
samples by giemsa and GMS. IFA assay showed six samples to be positive, but only four of them were found to be positive by nPCR.
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Conclusion: Result of our study showed that prevalence of P, jirovecii colonization is particularly high in patients with chronic pulmonary
diseases, and nPCR was a good assay for evaluation of the colonization of P. jirovecii. (Turkiye Parazitol Derg 2014; 38: 214-9)
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GiRiS

insana dzellesmis bir tir olan Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii),
Okaryotik yapida tek hicreli bir mikroorganizma olup immun
istemin baskilandigi durumlarda &limcil pnémonilere neden
olabilmektedir (1). P, jirovecii kiltirde Uretilemediginden tanida-
ki altin standart kist ve/veya trofozoitlerinin mikroskobik olarak
gosterilmesidir. Giemsa ve Gomori'nin metenamin glimis (GMG)
boyalar yaninda direkt veya indirekt immunfloresan boyama
(IFA) yéntemleri rutinde en sik kullanilan konvansiyonel tani yon-
temleridir (1). BAL sivisi drnekleri etkenin tanisi icin ilk tercih olsa
da oral yilkama sivisi, nasofarengeal aspirasyon (NFA) sivisi ve
indiklenmis balgam gibi kolay elde edilebilir hasta 6rnekleri
tanida sik¢a kullaniimaktadir (1, 2). Diger taraftan klinik érnekler-
de P, jirovecii'nin saptanmasi mutlaka enfeksiyon anlamina gel-
memektedir. Klinik olarak semptom vermeyen kisilerde organiz-
manin veya DNASsinin tespit edilmesi “kolonizasyon” olarak
tanimlanmistir (2, 3). Kolonizasyonun saptanmasinda nPCR gibi
molekiler yontemler siklikla tercih edilmekte, distik parazit yikd
nedeniyle giemsa ve GMG gibi konvansiyonel boyama yéntem-
lerinin cogu zaman yetersiz kaldigi bildirilmektedir (4, 5).

P jirovecii kolonizasyonunun epidemiyolojik ve klinik dnemi tam
olarak anlagilamamistir. Ancak kolonizasyon saptanan kisilerin,
etkenin topluma yayilmasinda rezervuar roli oynadidi ayrica bu
kisilerin duyarli hale gelmeleri durumunda mevcut kolonizasyon-
dan Pneumocystis jirovecii pnémonisi (PCP) gelisim riski tagidik-
lari belirtilmektedir (2). Ayrica kolonizasyon sonucu olusan immun
yanitin neden oldugu kronik doku hasari kronik obstruktif akciger
hastaligi (KOAH), bronsiolit ve astim gibi gesitli akciger hastalik-
larinin gelisimi tetikleyebilmekte veya mevcut hastaliklarin prog-
resyonlarini hizlandirabilmektedir (6). Son yillardaki ¢alismalar
iyatrojenik olarak immun baskilanma gelisen hastalar yanisira
cesitli kronik akciger hastaliklarinda da P, jirovecii kolonizasyonu-
nun saptanabilecegini géstermektedir (2, 6, 7). Ulkemizde ise bu
konuda yapilmig ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle
calismamizda altta yatan akciger hastaligr veya pulmoner semp-
tomlar nedeniyle izlenen ve tanisal amacla bronkoskopi yapilan
hastalardaki P. jirovecii kolonizasyon prevalansini ortaya koymayi
amacladik.

GEREC VE YONTEM

Calismamiza Dr. Suat Seren Gogus Hastaliklart Hastanesi'nde
takip edilen ve 2009 Haziran-2010 Ocak tarihleri arasinda tanisal
amacla BAL sivisi drnekleri alinan 30 hasta dahil edildi. Hastalarin
BAL sivisi &rnekleri patolojik ve mikrobiyolojik agidan ayni hasta-
nede incelenirken &rneklerin 10 mlsi P jirovecii yéninden
degerlendirilmek Uzere ayni gin icerisinde, kuru buz lzerinde
Dokuz Eylil Universitesi Hastanesi Parazitoloji Anabilim Dali'na
ulastinldi. Her bir hastadan elde edilen BAL sivisi 6rnekleri boya-
ma yontemleri (giemsa, GMG ve IFA boyama) ve DNA ekstraksi-
yonu icin iki kisma aynldi. BAL érneklerinin kullanimi icin hastala-
rn yazili onamlan alindr. (DEUTFi Girisimsel (invaziv) Olmayan
Arastirmalar Etik Kurulu Baskanligi etikkurul onayi: 12.09.2008/322)

