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OZET

Pneumocytis jirovecii (P. jirovecii)’nin neden oldugu Pneumocytis
pnomonisi (PCP) bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda en sik ve ciddi
olarak gozlenen firsatgl enfeksiyonlardan biridir.

Solunumla ilgili sikayetleri, atesi ve anormal gogus radyografileri olan
ve bagisikligi baskilanmis herhangi bir hastada PCP dusunulmelidir.

PCP’nin kesin tanisi balgam, induklenmis balgam, bronkoalveolar
lavaj (BAL), brongial lavaj (BL), trakeal aspirasyon veya bronsial fircalama ile
elde edilen 6rnek, akciger (AC) biyopsisi ve plevral sivi érneklerinde mantarin
morfolojik olarak gosterilmesiyle konur.

Calismamizda Gogus Hastaliklari Anabilim Dali tarafindan klinik ya
da poliklinik ortaminda takip edilen ve tani amacli bronkoskopi yapilan toplam
100 hastaya ait BAL ve BL drnekleri degerlendirildi.

Alinan BAL ve BL oérnekleri metenamin gimuas (Gomori/Grocott),
toluidin mavisi O, Wright-Giemsa, boyamalari ve immuin floresans antikor
(IFA), nested polimeraz zincir reaksiyonu (nested PCR) ile degerlendirildi.

BAL ve BL 6rneklerinde metenamin gumus (Gomori/Grocott), toluidin
mavisi O, Wright-Giemsa boyamalari ile etken saptanmadi. IFA testi ile 13
hastada P. jiroveciinin kistleri saptanirken; nested PCR ile 16 hastada P.
Jirovecii'nin DNA’sI saptandi. Hem PCR hem IFA testi ile P. jirovecii saptanan
toplam 8 hasta mevcuttu.

P. jirovecii saptanan hasta 6rnekleri incelendiginde bu o6rneklerin
13’nin BAL oldugu ve 8'nin BL oldugu goraldu.

Olgu gruplarinda bakilan vyas, cinsiyet, sigara kullanimi,
hipertansiyon (HT), diabetes mellitus (DM), kronik obstruktif akciger hastaligi
(KOAH), serebrovaskuler olay (SVO), konjestif kalp yetmezligi (KKY), son 3
ayda hastanede yatma oykusu, antibiyotik kullanimi ve radyolojik bulgulari
acisindan deg@erlendirildiginde P. jirovecii pozitifligi ile aralarinda istatistiksel

olarak anlamlilik saptanmadi.



Olgu gruplari PCR ve IFA pozitifliklerine gore gruplara ayrilarak
degerlendirme yapildiginda IFA veya PCR pozitif olgularda immunsupresyon
acisindan anlamh farklihk saptandi (p=0.003). Pozitif olgularin %28.6’si
immunsupresif saptanirken, PCR veya IFA negatif olgularin  %3.8’i
immunsupresifti.

PCR yontemi tanida altin standart olarak kabul edilen IFA ile
duyarlilik ve 6zgulluk acisindan kiyaslandiginda duyarlilik %61.5 ve 6zgulluk
% 90.8 olarak belirlendi. McNemar testi ile IFA ve PCR tani testi

sonuglarinin uyumlu olduklari saptandi (p=0.581).

Anahtar kelimeler: Pneumocytis jirovecii, bronkoalveolar lavaj,

brongial lavaj, immunsupresyon, IFA, nested PCR.



SUMMARY

The Pneumocystis Jirovecii Colonization in Bronchoalveolar Lavage
(BAL) and Bronchial Washing and The Comparasion of Methods Which

are Used in Diagnosis.

Pneumocystis pneumonia (PCP) which is caused by Pneumocystis
jirovecii (P. jirovecii) is usually seen in the patients whose immune system is
supressed. It is seriously seen an opportunist infection.

PCP has to be tought; many patient who has got breathing
complaints, fever, abnormal chest radiographies and whose immunity is
supressed.

PCP’s certain diagnosis can be shown; by showing the fungus
morphologically in the mucus, in the induced-sputum, in the bronchoalveolar
lavage (BAL), in the bronchial washing, in the tracheal aspiration or in the
sample which is done by the bronchial brush, in the lung biopsy and in the
pleural effusion. PCP’s certain diagnosis can be shown; by showing the
fungus morphologically in the mucus, induced-sputum, bronchoalveolar
lavage (BAL), bronchial washing, tracheal aspiration, bronchial brush, lung
biopsy or in the pleural effusion.

In our study; totally 100 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.

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

In the BAL and bronchial washing samples the agent couldn’t be
shown by the help of methenamine silver (Gomori/Grocott), toluidine blue O,

Wright-Giemsa staining. In 13 patients with IFA test the cysts of P. jirovecii



were determined. In 16 patients with nested PCR; the DNA of P. jirovecii
were determined. In 8 patients by using PCR and IFA test P. jirovecii was
determined.

When the samples which had P. jirovecii were analyzed; 13 of them
were BL and 8 of them were bronchial washing.

When the phenomenon groups were evaluated according to age,
gender, smoking, hypertension (HT), diabetes mellitus (DM), chronic
obstructive pulmonary disease (COPD), cerebrovascular accident (CVA),
congestive cardiac failure (CCF), staying in the hospital in the last 3 months,
using antibiotics and radiological findings; there wasn’'t a statistical
meaningful relation between P. jirovecii positivity and these situations.

When the phenomenon groups were evaluated according to PCR
and IFA positivity; in IFA and PCR positive patients for immunosuppressive
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 were
immunosuppressed.

When PCR method was compared with IFA which is called gold
standard for sensitivity and specificity; 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).

Key words: Pneumocystis jirovecii, the bronchoalveolar lavage,

bronchial washing, immunosuppression, IFA, nested PCR.



GiRIS

Pneumocystis ilk olarak 1909 yilinda Chagas tarafindan fark edilmis
ve Trypanosome’nin yeni bir formu olarak degerlendirmigtir (1). Dr. Carinii’de
1910 wyihinda ayni degerlendirmeyi yapmigtir. Delanbes 1912'de
Pneumocytis’i ayri bir tar ve cins olarak tanimlamis ve Dr. Carinii'ye atfen
Pneumocytis carinii olarak adlandirmigtir (2).

Onceleri kiglk trofik formunun morfolojik 6zellikleri, kist formunun
blyuUk olmasi, kist icinde sayilari sekize gikan cisimciklerin olugsmasi ve kistin
yirtilarak trofik formlarin agiga c¢ikmasina dayanilarak protozoon olarak
siniflandinimistir (2). Daha sonra 1988'de yapilan rRNA gen analizleri ve
dihidrofolat reduktaz, timidilat sentetaz, tubulin ve aktinleri kodlayan genlerin
genomik sekans analizleri ile elongasyon faktér 3’Un ve mantarlarda protein
sentezi igin gerekli olan ancak protozoonlarda bulunmayan bir faktoérin

varhginin gosterilmesi etkenin mantar oldugunu ortaya koymustur (1).

Pneumocytis Taksonomisi

Mantar taksonomisi icinde asagidaki gibi siniflandirilmaktadir (3, 4).

Topluluk (Kingdom): Fungi

Bolim (Phylum): Ascomycota

Sinif (Class): Pneumocystidomycetes

Takim (Order): Pneumocystidales

Aile (Family): Pneumocystidaceae

Cins (Genus): Pneumocytis

Frenkel 1976 vyiinda insanlar ve diger memelilerdeki
Pneumocystisller arasinda fenotipik farkliiklarin varligina dayanarak
mikroorganizmayi insanlarda ilk tanimlayan parazitolog olan Otto jirovec’e
atfen insan kaynakli Pneumocytis i¢in Pneumocytis jirovecii ismini onermigtir

(5). Farkh memelilere ait Pneumocytis’lerin birbirlerinden farkli olduklarinin



iyice anlasilmasindan sonra ilk defa 1999 yilinda insan kaynakli Pneumocytis

icin Frenkel tarafindan dnerilen P. jirovecii ismi verilmistir (9).

Mikrobiyolojik Ozellikleri

Pneumocytis’in uzun sureli, devamli ve guvenilir bir kaltur sistemiyle
halen Uretilememis olmasi nedeniyle mantarin yasam siklusu, morfolojisi ve
enfeksiyona hangi formunun neden oldugu tam anlamiyla anlasilabilmis
degildir (4, 14).

Organizmaya ait olarak gozlenen Ug¢ gelisim basamag trofik form
(trofozoit), prekist (sporosit) ve kist olarak isimlendiriimektedir (1). Trofozoitler
yasam siklusunun aseksuel fazinda ikiye bolunerek ¢ogalirlar. Seksuel fazda
haploid trofik formlarin birlesmesinden sonra 6nce prekist, sonrasinda iginde
sekiz haploid intrakistik cisimcigin (veya spor) bulundugu kist formu olusur
(2).

Pneumocytis’in  ylzeyi glukoz/mannoz, N-asetilglikozamin ve
galaktoz/n-asetilgalaktozaminden zengindir (1). Hucre duvarinin esas
yapisini B-1,3 glukan olustururken lipid olarak kolesterol baskindir (1, 15).

En 6nemli Pneumocytis antijeni major ylzey glikoproteinidir (MSG ya
da gp A) (16). MSG tlre 6zgu ve ortak epitoplar igerir, humoral ve hicresel
bagisik yanitlarin olugsmasina neden olur ve mantarin konak ile etkilesiminde
merkezi rol oynar (1, 16). Pneumocytis’in memeli konaginda bagisiklik
yetmezliginin olmadigi kosullarda kendisini antijenik varyasyonlarla gizledigi
disundlmektedir (13). Antijenik varyasyonlardan sorumlu tutulan gen MSG

antijenlerini kodlayan MSG gen ailesidir (13).
Epidemiyoloji
Pneumocytis jirovecii'nin neden oldugu Pneumocytis pnémonisi

(PCP) imminsuprese hastalarda en sik ve ciddi olarak gozlenen firsatci
enfeksiyonlardan biridir (17, 18).



P. jirovecii'nin bulasma yolu tam olarak anlasilamadigi gibi gevresel
kaynagl da tanimlanamamistir (2). Latent enfeksiyonun reaktivasyonu
savunulmakla birlikte; gevresel kaynaklardan bulasin yani sira kisiden kigiye
hava yolu ile bulagin da olasi yol olduguna dair kanitlar vardir (2, 18). Enfekte
olmayan kigiler Pneumocytis’in asemptomatik tasiyicisi da olabilirler (2).
Gulncel calismalar; Pneumocytis’in  immunkompetan bireylerde veya akiif
enfeksiyon veya klinik hastalik bulgusu olmayan HIV (+) hastalarda da
dusuk miktarda bulunabildigini ortaya koymustur (19, 20). Tekrar inceleme ile
organizmalarin saptanamamasi, gegici asemptomatik P. jirovecii tasiyiciligi
olabileceg@ini dusundurmektedir. Buna ek olarak, sayisi gun gectikge artan
yayinlarda, altta yatan hastaligi olan bagisiklik sistemi saglam konaklarda,
P. jiroveci’nin asemptomatik akciger kolonizasyonu yapabilecedi
bildiriimektedir (21-25).

Primer enfeksiyonun c¢ok yaygin ve erkenden gecirildigine dair
kanitlar serokonversiyona dayahdir (18). Yirmi aylik sut ¢ocuklarinda antikor
pozitifligi orani %85 olarak bulunmustur (18).

