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OZET

Insana 6zgii bir tiir olan Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii), immiin sistemi
zayiflamis kisilerde Pnemocystis jirovecii pnémonisi (PCP) olarak bilinen, 6liimle
sonuglanabilen ciddi interstisyel pnomonilere neden olabilmektedir. Organizmanin
tanisinda direkt mikroskobi altin standarttir. Diislik organizma yiikiiniin gozlendigi

durumlarda PZR gibi molekiiler yontemlere de ihtiyag duyulmaktadir.

Calismamizda Izmir ili ve gevresinden elde edilen P. jirovecii izolatlarindaki
mMtLSU-rRNA ve DHPS gen polimorfizmi arastirildi. Bu amagcla hastane kokenli
hastalarin bronkoalveolar lavaj (BAL) drnekleri ve otopsi vakalarinin akciger doku
orneklerinden elde edilen toplam 157 P. jirovecii izolati incelendi. Nested PZR
sonrasinda Sanger sekanslama ile mtLSU-rRNA genotiplendirmesi yapilirken, RFLP
yontemiyle DHPS polimorfizmi degerlendirildi. mtLSU-rRNA genotiplendirmesi
yapilabilen 138 P. jirovecii izolati arasinda genotip 2, %58 ile en sik karsilagilan
genotip olarak bulundu. Genotip 2’ den sonra en sik saptanan genotipler sirasiyla
genotip 3 (13%), genotip 1 (11,6%) ve genotip 4; (5,1%) olarak bulunurken genotip
5 (0,7%) sadece bir otopsi 6rneginde saptandi. Bunun yani sira 16 (%11,6) olguda
ikili veya TUglii koenfeksiyonlar mevcuttu. Yas, cinsiyet, immiin durum ve
PCP/kolonizasyon farkliligi gibi 6zelliklerin genotip dagiliminda etkili olmadigi
gozlenirken; solid organ tiimorlerindeki genotip 2 baskinligr ve akciger hastaligi
olanlardaki miks enfeksiyon yiiksekligi istatistiksel olarak anlamliydi. DHPS geni,
caligmaya alinan 157 6rnegin 137 (%87,3)’sinde ¢ogaltilabildi. RFLP sonucunda 135
ornekte herhangi bir mutasyona rastlanmazken (vahsi tip); hastane kokenli iki (%]1,5)
ornekte vahsi tip ve 57. kodon mutasyonun birlikte oldugu miks enfeksiyon (vahsi tip

+ mut 57) saptandi.

Bu calismada ilag direnci ile iligkilendirilmis olan DHPS gen mutasyonlarinin
toplumumuzda bulunabildigi gosterilirken; mtLSU-rRNA genotiplerinin dagilim ile
ilgili 5nemli epidemiyolojik veriler elde edilmis oldu. Ote yandan c¢alismamiz real-
time PZR’in P. jirovecii laboratuvar tanisinda etkili bir yontem oldugunu ortaya
koymustur. Konvansiyonel n-PZR yonteminin ¢ok diisik yogunluktaki etken

varhiginda real-time PZR’a gore daha basarisiz oldugu gosterilmistir.

vii



Anahtar Kelimeler: Pneumocystis jirovecii, mtLSU-rRNA, DHPS, RFLP,
Genotiplendirme

viii



ABSTRACT

Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii) is a human-specific species known as
Pnemocystis jirovecii pneumonia (PCP) that can cause severe interstitial pneumonia,
which can be fatal, in immiinocompromised individuals. Direct microscopy is the
gold standard in the diagnosis of the organism. In cases where low organism load is
observed, molecular methods such as PCR are also needed.

In our study, mtLSU-rRNA and DHPS gene polymorphism in P. jirovecii
izolates were investigated from Turkey's Izmir province and its surroundings. For
this purpose, a total of 157 P. jirovecii izolates obtained from BAL samples of
patients of hospital origin and lung tissue samples of autopsy cases were examined.
After nested PCR, mtLSU-rRNA genotyping was performed by Sanger sequencing
and DHPS polymorphism was evaluated by RFLP method. Among the 138 P.
jirovecii izolates that can be genotyped, mtLSU-rRNA genotype was found as the
most common genotype with 2, 58 %. The most common genotypes found after
genotype 2 were genotype 3 (13 %), genotype 1 (11,6 %) and genotype 4 (5,1 %),
while genotype 5 (0,7 %) was detected in only one autopsy sample. In addition, 16
(11,6 %) cases had double or triple coinfections. It was observed that features such as
age, gender, immiine status and PCP/colonization difference did not affect genotype
distribution. But, genotype 2 dominance in solid organ tumors and mixed infection
height in patients with lung disease were statistically significant. DHPS gene was
reproduced in 137 (87,3 %) of 157 samples included in the study. As a result of
fragment lenght polymorphism (RFLP), no mutation was found in 135 samples (wild
type). In two hospital-based samples (1,5 %), mixed infection (wild type + mut 57)

with wild type and 57th codon mutations were detected.