Boyali preperatlarin hazirlanmasi ve mikroskobik
degerlendirme

Boyamalar icin ayrilan BAL sivisi drneklerine 1500 rpm’de 6n
santriflj uygulanarak 1 mL pellet elde edildi. Elde edilen pelletin
3-5 damlasi sitosantriflij aparatina yerlestirildikten sonra 5000
rom’'de sitosantrifij yapilarak her bir boyama yéntemi igin iki
adet preparat hazirlandi. Lamlar havada kurutulduktan ve meta-
nol ile 5 dk. fikse edildikten sonra boyama proseddirleri uygulan-
di. Kistleri saptamaya yonelik uygulanan P, jirovecii IFA boyama
(BioRad, kat no: 32515) ve GMG boyama (Bio-optica, kat no:
04-043822) yontemleri kitlerin Uretici firma prosedirlerine gére
caligildi. Giemsa ve GMG boyali preperatlar x1000 buyitmede
immersiyon yagi kullanilarak incelenirken IFA boyali preperatlar
immunfloresan mikroskopta degerlendirildi.

DNA ekstraksiyonu

Ekstraksiyon icin ayrilan BAL sivisi 5000 rpm‘de 10 dk. santrifije
edildikten sonra elde edilen pelletin 200 pL'si DNA ekstraksiyonu
icin kullanildi. DNA ekstraksiyon kiti (Mo Bio, kat no:12334-50) ile
uretici firma prosedurlerine gdre elde edilen DNA &rnekleri
amplifikasyon islemi yapilincaya kadar-20°C’ de saklandi. Negatif
kontrol olarak distile su kullanilirken pozitif kontrol olarak daha
once PCP olarak degerlendirilmis hastanin drnekleri kullanildi (8).

nPCR y6ntemi

nPCR yonteminde P, jirovecii mtLSUrRNA gen bdlgesi hedeflen-
di. Birinci PCR déngustinde pAZ102-E (5'-GATGGCTGTTTCCAA-
GCCCA-3) ve pAZ102-H (5'GTGTACGTTGCAAAGTACTC-3')
primerleri, ikinci PCR déngusinde ise pAZ102-X (5
GTGAAATACAAAT- CGGACTAGG-3") ve pAZ102-Y
(5'-TCACTTAATATTAATTGGG- GAGC-3) primerleri kullanildi (5).
Her bir reaksiyon icin 2,5 pL 10x reaksiyon buffer, 2,5 yL MgCl, (25
mM stok), 2,5 uL dNTP (2 mM stok), 1 uL Tag DNA polimeraz (1
U/uL stok), 0,75 ulL primer (10 uM stok) ve 1 pL DNA ornegi eklen-
dikten sonra steril distile su ile son hacim 25 pl'ye tamamlandi.
Amplifikasyon, 94°C’'de 5 dakikalik 6n denatlrasyonun ardindan
40 déngu; 94°C'de 1 dakika, 56°C'de 1 dakika, 72°C'de 1,5 dakika
ve son uzama basamagi icin 72°C'de 5 dakika olacak sekilde
dizenlendi (5). Her iki déngu igin ayni reaksiyon icerigi ve slrele-
ri uygulandi. Hedef DNA nin amplifikasyonunu konfirme etmek
amaciyla tiplerden alinan 0.5 pL reaksiyon karigimi, %1,5 'lik
agaroz jelde 100 volt altinda 40 dk. elektroforeze tabi tutulduktan
sonra 1 pg/mL etidiyum bromdir ile boyanarak UV isik altinda
gorintilendi. nPCR sonucunda da 267 bp uzunlukta amplikon
saptanmasi durumunda &rnekler pozitif olarak degerlendirildi (5).

istatistiksel analiz

P jirovecii kolonizasyonu saptanan hastalarda kullanilan yontem-
lere gore farkliliklar x2 McNemar testi ile, kolonizasyon ile hasta-
larin demografik verileri arasindaki iligkiler Mann Whitney U ve
Fisher's exact testi ile degerlendirildi. p<0,001 degerler istatistik-
sel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 30 hastanin yas araligi 19-70 olup yas ortalama-
s1 56,1 idi. Olgularin 10 (%33,3)'u kadin 20 (%66,7)'si erkek hastay-
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Tablo 1. Hastalarin demografik &zellikleri ile P jirovecii
kolonizasyon pozitifligi arasindaki iligki

