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Amag: Pneumocystis jirovecii, ézellikle bagdisiklik sistemi baskilanmis bireylerde 6nemli pnémoni
etkenleri arasindadir. Calismamizda, pnémoni etiyolojisi agisindan gdénderilen bronkoalveolar lavaj
orneklerinin Pneumocystis pnémonisi (PCP) agisindan dederlendirilmesi ve altta yatan diger etkenlerin
tespiti amaglanmustir.

Yéntem: Gonderilen bronkoalveolar lavaj 6rneklerine, May Griinwald/Giemsa, modifiye toluidin mavisi,
immiinfloresan antikor boyama ve gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu yéntemi uygulanarak bu
yéntemlerin Pneumocystis pnémonisi tanisindaki yeri arastirildi. Bakteri, mantar etkenleriyle
Mycobacterium tuberculosis ve Cytomegalovirus’iin belirlenmesi icin de uygun yéntemler kullanild.
Bulgular: Yaslari 18-90 (ortalama 53.02 yas) arasinda dedisen 32’si kadin, 68’i erkek olmak (zere 100
hasta ¢alismaya ddéhil edildi. Hastalarin 17’sine herhangi bir altta yatan hastalik saptanamamis olup, bu
hastalara yalnizca pnémoni én tanisi ile bronkoskopi yapildi. Yalnizca bir hastada gergek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu yéntemi ile Pneumocystis pnémonisi pozitifligi saptandi. Tiim hastalar
degerlendirildiginde %33’linde bir enfeksiyon etkeni saptandigi gériildu.

Sonug: Sonug olarak bu ¢alismada, boyama yéntemleri ve gercek zamanli PCR ile PCP orani diisiik
bulunmustur. Daha fazla hastalarla yapilacak ¢alismalarda daha yiiksek oranlar elde edilebilir. Bununla
beraber, bronkoalveolar lavaj 6rnekleri genel durumu bozuk hastalarda etiyolojiye ulasma agisindan
énemidir.

Anahtar kelimeler: Pneumocystis jirovecii, bronkoalveolar lavaj, Pneumocystis pnémonisi
ABSTRACT

Objective: : Pneumocystis jirovecii is among the important causative agents of pneumonia especially in
immunocompromised individuals. In our study, we aimed to evaluate the etiology of pneumonia using
bronchoalveolar lavage samples in terms of Pneumocystis pneumonia (PCP) and to identify other
underlying agents.

Method: : We analyzed bronchoalveolar lavage samples by May Griinwald/Giemsa, modified toluidine
blue, immunofluorescent antibody staining and real-time polymerase chain reaction method, and
investigated their roles in the diagnosis of PCP. Appropriate methods were also used to identify bacteria,
fungi, Mycobacterium tuberculosis and Cytomegalovirus.

Results: In this study,100 patients (32 females and 68 males) aged between 18-90 (mean age 53.02) years
were included in the study.. In 17 patients any underlying disease was not detected, and bronchoscopy was
performed only with a preliminary diagnosis of pneumonia, and in only one patient pmeuimocystitis
pneumonia-positivity was detected by real-time polymerase chain reaction method. When all patients were
evaluated, an infectious agent was found in 33% of them.

Conclusion: As a result, in this study PCP rate was found to be low with staining methods and real-time
polymerase chain reaction. Higher rates can be obtained in studies with greater number of patients.
However, bronchoalveolar lavage samples are important in identifying etiology in patients with poor
general condition.

Keywords: Pneumocystis jirovecii, bronchoalveolar lavage, Pneumocystis pneumonia
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GiRiS

Pneumocystis jirovecii, Ozellikle bagisikhk sistemi
baskilanmis bireylerde Pneumocystis pnomonisine
(PCP) neden olan firsatgi bir enfeksiyon hastalig
etkenidir®. ilk tanimlandiginda protozoon olarak
kabul edilen bu tek hiicreli 6karyotik mikroorganiz-
manin, yapilan calismalar sonucu mantar oldugu
kanitlanmistir®3. Oncelikle 1980’li yillarda kazanil-
mis bagisiklik yetmezlik sendromu (AIDS) salgini
sirasinda tanimlanmistir . insan bagisiklik yetmezlik
virGsl (HIV) ile enfekte hastalar veya kanser, otoim-
mun, bag dokusu hastaligi bulunanlar ile kemik iligi/
organ nakli olan hastalar baslica risk grubunu
olusturur®. insanlar P. jiroveciinin asemptomatik
taslyicisi olabilirler. Yapilan galismalar, bircok kisinin
mantari erken yaslarda aldigini ancak bulgularin
bagisiklik sisteminin baskilanmasiyla ortaya giktigini
gostermistir®”, Bagisikhg baskilanmis hastalarda
kisiden kisiye bulas da olabilir. ilk kisiden kisiye bulas
onkoloji ve transplantasyon Unitesinde bildirilmistir.
Hastalarin bir metre yakinindaki ortam havasinda
P. jiroveciinin DNA’si belirlenmistir “. Gunimuzde
genel durumu bozuk, hastanede uzun sire kalan
hasta sayilarinin artmasina paralel olarak PCP olgula-
rinda da artislar olmustur. ingiltere’de yapilan bir
¢alismada, laboratuvar tarafindan dogrulanan PCP
sayllarinin 2000-2010 yillari arasinda yilda %10 artis
gosterdigi ve mortalite oraninin da %29-62 arasinda
degistigi bildirilmistir®.