In this study, it was shown time that DHPS gene mutations associated with
drug resistance can be found in our society. In addition, important epidemiological
data on the distribution of mtLSU-rRNA genotypes were obtained. On the other
hand, our study demonstrated that real-time PCR is the effective method in the
diagnosis of P. jirovecii laboratory. Conventional n-PCR method was found to be is

less successful than real-time PCR in the presence of very low density organism.



Key words: Pneumocystis jirovecii, mtLSU-rRNA, DHPS, RFLP, Genotyping



1. GIRIS ve AMAC
1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Pneumocystis sp., immiin sistemi baskilanmis memelilerde Oliimciil alt
solunum yolu enfeksiyonlarina sebep olabilen atipik bir mantardir (1,2). Son
yillardaki genomik kanitlar ve filogenetik analizler Pneumocystis sp nin mantarlarin
Ascomycota subesine dahil oldugunu gosterse de hiicre duvar yapisinda ergesterol
yerine kolesterol bulunmasi (mantar ilaglarmna direng) ve kitin icermeyen daha
kirilgan dis yapr mantarlarda bulunmayan 6zelliklerdir (2). Bunun yani sira diger
mantarlardan farkli olarak daha kompakt bir genoma sahip olan Pneumocystis sp.,
bircok metabolik yolagr kaybetmis oldugundan dolay1 paraziter bir yasam

sergilemekte ve konak disinda canliligin1 devam ettirememektedir (1,2).

Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii) insana 6zellesmis bir Pneumocystis tiirii
olup, bagisiklik sistemi bozulmus kisilerde Pneumocystis jirovecii pndmonisi (PCP)
olarak adlandirilan firsat¢1 akciger enfeksiyonlarina neden olabilmektedir. P.
jirovecii'nin neden oldugu PCP, immiin baskilanmig hastalarda oliimle
sonuglanabilen firsat¢1i enfeksiyonlar arasindadir (3,4). Son zamanlarda etkili
immiinosupresif terapilerin kullanima girmesiyle HIV negatif immiin baskilanmig
hastalardaki PCP enfeksiyonlarinda artis gézlenmektedir (5,6). Ates, nonproduktif
oksiiriik ve dispne gibi nonspesifik semptomlar ile baslayan PCP, AIDS dis1
immiinsupresyon hastalarinda daha agresif seyretmekte ve bu hastalarda %35-55
oranlarinda mortalite gézlenebilmektedir (6-8). Enfeksiyonun tanisindaki zorluklar
ve riskli gruplara yeterli profilaksi verilememesi gibi nedenlerle 6zellikle gelismekte
olan iilkelerde PCP’ye bagli oliimler giiniimiizde hala 6nemli bir halk sagligi

problemidir.

P. jirovecii kiiltiirde tiretilemediginden gevresel dagilim, virulans, ila¢ direnci
ve olas1 bulas yollar1 gibi epidemiyolojik ve biyolojik 6zellikleri belirlemede en ¢ok
uygulanan yontem ¢evresel ve klinik izolatlarin genotip analizlerini yapmaktir. Bu

amagla daha cok timidilat sentaz, ribozomal RNA genis alt {initesini kodlayan
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mitokondriyal (mtLSU-rRNA) geni, ribozomal RNA kii¢iik alt {initesini kodlayan
mitokondriyal (mtSSU-rRNA) geni, internal transcribed spacers (ITS) ve
dihidropteroat sentaz (DHPS), dihidrofolat rediiktaz (DHFR) gibi gen bdlgeleri
kullanilmaktadir. Ozellikle mtLSU-rRNA geni, P. jirovecii epidemiyolojisini
aragtirtlmasinda en sik tercih edilen genlerden biridir. Temel metabolik
fonksiyonlarla iligkili bulunan bu gen bolgesi, P. jirovecii’nin ayni haplotipte birgok
mitokondriye sahip olmasi nedeniyle tanida ve kantitasyonda tek kopyali genlere

gore daha basarili bulunmustur.

Siilfonamid grubu ilaglar (slilfametaksazol, sulfodoksin, dapson) ile
trimetoprim, primetamin gibi anti-metabolitlerin kombinasyon formlari, PCP tedavisi
ve profilaksisinde en sik kullanilan ilaglardir. Bu kombinasyonlarin en etkilisi olarak
gosterilen kotrimaksazol (trimetoprim-siilfametaksazol kombinasyonu; TMP-SMZ),
1990’lardan itibaren anti-Pneumocystis tedavisinde ve immiin baskilanmis hastalarin
proflaksisinde basariyla kullanilmaktadir. Kotrimaksazoliin etkisini olusturan esas
mekanizma, folik asit biyosentezinde kritik rol oynayan DHPS enziminin
stilfametaksazol ile inhibe edilmesidir. Son yillardaki ¢alismalar, bu enzimi kodlayan
genin 165 (A—G) ve 171 (C—T) niikleotid pozisyonlarindaki nokta mutasyonlarin
stilfonamid direncine neden olabilecegini gostermektedir. Bu mutasyonlar, sirasiyla
55. ve 57. kodonlarda aminoasit degisimleri yaratarak ilacin enzime baglanma
bolgelerinde yapisal degisiklikler olusturmaktadir. Siilfonamid kullanimindaki
degiskenliklere bagli olarak diinyanin farkli cografik bolgelerinde % 0-81 arasinda
mutasyon oranlar1 rapor edilmistir. DHPS gen mutasyonlariin arastirilmas: yalnizca
ila¢ direnci ile ilgili sorularin yanitlanmasinda degil; etkenin toplumdaki dagilimin

belirlemede epidemiyolojik bir marker olarak kullanilabilmektedir.