HIV ile enfekte hastalarda PCP en dnemli firsatgl hastaliktir (26).
Eriskinde PCP gelisimi icin en 6nemli risk faktori CD4 sayisinin 200
hidcre/uL’nin altina diusmesidir. HIV negatif hastalarda PCP gelisimi igin en
onemli risk faktorleri hicresel bagisiklikla ilgili bozukluklar ve kortikosteroid
kullanimidir (27).

Patogenez

Pneumocytis’in solunum vyoluyla alindiktan sonra trofik formun
alveollerde tip 1 epitelyal hicreye baglanmasiyla enfeksiyonun basladigi
disundlmektedir (1, 12). Pneumocytisiin  epitelyum  hicrelerine
baglanmasinda fibronektin, vibronektinin ve konak hlicre tGzerinde ki mannoz
baglayan reseptoérler yardimci olur (28).

Pneumocytis’e karsi savunmada ilk basamak alveolar makrofajlardir
ve mantarin akcigerden temizlenmesinde baslica rolt oynarlar (1, 28). Konak

savunmasi bozulduk¢a Pneumocytis ¢ogalmaya ve alveoler bosluklari



doldurmaya basglar (1). Burada gozlenen esas histopatolojik bulgu kdpuksu
ve eozinofilik bir alveoler eksidanin ortaya ¢gikmasidir (1).

icinde Pneumocytis’in yer aldi§i granilom olugsumu akcigerde
nadiren gozlenir (29). PCP olgularinin %3-5’ inin grantlomatoz tipte seyrettigi

ve esas olarak HIV enfekte hastalarda gozlendigi bildirilmektedir (29).

Klinik Belirtiler ve Bulgular

Duyarli bir konakta PCP’nin ana semptomlari dispne, ates,
balgamsiz Oksuruktur (1). AIDS hastalarinda PCP semptomlari haftalarca
surebilir ve genelde sinsi bir seyir gosterir (1,28).

Hastaligin akut seyrettigi hastalarda fizik muayenede takipne ve
tasikardi bulunur (1, 27). Akcigerlerde dinlemeyle bir bulgu saptanmamakla
birlikte, erigkin hastalarin yaklasik Ugte birinde raller duyulabilir (1). PCP
gelisen AIDS hastalarinda ilk enfeksiyon sirasinda mortalite orani %10-20’dir
(2). AIDS olmayan hastalarda tipik olarak ansizin bir solunum yetmezligi
ortaya ¢ikar (2).

PCP’de godzlenen tipik radyolojik bulgular, hastalik ilerledikge
homojenligi artan ve diffiz hale gelen hilus ¢evresindeki iki tarafli interstisiyel
infiltratlardir (2,27). Yuksek ¢6zunarlUklG bilgisayar tomografisinde (HRCT)
buzlu cam gérinimu veya kistik lezyonlar goézlenebilir (2, 27). Teknesyum-99
ile isaretli Pneumocytis MSG’sine karsi olusturuimus monoklonal antikor,
galyum-67 sitrat ve indiyum-111’in kullanildigi ntkleer tip yéntemlerinde
akcigerde yuksek tutulum izlenmektedir (1).

Tum bunlara ragmen hastaligin semptom ve bulgulariyla, goégus
radyolojisi bulgularinin higbir kombinasyonu PCP igin tani koydurucu degildir
(28). PCP’ye diger mikroorganizmalarin neden oldugu pulmoner
enfeksiyonlarin eslik etmesi durumunda hastaligin klinigi daha karmasik bir

hale gelmektedir.



Tani

Solunumla ilgili sikayetleri, atesi ve anormal gogus radyografileri olan
ve immunsuprese herhangi bir hastada PCP dusunulmelidir (1).

PCP’nin kesin tanisi balgam, indiklenmis balgam, BAL, BL, trakeal
aspirasyon veya bronsial firgalama, AC biyopsisi ve plevral sivi drneklerinde
mantarin morfolojik olarak gdsterilimesiyle konur.

Bu orneklerden Pneumocytis’i tanimlamak igin ¢esitli boyalar
kullaniimaktadir. Metenamin guimus (Gomori/Grocott) (Sekil-1a), toluidin
mavisi O (Sekil-1b), kalkaflor beyazi veya cresyl echt violet gibi boyalar segici
olarak sadece kistlerin hdcre duvarlarini boyarken, Wright-Giemsa, Diff-
Quick, Gram-Weigert ve Papanicolaou gibi boyalar trofik formu ve intrakistik
cisimcikleri boyar (1, 2, 28, 29). Giemsa ile trofozoidler ve intrakistik cisimler
koyu mor, kist stoplazmasi eflatun-pembe boyanir (Sekil-1c). Kist c¢eperi
boyanmamaktadir. Gram-Weigert ile Pneumocytis jirovecii'nin kistlerinin
ceperi koyu kirmizi—bordo renge boyanir ancak i¢ yapilari boyanmaz (30-32).

Monoklonal antikorlar kullanilarak yapilan immuinfloresans antikor
(IFA) (Sekil-1d) testleriyle kist ve trofik formlarin duvar yapilari boyanir ve bu
yontem tanida yaygin sekilde kullaniimaktadir. Floresan mikroskopu ile
boyali 6rnekler incelendiginde mikroorganizmalar tek tek veya kumeler
olusturmus parlak elma yesili cisimcikler olarak goérulur. Trofozoidler, kistler

ve kistlerin ekstrasellller matriksi boyanir (33, 34).



B D

Sekil-1: P. jirovecii tanisinda kullanilan boyama yéntemleri. A: Metenamin
GUmus (http://dailyparasite.blogspot.com/2010/04/april-9-pneumocystis-
jirovecii.html). B: Toluidin Mavisi (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML
/Pneumocystis.htm) C: Wright-Giemsa (http://pathology.class.kmu.edu.tw/
ch05/Slide44.htm) D: immiinfloresans (IF) (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx
/HTML/Pneumocystis.htm)

Pneumocytis’in kiltlrde Uretilememesi ve mikroskobik inceleme igin
¢ogu zaman invaziv bir girisim gerekmesi nedeniyle molekuler tani cazip hale
gelmigtir. PCR testleri BAL, indiklenmis balgam ve agdiz ylkama sivisi
orneklerinde calisilmigtir (28). Serum 6rneklerinin PCR ile incelenmesi yararli
bulunmamistir (2).

Akciger parankim harabiyetini gosteren laktik dehidrogenaz (LDH)
dizeyindeki artis PCP icin 0Ozgul degildir; altta yatan akciger
enflamasyonunun ve hasarinin bir gostergesidir; ancak basarili bir tedavinin
ardindan bu artis normale doner (1, 35). Plazma S-adenozilmetionin
seviyelerinde azalmanin da PCP tanisi igin 6zgun bir test olabilecegi
bildirilmistir (1, 2).


http://dailyparasite.blogspot.com/2010/04/april-9-pneumocystis-jirovecii.html
http://dailyparasite.blogspot.com/2010/04/april-9-pneumocystis-jirovecii.html
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML%20/Pneumocystis.htm
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML%20/Pneumocystis.htm
http://pathology.class.kmu.edu.tw/%20ch05/Slide44.htm
http://pathology.class.kmu.edu.tw/%20ch05/Slide44.htm
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx%20/HTML
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx%20/HTML

MSG antijeninin rekombinant olarak Uretilmis msgC pargasinin
serolojik  testlerde  kullanilarak PCP tanisinda  seroepidemiyolojik
calismalarda ve kronik akciger hastaliklarinda PCP’de Pneumocytis

Jirovecii’nin rolinun arastirilmasinda faydali olabilecegi belirtiimistir (16, 36).

Tedavi

PCP tedavisinde tercih edilecek ilk ilag trimetoprim-sulfametoksazol
(TMP-SMX)'dur (37). Hafif orta siddetli PCP olgularinda ayaktan oral TMP-
SMX oldukga etkilidir (37).

Pneumocystis jirovecii’de sulfametoksazol veya dapsona karsi direng
gelismesiyle iligkili dihidropteroat sentetaz (DHPS) gen mutasyonlari
saptanmis olmakla birlikte, bunlarin klinik sonuca etkileri heniuz tam acikhk
kazanmamistir (28, 37, 38).

PCP orta veya ciddi sekilde seyreden hastalara, en erken slrede
(PCP tedavisinin ilk 72 saati iginde) kortikosteroidler verilmelidir (37).
Onerilen prednizon dozu 1-5. ginlerde giinde iki kez 40 mg oral, 6-10.
glnlerde gunde bir kez 40 mg ve 11-21. gunlerde ginde bir kez 20 mg
seklindedir (37).

Etkinliginin sinirh olmasi ve sik¢ga nukslerin gozlenmesi nedeniyle
PCP tedavisinde pentamidinin aerosol seklinde kullaniimasi
onerilmemektedir. Tim tedavi segeneklerinde PCP igin énerilen tedavi suresi
21 gundur (Tablo-1).

AIDS’li hastalarda TMP-SMX'e bagli istenmeyen etkilerin oranlari
yuksektir. Sik gbézlenen yan etkiler deri doklntileri (Stevens-Johnson
sendromu dabhil) (%30-55), ates (%30-40) ve I6kopenidir (%30-40) (37).



Tablo-1: Pneumocytis pnémonisinin tedavisi.

llk Segilecek Tedavi Alternatif Tedavi

Ciddi Seyirli PCP Tedavisi
Akut PCP Tedavisi

TMP-SMX [15-20mg . Pentamidin , 4mgl/kg/giin, IV,
TMP ve 75-100mg toksisite nedeniyle bazi uzmanlarca
SMX] kg/giin; IV 3mg/kg/giin IV dnerilir.

olarak 3 veya 4 doza
boéliinerek

Ayni TMP-SMX dozu
oral olarak giinde 3
doza béliinerek
Dapson 100mg/giin
oral+TMP
15mg/kg/giin oral 3
doza boliinerek veya
TMP-SMX forte 3x2
tablet

Hafif-Orta Seyirli PCP Tedavisi

e  Primakin 15-30mg/giin oral+
Klindamisin 600-900mg IV giinde 3
veya 4 defa veya Klindamisin 300-
450mg oral giinde 3 veya 4 defa;
veya

e Atovaquone 750mg oral BID gida ile;
veya

e  Trimetrexate 45mg/m? veya
1.2mgkg/gin IV + leucovorin
20mg/m® veya 0.5mg/kg IV oral
giinde 4 defa (leucovorin
Trimetrexate ‘in son dozundan sonra
3 gin devam edilmelidir); dapson
SMX veya sulfadiazin eklenmesi

etkinligi arttirabilir.




Profilaksi

HIV ile enfekte hastalar PCP gelisimi yonunden en fazla risk altinda
olanlardir. Bu hastalari HIV negatif olup baska nedenlerle bagisikhgi
baskilanmis ve risk altinda bulunan hastalar izler. Her iki gurup iginde

profilaksi dnerilmektedir (28).