Pneumocystis jirovecii kiltirde Uretilemedigi icin
tani, solunum yolu érneklerinde molekiler yontem-
lerle P, jirovecii DNA’sinin saptanmasi ve gesitli sitolo-
jik (May Grinwald/Giemsa, toluidin mavisi, metana-
min glimus, kalkoflour beyazi, gram-weigert, papani-
colaou) ve imminfloresan boyama (IFA) yontemleri
ile hazirlanmis preparatlarda P. jirovecii kist ve trofo-
zoitlerinin mikroskobik olarak gosterilmesi ile
konur®1),

Calismamizda, Bursa Uludag Universitesi, Saglk
Uygulama ve Arastirma Merkezi (SUAM) Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina pndmoni etiyolojisi agi-
sindan génderilen bronkoalveolar lavaj (BAL) 6rnek-
lerine, May Grinwald/Giemsa, modifiye toluidin
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mavisi, indirekt immunfloresan antikor (IFA) boyama
ve gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemi uygulanarak bu yéntemlerin PCP tanisindaki
yeri arastirildi. Ayrica BALin degerli bir 6rnek olmasi
nedeniyle diger etkenlerin varligina da bakildi.

GEREC ve YONTEM

Calisilan ornekler ve hastalar: Bursa Uludag
Universitesi, SUAM Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda Ocak 2016-Haziran 2017 arasinda
100 HIV negatif immunkompromize hastaya ait BAL
ornegi P. jirovecii ve diger etkenler (bakteri, mantar,
mikobakteri ve sitomegaloviris) acisindan degerlen-
dirildi. Hastalarin hepsinde klinik (ates, ©ksuruk,
dispne, dinleme bulgusu gibi) ve radyolojik (akciger
tomografisinde enfeksiyonla uyumlu lezyonlar) ola-
rak pulmoner bulgular vardi ve 6rnekler PCP’yi des-
teklemek veya dislamak agisindan incelendi.

Retrospektif olarak hastalarin yas, cinsiyet gibi
demografik 6zellikleri ile altta yatan hastaliklari has-
tane bilgi yonetim sisteminden alindi. Calisma Bursa
Uludag Universitesi, Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu, 2014-12/1 numarali karari ile onaylan-
mistir.

Bronkoalveolar lavaj: Bronkoalveolar lavaj pnémoni
on tanisi ile solunum yolu 6rnegi elde etmek Uzere,
refrakter hipoksemisi olmayan, trombosit degeri
20.000/mm?3 ve Uzeri olan hastalara uygulamistir.
islem, Amerikan Torasik Birligi (ATS) klinik pratik kila-
vuzuna gore yapilmistir. Toraks tomografisine gore
secilmis bronkopulmoner segmente kama pozisyo-
nunda vyerlestirilmis bronkoskop araciligi ile 20 ml
porsiyonlar halinde hazirlanmis oda havasindaki ste-
ril salinin (maksimum 100-200 ml) verilmesi ve her
porsiyonda ayri siringa ile negatif basing uygulanarak
aspire edilmesi ile BAL 6rnegi elde olunmustur.
Ornekler mikrobiyolojik inceleme igin hizla laboratu-
vara ulastiriimistir®2,

Orneklerin 6n hazirhidi: Mukus icermeyen drnekler
direkt olarak, mukus iceren ornekler ise iki kat %0.1
dithiothreitol eklendikten sonra 1.500 g devirde bes
dakika santrifiij edildi ve Gst kisimlari atildi. Cokeltiler
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tuzlu fosfat tampon (PBS) soliisyonu ile sulandirildik-
tan sonra 500 pl’si DNA izolasyonu i¢in -20°C’ye kal-
dirildi. Kalan 6rnek 1.500 g devirde bes dakika daha
santrifij edildi ve ¢okelti lamlara yayilip havada kuru-
tuldu. Daha sonra May Grinwald/Giemsa, modifiye
toluidin mauvisi, IFA boyama islemleri ile boyand.