Ulkemizde yapilan P. jirovecii ile ilgili molekiiler calismalar son derece sinirl
sayida olup genellikle tam1 yoOntemlerinin degerlendirildigi veya bolgesel
prevalanslarin arastirildigi calismalardir. Bununla birlikte lilkemizde simdiye kadar
P. jirovecii izolatlarinin genotip analizlerinin yapildig1 birkag kiiciik popiilasyon
calismasi disinda genis ¢apli bir arastirma bulunmamaktadir. Bu c¢alismada ise, hem

klinik orneklerden hem de otopsi vakalarindan elde edilmis genis bir 6rneklem
2



grubundan elde edilen P. jirovecii izolatlarinda mtLSU-rRNA ve DHPS geninin

polimorfizmi arastirilmasi planlanmistir.
1.2. Arastirmanin Amaci

Calismamizda, klinik orneklerden ve otopsi vakalarindan elde edilmis P.
jirovecii izolatlarinda farkli gen bolgeleri arastirilarak, P. jirovecii genotiplerinin
toplumumuzdaki dagilimi, insanlar arasi1 gegis 6zellikleri, tedaviye direncli suslarin
var olup olmadiginin belirlenmesi ve etken virulansi konularinda 6nemli veriler elde

edilmesi amaglandi.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri
Calismada kullanilan analizlerde;

v' mtLSU-rRNA geni nested-PZR (n-PZR) ile ¢ogaltildiktan sonra sekans analizi ile
genotip profillerinin ortaya konmasi,

v" DHPS geninin PZR ile ¢ogaltilmas! sonrasinda uygulanacak restriction fragment
lenght polymorphism (RFLP) yontemi ile siilfa diren¢li mutant suslarin
arastirilmasi,

v" Genotip profilleri belirlenen izolatlarin; 6rnegin gonderildigi birim, hastanin
immiinsupresyon durumu, yas ve cinsiyet gibi diger demografik verilerle
iligkisinin olup olmadiginin aragtirilmasz,

v DHPS gen mutasyonlarinin, TMP-SMZ profilaksisi/tedavisi alip almama durumu
ile iliskisinin arastirllmasi mevcut mutasyonlarin olusumunda ila¢ selektif

baskilamasinin olup olmadiginin ortaya konmas1 hedeflendi.

Ayrica uygulanacak real time PZR (rt-PZR) yontemini diger yontemlere karsi

kullanilabilirligi ve hastalik tespitindeki etkinliginin de test edilmesi amaclandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihgesi

Pneumocystis ilk kez 1909 yilinda Trypanosoma cruzi ile enfekte kobaylarin
akcigerlerinde Trypanosoma’larin sizogonal evresi olarak Carlos Chagas tarafindan
tanimlanmistir. Sau Paulo Pastor Enstitiisii sefi olan Doktor Antonio Carini ise 1910
yilinda Trypanosoma lewisi ile enfekte sicanlarin akcigerinde yine benzer kistlere
rastlamis ve histolojik Ornekleri, tanimlama i¢in Paris Pastor Enstitiisii’nde ¢alisan
Delanoe ¢iftine gondermistir. Pierre ve Me Delone, Trypanosoma ile ilgili olmayan
ve yeni kesfedilen bu organizmaya Dr. Carini’nin anisina 1912 yilinda Pneumocystis
carinii adim vermistir (9,10). Pneumocystis spp’nin fare, maymun ve tavsan gibi
memelileri enfekte edebildigi de yine Brezilya, Ingiltere ve Isvigre’de 1913 ve 1917
yillarinda yapilan ¢aligmalarda gésterilmistir (11).

Insanda Pneumocystis’e bagli plazma hiicreli interstisyel pnémoni ilk kez
1938’de Alman arastirmacilar Ammich ve Benecke tarafindan malnutrisyonlu yeni
doganlarda gosterilmesine ragmen bu enfeksiyonun Pneumocystis nedeniyle olustugu
1942 yilinda Hollanda’da Van der Meer ve Brug tarafindan tanimlanmistir (12).
Savas nedeniyle yayimlanamayan bu bilgi savas sonrasinda da vakalarin artmasi
nedeniyle arastirmalar1 yogunlastiran Cek parazitolog Jirovec, Vanek ve Lukes
tarafindan yayimlanarak Pneumocystis’in ile plasma hiicreli interstisyel pnomoniye
neden oldugu net bir sekilde ortaya konmustur (13). Daha sonrasinda 1960’larda
konjenital immiin yetmezlikli ¢ocuklar ve malignite tedavisi géren yetigkinlerde
nadir sporadik vakalar olarak bildirilmis, 1980’li yillarda AIDS hastaliginin ortaya
cikip  yayilmasiyla ~ Pneumocystis  vakalarinda artis  dikkat  ¢ekmistir.
Mikroorganizmay1 1951 yilinda yeni doganlarda interstisyel plazma hiicreli pndmoni
etkeni olarak ilk kez tanimlayan Cek parazitolog Otto Jirovec’in onuruna, Frenkel
tarafindan 1999 yilinda Pneumocystis jirovecii ismi verilmistir (13). Insanlardaki
Pneumocystis infeksiyonunun bir zoonoz olmadigi anlasilmis boylece Pneumocystis
carinii ismi sadece sicanlarda enfeksiyon etkeni olan tiiriin ad1 olarak kullanilmaya

baslanmigtir (10).



