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OZET

Amag: Pneumocystis jirovecii pnomonisi (PCP), altta yatan has-
taligr olan ve immiinsupresif tedavi veya steroid kullanan bagisik-
lik sistemi bozulmusg bireylerde, yasam tehdit eden onemli hasta-
liklardan biridir. Etken; daha dnceleri bir protozoon olarak bili-
nen, giiniimiizde mantar oldugu kabul edilen ve insanlarda PCP’ye
yol agan, P. jirovecii’dir. Calismanuzin amact, PCP giiphesiyle
izlenen ¢ocuk ve yetiskinlerde direkt floresans antikor (DFA) yon-
temiyle P. jirovecii tespitinin degerlendirilmesidir.

Gere¢ ve Yontem: PCP siiphesiyle 2003-2011 yullart arasinda
parazitoloji laboratuvarina gonderilen 255 solunum yolu drnegi
calismaya alindi. Ornekler; insan P. jirovecii kist, sporozoit ve
trofozoitlerinin hiicre duvart ve matriks antijenlerine 6zgiil monok-
lonal antikorlarin  kullamildigt  MeriFluor Pneumocystis
(MeridianBioscience, USA) ticari kiti kullanilarak, DFA teknigi ile
iiretici firmanmin onerileri dogrultusunda ¢aligildi.

Bulgular: Orneklerin en sik dahiliye, enfeksiyon ve gogiis hasta-
liklart kliniklerinden gonderildigi saptandi. Calismaya alinan 255
ornegin ait oldugu hastalarin 152 (%60)’si erkek, 103 (%40)’ii
kadin olup, yas ortalamalart 46.7’idi. Ikiyiiz ellibes drnegin 138
(%54)’i pozitif, 117 (%46)’si negatif olarak degerlendirildi. Pozitif
hastalarin 79 (%57)u erkek, 59 (%43)’u kadin olup, 14 (%10)’ii
18 yasin altindaydi. Hematolojik malignite, P. jirovecii pozitif
hastalarda, altta yatan en sik hastalik (n: 75 hasta; %54,3) olarak
tespit edildi.

Sonug: Kazamilmis immiin yetmezlik sendromu (Acquired immune
deficiency syndrome: AIDS) ve hematolojik malignitesi olanlar
PCP’den en ¢ok etkilenen hasta gruplaridir. PCP tanisinda en ¢ok
kullamilan immiinolojik yontem floresans antikor testleridir. Risk
grubunda bulunan pnomonili hastalarda, P. jirovecii’nin olduk¢a
stk goriildiigii gozardr edilmemeli, mortalite ve morbiditeyi azalt-
mak icin, tamida duyarlihig yiiksek DFA’min tercih edilebilecegi
diigiiniilmelidir.

Anahtar kelimeler: Pneumocystis jirovecii pnomonisi, floresans
antikor testi, immunsupresyon

SUMMARY

Evaluation of Respiratory Samples Results of the Direct F luorescent
Antibody Test Sending with Suspicion of Pneumocystis jirovecii
Pneumonia to the Parasitology Laboratory of Ondokuz Mayis
University Medical School Between the Years 2003-2011

Objective: Pneumocystis jirovecii pneumonia (PCP) is one of the
most important life-threatening diseases in immunocompromised
patients having an underlying disease or using immunosuppressive
drugs including steroids. Pneumocystis jirovecii, previously known
as a protozoan and now accepted as a fungus, is the causative
agent of PCP. The purpose of the study is to evaluate data by
determining the frequency of patients with P. jirovecii diagnosed
by direct fluorescent antibody (DFA) method among children and
adults admitted to our hospital with suspected PCP.

Materials and Methods: Two hundred and fifty-five respiratory
samples sent to parasitology laboratory between 2003 and 2011
were included in the study. Samples were processed by using direct
immunofluorescence technique with MeriFluor Pneumocystis
(MeridianBioscience, USA) commercial kit which uses specific
monoclonal antibodies against cell wall and matrix antigens of
human P. jirovecii cyst, sporozoite and trophozoite in accordance
with the recommendations of the manufacturer.

Results: Most of the samples came from the clinics of internal
medicine, infectious diseases and chest diseases. Of 255 patients
included in the study, 152 (60%) were male, 103 (40%) were fema-
le and the mean age was 46.7 years. Of the 255 samples, 138
(54%) were positive and 117 (46%) were negative. Of the positive
patients, 79 (57%) were male, 59 (43%) were female and 14 (10%)
were under the age of 18. The most frequently seen disease in P.

Jirovecii positive patients was haematologic maligancy which was

seen in 75 patients (54.3%).