Boyama islemleri: May-Gliinwald/Giemsa boyama
isleminde preparat metanol ile (2-3 dakika) saptandi.
Fazlasi dokilerek ve tamamen kuruduktan sonra
dikey sale icinde bulunan May-Griinwald/Giemsa
sollisyonunda bes dakika bekletildi. Daha sonra disti-
le su ile preparat yikandi. Ayri bir dikey sale igerisin-
deki Giemsa solisyonunda (distile su ile1/20 seyrel-
tilmis) 15 dakika bekletildikten sonra musluk suyu ile
yikandi. Preparat oda sicakliginda kuruduktan sonra
immersiyon objektifinde (x100) incelendi®?.

Modifiye toluidin mavisi boyama yontemi icin prepa-
ratlar dikey sale icerisinde bulunan “sulfation rea-
gent” (30 ml glasial asetik asit ve 10 ml sulfirik asit
karistirilarak hazirlandi) sollsyonu icine yerlestiril-
dikten sonra 10 dakika bekletildi. Akar durumdaki
musluk suyu altinda yikanan preparatlar dikey sale-
deki Toluidine blue-O solilisyonu igerisinde ¢ dakika
bekletildi. Ardindan 6nce %95, sonra %100 etil alkol-
de 10’ar saniye tutuldu ve ksilen igine daldirilarak
boyama tamamlandi. Preparat oda sicakliginda kuru-
duktan sonra immersiyon objektifinde (x100)
incelendi®,

Immun floresan antikor boyama yoéntemi icin lama
yayilan érnekler, kitin (MonoFluo TM Pneumocystis
jirovecii IFA test kit R, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
Fransa) icinden c¢ikan enzimle 6n isleme tutuldu.
Daha sonra lizerine murin anti-P. jirovecii antikoru ve
daha sonra floresanla isaretli anti-fare antikoru ekle-
nerek boyama gerceklestirildi®®. Ornekler P, jirovecii
kist ve trofozoit varligi agisindan florasan mikroskop-
ta incelendi.

DNA izolasyonu: DNA izolasyonu amaciyla saklanan
500 pl BAL 6rnekleri -20°C’den oda sicakligina cikaril-
di. Ornekler Gizerine 3 ul Zymolase (ZymoResearch,
ABD) eklendi ve 37°C’de bir saat inkiibe edildi.
Sonrasinda 3.000 g devirde 10 dakika santrifiij edildi

ve silpernatan kisim atildiktan sonra “Purelink
Genomik DNA” mini kiti (Invitrogen, Carlsbad, CA,
ABD) kullanilarak izolasyon islemlerine gegcildi®).
Cokelti Gzerine 180 pl “Purelink Genomic Digestion
Buffer” ve 20 ul proteinaz K eklenip érnekler vorteks-
lendi. Ardindan 55°C’de 45 dakika inkiibe edildi.
Daha sonra kit icerisinden ¢ikan 20 pl RNase A eklen-
dikten sonra iki dakika daha inkiibe edildi. Maksimum
hizda oda isisinda bes dakika santrifiij edilen 6rnek-
lerin siipernatan kismi yeni bir mikrosantrifij tiplne
transfer edildikten sonra Gzerine 200 pl “PureLinkR
Genomic Binding Buffer” eklenip vortekslendi.
Uzerine 200 pl %100 etanol eklendi ve bes saniye
daha vortekslendi. Spin kolon yerlestirilmis koleksi-
yon tuplerine hazirlanan tim karisim bosaltildi ve
10.000 g devirde bir dakika oda isisinda santrifij
edildi. Koleksiyon tupleri yenileri ile degistirildikten
sonra 500 pl “Wash Buffer 1” eklenip 10.000 g devir-
de bir dakika oda isisinda santrifiij edildi. Koleksiyon
tupleri tekrar yenileri ile degistirildikten sonra 500 pl
“Wash Buffer 2” eklenip en yiiksek devirde l¢ dakika
oda isisinda santrifiij edildi. Spin kolonlar steril 1.5
ml’lik mikrosantrifij tupleri Uzerine yerlestirildi ve
100 pl “PureLinkR Genomic Elution Buffer” eklendik-
ten sonra oda isisinda bir dakika inkibe edildi. En
yuksek devirde bir dakika oda isisinda santrifijlen-
dikten sonra saflastirilmis DNA igeren 6rnekler Ug
ayri mikrosantrifiij tiptine yaklasik 33 ul olarak dagi-
tildi. Tipler real time PCR yontemi uygulanana kadar
-20°C’de korundu.