2.2. Sistematikteki Yeri

P. jirovecii tek hiicreli, ekstraselliiler yerlesim gdsteren, insana spesifik, atipik
bir okaryotik mikroorganizmadir. ilk kesfedildigi 1909 yilindan sonra uzunca bir
sire morfolojik yapinin mantarlara ¢ok benzememesi, antifungal ilaglara
direngliyken antiprotozoal ilaglara duyarli olmas1 ve konak hiicredeki patojenitenin
protozoonlara benzemesi gibi nedenlerle protozoon olarak kabul edilmistir. Ancak
1980’1i yillarin sonlarinda yogunlasan biyolojik c¢alismalarla ve en nihayetinde
Edmann ve Stringer’in 1988’de 18S rRNA geni iizerine yaptiklart molekiiler
calismalarla, her ne kadar kist duvarinda ergesterol bulunmuyor olsa da etkenin
mantarlara daha yakin oldugu anlasilmistir (10). Bunun yani sira diger mantarlardan
farkli olarak daha kompakt bir genoma sahip olan P. jirovecii birgok metabolik
yolagi kaybetmis oldugundan dolay1r paraziter bir yasam sergilemekte ve konak

disinda canliligini devam ettirememektedir (2,14).

Giiniimiizde P. jiroveci’nin filogenetik olarak, “Fungi” aleminde, “Dikarya” alt
aleminde, “Ascomycota” boliimiinde, “Taphrinomycotina” alt bdliimiinde,
“Pneumocystidomycetes” siifinda, “Pneumocystidales”  takiminda  ve

“Pneumocystiaceae” ailesinde siniflandirilmaktadir (15,16) (Tablol).

Tablo 1. Pneumocystis tiirlerinin sistematikteki yeri

Siiper alem (Superkingdom) | Eukaryota

Alem (Kingdom) Fungi

Alt alem (Subkingdom) Dikarya

Boliim (Phylum) Ascomycota

Alt Boliim (Subphylum) Taphrinomycotina

Sinif (Class) Pneumocystidomycetes

Takim (Order) Pneumocystidales

Aile (Family) Pneumocystidaceae

Cins (Genus) Pneumocystis

Tiir (Species) Pneumocystis canis — kopeklerde

Pneumocystis carinii — siganlarda
Pneumocystis gerbil — gerbillerde
Pneumocystis jirovecii — insanlarda
Pneumocystis murina — farelerde
Pneumocystis oryctolagi — tavsanlarda
Pneumocystis wakefieldiae — siganlarda



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=2698477&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=4754&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=312037&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=42068&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=263815&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=42067&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=38082&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

2.3. Morfoloji ve Evrim

In vitro kiiltiir yapilamadigindan Pneumocystis tiirlerinin morfolojik sekilleri
ve hayat siklusu ile ilgili karakteristik Ozellikler daha ¢ok P. murina modelleri
tizerinde gerceklestirilen elektron mikroskop c¢alismalariyla  belirlenmistir.
Mikroskobik incelemeler sonucu yasam dongiisiinde trofozoit (trofik evre), prekist

(sporosit) ve kist (spor) formlariin bulundugu saptanmistir (2,15,17).

Trofozoit formunun boyutlar1 2-5 pm c¢apinda olup akcigerde en sik (% 90-95
oraninda) rastlanan formdur. Genelde kiimeli ameboid sekilde bulunurlar. Hiicre dis1
cift katli duvarla ¢evrili olup i¢ kisimda daha ince plazma membrani vardir. Trofozoit
yiizeyindeki tlibiiler cikintilarin (filopodya), alveolar keselerde tip 1 epitelyal
hiicrelere tutunmaya yardimci oldugu diisiiniilmektedir. Trofozoit merkezinde ¢ok
sayida porlar1 bulunan tipik niikleer zarf ile ¢evrelenmis ve daginik kromatinli, ¢ift
ceperli bir adet niikleus bulunur. Ayrica sitoplazmada vezikiillii golgi, mitokondri,

cok sayida serbest ribozomlar, vakuoler bosluklar ve mikrotiibiiller mevcuttur (2,12).

Prekistler; 5-8 um biiytikliigiindeki trofozoit ve kist formlar1 arasindaki gegis
formlaridir. Erken, ara ve ge¢ olmak lizere ii¢ evrede goriilebilir. Erken prekistler
oval sekilde, tek niikleuslu ve hiicre duvari iki katmanlidir. Ara prekistler daha
yuvarlak, 2-4 niikleuslu ve hiicre duvar ii¢ katmanhidir. Geg prekistler ise hiicre

niikleus sayis1 dordiin {izerinde olup yuvarlak sekli ile kiste benzemektedir (2,18).