HIV ile enfekte erigkinlerde (hamile kadinlar dahil) ve Highly Active
Antiretroviral Therapy (HAART) tedavisi altindaki hastalarda CD4 sayisi 200
hidcre/uL’nin altina dustiginde veya bir orofarengeal kandidoz 6ykusu varsa
primer profilaksi uygulanmahdir (2). Profilakside ilk tercih edilecek ilag TMP-
SMX'dir. Gegmiste PCP oykusl olan HIV ile enfekte hastalarda bagisiklik
sistemi antiretroviral tedavinin bir sonucu olarak duzelmedikge 6mur boyu
TMP-SMX kullanilarak sekonder profilaksi uygulanmalidir (37). HAART
tedavisi altindaki hastalarda CD4 sayilari en az 3 ay sureyle 200 hucre/uL’nin
Uzerinde bulundugu slirece PCP gelisim riski énemli oranda azaldigindan
primer ve sekonder profilaksi durdurulabilir (26, 37). Tablo-2'de PCP

proflaksisinde kullanilan ilaglar ve dozlari gértlmektedir.
HIV negatif hastalarda Pneumocytis proflaksisi

o PCP kurumsal insidansi %5 olan yerlerdeki solid organ ve

allojenik kemik iligi transplantli hastalara,

o Yuksek riskli solid organ ve kemik iligi transplantli hastalara
(PCP ve sik firsatgl enfeksiyon dykisu olanlar, CMV enfeksiyonlu ve
CMV acisindan yuksek risk altindakiler, akut allograft rejeksiyonu veya
GVHD nedeniyle yogun bagisiklik baskilanmasi suresince, anti-T

hicre tedavisi alan hastalar),

o Lésemi ya da lenfoma nedeniyle otolog kemik iligi transplantli

hastalara,



o Uzamis notropenisi olan bireylere, iki-lU¢ hafta sureyle gunluk

20 mg prednizon kullanan hastalara verilmelidir (27).

Tablo-2: Pnémosistis pndmonisinin profilaksisi

llag Doz
TMP-SMX 1 normal ya da forte tablet/giin
3 kez forte tablet/hafta
Dapson 2x50mg/giin po veya
1x100mg/giin po
Dapson + 50mg/giin po
Primetamin+ 50mg/hafta po
Leucovorin 25mg/hafta po
Dapson + 200mg/hafta po
Primetamin+ 75mg/hafta po
Leucovorin 25mg/hafta po
Pentamidin 300mg/ay aerosol
Atovaquone 1500mg/giin po

Asilamayla PCP’den korunmaya yonelik ¢calismalarda stirmektedir.
PCP’den korunmada son yaklasim temasin 6nlenmesidir. Hastaligin
kisiden kisiye bulastigi yonundeki yaklasim giderek 6nem kazanmaktadir.

Ancak klavuzlarda PCP’li hastalarin izolasyonu 6nerilmemektedir (1).
Calismanin Amaci
P. jirovecii PCP’nin nedenidir ve immunsuprese hastalarda sik ve
ciddi bir firsatgi enfeksiyon etkenidir (39,40). Yapilan serolojik ¢aligmalar

etkene karsi ¢ok sayida cocukta yasamin erken déneminde spesifik antikor
olustugunu go6stermistir (41-43). Hastaligin ortaya ¢ikmasi g¢ocukluk
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doneminde alinmig olan etkenin immunsuprese bireylerde reaktivasyon
goOstermesi ile oldugunu dusundurmektedir. Bununla beraber yapilan insan
ve hayvan caligmalari etkenin enfeksiyondan sonra siklikla vicuttan elimine
edildigi yonundedir (44,45). Sinirh sayida organizmanin ise latentligi
s6zkonusudur. P. jirovecii onkoloji hastalarinda ya da solid organ nakli
yapilanlarda kisiden kisiye aktarilarak ta onemli bir hastalik olarak ortaya
cikabilmektedir (46, 47). Ayni zamanda PCP’li hastalarin odalarindaki
havayla temasi olan ya da PCP’li hastalarla temastan sonra saglikli bireylerin
ust hava yollarinda PCP DNA’si tesbit edilmistir (48-52). P. jirovecii
immunsuprese bireylerde PCP olmaksizin da tesbit edilmis bu tagiyicilik ya
da kolonizasyon olarak yorumlanmigtir (53).

PCP’li hastalar, immunsuprese tasiyicillar ya da gegici olarak
immunkompetan kolonize kigiler enfeksiyonun kaynagini olusturmaktadir
(54).

P. jirovecii normalde saglikli insanlarda kolonize olabilen bir etken
olabilmekle birlikte; 6zellikle primer hastaligi ya da uygulanan tedavi
nedeniyle immunsuprese hastalarda ciddi seyirli bir pndmoni etkeni olarak ta
ortaya c¢cikmaktadir. Hastaligin tanisinda kullanilacak 6zgul klinik, laboratuar
ve radyolojik bulgularin olmamasi hastaligin tanisinin konulup etkin tedavinin
baslanmasini geciktirmesi agisindan dnemlidir. Bu durum bu hasta grubunda
yer alan hastalarin tanilarinin konulmasinin gecikmesinden kaynaklanacak
mortalite ve morbitidenin 6nemli bir nedenidir.

Yapilan bu ¢aligsma ile;

1-BAL ve BL yapilan hastalardaki kolonizasyon; klinik ve laboratuvar
bulgulari uyumlu ise pnémoni tanisinin konulmasi,

2- BAL ve BL orneklerinde P. jirovecii saptanan hastalarin
demografik bilgileri, altta yatan hastaliklari, olasi risk faktorleri géz 6nlinde
bulundurularak bu unsurlarin hastalikla iligkisi

3-Hastallk semptom ve bulgularini tagimaksizin BAL ve BL
orneklerinde P. jirovecii tesbit edilen hastalarin yukarida bahsedilen hasta
bilgileri dikkate alinarak kolonizasyon gelisiminde etkili olabilecek unsurlarin

belirlenmesi hedeflenmektedir.
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Yine bu galismada hastalardan alinan BAL ve BL 6rneklerine May
Grunwald/Giemsa, toluidin mavisi, metenamin gumus (MS), immun floresans
antikor(IFA) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uygulayarak bu

yontemlerin tanidaki duyarliliklari ortaya konulmaya galisiimistir.
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GEREG VE YONTEM

Caligma Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Ic Hastaliklari Anabilim Dali ve Gégus Hastaliklari Anabilim Dali tarafindan
yatirilarak ya da ayaktan takip edilen; gerekcgesi ne olursa olsun BAL ya da
BL yapilan hastalar ve bu hastalarin alinan BAL ve BL o&rneklerinin Klinik
Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali laboratuarinda
incelenmesi ile yapildi. (Bronkoalveolar Lavaj(BAL) yapilan hastalarda P.
jirovecii kolonizasyonu ve P. jirovecii Pnomonisinin Tanisi adi altinda Uludag
Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu’na miracaat edilmis
26 Mayis 2009 tarih ve 2009-9/7 nolu karari ile usul ve esas yonunden uygun
goraimustar.)

BAL ve BL &rnekleri Gogus Hastaliklari Anabilim Dali tarafindan
yapilan bronkoskopi islemi esnasinda temin edildi.

o Bronkoskopi yapilacak hastalara igslemden 12 saat dncesinde
premedikasyon yapildi. %Z2’lik lidokain ile lokal anesteziyi takiben transoral
yol kullanilarak bronglara girildi ve bronkoskopi esnasinda BL ve BAL
ornekleri alindi. BL Fiberoptik bronkoskop (FOB)un aspirasyon kanalindan
hava yollarina serum fizyolojik (SF) puskurtlip, negatif basingla bu siviyi
aspirasyon tupune geri emerek elde edildi. Her bir yikama 15-20 ml SF ile
yapildi. BAL FOB 4 ve 5. dallanmaya kadar subsegment bronsunu tam
tikayana kadar (wedgleme) ilerletildi. FOB kanalindan 20 ml porsiyonlar
halinde steril, oda veya vucut isisinda %0.9’luk NaCl brons igine verildi. Tum
bronkoalveolar lavajlar sirasinda ortalama 100 ml sivi uygulandi. Daha sonra
verilen bu sivi manuel olarak aspire edildi.

o Alinan BAL ve BL 6rneklerine May Grunwald/Giemsa, toluidin
mavisi, metenamin gimuas (MS), direkt floresans antikor(IFA) boyamalari ve

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testi uygulandi.
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Orneklerin Hazirlanmasi

Hastalardan alinan BAL ve BL oOrnekleri zaman kaybedilmeden
laboratuara ulastirildi. Bekletiimeksizin igleme alindi. Alinan érnekler santrifdj
tiplerine ortalama 5 ml olacak sekilde konuldu ve 21T sicaklikta 2000
rom'de 15 dakika santrifij edildi. Bu iglem sonrasinda santrifij tlpundn
dibindeki ¢okeltiden yararlanilarak

1ml 1 nolu Eppendorf tipiune (Boyama Amacl)

1ml 2 nolu Eppendorf tiipiine (PCR igin)

0.5ml 3 nolu Eppendorf tipune (MS igin)

0.5ml 4 nolu Eppendorf tiplne (IFA igin) konuldu.

1 no’lu ependorf tuplu daha sonra calisiimak Uzere -80°C derin
dondurucuya kaldirildi. iki nolu eppendorf tiipiiniin dip kismindan her bir lam
icin 20ul alarak lamin 1/3 dis kisminda 4 nokta azaltma yontemi ile yayma

preparati hazirlandi (Sekil-2).

«— 1. Adi soyadi
O O
2. Prot. No
g 3. Tarih
O O
4, Boyama
adi

Sekil-2: Dort nokta azaltma yonteminin yapildigi yayma preparat gorintisu.
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Modifiye toluidin mavisi boyama igin 1 adet lam; May Grunwald-
Giemsa boyama icin 1 adet lam hazirlandi. Preparatlari 1s1 blogunda 50-
55°C’'de bekletildi. Preparatlar kurudugunda en kisa siire icinde boyama
islemine gegildi.

1- Modifiye Toluidin Mavisi Boyama

Modifiye Toluidin Mavisi boyamada kullanilan sarf malzemeleri:

(i)_Sulfation reagent soliisyonunun hazirlanisi:

icinde soguk su bulunan (10°C’nin altinda olmamali) sale igerisine
yerlestirilen falcon tapu igerisine 30 ml glasial asetik asit konuldu. Daha sonra
bu solisyona cam pipet ile 10 ml sulfurik asit (%95-98) ilave edildi. Solusyon
cam baget ile hafifge karistirildi. Bu solisyon oda sicakliginda 1 hafta
muhafaza edilebilir.

(if) Toluidin mavisi solusyonunun hazirlanisi:

0.3 gr Toluidine blue, 60ml distile su, 2.0 ml Hidroklorik asit (%37) ve
140 ml Absoll (%100) etil alkol erlen igerisinde karistirildi. Olugan karisim

oda sicakliginda 1 hafta muhafaza edilebilir.
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1 No'lu Jar 2 No'lu jar

Sulfation reagent sollisyonunun Toluidin mavisi

3 No'lu jar 4 No'lu jar

Etil alkol (%695) Etil alkol (%100 )

5 No'lu jar 6 No'lu jar

Ksilen Ksilen
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(iii) Modifiye Toluidin Mavisi Boyamasinin Yapilisi

v' Preparatlar sulfation reagent sollisyonu igine yerlestirildikten
hemen sonra cam baget ile solusyon karistirildi. Bes dakika sonra ayni islem
tekrar edildi. Toplam 10 dakika sure ile preparatlar sulfation reagent
solusyonu iginde bekletildi.

v' Preparatlar iginde musluk suyu bulunan sale igine konuldu ve 5
dakika sire ile akar haldeki musluk suyu altinda tutuldu. islem sonrasi
preparatta kalan fazla su pastor pipet yardimi ile alindi.

v Preparatlar 2 no’lu (toluidin mavisi solusyonu) jar iginde 3
dakika bekletildi.

v' Preparatlar 3 no’lu (%95 etil alkol) jar icerisine 10 saniye siire
ile daldinlip gikarildi.

v' Preparatlar 4 no’'lu (%100 etil alkol) jar icerisine 10 saniye siire
ile daldirilip ¢ikarildi.

v' Preparatlar sirasi ile 5 ve 6 no’'lu (Ksilen) jarlar icerisine 10
saniye sure ile daldinilip ¢ikarildi.

v Preparatin alt ve Ust kismi (boyali 6rnek disindaki alan) kagit
havlu ile ile kurulandi.

v’ Steril pastor pipet ile lamin Gzerine az miktar “Entellan” konulup
uzeri lamel ile kaplandi.

v' Preparatlar 20x, 40x ve 100x objektiflerde incelendi.