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu: Gergek
zamanli PCR yontemi P. jirovecii’nin (Gen Bank erisim
No. AF026546) 166 bp’lik cdc2 gen bdlgesi kullanila-
rak Arcenas ve ark.*” tanimladigi sekliyle uygulandi.
Amplifikasyon igin iki primer [(forward (5’-AGG TAG
GAG AAG GTA AGA AA-3’) reverse (5’-GCT GTG CTT
GGA ACCC-3’)] ve bir ¢ift hibridizasyon probu [(5’-GAT
CTT GAA AAT GGC ACA ATA GTA G-fluoroscein-3’) ve
(5’-Red 640-TTA AAA AAA TCC GGC TAG AAG CAG
AAG-phosphate-3’)] secildi. Tum PCR reaksiyonlari
icin “LightCycler “PCR cihazi (Roche Diagnostics,
Basel, Switzerland) ve “LightCycler-FastStart DNA
Master Hybridization Probes” kiti (Roche Diagnostics
GmbH Roche Applied Science 68298 Mannheim
Germany) kullanildi. Her reaksiyon icin son hacim 20
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ul (15 pl master miks, 5 pl hasta DNA's1) olacak sekil-
de ayarlandi. Master miks karisimi 9.0 ul PCR-grade
su, 1.6 ul MgCl, soltsyonu, 1’er pl her bir primerler,
0.2’ser ul her bir prop ve 2 pl enzim karisimindan
olusmaktaydi. Amplifikasyon, 95°C’de 10 dakika bek-
leme ardindan 45 siklus (95°C’de 10 saniye, 55°C’de
15 saniye, 72°C’de 15 saniye) olarak yapildi. Bazal
seviyenin Uzerinde bir floresan elde edildigi zaman
sonuglar pozitif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol
olarak daha 6nceden pozitif oldugunu bildigimiz bir
DNA 6rnegi, negatif kontrol olarak PCR-grade su kul-
lanildi.

Pneumocystis jirovecii disinda BAL ornekleri bakteri
mikobakteri, mantar ve sitomegalovirus (CMV) varl-
g1 acisindan da degerlendirildi. Orneklerden bakteri
ve mantar etkenlerini aramak icin konvasiyonel ekim
yapildi829 Invazif aspergilloz tanisina destek olmak
icin kan ve BAL galaktomannan testi Platelia
Aspergillus Antijen kiti (Bio Rad Lab; Marnes, Fransa)
ile kitin onerileri dogrultusunda ¢alisildi. Arda arda
gelen iki kan orneginin optik indeksinin >0.5; BAL
orneklerinde ise optik indeksin 21 olmasi invaziv
aspergilloz lehine degerlendirildi??. Mikobakteri
belirlenmesiigin asite direngli boyama ve Lowenstein-
Jensen (LJ) besiyeri ile BD BACTEC™ MGIT
(Mycobacteria Growth Indicator Tube) ekim yapildi®®,
BAL CMV belirlenmesinde gercek zamanli PCR testle-
ri (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, ABD) kullanildi
ve deger (>500 IU/ml) oldugu zaman pozitif kabul
edildi®?,

BULGULAR

Calismamiza Bursa Uludag Universitesi, Saghk
Uygulama Arastirma Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvar’na pnémoni etiyolojisi amaciyla BAL
ornegi yollanan, yaslari 18-90 (ortalama 53.02 yas)
arasinda degisen 32’si kadin, 68’i erkek olmak Uzere
100 hasta dahil edildi. Hastalarin altta yatan hastalik-
lari Tablo 1’de 6zetlendi. Hastalarin 17’sine herhangi
bir altta yatan hastalik saptanamamis olup, bu hasta-
lara yalnizca pndmoni 6n tanisi ile bronkoskopi yapil-
di. Diger 83 hastada tabloda da gorildiagu gibi PCP
acisindan risk olusturacak hastaliklar vardi.

228

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(3):225-32

Tablo 1. Hastalarin altta yatan hastaliklari.

Altta Yatan Hastalik Alt Tipi Sayi
Hematolojik maligni- AML 14
teler (34) ALL 7
Lenfoma 7
KLL 5
MM 1
Solid timorler (9) AC Kanseri 5
Digerleri* 4
Organ nakilleri (9) Bobrek Transplantasyonu 8
Karaciger Transplantasyonu 1
Kronik otoimmun interstisyel Akciger Hastaligi 6
veya inflamatuvar Aktif veya Gegirilmis Tuberkiloz 5
AC Hst (30) Astim 3
Hipersensitivite Pnédmonisi 3
KOAH 2
Kronik Eozinofilik Pnémoni 2
Polimyozit 2
Wegener 2
Sarkoidoz 1
Nefrotik Sendrom 1
Norobehget 1
Parkinson 1
Romotoid Artrit 1
Miks hastalik (1) ALL ve AC Kanseri 1
Altta yatan hastaligi 17
belirlenememis
olanlar (17)
TOPLAM 100

AML: Akut myeloid I6semi; ALL: Akut lenfoid lisemi; KLL: Kronik
lenfoid l6semi; MM: Multiple myeloma; KOAH: Kronik obstriiktif
akciger hastaligi;