Kist formu 5-10 um boyutlarinda, yuvarlak veya hilal sekillidir. Kist duvari
biiyiikk o6l¢iide kompleks bir polisakkarit olan B-glukanlardan olusur, ayrica
manoprotein, kitin ve diger proteinler de mevcuttur. Kalinligr 50-160 nm olup dis,
orta ve en icte plazmalemma olmak {izere {i¢ katmandan olugmaktadir. Ana islevi,
organizmaya saglamlik ve desteklik saglamak ve organizmay1 konak disindaki sert
cevre kosullarindan korumaktir. Duvar igeriye cikintilar yaparak parantez benzeri
sekiller olusturur; bu cikintilar kistler ig¢in tipiktir. Kist duvarinin bozunmasi,
organizmanin yasam dongiisiinii tamamlamasi icin gereklidir. Bu dinamik siireci

kolaylastirmak igin, B-glukan sentetazlar kist duvarini olusturan (1—+3) B-D-glukan

(BDG) homopolimerlerinin olusumunu kolaylastirir, p-glukanazlar ve diger
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proteinler, aktif bozunma ve duvarin yeniden yapilandirilma siirecini yiiriitiir (19).
Kalm kist duvari iginde yer alan Intrakistik cisimcikler 1-2 pm biiyiikliigiinde olup
cift kath zara sahiptirler. Bir niikleus, bir mitokondri, endoplazmik retikulum ve
bircok serbest ribozom bulunduran bu yapilar kistin yirtilmasi ile agiga ¢ikarak

trofozoitlere doniismektedir (2,12).

P. jirovecii tim yasam dongiisiinii akciger alveollerinde hiicre disinda nadiren
de ekstrapulmoner organlarda gecirmektedir. Pneumocystis’in eseyli ve eseysiz
olmak tizere iki farkli iireme sekli bulunmaktadir. Trofozoitler yasam dongiisiiniin
eseysiz kisminda ikiye boliinerek cogalirlar. Trofozoitlerde saptanan feromon
sinyalizasyonu ve sinaptonemal komplekslerin varlig1 mayoz boliinmeyi destekler ve
Pneumocystis’in eseyli iiremesini saglar. Eseyli dongiide haploid yapidaki
trofozoitlerin konjugasyonu ile sporozoitler olusur. Sporozoitler mayoz ve sonrasinda
mitoz ile boliinerek sekiz adet intrakistik cisimcigi olustururlar. Daha sonrasinda

trofozoitler kist duvarinin par¢alanmasiyla serbest hale gelir (Sekil 1) (12).

A. Egeysiz B. Eseyli s
3 P _ @0
Niikleus -{ @ @ Mitokondri o) H{plo'd Vgl
¢ 0
S’ /

97\ Konjugasyon
° Jugasy
Ekskistasyon

N Diploid
Prekist

Sekil 1. Pneumocystis jirovecii’nin yasam dongiisii (20)



2.4. Bulas ve Kolonizasyon
2.4.1. Bulas

Pneumocystis spp. ve konaklar1 arasindaki bulas mekanizmasi tam olarak
bilinememekle birlikte, hayvan modellerinde ve insanlarda yapilan ¢alismalar,
Pneumocystis'in en olast bulas yolunun hava yolu oldugunu gostermektedir (11).
Ozellikle Pneumocystis carini ve rat modelleri ile yapilan calismalarda bulas igin
biitlinliigii bozulmamis kist formun alinmasi gerektigi; gida ve su ile bulasin
miimkiin olamadig1 anlasilmistir. Insanlar ile ilgili calismalar daha ¢cok PCP olan
kisilerin bulundugu hastanelerde yapilan molekiiler calismalardan ibarettir. Bu
caligmalarda hasta yataklarindan farkli mesafelerden alinan hava Grneklerinde P.
jirovecii DNA’simin mesafe arttikga azaldigi gosterilmistir (11). Ancak bu bulgular
etkenin duyarl konaga hava yoluyla bulasin1 dislamamakla birlikte; saptanan genetik
materyalinin mutlaka canli etkene ait olup olmadig1 ve bulas icin potansiyel tasiyip
tasimadigl sorusuna tam olarak kanit olusturmamaktadir (11). Bununla birlikte
diinyanin farkli cografik lokalizasyonlardaki bdbrek, dalak ve karaciger
transplantasyon iinitelerinde meydana gelmis olan salgin seklindeki vaka artiglar1 P.
jirovecii bulasinin anlasilmasinda onemlidir. Bu salginlarda etkilenen Kkisilerin
orneklerinde ayni1 genotipte izolatlarin saptanmis olmasi insandan insana bulagin en
onemli kanit1 olarak gosterilmektedir. Diger taraftan, dogrudan temas veya damlacik
yayiliminin olup olmadigi; konagm bagisiklik durumundan bagimsiz olarak, PCP
veya kolonizasyon olusumu icin kag¢ tane enfeksiydz partikiil gerekli olacagi gibi

konular halen belirsizligini korumaktadir (11).
2.4.2. Pneumocystis jirovecii Kolonizasyonu