2- May-Griinwald Giemsa Boyama

v Kurutulmus olan preparat fiske edilmek icin metanolde 2-3
dakika bekletildi, penset ile fazlasi dékildi ve preparat kurumaya birakildi.

v May-Griinwald Giemsa sollisyonunda 5 dakika bekletildi.

v' Distile su ile yikandi.

v 1/20 Giemsa (dilisyon distile su ile yapildi) solisyonunda 15
dakika bekletildi.

v' Siddetli akmayan musluk suyu altinda preparat yikandi.

v' Preparatlar oda sicakliginda kurumaya birakildi ve immersiyon
objektifinde (x100) incelendi.
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3-Metenamin Giimis Boyama
Test SILVER METHENAMINE P.A.S.M.04-043822/L kiti ile Uretici

firma olan Bio Optica Milano s.p.a. talimatlari dogrultusunda

gerceklestiriimigtir.

v/ Santriflij sonrasi pelletten 20 ul alarak preparat hazirlandi. Oda
sicakhginda kurutuldu (kapakli kutu iginde).

v Metanolde fikse 2-3 dk bekletip penset ile fazlasi dokildi ve
tamamen kurumasi igin beklendi.

v' Daha sonra kitin igindeki stant (cam petri ve aparati-inkubasyon
kutusu) Uzerine diuz bir sekilde yerlestirip preparat Uzerine 5 damla reagent A
eklendi.

v' 30 dakika sonunda preparat distile su bulunan dik sale
icerisine daldirip gikarmak suretiyle yikandi.

v" Reagent b,c ve d solusyonlari 5’er damla kit igindeki plastik
ependorf igine eklenip 2-3 saniye vortekslenerek karistirildi.

v' Butun karigsim preparata eklendi ve 60°C’de 30-40 dakika kapall
inkubasyon kutusu icinde bekletildi. Bu asamada slre 1 saate kadar
uzayabildi. Preparatta kahverengi-siyah renk degisiminin gézlenmesi slrenin
uygun oldugunun gostergesidir.

v' Slre sonunda isi kaybi olsun diye 5 dakika beklendi.

v Distile suda ayni sekilde yikamadan sonra diger reagentler
prospektls sirasiyla (reagent e ve f 1 dakika preparata uygulandi ve her bir
uygulamadan sonra preparat distile su ile yikandi) uygulandi.

v" En sondaki alkol ve ksilende temizleme basamaklari sale
kullanilarak yapildi.

Reagents

A - Periodic acid solution 1000 mi

B - Silver nitrate solution 1000 ml

C - Hexamethylentetramine solution 1000 ml

D - Sodium tetraborate solution 1000 ml

E - Gold chloride solution 1000 ml

F - Fixing solution 1000
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4- immiin Floresans Antikor Testi (Pneumocel Direct IF Test
Ticari Kit

v' Santrifljj islemi sonrasi pelletin Gstinden 0.5 ml alinarak ayri bir
eppendorf tupune konuldu, Gzerine 0.3 ml PBS ilave edilerek restspansiyon
islemi gerceklestirildi.

v Reslspanse karisimin pelletinden 25 pl alarak lam Uzerindeki
0.8 cm ¢apli kuyucuga konuldu.

v' Kapakl kutu igerisinde olacak sekilde oda sicakliginda preparat
kurutuldu.

v' Aseton ile 5 dakika fiske edildi.

v Fikse edilmis test preparatinin ve kontrol slide’inin Uzerini
kaplayacak sekilde 25 uyl monoklonal reagent (RP2) konuldu.

v' Lamlar 37°C’de nemli ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibe
edildi. Lamlarin kurumamasina dikkat edildi.

v' Lamlar PBS sollisyonu bulunan sale icinde kisa sireli (1-2
saniye) tutuldu.

v Ornegin Uzerine 25 pl anti-mouse Ig FITC reagent (RM)
konuldu.

v' Lamlar 37°C’de nemli ortamda 30 dakika inkiibe edildi.

v Lamlar PBS sollisyonu bulunan sale icinde kisa streli (1-2
saniye) tutuldu.

v' Lam kuyucugunun Utzerine 1 damla RMF konuldu ve kabarcik
olusumunu o6nlemek igin Uzeri lamel ile kapatildi.

v Preparat x40’'da floresan mikroskobunda incelenip x100’de de

konfirme edildi.

5- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Hastalardan alinan BAL ve BL odrnekleri zaman kaybedilmeden
laboratuara ulastirildi. Bekletilmeksizin isleme alindi. Alinan érnekler santrifj
tiplerine ortalama 5 ml olacak sekilde konuldu ve 21T sicaklikta 2000
rom'de 15 dakika santriflj edildi. Bu islem sonrasinda santrifij tUpunun
dibindeki cokeltiden Pneumocytis DNA ekstraksiyon islemi icin eppendorf
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tupunun sedimentinden bir eppendorf tipune alindi. Alinan materyaller daha
sonra calisiimak Uzere -80°C derin dondurucuya kaldiriidi. Elde edilen
ornekler cgalisilacagi zaman dondurucudan cikarildi ve DNA izolasyon Kiti
(Dr Zeydanh DNA izolasyon Kiti) kullanilarak DNA izole edildi. Kullanilan
primerler ile P. jirovecii DNA’sinin mitokondrial ribozomal RNA’sInin spesifik
362 bp ve 120 bp sekanslarinin amplifikasyonu nested PCR ile
gergeklestirildi.

Birinci dongu PCR primer cifti:

pAZ102- E (5°- GATGGCTGTTTCCAAGCCCA- 3’)

pAZ102- H (5-GTGTACGTTGCAAAGTACTC- 3)

Birinci PCR Urunu 362 bp

ikinci déngii PCR primer gifti (nested PCR; birinci PCR iiriinii
asagidaki primer cifti ile amplifiye edildi):

pAZ102- E (5'- GATGGCTGTTTCC AAGCCCA- 3)

pAZ102- L2 (5'-ATAAGGTAGATAGTCGAAAG-3)

Nested PCR Urlnu 120bp

ilk asamada herbir hasta érnegi icin 5 mikrolitre (uL) Buffer, 1uL
dNTP (dNTP hazirlamak i¢cin dATP, dGTP, dCTP, dTTP her birinden 10 uL
alindi 60 L distile su ilave edilerek 100 yL’ye tamamlandi) (SibEnzyme), 0.5
ML pAZ102-E, 0.5 uL pAZ102-H, 0.4 uL tag (SibEnzyme) ve 32.6 uL distile
su ilave edilerek 40 uL reaksiyon karisimi elde edildi. Elde edilen karigimdan
40 uL ahindi ve hasta érneginden 10 uL konuldu. PCR'’in ilk asamasi elde
edilen toplam 50 uL 6rneklerin Thermal Cycler'a (Esco's Swift Maxi Thermal
Cycler) yerlestiriimesi ile tamamlandi.

ikinci asamada herbir hasta érnegi icin 5 uL Buffer, 1uL dNTP, 0.5 pL
pAZ102-E, 0.5 yL pAZ102-L2, 0.2 yL taqg ve 40.8 uL distile su ilave edilerek
48 L reaksiyon karisimi elde edildi. Elde edilen karisimdan 46 uL alindi ve
hasta 6rneginden 4 pL konuldu. PCR’in ikinci asamasi elde edilen toplam 50

ML drneklerin Thermal Cycler’ a yerlestiriimesi ile tamamlandi.
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iki agsamali PCR Thermal Cycler parametreleri:

94°C 5 dakika

94°C 30 saniye

56°C 30 saniye 40 siklus
72°C 30 saniye

72°C 7 dakika seklinde gercgeklestirildi.

Bantlari goéruntilemek igin PCR drunleri ethidium bromid igeren
%1.5’luk agaroz jelde 45 dakika elektroforez iglemine tabii tutuldu.

Testte pozitif kontrol (9 Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dalr’'ndan temin edilen mikroskobik olarak PCP tanisi konulan
hastadan elde edilen BAL 6rnegi) ve olasi kontaminasyonu gézlemlemek igin
negatif kontrol (steril distile su) ¢alismaya dahil edildi.

Cevredeki amplikonlardan dolayl kontaminasyondan kaginmak igin,
ekstraksiyon, reagent preparasyonu ve amplifikasyon islemleri farkli
mikropipet setleri ve bariyerli uglarin kullanildigi ayri odalarda gergeklestirildi.
PCR karisim hazirlama ve ekstraksiyon islemleri laminar akimli kabinde
gerceklestirildi.

Olgu gruplart SPSS 15.0 programi ile degerlendirildi. Sonuglar
ortalama t standart hata olarak verildi. Kategorize edilen verilerde ki-kare
testi kullanarak istatiksel anlamlilik arastirildi. P<0.05 degeri anlamli olarak
kabul edildi. IFA ve PCR sonuglarinin uyumluluklari McNemar testi ile

degerlendirildi.
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BULGULAR

Olgu Grubu

Calismamizda Gogus Hastaliklari Anabilim Dali tarafindan klinik ya
da poliklinik ortaminda takip edilen ve tani amagli bronkoskopi yapilan toplam
100 hastaya ait BAL ve BL 6rnekleri degerlendirildi. Bronkoskopi yapilan 47
hastadan BAL, 53 hastadan BL Ornekleri alindi.  Bronkoskopi yapilan
hastalar 66 (%66) erkek ve 34 (%34) kadindan olugsmaktaydi. Hastalarin
yasglari 30 ile 81 arasinda olup, median yas 58, ortalama yas 58.89+1.25
olarak bulundu.

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

BAL ve BL d6rneklerinde metenamin gumus (Gomori/Grocott), toluidin
mavisi, Wright-Giemsa boyamalari ile etken saptanmadi. immin floresans
antikor (IFA) testi ile 13 hastada P. jirovecii'nin kistleri saptandi. Nested PCR
ile 16 hastada P. jiroveciinin DNA’siI saptandi. Hem PCR hem IFA testi ile P.
jirovecii saptanan toplam 8 hasta mevcuttu

PCR yobntemi tanida altin standart olarak kabul edilen IFA ile
duyarlilik ve 6zgullik agisindan kiyaslandiginda duyarlilik %61.5 ve 6zgullik
% 90.8 olarak belirlendi. McNemar testi ile IFA ve PCR tani testi sonuglarinin
uyumlu olduklari saptandi (p=0.581). Olgiimiin hassasiyeti %87, prevalans
%50, pozitif kestirim degeri %50, negatif kestirim dederi %94, yanhs negatif
oran %38.5 ve yanlis pozitif oran %9.2 olarak belirlendi (Tablo-3) .
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Tablo-3: PCR yonteminin IFA ile karsilastirilmasi.

IFA

+ - Toplam
+

8 8 16

PCR
- 5 79 84
Toplam
13 87 100

Pozitiflik saptanan hasta orneklerinin 8'i BAL ve 13’0 BL idi (Sekil-3).