*Ucii beyin tiimérii, biri mide kanseri

Yalnizca bir hastada gercek zamanh PCR yontemi ile
PCP pozitifligi saptandi. Akut myeloid I6semisi (AML)
olan hematolojik maligniteli bir hastaydi. Hasta klinik
olarak semptomlarinin azalmasi ve akciger tomografi
bulgularinin dizelmesiyle trimetoprim silfometak-
zasol (TMP-SXT) tedavisinden yarar gordi. Bu hasta-
nin diger bitln etiyolojiye yonelik tetkikleri (bakteri,
mikrobakteri, mantar tGremesi ve BAL galaktoman-
nan indeks degeri ile BAL CMV degeri) negatif kaldi.
Ancak sitolojik ve immunflorasan boyama yontemle-
riyle hicbir hastada pozitiflik bulunamadi.

Tum hastalar degerlendirildiginde %33’Ginde bir
enfeksiyon etkeni saptandigi gorildi (Tablo 2). Tablo
2’'de de gorildigi gibi, en fazla etken hematolojik
malignite grubunda belirlendi. Bakteriyal enfeksiyo-
nu olan toplam 12 hastanin besinde Pseudomonas
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Tablo 2. Hastalarin BAL 6rneklerinde saptanan Pneumocystis jirovecii disi etkenlerin dagilimi.

Hastalik Grubu (n/etken pozitifliginin yiizdesi)

Etkenler

Hematolojik malinite (34/38.2)

Bakteriyal enfeksiyon (5 hasta)
iPA (4 hasta)

CMV enfeksiyonu (3 hasta)
PCP (1 hasta)

Solid timérler (9/22.2)

iPA (1 hasta)

Organ nakilleri (9/22.2)

Thc enfeksiyonu (1 hasta)
Bakteriyal enfeksiyon (1 hasta)

Kronik otoimmun veya inflamatuvar AC Hst (30/30)

iPA (1 hasta)
Bakteriyal enfeksiyon (4 hasta)
iPA (3 hasta)

Altta yatan hastaligi belirlenememis olanlar (17/ 23.5)

Tbc enfeksiyonu (1 hasta)
CMV enfeksiyonu (1 hasta)
Bakteriyal enfeksiyon (2 hasta)

Miks hastaligi olanlar (1)*

iPA (2 hasta)

Tbc enfeksiyon (1 hasta)
CMV enfeksiyonu (1 hasta)
CMV enfeksiyon (1 hasta)

Toplam (100/33)

Toplam (33)

AML: Akut myeloid I6semi; ALL: Akut lenfoid lisemi; KLL: Kronik lenfoid I6semi; MIM: Multiple myeloma; KOAH: Kronik obstriiktif akciger has-

tahgi;
*Ugli beyin tiimérd, biri mide kanseri

aeruginosa, Uglinde Acinetobacter baumannii, ikisin-
de Escherichia coli, birinde Stenotrophomonas
maltophila ve bir hastada da ayni anda Enterobacter
cloacae ile P. aeruginosa Uremesi oldugu gorulda.
invazif pulmoner aspergilloz (iPA) tanisi 11 hastaya
kondu. Bunlarda sekiz tanesi yalnizca BAL galakto-
mannan (GM) testi ile (optik indeks>1), bir tanesi
Aspergillus fumigatus Gremesi ile iki tanesi ise hem
Aspergillus iremesi hem de GM pozitifligi ile belir-
lendi. Ug hastada Mycobacterium tuberculosis komp-
leksi saptanirken, alti hastada tedaviye gereksinim
duyulan BAL CMV DNA pozitifligi (>500 IU/ml) oldu-
gu belirlendi 22,

TARTISMA

Pneumocystis pndémonisi, 1980’li yillardan &nce
oldukca ender bir hastalikken, diinya ¢apindaki HIV
epidemisi nedeniyle bu hasta grubunda siklikla goril-
meye baslamistir. Ancak antiretroviral tedavideki
gelismeler ve yogun olarak kullanilan proflaksi bu
hasta grubunda PCP sikligini dustirmustiar®),
GUnUmuzde genel durumu bozuk immunkompromi-
ze hastalarin artmasi ile PCP’nin 6nemi bu gruba

kaymistir®, Calismamizin esas hedefi, hastanede
yatan HIV negatif hastalardan alinan BAL 6rneklerin-
de P. jirovecii aranmasidir. Ancak BALIn degerli bir
ornek olmasi nedeniyle diger etkenlerin dagilimina
da bakilmistir.