Conclusions: Patients with Acquired immune deficiency syndro-
me (AIDS) and haematologic disorders were the most affected
groups by PCP. The most commonly used immunologic techni-
que in the diagnosis of PCP is immunofluorescence. We suggest
that the frequency of P. jirovecii shouldn’t be overlooked in
patients in the risk group and DFA can be preferred as the
diagnostic tool for reducing mortality and morbidity due to its
high sensitivity.

Key words: Pneumocystis jirovecii pneumonia, fluorescence anti-
body method, immunosuppression
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GIRIS

Preumocystis jirovecii pndmonisi (PCP), altta yatan
hastalig1 olan ve immiinsupresif tedavi veya steroid
kullanan bagisiklik sistemi bozulmug bireylerde
yasami tehdit eden onemli hastaliklardan biridir ©.
Etken daha onceleri protozoon olarak bilinen, giinii-
miizde mantar oldugu kabul edilen ve insanlarda
goriilen PCP’ye yol agan P. jirovecii’dir V. DNA
gen dizisi analizlerine gore bes tiir tanimlanmistir.
Pneumocystis carini ve Pneumocystis wakefieldiae
sicanlari, Pneumocystis oryctolagi ise tavsanlari
enfekte eder. Pneumocystis murina ise farelerin akci-
gerlerinde bulunur “9. PCP olan hastalarda en sik
dispne, tasipne, Oksiiriik, ates ve siyanoz gibi non-
spesifik semptomlar goriiliir. En ¢ok trofozoit form
goriilmekte olup, hiicre merkezinde olmayan bir
cekirdegi, retikiiler sitoplazmasi, mitokondrileri ve
az gelismis bir hiicre duvart ile 2-5 ym boyutlarinda
degisken bir morfoloji gosterir. Trofozoitler genelde
kiimeler halinde goriilmektedir. Prekist, ara evredir
ve ikiye boliinme ile eseysiz olarak cogalir. Erken,
ara ve gec prekist olmak iizere li¢ evresi bulunmakta-
dir. Kistler; yuvarlak, 5-8 um boyutlarinda olup,
kalin bir duvari i¢inde birbirinden bagimsiz en ¢ok
sekiz intrakistik cisimler (sporozoit 1-2 um boyutla-
rinda) tagimaktadir ©. Pneumocystis tiirleri kiiltiir
ortamlarinda iiretilememistir. Serumda antikor sap-
tanmasina yonelik serolojik testler, cocukluk done-
minde siklikla gecirildiginden degerli degildir.
Enfeksiyonun kesin tanisi, uyumlu bir klinikle bera-
ber hastanin balgam, indiiklenmis balgam, trakeal
aspirat sivisi (TAS), bronkoalveoler lavaj (BAL) stvi-
st veya akciger doku biyopsisi gibi Orneklerinde
organizmanin morfolojik olarak histolojik boyalar ve
floresans antikor yontemleriyle gosterilmesi ya da
daha duyarli molekiiler yontemlerle saptanmasi ile
konulabilmektedir . Floresans mikroskobu ile mik-
roorganizmalar tek tek veya kiimeler olusturmusg
parlak elma yesili renkli cisimcikler olarak goriiliir.
Trofozoidler, kistler ve Kistlerin ekstraselliiler mat-
riksi boyanir. PCP tanisinda floresans antikor yonte-
minin, kolay uygulanabilmesi, kisa siirede sonuc ali-
nabilmesi, diger boyama yontemlerinden daha yiik-
sek duyarlilik ve 6zgiilliigtiniin bulunmasi gibi olum-
lu 6zelliklerine ragmen, floresans mikroskobu ve sarf
malzemelerin pahali olmasi nedeniyle kullanimi
sinirhidir ¢, PCP tanisinda, mikroskobik inceleme-
ye dayali tan1 yontemlerinden daha yiiksek oranda

duyarlilik ve 6zgiilliigti sahip ve ozellikle bu hasta
poptilasyonunda kullanighi olan molekiiler metotlar
da giinlimiizde mevcuttur "%, Molekiiler testlerin
duyarlilik ve ozgiilliikleri yiiksektir, ancak klinik
olarak PCP gelismeyen hastalarda da solunum yolu
orneklerinde P. jirovecii DNA’sm1 saptayabilmekte
ve bu da kolonizasyon ve enfeksiyon ayriminda zor-
luklar olusturmaktadir "', Konvansiyonel molekii-
ler tekniklerin uygulanmasinin ¢ok zaman almasi,
duyarliligi artirmak icin bircok asamanin gerekli
olmasi ve kontaminasyon olasili§inin bulunmasi da
diger dezavantajlaridir . Son yillarda, “real-time
polimerase chain reaction (RT-PCR)” metodu, daha
az spesifik olan daha 6nceki metotlarin (nested PCR
gibi) yerini biiyiik oranda almigtir “®. PCP’nin teda-
visinde trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SMX)
tiim formlart i¢in tercih edilen, ilk secenek ilagtir (V.
Calismamizin amaci, hastanemize bagvuran ve PCP
stiphesiyle izlenen ¢cocuk ve yetiskinlerde, direkt flo-
resans antikor (DFA) yontemiyle P. jirovecii tespiti-
nin degerlendirilmesidir.