M BAL
HBL

Sekil-3: Pozitiflik saptanan hasta grubunun BAL/BL dagilimi.

Ek hastaligi olan 11 (%52.3) hasta mevcut olup; 6 (%28.5) hastada
birden fazla hastallk mevcuttu. Ek hastaliklar incelendiginde 2 hastada
malignite (AC Ca ve primeri belli olmayan metastatik AC Ca), 8 hastada HT,
2 hastada DM, 4 hastada KOAH, 1 hastada SVO, 3 hastada KKY mevcuttu.
Pozitiflik saptanan 6 hastada son 3 ay igcinde immulnsupresif tedavi alim
Oykusu vardi (Tablo-4)
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Tablo-4: Pozitiflik saptanan hastalarin ek hastalik ve immunsupresif tedavi

durumlari.
_ IMMUNSUPRESIF TEDAVI | EK
HASTA SOLID T™M
CINSIYET HASTALIK
YAS
METIL PREDNIZOLON
1 E YOK . YOK
57 96 mg/gin 12 GUN
FLANTADIN
3mg PO 2 AY, DEGISIK
2 E YOK YOK
56 DOZLARDA 10 YILDIR
KULLANIYOR
3 E YOK YOK YOK
55
4 K YOK YOK HT, KOAH
47
HT, KOAH,
5 K YOK YOK
72 KKY
6 E YOK YOK HT
74
PRIMERI
BELLI ZOLANDRONIK ASIT
7 E . YOK
57 OLMAYAN 1X1 2 KUR
MET CA
8 E YOK YOK YOK
31
PREDNIZOLON
60 mg/giin 7GUN,
PREDNIZOLON
20 mg/giin 3 GUN,
9 K YOK . . YOK
57 METIL PREDNIZOLON
500 mg/giin 2 GUN,
ENDOXAN
2X14 GUN, 1X1 3 GUN
10 K YOK YOK HT, SVO
68
11 K YOK YOK HT
65
12 K YOK YOK YOK
57
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13 K YOK YOK YOK

38
14 E YOK YOK HT

57
15 E YOK YOK YOK

61

HT, KOAH,

16 E YOK YOK

68 KKY

DEKSAMETAZON

17 E AC CA ) . YOK

73 8 mg/gun 18 GUN
18 65 K YOK YOK HT, DM, KKY
19 E YOK YOK DM, KOAH

50
20 E YOK YOK YOK

50

METIL PREDNIZOLON

21 K YOK YOK

42 64 mg/gun

Pozitiflik saptanan 21 hastanin 13’Unde son 3 ay i¢inde hastanede

yatis 6yklslU mevcuttu (Tablo-5).

Tablo-5:Pozitiflik saptanan hastalarin hastanede yatis sireleri.

YATIS
HASTA SURESI s

1 S

2 7 G U N 8 Kisi

3 5GUN

4 2GUN

5 21 GUN

6 14 GUN

7 4 GUN

8 6 GUN

9 2GUN

10 11 GUN

11 18 GUN

12 2GUN

13 14 GUN
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Pozitiflik saptanan hasta grubunda bronkoskopi; AC Ca, tuberkiloz,
sarkoidoz, kronik enfeksiyon, interstisyel akciger hastaligi, primer hastaligin
akciger tutulumu, lenfoma, eozinofilik alveolit, pnédmoni, diyafram yuksekligi,
akciger absesi, silikozis ve pnomokonyoz endikasyonlari ile yapildi.
Bronkoskopi sonucunda ise AC Ca, tuberkiloz, sarkoidoz, kronik enfeksiyon,
primer hastaligin akciger tutulumu, antrakoz, lenfoma, eozinofilik alveolit
tanilarina ulagildi (Tablo-6). Bronkoskopi yapilan hastalarin bronkoskopi
endikasyonlari ve bunlarin toplamdaki paylari $ekil-4’de; bronkoskopi sonucu

ve toplamdaki paylari Sekil-5’de gosterilmigtir.

Tablo-6:Pozitifik saptanan hastalarin bronkoskopi endikasyonlari ve
bronkoskopi sonuglari.
. - [HASTA . .
HASTA | BRONKOSKOPI | BRONKOSKOPI BRONKOSKOPi | BRONKOSKOPI
NEDENI SONUCU NEDENI SONUCU
KRONIK o KRONIK
1 ACCA,TB ENFEKSIYON |12 SiLikozs ENFEKSIYON
PRIVER _
PRIMER _ HASTALIGIN AC
2 AC CA AC CA 13 HASTALIGIN AC | TUTULUMU,
TUTULUMU KRONIK
ENFEKSIYON
— [KRONIK
3 TB,PNOMONI | ESON S |14 AC CA ANTRAKOZ
DIYAFRAM KRONIK
4 YUKSEKLIGI  |ACCA 15 AC CA ENFEKSIYON
: SARKOIDOZ :
: KRONIK - 0Z, | KRONIK
5 SARKOIDOZ : 16 INTERSTISYEL :
ENFEKSIYON G PnoTALGT | ENFEKSIYON
. ACCA, KRONIK . PARIOIDZ. | KRONIK
SARKOIDOZ | ENFEKSIYON AC PnoTALGT | ENFEKSIYON
: KRONIK
7 AC CA AC CA 18 SARKOIDOZ F R FEKSIYON
SARKOIDOZ,
AC CA. KRONIK
8 SARKOIDOZ  |ENFEKSiYON, |19 AC CA AC CA
AC CA
9 AC CA AC CA 20 AC CA AC CA
INTERSTISYEL | KRONIK
10 AC HASTALIGI |ENFEKSIYoN |41 AC CA ACCA
11 AC CA AC CA
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B ACCA~%42.8

B ACCA, TB~%4.7

m AC CA, SARKOIDOZ~%9.5

m 7B, PNOMONI~%4.7

B SARKOIDOZ~%9.5

m SARKOIDOZ, INTERTISYEL AC

HASTALIGI~%9.5

® INTERTISYEL AC
HASTALIGI~%4.7

PRIMER HASTALIK AC
TUTULUMU~%4.7

B DIYAFRAM YUKSEKLIGI~%4.7

B SILIKOZIS~%4.7

Sekil-4: Hastalarda bronkoskopi endikasyonlari.

H ACCA™~%38

B KRONIK ENFEKSIYON~%47.6

B KRONIK ENFEKSIYON, PRIMER
HASTALIK AC
TUTULUMU~%4.7

B ANTRAKOZ~%4.7

i AC CA, SARKQIDOZ, KRONIK
ENFEKSIYON~%4.7

Sekil-5: Hastalarda bronkoskopi sonuglari.
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Pozitiflik saptanan hasta grubundaki hastalarin klinik bulgular
incelendiginde Oksuruk, balgam, dispne, hemoptizi, gégus agrisi, ates
yuksekligi ve gece terlemesi oldugu goruldu. Olgu grubundaki 2 hastada ise
higbir klinik bulgu yoktu (Tablo-7).

Tablo-7:Pozitiflik saptanan hastalarda saptanan klinik bulgular.

KLIiNiK BULGU HASTA SAYISI GORULME ORANI
OKSURUK 2 %9.5
OKSURUK, DISPNE 2 %9.5
OKSURUK,
. y 1 %4.7
GOGUS AGRISI
DISPNE 4 %19
DISPNE,
. L 1 %4.7
GOGUS AGRISI
GOGUS AGRISI 1 %4.7
OKSURUK,BALGAM, 5
DiISPNE %23.8

OKSURUK, BALGAM,
DISPNE, GOGUS

5 o 1 %4.7
AGRISI, HEMOPTIZ
OKSURUK, BALGAM,
1 %4.7
ATES
OKSURUK, DISPNE,
HEMOPTIZI 1 %4.7

Pozitiflik saptanan hastalarin klinik ve radyolojik bulgulari Tablo-8'de
gorulmektedir.
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Tablo-8: Pozitiflik saptanan hastalarda klinik ve radyolojik bulgular.

HASTA

SIKAYET

RADYOLOJI

Yok

Her iki akciger Ust lob apikal segmentlerde lineer sekel fibrotic
degisiklikleri dusundurar yogunluk artimlart ve traksiyon
bronsektazileri izlenmektedir. Sol akciger Ust lobda sekel
degisiklikler ¢evresinde yer yer tree in-budd gérinimleri ve
noduler buzlu camlar izlenmektedir. Solda major fissur
superiora dogru yer degistirmistir. Gérinumler dncelikle aktif
Thc.enfeksiyonu agisindan anlamli bulunmustur. Sag apeksde
blyigi 9x6 cm boyutlarinda bul formasyonlari izlenmektedir.

Dispne

Sag akciger Ust lob bronsu gevresinde,ust lob bronsunu ¢epe
cevre saran ve daraltan yaklasik 2x1.5 cm boyutlarinda
yumusak doku yogunlugunda goérinim izlenmektedir.Bu
dizeyde sag akciger Ust lobda belirgin volim kaybi ve Ust lob
anteriorda tanimlanan kitleye komsu alanda paramediastinal
bolgede yaygin bronsektaziler ve sekel fibroatelektazik
degisiklikler dikkati gekmistir.

Oksiirik,
Balgam,

Dispne

Her iki AC Ust zonlarda tb sekeli fibrozis, sag AC Ust lob post
segmentte 3 cm boytunda ince cidarli dizensiz sinirl kavite
mevcuttur. Her ik AC de bronkovaskiler intertisium
kalinlasmis olup bulgular interstisyel AC hastaligini temsil
edebilir.  Ancak KOAH ve senilite zemininde slre gelen

parankim destriikstiyonu da ayirici tanida distndlmelidir.

Dispne

Sol hemidiyafragma elave goérinimdedir.Ancak diyafragma
intakttir. intraabdominal yapilar sol hemitoraks alt kesiminde
izlenmekle birlikte diyafragma hernisini distindurir gérinim
saptanmamistir.Gortiinimler diyafragma eventrasyonu ile
uyumludur. Sol akciger alt lobda lineer sekel atelektazi ile
uyumlu yogunluk artimlar mevcuttur.Sag akciger ust lob
anterior segmentde bir adet milimetrik boyutlu Kkalsifik

granudlom mevcuttur.
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Oksdirik,
Balgam,

Dispne

Subkarinal bélgede 6zafagus sag kesiminde yaklasik 29x16
mm boyutta yumusak doku dansitesi vardir. Ayrica
mediastinumda kisa aksi yaklasik 1 cm’den kiglk birkag adet
daha lenf nodu goérilmektedir. Her iki hilusta izlenen milimetrik
hipodens gOrintimler klguk lenf nodu lehine
degerlendirilmistir. Ayirici tanida sarkoidoz, tb, castleman
hastaligi daha az olasilikla lenfoma gibi patolojiler
bulunmaktadir. Her iki AC orta zonda laterallerde subplevral
milimetrik dansiteler plevrada sekel kalinlasma AC’de sekel
fibrotik degisiklikler olabilir. Sol AC alt zonda minimal lineer

dansite sekel fibrotik degisiklik lehine yorumlanmigtir.

Dispne

Sagda plevral efiizyon mediastinal lenfadenopatiler. Her iki
hilusta lap? Ac'lerde nodiller ile buzlu cam formunda dansite

artislari olup gérinim non-spesifiktir. (Sarkoidoz? Malignite?)

Gdégus

agrisi

Sol akciger ust lob apiko-posterior segmentte sol hilusa

uzanan 6*5cm  boyutunda  bir  kitle izlenmisgtir.