Pneumocystis pnémonisi, HIV negatif genel durumu
bozuk hastalarda mortalitesinin ylksek olmasi nede-
niyle 6nemlidir. Yapilan calismalarda, HIV pozitif
hastalarda mortalite %7-20’iken, HIV negatif genel
durumu bozuk hastalarda mortalite %29-60 olarak
bulunmustur®). Bu nedenle, G¢lincii basamak hasta-
nelerde solunum yolu orneklerinde, 6zellikle altin
standart olan BAL 6rneklerinde P. jirovecii’nin aran-
masi gerekir. Bronkoskopik 6rnek almada bir standar-
dizasyon olmamasi bu 6rnegin degerini disirmekle
beraber yine de BAL 6rneginin PCR ile PCP agisindan
negatif kalmasi ampirik olarak baslanan spesifik
tedavinin kesilmesini diisiindiirmektedir??_ ilk ola-
rak, 1990 yillinda Wakefield et al?® PCP tanisi igin
PCR teknigi gelistirilmis olup, glinimizde gercek
zamanh PCR en duyarli ydontem olarak kabul
edilmektedir®),
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Bu ¢alismada, gercek zamanli PCR ile yapilan tarama-
da yalnizca bir hastada (%1) pozitiflik saptanmistir.
Diinya ve ulkemizdeki diger calismalar (%8-70) ile
merkezimizde yapilan 6nceki ¢alismaya (%21) gore
calismamizda olduk¢a dustik bir oran elde
edilmistir®67:3032 By farkin birgok nedeni olabilir.
Calismalarda, farkli PCR formatlari ve farkli gen bol-
geleri kullaniimaktadir. Ornegin, merkezimizde yapi-
lan o©nceki ¢alismada mitokondriyal ribozomal
RNA'nin iki bolgesi nested PCR ile ¢cogaltilmistir”, Bu
calismada ise, cdc 2 gen boélgesi daha duyarh kabul
edilen gercek zamanli PCR ile aranmistir. Ayrica ¢alis-
malarin bircogunda ve bu c¢alismada da internal
kontrol bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin bir eksikligi-
dir. Bununla beraber, daha 6zgil ve duyarl kabul
edilen gercek zamanl PCR kullanilmasi ve her ne
kadar duyarliligi diisik olsa da boyama yontemleri-
nin de negatif kalmasi ¢alistigimiz hasta grubunda P.
jirovecii sikhginin belki de raslantisal olarak distk
oldugunu dislindirebilir. Calismamizda ayrica, beta
glukan testi de kullanilmamistir. Bu testin PCP olgula-
rinda yuksek oldugu bilinmektedir®¥, Ancak, ¢alisma
grubumuz, genel durumu bozuk hastanede uzun
sure yatan ve diger mantar enfeksiyonlari agisindan
yuksek riskli bir gruptur. Bu nedenle, panfungal bir
test olan ve llkemizde geri 6demesi bulunmayan
beta glukanin tanida ¢ok yararli olamayacagi disi-
nilmastdar.

Bronkoalveolar lavaj genel durumu bozuk hastalarda
kolay yapilamadigi icin degerli bir 6rnektir. Bu calis-
mada da bu nedenle diger etkenler de incelenmistir.
Hastalarin ortalama %33’Unde bir etkene ulagmak
onemlidir. Genel durumu bozuk bu hastalar siklikla
cok sayida antimikrobiklerle tedavi edilmektedirler.
En azinda belli bir kisminda etiyolojiye ulasmak
6zglin tedavi icin iyi bir sanstir. Boylece ilaglarla iliski-
li yan etkiler azalacak ve maliyet de disecektir.

Sonug olarak, bu calismada boyama yontemleri ve
gercek zamanli PCR ile PCP orani diislik bulunmustur.
Daha fazla hastalarla yapilacak galismalarda daha
yiksek oranlar elde edilebilir. Bununla beraber, BAL
ornekleri genel durumu bozuk hastalarda etiyolojiye
ulasma agisindan dnemidir.

230

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(3):225-32

Etik kurul onay:: Calisma, Bursa Uludag Universitesi,
Tip Fakultesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu, 2014-
12/1 numarali karari ile onaylanmustir.

Cikar Catigsmasi: Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi
bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.

Finansal destek: Bu calisma, Uludag Universitesi,
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
KUAP(T)-2014/37 [immiin Yetmezlikli Hastalarin
Brons Lavaji (BL) ve Bronkoalveolar Lavaj (BAL
Orneklerinden Real-Time Polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR), immunfloresans (IF) ve Direkt Mikroskobi
Yontemleriyle Pneumocystis jirovecii saptanmasi]
numaral proje olarak desteklenmistir.

Ethics Committee Approval: The study protocol was
approved by the Bursa Uludag University, Medical
Faculty, Clinical Research Ethics Committee (2014-
12/1).

Conflict of Interest: No conflict of interest was dec-
lared by the authors.

Funding: Uludag University Scientific Research
Projects Unit [Project No. KUAP(T)-2014/371].