P. jirovecii P. jirovecii
kolonizasyonu | kolonizasyonu

saptanan saptanmayan o]
Hasta 6zellikleri (n=21) (n=9) degeri
Yas ortalamasi (aralig) 56,5 (41-70) 55,3(19-70) | 0,542
Cinsiyet (E/K) 14/7 7/2 0,68°
Sigara icme, sayi (%) 10 (47,6) 6 (66,7) 0,440
*Mann Whitney U, ®Fisher’s exact test

Tablo 2. Farkli gruplarda yer alan hasta sayilari ve her bir
gruptaki nPCR sonuglari

Hasta gruplan Hasta sayilari | nPCR pozitifligi
Akciger kanseri 14 8 (%57,1)
KOAH 4 3(%75)
interstisyel Akciger hastaligi 4 3(%75)
Pnémoni 4 3(%75)
Diger: 4 3(%75)

Sarkoidoz 1 1

Thc 1 1

Vaskulit 2 1
TOPLAM 30 21 (%70)

di. Otuz hastanin 16 (%53,3)'si en az 10 paket/yil sigara kullaniyor-
du. Kolonizasyon pozitifligi ile hastalarin yag gruplari, cinsiyet ve
sigara icme durumlar arasinda istatistiksek olarak anlamli farkli-
liklar saptanmadi (Tablo 1). BAL sivisi alinan hastalar tani amaciy-
la bronkoskopisi yapilan hastalardan secildi. Tanisal stire¢ sonu-
cunda olgularin 14’4 akciger kanseri, 4'G KOAH, 4'U interstisyel
akciger hastaligi (IAH), 4'G pnémoni tanisi aldi. Dért hasta ise
diger akciger hastaliklari (sarkoidoz, tiberkiloz, vaskilit) bashigi
altinda deg@erlendirildi. Pnémoni tanisi alan doért hasta BAL sivila-
rinin direkt bakisinda veya kdltirlerinde bakteri ve/veya mantar
elemanlarinin saptanmasi ve radyolojik olarak interstisyel pno-
moni odaklarinin (buzlu cam manzarasi) saptanmamasi nedeniyle
PCP olarak degerlendirilmedi. Hastalar islemin yapildigi dénem-
de her hangi bir kemoterapik ajan veya immunsupresif ilag kul-
lanmiyordu.

nPCR ile P, jirovecii mtLSU-rRNA gen bdlgesine ait 267 bp uzun-
luktaki bolge pozitif kontrol ve 21 (%70) hastada basariyla cogdal-
tildi. Negatif kontrollerde herhangi bir pozitiflik gézlenmedi
(Resim 1). Her bir hasta grubu i¢in saptanan kolonizasyon oranla-
r tablo 2' de gdsterilmistir (Tablo 2).

Giemsa ve GMG boyamalar sonucunda bir hasta disinda pozitif-
lik gozlenmedi (Sekil 2). nPCR ile de pozitif saptanan bu akciger
kanseri hastasi klinik ve radyolojik dederlendirme sonucu PCP
olarak degerlendirilmedi ve kolonizasyon olduguna karar verildi.
IFA boyama sonucunda ise 6 hasta pozitif olarak degerlendirildi.
Bu hastalarin dérdi nPCR ile de pozitif olarak saptanirken ikisi
nPCR ile negatif olarak saptandi. nPCR'da negatif saptanan bu

Resim 1. nPCR Urinlerinin jel elektroforez gérintisi. M: (50-200-
400-850-1500 bp DNA marker); N: negatif kontrol; P: P. jirovecii
pozitif kontrol; 1, 4: negatif hastalar; 2, 3, 5-8: pozitif hastalar

iki olgunun IFA boyama kiti ile yalanci pozitif olarak saptanmig
olabilecegdi distinildu. Kolonizasyonu saptamada nPCP yéntemi
diger boyama ydntemlerine gore istatistiksel olarak Ustin bulun-
du (p<0,001)

TARTISMA

Kronik akciger hastaliklar P. jirovecii kolonizasyonunun en sik
g6zlendigi hasta gruplan arasinda yer almaktadir (2, 7). Bir taraf-
tan bu tur hastalarin kolonizasyon i¢in zemin olusturdugu belirtil-
mekte diger taraftan da kolonizasyonun uyardidi IL-8, TNF-a. ve
IFN-B gibi proinflamatuar sitokin yanitlarnin KOAH, astim, bronsi-
olit gibi bircok akciger hastaliginin gelisimini tetikleyebilecegi
veya mevcut hastalik progresyonlarnini hizlandirabilecegi ifade
edilmektedir (2, 6, 9).