Dispne,
Gogus

agrisi

Sag hiler 9x10 mm boyutlarinda LAP AC de buzlu cam
gorinimu izlenmektedir. Sag AC bazalinde minimal infiltratif

gOrinim mevcuttur.

Yok

Trakea bifurkasyon diizeyinde sa§ ana brons post yerlesimli
sag prevertebral alanda bir miktar uzanim goésteren 2x2 cm
boyutunda yumusak doku dansitesinde kitle lezyonu
izlenmistir. Sag ana bronsta parsiyel Ust lob bronslarinda
belirgin daralmaya neden olan 2.5x2 cm boyutlarinda komsu
AC parankimi igerisinde diizensiz sinirli uzanim gosteren kitle
lezyonu mevcuttur. Goérinim santral sag hiler yerlesimli kitle
lezyonu ve eglik eden lenf nodu lehine yorumlanmis.Her iki
AC Ust loblarda daha belirgin amfizamat6z degisikliklere bagli
dansite azalmasi mevcut. Sag paratrakeal retrokaval alanda

en buyugunin uzun aksi 12 mm olan lenf nodlari mevcuttur.

10

Oksiiriik,
Balgam,
Ates

Her iki AC aerasyon artigi mevcuttur. Sol AC (st lob post
segment lokalizasyonundan baglayarak sol parakardiak alan
boyunca ve her iki AC alt lob dizeyinde peribronsial
kalinlasmanin eglik ettigi i¢c yapilarinda yer yer hava
bronkogrami bulunduran yama tarzinda konsolide parankimal

degisikliklerin varligi izlenmektedir.
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11

Oksiiriik,
Gogus

agrisi

Her iki AC Ust lob amfizamatéz alanlar ve subplevral bl
formasyonlari izZienmektedir. Sag AC hiler infrahiler diizeyinde
alt lob bronsu post. yaklasik 20 mm ¢apa ulasan sinirlari net
olarak segilemeyen dizensiz konturlu yumusak doku lezyonu

izlenmektedir. Santral endobronsial kitle?

12

Okstirik,
Balgam,
Dispne

Her iki AC de yaygin milimetrik parankimal nodiller mevcuttur.
Silikozis? Sag AC ust lob apeksinde ve sol AC Ust lob
apikopost.  segmentte  minimal  fibrotik  degisiklikler

izlenmektedir.

13

Oksiriik,

Her iki akcigerde yaygin buzlu cam dansiteleri izlenmistir. Sol
akciger alt lob antero-mediobazal segmentte korunmus bir
alan mevcuttur.  Bulgular yaygin alveoler hemoraji(diffuz
alveoler hasar?) agisindan anlamli olabilir. Her iki akcigerde
paraseptal amfizem gorinidmleri izlenmigtir. Mediasten
dizeyinden gegen kesitlerde mediastende prevaskiler
alanda, anterior karinal alanda kisa aksi 1cm'den kiglk

birkag adet lenf nodu izlenmistir.

14

Dispne

Sol akciger st lob bronsunda daralma mevcuttur ve periferde
atelektazi gorinima izlenmistir. Goriinim sekel bir degisiklige
bagl olabilir. Sag akciger Ust lob anterior segmentte periferik
yerlesimli milimetrik boyutlu non-spesifik bir nodul izlenmistir.
Mediasten dizeyinden gegen Kkesitlerde mediastende
pretrakeal alanda, aorta pulmoner pencerede,anterior karinal
alanda ve en buyligu subkarinal alanda 1,5cm odlgilen lenf
nodlari izlenmistir.

15

Okstirik,
Hemoptizi,
Dispne

Sag alt hiler bolgede malignite kuskusu uyandiran noduler
formda kalinlasmalar ile kostal plevral yuze ulasan infiltrasyon
dansiteleri izlenmektedir. Sag apikalde 15mm alt lop superior
segmentte 10 mm olgllen iki adet sol AC alt lob superior ve
bazal segmentlerde en bluyugiu 15 mm Odlgilen 4 adet nodul
eslik etmektedir. Sag paratrakealde en blyligunin kisa aksi

15 mm olgilen birkag adet lap gorilmektedir.
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Her iki AC Ust loblarda baskin olmak Uzere her iki Ust lobda ve
alt lob superior segmentlerde interlobller septalarda
belirginlesme ve milimetrik interstisyel tipte noduler yogunluk

artimlari  izlenmistir. Mediastende retrokaval alan, orta

17 Oksuirik, pulmoner pencere ve subkarinal dizeyden buydgu 28 mm ,
Dispne sagda  belirgin  perihiler  baydga 20 mm  LAP
saptanmigtir.Eritema nodozum  klinigi bulunan olguda
interstisyel AC parankim bulgulari ve mediastinal bilat. hiler
LAP formasyonlari sarkoidoz agisindan anlamhdir.
Mediasten dizeyinden gegen kesitlerde mediastende
prevaskuiler alanda, pretrakeal alanda, subkarinal alanda, her
iki hilusta solda daha belirgin olmak Uzere ayrica parankim
18 Oksiirik, penceresinde sol bronkopulmoner lokalizasyonda yer yer
Balgam, konglomere lenf nodu ile uyumlu olabilecek goérinimler
Dispne izlenmistir. Mediastinal ve hiler lenf nodlar olan olguda
gorinim  Kklinik bulgular ile desteklenirse  sarkoidozun
tutulumu agisindan anlamli olabilir.
. Sag hilusta pulmoner arter diizeyinde kraniokaudal yaklasik
19 Oksuruk,
] 3.5 cm devam eden hipodens lezyon mevcuttur
Dispne
Sag ana brons acgiktir. Sol ana brons daralmistir. Sol ana
brons orta alt zon lateral toraks i¢c duvarina komsu dansite
artisi mevcuttur. Sol AC bazalinde plevral mayi izlenmektedir.
20 Oksiiriik Sag AC apeksinde peribronsial perivaskiler kalinlasma ve
interlobller septalarda kalinlasma ile paraseptal amfizamattz
gorindmler dikkati ¢ekmistir. Ayrica yer yer retikiler ve
retikllonoduler goriinimler saptanmistir.
Oksurik, Her iki AC amfizamatdzdur. Sag AC alt lob medial segmentte
Balgam, milimetrik boyutlarda parankimal nodul izlenmistir. Sol AC alt
21 Hemoptizi, | lob atelektatik izlenmektedir. Santralde olasi bir obstriktif kitle
Dispne, acisindan bronkoskopik inceleme uygun olacaktir.
Gogus
agrisi
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Pozitiflik saptanan 10 hastada bronkoskopinin yapildidi gunden
itibaren son 3 ay icinde takip edildikleri merkezler tarafindan ampirik olarak
baglanan antibiyotik kullanimi  mevcuttu. Bu hastalarin  kullandigi
antibiyotiklerin adlari, kullanim sureleri ve dozlar Tablo-9'da gorilmektedir.

Kullanilan antibiyotiklerin toplamdaki paylari Sekil-6’de gorulmektedir.

Tablo-9:Pozitiflik saptanan hastalarin kullandigi antibiyotikler.

HA < . . . .
STA KULLANDIGI ANTIBIYOTIK VE KULLANIM SURESI

1 Siprofloksasin 2X500mg po 5 guin,
Seftriakson 2X1gr IM 4 gln

2 Sefepim 2x1 gr v 7 gun,
Flukonazol 2x100 mg po 4gin

Antibiyotik kullanimi mevcut ancak bilinmiyor.

Sefpodoksim 2x200mg po 7 gin 1,
Ampisilin-Sulbaktam 2x750 mg po 7 gln,
Azitromisin 1x250 mg po 7 gin

5 Sefamezin 4x1 IV 14 gln,
Moksifloksasin 1x400 IV 14 gin

6 Levofloksasin 1x500 mg po 14 gin

Siprofloksasin 2X500 mg po 7 giin,
Meropenem 2X1 gr IV 9 giln,
Flukonazol 2X100 mg po 9 glin,
Klaritromisin 2X500 mg po 5 guin,
Seftriakson 2X1 gr IV 5 giin

8 Sefuroksim aksetil 2x500 mg 7 gin

Seftazidim 2x1 gr IV 2 gin,
Klaritromisin 2x500 mg po 2 gln

10 Amoksisilin-Klavulanat 2X1 gr po 1 giin,
Moksifloksasin 1x400 mg po 10 giin
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M Kinolon %25

H Sefalosporin %35

H Azol %10

H Beta laktam-laktamaz

inhibitéri %10
H Makrolit %15

i Karbapenem %5

Sekil-6: Kullanilan antibiyotiklerin dagilimi.

Pozitiflik saptanan hasta grubunda bulunan 12 hastada sigara

kullanimi mevcuttu (Sekil-7).

M SigaraKullanan %57.1

M Sigara Kullanmayan %42.9

Sekil-7: Pozitiflik saptanan hasta grubunda sigara kullanim orani
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Boyama, IFA ve PCR Sonuglar

Alinan BAL ve BL 6rneklerinde metenamin gimus (Gomori/Grocott),
toluidin mavisi, Wright-Giemsa boyamalari ile P. jirovecii saptanmadi. Nested
PCR ile P. jiroveciinin DNA’si saptandi. Resim-8te ekstrakte edilip
sonrasinda amplifiye edilmis olan P. jirovecii DNA’sinin jel elektroforezinde
yuritilerek ultraviyole 1sik altinda cekilmis fotografi gorilmektedir. immiin

floresans (IFA) testi ile P. jirovecii'nin kistleri saptandi (Sekil-9 A ve B).

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil-8: PCR sonrasi
ethidium bromid ile boyanan
agaroz jel elektroforezinde

1.Kolon:Size marker
2.Kolon:Pozitif hasta
3.Kolon:Negatif hasta
4.Kolon:Negatif hasta
5.Kolon:Pozitif kontrol
6.Kolon:Negatif kontrol
7.Kolon: Negatif hasta

8.Kolon: Negatif hasta

Size |Marker
Pozitif Hasta Ornegi
Pozitif Kontrol (120bp)

Negatif Kontrol
Sekil-8: P. jirovecii DNA’sinin jel elektroforezinde ultraviyole isik altinda
cekilmis fotografi gérilmektedir.
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B
Sekil-9: A- Pozitif Kontrol IFA, B- Pozitif Hasta IFA gortlmekte.

Olgu gruplarinda bakilan yas, cinsiyet, sigara kullanimi, HT, DM ,
KOAH, SVO, KKY, son 3 ayda hastanede yatma Oyklsu ve antibiyotik

kullanimi, kullanilan  antibiyotiklerin  tekli ve  ¢oklu  kullanimi
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degerlendirildiginde P. jirovecii pozitifligi ile aralarinda istatistiksel olarak
anlamlilik saptanmadi.

Olgu gruplari PCR ve IFA pozitifliklerine gore gruplara ayrilarak
degerlendirme yapildiginda IFA veya PCR pozitif olgularda immunsupresyon
acisindan anlamh farklihk saptandi (p=0.003). Pozitif olgularin %28.6’sI
immunsuprese iken, PCR veya IFA negatif olgularin %3.8’i immunsuprese idi
(Sekil-10).

80

70 -

60 -

50 A
B imminsuprese

40 - Lo
B Immiinkompetan

30 A

20 A

PCR ve/veya DFA pozitif PCR ve/veya DFA negatif

Sekil-10: PCR ve IFA pozitifliklerine gére immuinsuprese ve imminkompetan
hastalar.