KAYNAKLAR

1. Miguel Montanes R, Elkrief L, Hajage D, et al. An
outbreak of Pneumocytis jirovecii pneumonia among
liver transplant recipients. Transpl Infect Dis.
2018;20(5): €12956.
https://doi.org/10.1111/tid.12956

2. Thomas CF, Limper AH. Pneumocystis pneumonia. N
Engl J Med. 2004;350(24):2487-98.
https://doi.org/10.1056/NEJMra032588

3. To6z S, Glnduz C, Tetik A ve ark. Pneumocystis jirovecii
pndémonisi tanisinda mikroskopi ve gergek zamanli
polimeraz  zincir  reaksiyonu  ydntemlerinin
karsilastirilmasi: Klinik bulgular ile yorumlanmasi.
Tuberk Toraks. 2017;65(3):220-6.
https://doi.org/10.5578/tt.58625

4. Morris A, Norris KA. Colonization by Pneumocystis
jirovecii and its role in disease. Clin Microbiol Rev.
2012;25(2):297-317.
https://doi.org/10.1128/CMR.00013-12

5. Ding CH, Yusoff H, Muttagillah NAS, et al. The crucial
role of molecular testing to facilitate the diagnosis of
Pneumocystis pneumonia during pregnancy. Malays J
Pathol. 2018;40(1):69-72.

6. Tekinsen FF, Kog¢ AN. Klinik o6rneklerde c¢esitli
yontemlerle Pneumocystis jirovecii arastiriimasi.



N.U. Tiizemen ark., HIV Negatif immunkompromize Hastalarin Bronkoalveolar Lavaj Orneklerinde Pneumocystis jirovecii ve Diger Etkenler

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Mikrobiyol Bul. 2013;47(4):658-67.
https://doi.org/10.5578/mb.5884

Ozmen A, Mistik R, Alver O, Coskun F, Ursavas A,
Uzaslan E. Bronkoalveoler lavaj (BAL) ve bronsiyal lavaj
yapilan  hastalardaki  Pneumocystis jirovecii
kolonizasyonu ve tanida kullanilan yontemlerin
karsilastirmasi. Tuberk Toraks. 2013;61(4):303-11.
https://doi.org/10.5578/tt.2954

Fan LC, Lu HW, Cheng KB, Li HP, Xu JF. Evaluation of PCR
in bronchoalveolar lavage fluid for diagnosis of
Pneumocystis jirovecii pneumonia: a bivariate meta-
analysis and systematic review. PLoS One. 2013;8(9):
e73099.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0073099

Tosun |, Buruk K, Dede R, Kaklikaya N. immiin yetmezligi
olan hastalarin solunum yolu 6rneklerinde PCR, IFA ve
Giemsa boyama yoOntemleriyle Pneumocyctis
jirovecii’nin arastirilmas. Mikrobiyol Bul. 2013;47(1):
195-7.

https://doi.org/10.5578/mb.4292

Cushion MT. Pneumocystis. In: Jorgensen JH, Pfaller
MA, Carroll KC, Funke G, Landry ML, Richter SS,
Warnock DW (Eds.) Manual of Clinical Microbiology.
Washington DC: ASM Press, 2015:2015-29.

Ma L, Cissé OH, Kovacs JA. A molecular window into
the biology and epidemiology of Pneumocystis spp.
Clin Microbiol Rev. 2018;31(3):e00009-18.
https://doi.org/10.1128/CMR.00009-18

Meyer KC, Raghu G, Baughman RP, et al. American
Thoracic Society Committee on BAL in Interstitial Lung
Disease. An official American Thoracic Society clinical
practice guideline: the clinical utility of bronchoalveolar
lavage cellular analysis in interstitial lung disease. Am J
Respir Crit Care Med. 2012;185(9):1004-14.
https://doi.org/ 10.1164/rccm.201202-0320ST
Korkmaz M, Ok UZ. May Griinwald boyama ydntemi.
Korkmaz M, Ok UZ (Eds). Parazitolojide Laboratuvar
(kitabinda). Turkiye Parazitoloji Dernegi Yayin No:23,
izmir: META Basim, 2011;70.

Gosey LL, Howard RM, Witebsky FG, et al. Advantages
of a modified toluidine blue O stain and bronchoalveolar
lavage for the diagnosis of Pneumocystis carinii
pneumonia. J Clin Microbiol. 1985;22(5):803-7.
https://doi.org/10.1128/JCM.22.5.803-807.1985
BioRad. MONOFLUO Pneumocystis jirovecii IFA Test Kit
2020. [https://www.biorad.com] (Erisim tarihi: 23.
Ekim.2020).