Yapilan caligmalar akut ve kronik bircok akciger hastaliginda
%2,6-55 arasinda P, jirovecii kolonizasyonu saptandidini ortaya
koymaktadir (2, 7, 9-13). Probst ve ark. KOAH, kistik fibroz ve
akciger kanseri olgularindan olusan toplam 141 hastada %21
oraninda kolonizasyon prevalansi saptamiglar en yiksek preva-
lansi KOAH'li hastalarda (%41) tespit etmislerdir (11). Bagka bir
calismada Calderon ve ark. KOAH'li hastalarda saglkli gruba
g6re anlamli bir sekilde kolonizasyon fazlaligi saptarken pozitiflik
oraninin hastaligin siddetiyle paralel olarak artis gosterdigini
belirtmislerdir (9). Ote yandan interstisyel akciger hastaligi olan
olgularda %30-34 arasinda kolonizasyon saptandigi bildirilmistir
(12). Akciger kanseri vakalarinin degerlendirildigi bir otopsi calis-
masinda ise kicuk hicreli akciger kanserinden dlen 20 kisinin
akciger doku drneklerinin timinde kolonizasyon saptanmistir
(13). Biz de ¢cogunlugu kronik akciger hastalarindan olusan calis-
ma grubumuzda %70 gibi oldukga yiksek bir oranda P, jirovecii
pozitifligi saptadik. Bu oran akciger kanserli hastalarin olusturdu-
Ju grupta %57,1 iken hasta sayisi daha az olan KOAH, IAH,
pndmoni ve diger akciger hastaliklar gruplarinda %75 olarak
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Resim 2. a, b. (a) Giemsa boyasinda P, jirovecii kisti (x 1000) (b) GMG boyasinda P. jirovecii kistleri (x 1000)

bulundu. Klinik ve radyolojik olarak PCP tanisi almayan bu olgu-
lar P. jirovecii kolonizasyonu olarak degerlendirildi.

P jirovecii insana &zellegsmis bir tir olup, aktif PCP enfeksiyonu
geciren hastalar bulas i¢in dnemli rezervuar konumundadir (14).
PCP hastalariyla temas halindeki hastane c¢alisanlarinda yiksek
kolonizasyon oranlarinin gosterilmesi enfeksiyon bulagindaki
nazokomiyal &zelligi 6n plana ¢ikarmaktadir (15, 16). Bununla
birlikte kolonize hastalarin da rezervuar rolu oynadigr ydnindeki
goriisler son zamanlarda artis géstermektedir. Ornedin Rivero ve
ark. yaptiklari ¢alismada kolonizasyon saptanan kiglerdeki P, jiro-
vecii suglariyla bu kisilerin yeni dogan bebeklerinde saptanan P
jirovecii suglarinin ayni genotipte oldugunu rapor etmislerdir
(17). Calismamiza dahil edilen hastalar akciger semptomlarn
nedeniyle G6gus Hastaliklari Hastanesi'nde yatan veya izlemleri
icin hastanede zaman geciren hastalar idi. Hastalar kolonizasyon
icin risk grubunda olmalarinin yanisira diger risk grubundaki has-
talarla hatta olasi PCP hastalanyla yakin iliski icerisinde olan
hastalardi. Bu durumun saptadigimiz yiksek P jirovecii pozitifli-
gininin nedenlerinden biri oldugu distnilebilir.

Kolonize hastalardaki parazit yogunlugu ¢ogu zaman dustk sevi-
yede kalmakta ve bu kisilerin saptanmasinda konvansiyonel
boyama ydntemleri yetersiz kalabilmektedir. Bu nedenle koloni-
zasyon prevalans calismalarinda PCR tabanl molekiler yéntem-
lerin tercih edilmesi gerektigi belirtilmistir. (2, 4). Calismalarda
invaziv islem gerektirmeyen oral yikama sivisi, nasafaringeal
aspirat veya indiklenmis balgam drnekleri sik¢a kullaniimakta
ancak BAL sivisi ve akciger doku érnekleri en degerli klinik 6rnek-
ler olarak degerlendirilmektedir (2). Biz de calisgmamizda klinik
ornek olarak hastalarin BAL sivisi drneklerini kullandik. Cok kop-
yali bir gen olan mt-LSUrRNA genini nPCR ydntemiyle cogalta-
rak %70 gibi oldukca yiksek oranda P, jirovecii pozitifligi elde
edildi. Buna karsin konvansiyonel boyalardan giemsa ve GMG
boyalaryla sadece bir &rnekte pozitiflik saptandi. Subjektif
degerlendirme gerektiren IFA boyama yonteminin ise kolonizas-
yonu saptamada nPCR ydntemine gdre oldukga yetersiz kaldig
goruldu. Bu sonuglar P, jirovecii kolonizasyonun belirlenmesinde

nPCR ydnteminin kullanilmasinin yerinde olacagini disindur-
mektedir.