Radyolojik olarak PCP diusundlen 23 hastanin 7 tanesinde IFA yada
PCR ile pozitiflik saptandi. istatistiksel farkllik saptanmadi.
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TARTISMA VE SONUG

P. jirovecii HIV (+) bireylerde, konnektif doku hastalidi ile hematolojik
malignitesi olanlarda ve organ transplantasyonu yapilan hastalarda hayati
tehdit eden enfeksiyona neden olan firsatgi bir patojendir (55). Ozellikle HIV
(+) hastalarda PCP insidansi antiretroviral tedavinin kullanima girmesiyle
belirgin olarak azalmistir (56).

Yapilan serolojik c¢alismalar ¢ok sayida c¢ocukta etkene karsi
yasamin erken doneminde spesifik antikor olustugunu gostermistir (57-59).
Bununla beraber yapilan insan ve hayvan c¢alismalari etkenin enfeksiyondan
sonra vidcuttan buylk oOlgide elimine edildigi ancak sinirli  sayida
organizmanin latent kaldigi seklindedir (60, 61).

PCP latent enfeksiyonun reaktivasyonundan ya da kendiliginden
meydana gelebilir (62). Bununla beraber mikroskobik ya da imman floresan
yontemlerin kullanildigi otopsi c¢alismalari gostermistir ki immuinkompetan
hastalarda P. jirovecii yoktur ya da son derece dusuk (<%1) duzeydedir (63-
65). PCR mikroskopi ya da immun floresana gére son derece duyarl bir
yontemdir ve P. jirovecii trofozoitlerinin dlizeyi ¢ok dusuk olsa bile PCR ile
saptanmaktadir. Yinede imminkompetan olan pozitifik saptanmayan
bireylerde postmortem AC dokusundan caligilan PCR o&rnekleri ile P.
jiroveciinin varligi goésterilmistir (66). Ote yandan kanitlanmis P. jirovecii
enfeksiyonu olmayan immuinsuprese hastalarin BAL oOrnekleri de dahil
solunum Orneklerinden dusik trofozoid dizeyleri nedeniyle etken
mikroskobik yontemlerle gdsterilememekte ama PCR ile saptanmaktadir. Az
sayidaki trofozoit varliyi kolonizasyon olarak yorumlanabilir (67). Yakin
zamanda HIV (+) bireyler arasinda yuksek oranda mutant P. jirovecii
genlerinin bulundugu bunlarin belli bolgelerde lokalize oldugu kigiden kigiye
direkt ya da cevresel kaynaklardan olmak Uzere aktarildigi kanitlanmistir
(68). Ayni zamanda P. jirovecii ‘nin yayiliminda PCP (+) imminsuprese
hastayla temasi olan saglik ¢alisanlarinin da araci oldugu kanitlanmigtir (69).
PCP’li hastalar, immunsuprese taslyicilar ya da imminkompetan olup gegici
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olarak parazitemili kigiler pneumocystis enfeksiyonu igcin kaynak
olusturmaktadir (54). Herhangi bir kronik AC hastaligi olan immunkompetan
bireylerde solunum sistemi 6rneklerinin immun floresan boyama ve PCR ile
incelenmesiyle tasiyicilik %10-40 olarak bulunmustur (68,69).

Bizim cgalismamizda bronkoskopi yapilan 100 hastanin 21’'inde P.
jirovecii pozitifligini IFA ve nested PCR yontemi ile saptadik. BAL ve BL
orneklerinde metenamin gumusg (Gomori/Grocott), toluidin mavisi, Wright-
Giemsa boyamalari ile etken saptanmadi. Immin floresans (IFA) testi ile 13
hastada P. jirovecii'nin kistleri saptandi. Nested PCR ile 16 hastada P.
Jirovecii'nin DNA’sI saptandi. Hem PCR hem IFA testi ile P. jirovecii saptanan
toplam 8 hasta mevcuttu.

Laboratuar kosullarinda hayvandan hayvana gecis hem
immunsuprese hem imminkompetan konakgilarda maruziyetten bir giinden
daha kisa bir sure zarfinda gdsterilmistir (70,71). Dumoulin ve ark. (71) P.
jirovecii ile enfekte farelerle ve ayrica Pneumocystis ile iligkisiz enfeksiyonlu
ciddi kombine immin yetmezligi olan farelerle temastan sonra
imminkompetan farelerde P. jiroveciinin gegici kolonizasyonunu
gOstermislerdir.

Tipirneni ve ark. (72) hastane personeli arasinda yaptiklari bir
calismada gogus hastaliklari, yogun bakim HIV/AIDS hastalarinin bakiminin
yapildi§i bolimlerde calisan HIV ile enfekte veya PCP ‘li hastalara klinik ve
labaratuar bakimi vermekte olan 126 personeli incelemislerdir. Calisanlarin
103’0 (%81.7) klinik grubu ve 23’0 (%18.3) klinik digI grubu olarak ayrilmistir.
Klinik grupta; 27 tedaviden sorumlu doktor; 17 refakatcgi (bakici), 19 tip
ogrencisi, 9 yardimci hemsire, 10 hemsire, 10 yardimci klinik personeli 11
klinik arastirma personeli mevcutmus. Klinik digi grupta 18 idare personeli ve
5 laboratuar personeli mevcutmus. Katilan personelde P. jirovecii major
yuzey glikoprotein (MsgA, MsgB, MsgC1) dizeylerine bakilmistir, (MsgC HIV
enfekte hastalar arasinda PCP olan ve olmayanlari ayirt etmek icin kullanilan
temel antijenik belirtectir). MsgA ya da MsgB duzeylerinde klinik ve klinik disi
grup arasinda PCP’li hasta ile temas durumu olsun olmasin 6énemli farklihk

saptanmamis ancak klinik ¢alisanlarinda MsgC1 antikor diizeyleri klinik digi
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calisma grubuna gore onemli derecede yuksek saptanmistir. Bu bulgularla
PCP’li hastalarla ya da P. jirovecii ile kolonize sahislar ile temasi olan
hastane personelinde P. jirovecii ile kolonizasyon olabilir ve bu kolonizasyon
MsgC1 ELISA ile gugli bir sekilde ortaya konabilir seklinde bir sonuca
varmiglardir.

Medrano ve ark. (73) son bir yil igcinde hastane  ¢evresine  maruz
kalmamig ve herhangi bir nedenden immunsupresyonu, malignitesi ya da
kronik AC hastalidi ya da suphesi olmayan 50 kiginin katilimiyla bir ¢aligma
yapmistir. Calismaya katilan 50 kisinin orofarengeal yikama 6rneklerinden P.
jirovecii PCR’1 yapilmigtir. Olgularin %20’inde pozitifliklik saptanmig ve
buradan yola ¢ikarak P. jirovecii'nin saglkli bireylerin solunum sistemlerinden
izole edildigi ve genel populasyondaki bu bireylerin hastalik igin kaynak
olduklari sonucuna varilmistir.

Bizim calismamizda olgular herhangi bir go6gus hastaliklari
semptomu ile bronkoskopi yapilma endikasyonu alan hastalardan
olusmaktaydi. Hastalardaki mevcut Kklinik bulgular altta yatan akciger
hastaliklarina bagli oldugu dustnulmus olup; antibiyotik kullanimi olan
hastalarda verilen tedavi non-spesifik olup PCP ile iligkili degildir. Saptanan
pozitiflikler kolonizasyon lehine yorumlanmigtir. Tipirneni ve Medrano’nun
calismalari da aslinda hasta olmayan grupta bile temas ile kolonizasyon
gelisebilecegini gostermektedir (72, 73).

Takahashi ve ark. (74) solunum sistemi bulgulari ya da anormal
g6gus radyoloji bulgulari olan 81 hastanin BAL &rneklerini incelemiglerdir
BAL o6rnekleri 26 HIV (+), 45 immunsuprese ve 10 primer pulmoner hastaligi
olan hastadan elde edilmis ve PCP tanisi érneklerin boyanmasi ve P.
Jirovecii’'nin DNA’'sinin PCR ile tesbiti ile konulmustur. P. jiroveci boyama ile
HIV (+) olan olgularda %57.7, HIV (-) olan immuinsuprese hastalarda %20
olarak tesbit edilmistir. Boyama negatif oldugu halde PCR ile HIV(+) 7
hastada (%26.9); immunsuprese 4 hastada (%8.9) P. jirovecii tesbit ettiklerini
bildirmislerdir.

Bizim c¢alismamizda HIV (+) hasta yoktu. Ancak steroid ve

kemoterapotik kullanimi nedeniyle immunsuprese kabul edilen hastalar
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mevcuttu. Olgular PCR ve IFA pozitifliklerine gore gruplara ayrilarak
degerlendirme yapildiginda IFA veya PCR pozitif olgularda immuinsupresyon
acisindan anlamh farklihk saptandi (p=0.003). Pozitif olgularin %28.6’si
immidnsuprese saptanirken, PCR veya IFA negatif olgularin %3.8’i
immunsupreseydi. Buda kolonizasyon yada enfeksiyonun dogrudan
immunsupresyon ve/veya immun yetmezlikle iliskili oldugunu goésterebilir.

P. jirovecii'yi invitro kosullarda Uretmek mumkun olmadigindan; PCP
tanisi  solunum yolu oOrneklerinden Giemsa, metenamin gumus
(Gomori/Grocott), toluidin mavisi, immun floresans antikor (IFA) gibi
yontemler kullanilarak P. jiroveciinin  morfolojik  6zelliklerine  goére
konmaktadir. AIDS hastalarinda tani genellikle indiklenmig balgam érnegiyle
konulmaktadir (75). Aksine AIDS disi nedenlerden immunsuprese olan
hastalarda indiklenmis balgamda nadiren P. jirovecii pozitif saptanmakta;
tanida BAL, BL ya da doku biyopsi o&rnekleri gerekmektedir. AIDS
hastalarinda induklenmis balgam ile tani konulmasi yuksek organizma
yukinden kaynaklanmaktadir (76).

Calismalar  gostermektedir ki IFA geleneksel sitokimyasal
boyamalara (Giemsa, metenamin gimus, ve modifiye toluidin mavisi) gore
daha Ustlndir (77, 78) ve bu yontem PCP tanisinda altin standart olarak
kanittanmis bir yontemdir. PCP’nin laboratuar tanisinda esas olarak BAL ile
alinan ornekler kullaniimaktadir. Ancak IFA boyamada tani duyarlihdi hasta
orneginin ne olduguna ve alinma sekline goére degismektedir. Bazi ¢alismalar
PCP tanisinda BAL'In indiklenmis balgama gore 6énemli derecede duyarl
oldugunu go6stermektedir (79). PCP tanisinda P. jirovecii genlerinin
kullanildigi PCR ydntemi de duyarhligi ylksek bir yontemdir. Calismamizda
induklenmis balgam oOrnekleri almadik. Alinan BAL ve BL o6rneklerinde ise
geleneksel sitokimyasal boyama ile P. jirovecii saptamadik. Bunun birgok
sebebi olabilir. Bunlar arasinda laboratuarimizda daha 6nce bu ¢alismalarin
yapilmamis olusu, degerlendirme igin deneyim gereksinimi ve ayni zamanda
HIV (-) olan olgu grubumuzda ki hastalarin mantar yikinin digsuk ve belki

de geleneksel boyama yontemlerinin duyarliiginin da duasuk olusu sayilabilir.
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Hasta orneklerinde PCR ile IFA yontemini karsilastiran galismalar
mevcuttur. Cartwright ve ark. (80) yaptiklari bir ¢alismada induklenmis
balgam ve BAL o6rneklerinde PCP tanisinda prospektif olarak PCR ve IFA
yontemini karsilastirmiglardir. Buna gore induklenmis balgam &rneklerinde
IFA duyarlih@r %78 (41 drnekte 32) ve 6zgullugu %100 (166 6rnedin 166°s1);
PCR duyarliligi %100 (41 ornekte 41) ve 6zgullugl %98 (166 ornekte 162)
olarak saptanmistir. BAL orneklerinde IFA ile boyamanin duyarlihdr %100
(21 Ornekte 21) ve 6zgulligu %100 (133 drnekte 133) ve PCR duyarliligi
%100 (21 ornekte 21) ve Oozgullugu %99 (133 oOrnekte 132) olarak
bulunmustur.