Pnomoni semptomlart bulunmayan kisilerin {ist veya alt solunum yolu
orneklerinde P. jirovecii veya DNA’smin varligi  kolonizasyon olarak
tanimlanmaktadir (13,21). Diinyanin farkli bolgelerindeki saglikli popiilasyonlarda,
kullanilan yonteme ve klinik orneklere bagli olarak degismekle birlikte % 0 - 65
arasinda P. jirovecii kolonizasyon oranlar1 bildirilmistir (11,22—26). Diger taraftan

immiin baskilanmig hastalardaki kolonizasyonun, immiin saglam kisilere oranla daha
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fazla oranda oldugu bilinmektedir (3,4,27). En Onemli risk faktorleri arasinda
kortikostreoid kullanimi gosterilse de yeni nesil immiinomodiilatér ilaglarin
kullaninma girmesiyle oOzellikle organ transplant alicilarinda, hematolojik
malignitelerde, inflamatuar bag dokusu hastaliklarinda yiiksek P. jirovecii
pozitiflikleri bildirilmistir (5-7,28,29). Organ transplant alicilarina bakildiginda ise
bu riskin kalp-akciger transplant hastalarinda daha yiliksek oldugu goriilmektedir.
Ancak son yillarda mikofenolat mofetil gibi yeni anti-rejeksiyon ajanlarinin
kullanima girmesiyle bobrek transplantasyonu yapilan hastalarda salginlar seklinde

PCP enfeksiyonlari rapor edilmistir (30-32).

Kolonizasyonla ilgili olarak iki hipotez One ¢ikmaktadir. Birincisi P.
jirovecii’nin yasamin erken evresinde, muhtemelen gocuklukta kazanilan ve daha
sonra yetiskinlige devam eden asemptomatik varligmi One c¢ikarmaktadir. Bu
hipoteze gore dogum esnasinda anneden gecisin dnemli olabilecegi vurgulanmistir.
Saglikli ¢ocuklarda anti-Pneumocystis antikorlarinin serolojik varligi veya pozitif
PZR, bu organizmaya erken maruziyeti destekler niteliktedir. Diger hipotez ise P.
jiroveci kolonizasyonunun de novo olus seklidir (33,34). Ayni hastanin farkli PCP
episodlarinda farkli genotiplerle enfekte olabildiginin gosterilmesi bu goriisiin en

onemli kanit1 olarak kabul edilmektedir (11,35,36).

P. jirovecii kolonizasyonunun Kklinik ve epidemiyolojik 6nemi tam olarak
anlasilamamis olsa da yapilan ¢alismalar, P. jirovecii kolonizasyonu olan kislerin,
bulas agisindan onemli bir kaynak olusturdugunu ortaya koymaktadir. Ayrica bu
kisilerin immiin baskilanma olusmasi durumunda mevcut kolonizasyondan PCP
gelisim riski tasidiklart molekiiler ¢alismalarla kanitlanmistir (13,14,37,38). Diger
taraftan kolonizasyon sonucu olusan kronik immiin yanit, doku hasarina neden olarak
cesitli akciger hastaliklarinin geligsimini tetikleyebilmekte veya mevcut hastaliklarin

progresyonlarini hizlandirabilmektedir (6,13).
2.5 Epidemiyoloji

HIV/AIDS epidemisinin ortaya ¢iktigi 1980°li yillara kadar sporadik olgular

seklinde bildirilen enfeksiyonun insidansi bu donemde hizla artis gostermis ve
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AIDS'li bireylerin % 75'inde goriilen PCP enfeksiyonlarina ve ayrica % 40'a varan
mortalitelere neden olmustur. PCP profilaksisinin 1989'da uygulanmaya baslanmasi
ve yine 1996'da HIV’e kars1 etkili antiretroviral kombinasyon tedavisinin kullanima
girmesi ile birlikte PCP insidansinda onemli diisiisler gozlenmistir (39). Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC), PCP insidansinin 1992'den 1995'e kadar olan
donemde yillik % 3,4 azaldigmi ve daha sonra antiretroviral tedavide etkili
kombinasyonlarin uygulanmaya basladigr donem olan 1996'dan 1998'e kadar yillik
% 21,5 azaldigini bildirmistir. ABD'de son on yilda HIV ile enfekte hastalarda PCP
insidans1 % 0,7 olarak bildirilmistir (40). Diger taraftan 6zellikle kaynaklari kisith
olan gelismemis iilkelerde HIV enfeksiyonun tanisinda yasanan zorluklar nedeniyle

PCP halen firsat¢1 enfeksiyon olarak gozlenmeye devam etmektedir (18,39).

Son zamanlarda hematolojik ve solid organ tlimorlerinde, organ
transplantasyonlarinda ve otoimmiin hastaliklarda etkili immiinosupresif terapilerin
kullanima girmesiyle HIV negatif immiin baskilanmis hastalardaki PCP
enfeksiyonlarinda artis gézlenmektedir (5,6). Ancak HIV negatif immiin baskilanmig
hastalarda P. jirovecii yiikiiniin ¢ogu zaman diisiik bulunmasi, konvansiyonel
yontemlerin tanidaki duyarliligini azaltmakta bu nedenle hastalarin tan1 ve yonetimi
zorlagmaktadir. Ates, nonproduktif oksiiriik ve dispne gibi nonspesifik semptomlar
ile baglayan PCP, AIDS dis1 immiinsupresyon hastalarinda daha agresiv seyretmekte

ve bu hastalarda % 35-55 oranlarinda mortalite gozlenebilmektedir (6-8,39).