Calismada elde ettigimiz P, jirovecii kolonizasyon prevalansi tlke-
mizdeki daha &nce elde edilen sonuclarla karsilastinldiginda
oldukca yiksek bulunmustur. P, jirovecii ile ilgili Glkemizde yapil-
mis calismalar genellikle tani yéntemlerinin etkinligini degerlen-
dirmeye yonelik olup kolonizasyon ile ilgili dolayli bilgi vermek-
tedir. Ozellikle uzun siireli immunsupresif kullanan, farkli gruplar-
daki hastalarin incelendigi bu ¢alismalarda mt-LSUrRNA, internal
transcribed spacer (ITS) veya major surface glikoprotein (MSG)
geni gibi farkl bélgeler nPCR yéntemleriyle cogaltilmis ve hasta-
larda %8-24 arasinda P, jirovecii pozitiflikleri saptanmigtir (18-22).
Sonuglar arasindaki bu farkliliklar hasta gruplarindan caligilan
yontemlerden veya cografik fakliliklardan kaynaklanmis olabilir.
Ornegin Tosun ve arkadaslari farkli gen bélgelerini cogaltarak 50
hastanin 11 (%22)'inde P, jirovecii pozitifligi rapor etmigler ancak
mt-LSUrRNA genini hedefledikleri nPCR ile sadece iki érnekte
pozitiflik saptayabilmislerdir (19). Oysa ki bu gen bélgesi koloni-
zasyon caligmalarinda en sik dnerilen ve bu nedenle ¢aligmamiz-
da kullandigimiz gen bélgesidir.

immunsupresif ilaglann kullanimi PCP enfeksiyonlaninda oldugu
gibi kolonizasyon icin de en énemli risk faktori olarak belirtilmis-
tir (2, 3, 23-25). Diger taraftan cinsiyet ve sigara kullaniminin kolo-
nizasyon gelisiminde etkili olup olmadigina iligkin veriler celigkili-
dir. Fritzsche ve arkadaslar sigara icme ile P, jirovecii kolonizasyo-
nu arasinda herhangi bir iliski saptamazken Vidal ve arkadaglari
kolonizasyon saptanan IAH'li hastalardaki sigara icme oranini
anlamli derecede ylksek bulmuglardir (12, 23). Calderon ve arka-
daslan da kolonizasyon saptanan KOAH' |1 hastalarda benzer
sonuclar rapor etmislerdir (9). Ote yandan Mekinian ve arkadasla-
r &nceki calismalarin aksine sigara icmeyen kisilerde kolonizasyon
oranini istatistiksel olarak daha yilksek saptamiglardir (3).
Arastirmacilar ayrica bu calismalarinda erkek hastalardaki koloni-
zasyon oraninin da daha yiksek oldugunu bildirmislerdir (3).
Calismamiza dahil edilen hastalar incelendiginde ise bronkosko-
binin yapildigi tani agamasinda olgularin hicbirisinin her hangi bir
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kemoterapik ajan veya immunsupresif ilag kullanmadiklan goéral-
di. Kolonizasyon saptanan ve saptanmayan hastalar yas, cinsiyet
ve sigara icme &zelliklerine gore karsilastinldiginda ise iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmadi.

SONUC

Calismamiz belli bir risk grubundaki hastalarda kolonizasyon pre-
valansini belirlemeye yoénelik tlkemizdeki yapilan ilk calismadir.
Ancak toplulumuzdaki genel durumun yansitilabilmesi icin farkli
gruplardan daha fazla sayida kiginin dahil edilecegi caligmalara
ihtiya¢ bulunmaktadir. Riskli hastalardaki P, jirovecii kolonizasyon-
larinin saptanmasi; hastalarin klinik izlemi, profilaksisi ve gelisecek
olasi PCP enfeksiyonlarinin tedavisi icin dnemli olacaktrr.

Etik Kurul Onayi: Bu calisma icin etik komite onayi DEUTFi
Girisimsel (Invaziv) Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu Bagkanligi
etik kurul onayr alinmistir (12.09.2008/322).

Hasta Onamu: Yazili hasta onami bu calismaya katilan hastalar-
dan alinmigtir.
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