GEREC ve YONTEM

PCP siiphesiyle 2003-2011 yillar1 arasinda parazito-
loji laboratuvarina gonderilen, 255 solunum yolu
ornegi ¢alismaya alindi. Ornekler, insan P. jirovecii
kist, sporozoit ve trofozoitlerinin hiicre duvari ve
matriks antijenlerine 6zgiil monoklonal antikorlarin
kullanildigi, MeriFluor Pneumocystis (Meridian
Bioscience, USA) ticari kiti kullanilarak, DFA tekni-
i ile iiretici firmanin onerileri dogrultusunda ¢alisil-
di. Laboratuvara gelen bronkoalveolar lavaj (BAL)
sivist ve balgam 6rnekleri bekletilmeden igleme alin-
di. Balgam 6rnegi, 6rnegin miktar: kadar 0,1M dithi-
otreitol (DTT; Sigma, USA) eklendikten sonra vor-
tekslenerek 15-30 dakika 37°C’da bekletildi. BAL
stvist ornekleri ise en az 5 ml olacak sekilde bagka bir
tiipe aktarildi. Homojenize siispansiyonlar vorteks-
lendikten sonra 1800 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Ust s1v1 uzaklagtirildiktan sonra ¢okelti 500 pl 20mM
phosphate buffered saline (PBS; pH 7-7.8; Sigma,
USA) ile restispanse edildi. Bu siispansiyonun 25-50 pl’si
test lamina aktarildi ve havada kurutulduktan sonra
1-2 damla aseton damlatilip kurumasi beklenerek
tespit edildi. Tespit edilen 6rnekler tizerine MeriFluor
Pneumocystis (MeridianBioscience, USA) belirleme
soliisyonundan 50 pl eklenerek nemli ortamda ve
kapal1 bir kutuda 30 dakika 37°C’da inkiibe edildi.
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Distile su ile yikama sonrasi kapatma soliisyonu
eklendi ve lamel kapatildi. Preparatlar “Olympus
BX50F4” model (Olympus Optical, Japan) floresans
mikroskop ile 200-400X biiyiitmede incelenerek
pozitif kontrol ile karsilastirildi. Preparatta en az bir
kist veya trofozoit goriilmesi pozitif, hi¢ gériilmeme-
si negatif olarak yorumlandi.

BULGULAR

Orneklerin en sik dahiliye, enfeksiyon ve gogiis has-
taliklart kliniklerinden gonderildigi saptandi (Tablo
1). Calismaya alian 255 6rnegin ait oldugu hastala-
rim 152 (%60)’si erkek, 103 (%40)’i kadin olup, yas
ortalamalar1 46,7 olarak bulundu. Ikiyiiz ellibes 6rne-
gin 138 (%54)’1 pozitif, 117 (%46)’si negatif olarak
degerlendirildi (Tablo 1). Pozitif hastalarin 79 (%57)’u
erkek, 59 (%43)’u kadin olup, 14 (%10)’ii 18 yasin
altinda idi. Test sonuclarinin yillara ve yas gruplarina
gore dagilimi Tablo 2’de sunulmustur. P. jirovecii
pozitif hastalarda en sik goriilen hastalik (n:75; %54.3),
hematolojik malignite olarak tespit edildi. P. jirovecii
pozitif hastalarin tan1 dagilimi Tablo 3’te sunulmus-
tur. Caligma doneminde P. jirovecii pozitif hastalarin
93 (%67 4)’iiniin 6lmiis oldugu tespit edildi. P. jirovecii
trofozoitlerinin floresans antikor boyali preparatta

Tablo 1. Test sonuclarinin cinsiyete ve klinikler gore dagilimi.

Klinik (n) Erkek Kadin
Cinsiyet P N T P N T

Dahiliye (149) 40 47 87 38 24 62
Enfeksiyon Hastaliklari (33) 17 4 21 7 5 12
Gogiis Hastaliklari (32) 10 7 17 7 8 15
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 (26) 10 7 17 4 5 9
Diger Klinikler (15) 2 8 10 32 5
Toplam (255) 79 73 152 59 44 103

P: Pozitif; N: Negatif; T: Toplam

Tablo 2. Test sonuclarmnin yillara ve yas gruplarma gore dagilimi.

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 42(4):132-136, 2012

goriinimleri Resim 1°de sunulmustur.

Tablo 3. Preumocystis jirovecii pozitif hastalarin tam dagilimi.