Hastalik i¢in HIV disinda birgok risk faktérii mevcuttur. Bunlarin basinda
kanserli hastalar (6zellikle hematolojik maligniteler), hematopoietik hiicre veya solid
organ nakli yapilan transplant hastalari, belirli inflamatuar veya romatolojik
durumlar i¢in immiinsupresif tedavi alan hastalar gelmektedir (41). Ozellikle 16semili
(akut lenfatik 16semi gibi) ve lenfoproliferatif bozukluklar (kronik lenfatik 16semi ve
Hodgkin olmayan lenfomalar gibi) olan hastalarda 6nemli 6l¢iide PCP gelisme riski
vardir. Kortikosteroidler, siklofosfamid, metotreksat, vinkristin, sitarabin, fludarabin,
temozolomid, rituksimab, alemtuzumab, ibrutinib ve idelalisib dahil olmak {izere
belirli kemoterapotik ajanlar PCP'ye daha yatkinhigr arttirmaktadir (39). PCP
vakalarinin % 20'ye yakini inflamatuar hastaliklar1 olan kisilerde goriilmektedir.
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Insidans ozellikle poliarteritis nodoza, polianjitli graniilomatozis,
dermatomiyozit/polimiyozit ve romatoid artritli hastalarda interstisyel akciger

hastaliklar1 vakalarinda yiiksektir.
2.6. Patogenez

Solunumla aliman  Pneumocystis  akciger tropizmi  gOsteren  bir
mikroorganizmadir. Ancak nadiren de olsa diger organlara da yayilabildigi
bilinmektedir. Ozellikle ilerlemis HIV enfeksiyonu olan hastalarda karaciger ve
dalaga ek olarak goz, kulak, lenf diiglimleri, timus, deri, gastrointestinal sistem,

plevra, bobrek, kemik iligi, pankreas ve adrenal bez tutulumlari bildirilmistir (42,43).

Enfektif form inhale edildikten sonra st solunum yolundaki savunma
mekanizmalarindan kagarak alveollere ulasir. Trofik form, alveolar epitel hiicrelerine
ve hiicre dis1 matriks proteinlerine sikica baglanir. Cesitli ¢aligmalar, mannoz
baglayan reseptorlerin ve hiicre dis1 matriks proteinlerinin Pneumocystis'in akciger
epitel hiicrelerine baglanmasini kolaylastirdigini gdstermistir. Pnuemocystis tip |
alveoaler hiicrelere tutunduktan sonra, hiicre ylizey glikokaliksinde azalma, alveolar
kapiller damarlarin permeabilitesinde artma meydana gelir. Tip 1 alveoler
hiicrelerdeki bu degisim ile tip II epitelyal hiicrelerde de hipertrofi ile hiperplazi
olusur. Bunun sonucu olarak, tipik kopiiksii eozinofilik eksiidasi ve bal petegi
goriiniimii gozlenebilir. Ayrica PCP’nin siddeti arttik¢a interstisyel fibrosis, hiyalin
zar olusumu da izlenmekte, graniilomlar veya mikrokalsifikasyonlar

olusabilmektedir (44).

Pneumocystis hiicre duvari B-glukanlarin, konakg¢ida ¢ok sayida enflamatuar
yolu indiikleme kapasitesine sahip oldugunu gdstermistir. Bu nedenle, hiicre duvari-
glukanlarmin alveolar makrofajlar ve solunum epitel hiicreleri tarafindan ortaya
cikan abartili enflamatuar tepkilere katkida bulundugu, siddetli Pneumocystis
pnomonisi olan hastalarda solunum yetmezligini artirdi§i  6ne slriilmiis,
Pneumocystis B-glukanlarin dendritik hiicreleri aktive ettigi ve T hiicre yanitlarini

modiile ettigi de gosterilmistir (19). Ayrica, B-glukanlarin, T hiicrelerini Th17
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farklilagsmasina dogru polarize edecek sekilde dendritik hiicreleri hazirladigi ve

bunun da konakg1 antifungal immiin direncini daha da artirdig1 gosterilmistir (45).