Thermo Fisher Scientific. PureLink™ Genomic DNA
Mini Kit 2020. [https://www.thermofisher.com] (Erisim
tarihi: 23.10.2020)

Arcenas RC, Uhl JR, Buckwalter SP, et al. A real-time
polymerase chain reaction assay for detection of
Pneumocystis from bronchoalveolar lavage fluid. Diagn

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Microbiol Infect Dis. 2006;54(3):169-75.
https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2005.08.006
Garcia LS. Respiratory Tract Cultures. In: Garcia LS (Ed.)
Clinical  Microbiology Procedures Handbook
Washington DC: ASM Press, 2007:320-42.

Garcia LS. Mycobacteriology and Antimycobacterial
Susceptibility Testing. In: Garcia LS (Ed.) Clinical
Microbiology Procedures Handbook Washington DC:
ASM Press, 2007:1071-4.

Garcia LS. Viruses and chlamydiae. In: Garcia LS (Ed.)
Clinical  Microbiology Procedures Handbook
Washington DC: ASM Press, 2007:1631-73.

Ullmann AJ, Aguado JM, Arikan-Akdagh S et al.
Diagnosis and management of Aspergillus diseases:
executive summary of the 2017 ESCMID-ECMM-ERS
guideline. Clin Microbiol Infect. 2018;24(Suppl 1):
el-38.
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2018.01.002
Boeckh M, Stevens-Ayers T, Travi G,
Cytomegalovirus (CMV) DNA quantitation in
bronchoalveolar lavage fluid from hematopoietic stem
cell transplant recipients with CMV pneumonia. J
Infect Dis. 2017;215(10):1514-22.
https://doi.org/10.1093/infdis/jix048

Pulvirenti J, Herrera P, Venkataraman P, Ahmed N.
Pneumocystis carinii pneumonia in HIV-infected
patients in the HAART era. AIDS Patient Care STDS.
2003;17(6):261-5.
https://doi.org/10.1089/108729103322108139
Tasaka S. Recent Advances in the diagnosis and
management of Pneumocystis pneumonia. Tuberc
Respir Dis. 2020;83(2):132-40.
https://doi.org/10.4046/trd.2020.0015

M, Oladele R, Kolls JK. Diagnosing
Pneumocystis jirovecii pneumonia: A review of current
methods and novel approaches. Med Mycol.
2020;58(8):1015-28.
https://doi.org/10.1093/mmy/myaa024

Huang L, Hecht FM, Stansell JD, Montanti R, Hadley
WK, Hopewell PC. Suspected Pneumocystis carinii
pneumonia with a negative induced sputum
examination. Is early bronchoscopy useful? Am J
Respir Crit Care Med. 1995;151(6):1866-71.
https://doi.org/10.1164/ajrccm.151.6.7767533
Rohner P, Jacomo V, Studer R, Schrenzel J, Graf ID.
Detection of Pneumocystis jirovecii by two staining
methods and two quantitative PCR assays. Infection.
2009;37(3):261-5.
https://doi.org/10.1007/s15010-008-8027-x
Wakefield AE, Pixley FJ, Banerji S, et al. Detection of
Pneumocystis carinii with DNA amplification. Lancet.
1990;336(8713):451-3.
https://doi.org/10.1016/0140-6736(90)92008-6

et al.

Bateman

231



29.

30.

31.

Durgut EG, Kustimur S, Aydin M, Kalkanci A, Al FD.
Comparison of PCR, indirect
immunofluorescence antibody assay, and different

real-time

staining techniques for the diagnosis of Pneumocystis.
Ann Med Res. 2020;27(1):244-51.
https://doi.org/10.5455/annalsmedres.2019.10.625
Lamas LM, Rodriguez MTP, Alvarez IA, Soage MEB,
Lamas MPF, Fernandez MA. Role of Pneumocystis
jiroveciiin patients with different pulmonary underlying
condition using a nested-PCR. Rev Esp Quimioter.
2018;31(4):336-43.

Santos CR, Assis AM, Luz EA, et al. Detection of
Pneumocystis jirovecii by nested PCR in HIV-negative
patients with pulmonary disease. Rev Iberoam Micol.

232

32.

33.

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(3):225-32

2017;34(2):83-8.
https://doi.org/10.1016/j.riam.2015.12.002

Mori H, Ohno Y, Ito F, et al. Polymerase chain reaction
positivity of Pneumocystis jirovecii during primary lung
cancer treatment. Jpn J Clin Oncol. 2010;40(7):658-
62.

https://doi.org/10.1093/jjco/hyq040

Corpo O, Butler-Laporte G, Sheppard DC, Cheng MP,
McDonald EG, Lee TC. Diagnostic accuracy of serum
(1-3)-B-D-glucan for Pneumocystis jirovecii pneumonia:
a systematic review and meta-analysis. Clin Microbiol
Infect. 2020;26(9):1137-43.
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2020.05.024