Tamlar Pozitif hasta sayisi, (%)
Hematolojik maligniteler 75 (54.3)

Kronik bobrek yetmezligi 16 (11.6)
Akciger ve meme kanseri 14 (10.1)
Kazanilmig immiin yetmezlik sendromu 10(7.2)
Romatoid artrit 5(3.6)

Diger maligniteler 18 (13)

Toplam 138 (100)

Resim 1. Balgamda Preumocystis jirovecii trofozoitleri; tekli ve
kiime yapmus (DFA).

TARTISMA

Kazanilmig immiin yetmezlik sendromu (Acquired
immune deficiency syndrome: AIDS) ve hematolojik
malignitesi olanlar PCP’den en ¢ok etkilenen hasta
gruplaridir. Ancak, gectigimiz on yilda etkin tedavi
uygulamalar1 ile HIV enfeksiyonundaki azalmaya
ragmen, PCP, nakil yapilan hastalarda (kemik iligi
nakli dahil), otoimmiin ve diger enflamatuar hastalik-
larda, uzun siire immunsupresif veya kortikosteroid

Yas-Pozitif (n) 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
0-17/ 14 (26) 2(8) 1(5) 0 (1) 3(3) 3(4) 0(0) 3(3) 0(0) 2(2)
(1%85—233/ 9 (31) 0(@) 2 (10) 0(2) 2(3) 1(1) 2(2) 1(5) 0(0) 1(5)
?12—20 /45 (74) 7(13) 6 (12) 4(7) 4(7) 5(7) 3(3) 12 (15) 1(2) 3(8)
;%16—(6)5/ 26 (40) 3(8) 2 (6) 1(3) 3(4) 6 (6) 4 (4) 5(6) 0(0) 2(3)
?6615/ 44 (84) 0(7) 0(8) 3(8) 10 (14) 12 (15) 709) 8 (15) 2(4) 2(4)
'?ospzl.:m 138 (255) 12 (39) 11 (41) 8 (21) 22 (31 27 (33) 16 (18) 29 (44) 3 (6) 10 (22)
%30,8 %268 % 38,1 %71 %818 % 88,9 %65,9 %50 %454
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kullananlarda ciddi bir sorun olmaya devam etmekte-
dir *529, Huang L ve ark. @V calismalarinda HIV’li
hastalarda PCP pozitifligini % 69 olarak bildirmekte-
dir. Helweg-Larsen J ve ark. @ ¢aligmalarinda bagi-
siklig1 baskilanmig hastalarda ise oran1 %58,8 olarak
bildirmektedir. Calderén EJ ve ark. @ ise, altta akci-
ger hastaligi olan yetiskinler arasinda %55 lere varan
pozitiflik bildirmektedir. Giines ve ark. * 49 hastada
%11,3; Oner YA ve ark. @ 70 hastada %7,1 oraninda
pozitiflik saptamistir. Calismamizda ise tim PCP
siipheli hastalarin %10°u ¢ocuk ve %90’1 yetigkin
hastalardan olugmakta olup, son dokuz yil iginde
incelenen hastalarda %54 pozitiflik orani saptanmis-
tir. Calismamizda pozitiflik oranin yiiksek olmasi;
alman numunelerin uygun, kullanilan yontemin
duyarlilik ve o6zgiilliigiiniin yiiksek, degerlendiren
personelin tecriibeli olmasina ve 6zellikle PCP aci-
sindan yiiksek risk grubundaki hastalardan test isten-
mesine baglanmigtir. Calismamizda P. jirovecii pozi-
tifligi en sik hematolojik malignitesi olanlarda tespit
edilmistir. Bu literatiir bilgileri ile uyumludur. AIDS’li
hastalarda daha az tespit edilmesi ise, iilkemizde
AIDS’in az goriilmesi ile ilgili oldugunu diisiindiir-
miuistiir.

PCP enfeksiyonlarinda hastanin klinik durumunun
aniden bozulmaya baglamasi goriilebilir #©. Bu
durumda duyarlilig1 yiiksek, uygun yontemleri kulla-
nilarak erken tanit konmasi ve tedaviye baglanmasi
klinik sonucu olumlu yonde etkiler 427, PCP tanisin-
da en ¢ok kullanilan immiinolojik yontem floresans
antikor testleridir. Floresans boyalar ile isaretli
monoklonal antikorlarin avantaji hem trofozoit hem
de kist sekillerini boyayabilmesidir. Bu durum PCP
sirasinda trofozoit sekiller daha baskin oldugu icin
tanida onemlidir. Risk grubunda bulunan pnomonili
hastalarda, P. jirovecii’nin oldukca sik goriildiigiiniin
gozardi edilmemesi, mortalite ve morbiditeyi azalt-
mak i¢in, duyarlilig1 yiiksek ve giivenli olmas1 nede-
niyle DFA’nin tanida tercih edilebilecegi diisiiniil-
muistiir.
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