Caliendo ve ark.’nin (81) solunum yolu orneklerinde PCP tanisini
koymada PCR’in performansini dederlendirmek igin yaptiklari ¢galismada 232
klinik 6rnek (120 induklenmis balgam ve 112 BAL) 168 hastadan elde
edilmis; hastalar HIV (+) olanlar, transplant alicilari ve baska hastaliklardan
immunsupresif tedavi alanlardan olusuyormus. Alinan 6rnekler PCR ve IFA
ile degerlendiriimis ve 17 BAL 6rneginde P. jirovecii PCR ve IFA ile pozitif ve
2 ornekte PCR (+) IFA(-) bulunmus. BAL o&rneklerinin PCR ve IFA ile
duyarliligi ve 6zgulligu kiyaslandiginda sirasiyla %100 ve %98 bulunmustur.
Onsekiz induklenmis balgam 6rnegdi IFA ile, 27 6rnek ise PCR ile pozitif
bulunmustur. Onsekiz 6rnegin bir tanesi PCR negatif (bu kisi yeni PCP
tedavisi almig) saptanmigtir. On érnekte PCR pozitif ve IFA negatif bulunmus
(4 hastada sonradan alinan BAL o6rneklerinde ne PCR ne IFA ile pozitiflik
saptanmig) ve indiklenmis balgam o6rneklerinin IFA ve PCR ile duyarlihgi
sirasiyla %82 ve %95 olarak hesaplanmistir. indiiklenmis balgam
orneklerinde PCR’Iin 6zgulliginin %94 gibi yliksek bulunmasi; indiklenmis
balgam o&rneklerinde P. jirovecii tanisinda PCR’In pek cok hastada BAL
gereksinimini azaltarak tani amagli tarama testi olarak kullanilabilecegi
sonucuna varmiglardir. Calismamizda PCR yontemi IFA'ya gore literatlrle
uyumsuz sekilde daha az duyarli ¢ikmistir. Bizim calismamizda IFA ile 13
hastada P. jiroveciinin kistleri saptandi. Nested PCR ile 16 hastada P.
Jirovecii'nin DNA’sI saptandi. Hem PCR hem IFA testi ile P. jirovecii saptanan
toplam 8 hasta mevcuttu. PCR ydntemi tanida altin standart olarak kabul
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edilen IFA ile duyarlilik ve o6zgulluk agisindan kiyaslandiginda duyarlilik
%61.5 ve 6zgulluk %90.8 olarak belirlendi. McNemar testi IFA ve PCR tani
testi sonuclarinin uyumlu olduklari saptandi (p=0.581). PCR’in tanida
kullanilan son derece duyarli bir yontem olmasina ragmen PCR ile IFA
arasinda tam korelasyonun saglanamamasi kullandigimiz nested PCR
yonteminin in house olarak optimize edilen ve standardize edilememis bir
yontem olmasina bagl olabilir.

P. jiroveciimin Klinik, radyolojik ve laboratuar yontemleriyle tanisini
koymak son derece gugctur. Ayrica pratik uygulamada kolonizasyon ile
enfeksiyonu ayirt ettirecek bir tani yontemi de yoktur. PCP ile yapilan
calismalar HIV (+) hasta grubu Uzerinde yogunluk kazanmaktadir. Bu
hastalarda immun yetmezligin ciddi boyutlarda olmasi CD4 huicre sayisinin
disukligu ve vicutta ki P. jirovecii ylkunun yuksekligi nedeniyle
konvansiyonel boyama ydntemleriyle etkeni ortaya koymak mimkin
olmaktadir. Ancak bizim inceledigimiz hasta grubunda etkin bir
immunsupresyonun olmamasi ve dolayisiyla etken mikroorganizma yukunun
dUsukligu nedeniyle konvansiyonel boyama yontemleriyle P. jirovecii
saptanamadi.

Molekuler yontemler P.jirovecii DNA’sini  saptamak amaciyla
kullanilan ylksek duyarhiliga sahip yéntemlerdir. PCR kullanilarak
asemptomatik (kolonize) ya da subklinik enfeksiyonu olan hastalari ortaya
koymak mimkiandir. Molekiler yontemler icinde de real time PCR nested
PCR’ a gore Ustunltgu olan bir ydontemdir. Ayrica real time PCR’ da kantitatif
sonug elde edilmektedir ve belli cut off degerleri baz alinarak hastada PCP
ya da kolonizasyon yonunde yorum yapmak mumkun olmaktadir.

Sonu¢ olarak Bursa bodlgesinde yapilan bu calismada HIV (-)
olgularda immulnsuprese hastalarda P. jirovecii gostermeye ydnelik boyama
yontemlerinin duyarlihgi disuk oldugu ayrica IFA ile nested PCR yénteminin
paralel sonuglar vermedigi gorulmustir. Ayni hasta orneklerinde altin
standart olan IFA standart ticari kiti ile saptanan pozitifliklerin daha anlamli
olaca@i aciktir. IFA ile yapilan testlerde deneyimli bir gdzle hasta ornekleri
degerlendirildiginde  kesin  pozitifikten  bahsedilebilir.  immiinsupresif
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hastalarda P. jirovecii kolonizasyonu anlamli derecede yluksek bulunmustur
fakat bunun hastalik yada kolonizasyon hakkinda yorum yapmak icin yeterli

olmadigi da goraimustar.
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EKLER

UU-SK TIBBi ARASTIRMALARA KATILIM iCiN

AYDINLATILMIS HASTA ONAM FORMU

GALISMANIN iGCERIK VE AMACI :

Bu galismada BAL yapilan hastalarda BAL 6rneklerinin ve alinan kan
orneklerinin(yardimci tani yontemi serum belirteci olarak beta-d-glukan

kullanilacak) incelenerek

1- Pndmocystis Pnémonisi (PCP) tanisini ve P. jirovecii tasiyiciligini

saptamak

2- BAL orneklerinde P. jirovecii saptanan hastalarin demografik
bilgileri, altta yatan hastaliklari, olasi risk faktérleri g6z &énunde

bulundurularak bu unsurlarin hastalikla iliskisi

3-Hastalik semptom ve bulgularini tagimaksizin BAL orneklerinde P.
jirovecii tesbit edilen hastalarin yukarida bahsedilen hasta bilgileri dikkate
alinarak kolonizasyon gelisiminde etkili olabilecek unsurlarin belirlenmesi

hedeflenmektedir.
IZLENECEK OLAN YONTEMLERIN ACIKLANMASI:
A. DENEYSEL i$LEMLER VE TEDAVI

B. GALISMANIN TAHMIN EDILEN SURESI VE KATILMASI
BEKLENEN GONULLU SAYISI

Calismanin suresi 1 yil olup bu sure iginde 100 hastaya ulasiimasi

hedeflenmektedir.

BU CALISMANIN GETIREBILECEGiI OLUMLU NOKTALAR :

53




Bu ¢alisma ile hastaligin immun baskili bireylerde gelisiminde kaynak
kabul edilen toplumdaki asemptomatik kolonize bireylerin orani tesbit edilip
kolonizasyonda etkili risk faktorleri ve bu sahislarin genel 6zelliklerinin tesbiti
yapilabilir. Ozellikle immun baskili bireylerde hastaligin tanisinda spesifik bir
Klinik ve laboratuar yontemi olmamasi g6z onunde tutuldugunda bu gurup
hastalarin erken tanisinin ve de zamaninda uygun tedavisinin yapilmasi da

mimkuin olacaktir.

YUKARIDA ACIKLANAN CALISMA ESNASINDA UYGULANACAK
OLAN iSLEM VE TEDAVILERIN GONULLUYE GETIREBILECEGI EK
RiSK VE RAHATSIZLIKLAR:

Calismada kullanilan materyal; alinma gerekgesi ne olursa olsun
BAL yapilacak hastalarin BAL Ornekleridir. Calismada hasta materyali
Uzerinden caligilacaktir ek bir ila¢ yada invaziv bir islem yapilmayacaktir.
Hastanin ihtiya¢ duyulan bilgileri de hastanin bizzat kendisinden sdzel olarak
yada dosyasindan elde edilecektir. Bu islemler esnasinda hastaya

gelebilecek herhangi bir risk ya da rahatsizlik 6ngdérilmemektedir.
KATILMA VE CIKMA :

Hastanin g¢aligsmaya katilimi gonulllUk esasina goredir. Hasta istedigi
zaman c¢alismadan c¢ikabilir. Bu durum hasta acgisindan higbir cezaya veya

kisisel hak kaybina neden olmaz.
MASRAFLAR :

Yapilacak c¢alisma esnasinda gerekli rutin tetkik yontemleri igin
ucretlendirme hastanin kendisinden ya da bagl oldugu sosyal guvenlik
kurumundan talep edilecektir. Bunun haricinde P.jirovecii tanisi amagli
yapilacak olan tetkikler Uludag Universitesi Arastirma Fonu’ndan

karsilanacak hastaya ek yuk getirmeyecektir.
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GizZLIiLIK :
Hastanin yapilan calisma suresi boyunca elde edilen tum bilgileri gizli

tutulacaktir. Sadece kanuni gereklilik hasil oldugunda ilgili kurum yada

kuruluglar tarafindan incelenebilir.

BN, ,
[gbndilliiniin adi,soyadi Kendi el yazisi ile)] yukaridaki metni okudum ve
katilmam istenen c¢alismanin kapsamini ve amacini, gonulli olarak Uzerime
disen sorumluluklar tamamen anladim. Calisma hakkinda soru sorma ve
tartisma imkani buldum ve tatmin edici yanitlar aldim. Bana, g¢alismanin
muhtemel riskleri ve faydalari agiklandi. Bu ¢alismayi istedigim zaman ve
herhangi bir neden belirtmek zorunda kalmadan birakabilecegimi ve
biraktigim zaman tedavimi Ustlenenlerin herhangi bir ters tutumu ile

karsilagmayacagimi anladim.

Bu kosullarda s6z konusu Klinik Arastirmaya kendi rizamla, higbir

baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.
Gonlllunin (Kendi el yazisi ile)
Adi-Soyadi:
imzasi :
Adresi:
(varsa Telefon No, Faks No):
Tarih (gun/ay/yil) : .......l.....]......
Velayet veya Vesayet Altinda Bulunanlar icin
Veli veya Vasisinin (Kendi el yazisi ile)
Adi-Soyadi :
imzasi :

Adresi:

(varsa Telefon No, Faks No):
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Tarih (gun/ay/yil) : ....... [....... [......
Aciklamalari Yapan Arastiricinin (Doktorun)
Adi-Soyadi:

Imzasi:

Tarih (gun/ay/yil) : .......... l...... l.......

Onay Alma islemine Basindan Sonuna Kadar Taniklik Eden Kurulus

Gorevlisinin
Adi-Soyadi:
imzasi:
Gorevi:

Tarih (gun/ay/yill) : .......... [...... l......
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