Patojenin diger insanlara bulagsmasinin yani sira Kkolonize bireyler de
bagisikligin azalmasi durumunda PCP gelisme riski altindadir. Ayrica, anti-
Pneumocystis profilaksisi alan bireylerde uzun siiren kolonizasyon, ilaca direncine
neden olabilmektedir. Bununla birlikte akcigerlerde bulunan az miktarda patojenin
bile konak¢1 enflamatuar tepkisini tetikleyerek akciger hasarina yol actigi ve bu
durumun kronik obstriiktif akciger hastaligi veya akciger kanseri gibi hastaliklarin

gelismesinde rol oynayabilecegi bildirilmistir. (46).
2.7. Klinik

PCP’nde kulugka siiresinin yaklasik 3-12 hafta oldugu distiniilmektedir (47).
Klinik belirgin hipoksemi, dispne, non-produktif oksiiriik ve siklikla ates ile kendini
gostermektedir. Bazen balgam ve nadirde olsa kanli balgam goriilebilir, hemoptizi ve
g0giis agrisi olusabilir (48). Klinik belirtiler, immiinosupresyonun siddeti, pulmoner
O6dem olusumu, akciger allogreft fonksiyon bozuklugu ve eslik eden enfeksiyonlari
iceren siireclerle degisiklik gosterebilir. PCP’nin tipik belirti ve semptomlar Tablo
1'de 6zetlenmistir (43).

HIV hastalarinda, yiiksek organizma yiikiine ragmen klinik tablo genellikle
belirsizdir ve 6liim oran1 % 10-20'dir. PCP semptomlarinin klasik tgliisii; subakut
baslangi¢cli efor dispnesi, non-produktif oksiiriik ve atesin haftalarca siiren subakut
seyri, siklikla bakteriyel pndmoniden ayirt edicidir. Ayrica arteriyel kan gazi analizi
ile dogrulanmas1 gereken solunum yetmezligi de goriilebilmektedir. LDH siklikla
yiiksektir bu yiizden hastaligin seyri i¢in dngdriicii bir parametre olarak kullanilmasa
da yiiksek LDH seviyesi olumsuz bir isarettir. Buna karsilik, C-reaktif protein,
eszamanli bagka bir enfeksiyon olmamasi kosuluyla genellikle normaldir (39). Kilo
kayb1 gibi yapisal belirtiler 6ne ¢ikabilir. Sonraki enfeksiyonlar daha hizli gelisir
(49).
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HIV olmayan hastalar arasindaki 6liim oranit % 30-60 arasindadir ve kismen
tanidaki gecikmelere bagli olarak kanser hastalar1 arasinda daha yiiksek oliim riski
vardir (50). HIV olmayan hastalarda PCP daha agresif progresyon ile
ilerlemektedir. Oksiiriik, dispne ve LDH yiiksekligi daha az siklikta gériiliirken, derin
hipoksi ve solunum yetmezligi daha sik gozlenir (51). Immunsupresif kisilerde altta
yatan hastalik, enfeksiyonun klinigini etkiler ve tedavi edilmezse Oliimle
sonuglanabilir (49). Klinik enfeksiyonun siddeti, ©nceden var olan akciger
hastaligiyla (Sitoksan akciger, pulmoner fibroz, COPD vb.) veya diger
enfeksiyonlarin (Sitomegaloviriis-CMV, Legionella, mikobakteriler vb.) varligiyla
artabilmektedir. Pneumocystis ile enfekte hastalarin yarisindan fazlasinda CMV ve

diger patojenlerle birlikte enfeksiyon tespit edilmistir (43).

PCP deki tipik radyolojik bulgular, homojenligi hastalik ilerledik¢e artarak
diffiiz hale gelen hilus ¢evresinde iki tarafli interstisiyel infiltratlardir (52,53). HIV
ile enfekte olmayan bagisiklig1 baskilanmis hastalarda, semptomlarin akut baslangici
ve daha hizl ilerlemesi nedeniyle erken grafilerde bulgular normal olabilmektedir.
Bununla birlikte daha az goriilen belirtiler arasinda, bazen pnématosel olusumu ile
seyreden konsolidasyonlar veya ince duvarl kistik lezyonlar yer almaktadir. Kistik
lezyonlar siklikla kiiclik, iki tarafli ve ¢okludur, ancak spontan pndmotoraks
gelistirme riski olan daha biiyiik pulmoner kistik lezyonlar da bildirilmistir. Akciger
dis1 enfeksiyonu olan hastalarda ise solunum belirtileri minimal olabilmekte veya hig

gozlenmeyebilmektedir (39).
2.8. Tam

P. jirovecii kiiltiirde tiretilemedigi i¢in etkenin solunum sistemi 6rneklerinde
mikroskobik olarak saptanmasi tanida altin standarttir (3). Tanida materyal olarak
balgam, indiiklenmis balgam, nasofaringeal aspirat sivisi, brons lavaj sivisi veya
akciger doku biyopsisi gibi ornekleri kullanilabilirken; boronkoalveolar lavaj (BAL)
stvist Ornekleri en degerli ornek olarak gosterilmektedir (54). BAL o6rneklerinden
sitosantrifiij ile elde edilen preparatlarda etkenin histolojik boyalar ve floresan

antikor yontemleriyle gosterilmesi en klasik mikroskobik tani yontemleridir (55).
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Bununla birlikte HIV dist immiin baskilanmis hastalarda goézlenen PCP’de P.
jirovecii yiikiiniin ¢ogu zaman diisiikk olmasi mikroskobik tanmin duyarliligini
azaltmaktadir (6,13,55). Bu sorun son yillarda PZR bazli metotlarin gelistirilmesiyle

onemli 6l¢iide asilmis durumdadir (4,27).

P. jirovecii kist duvart Gomori’nin metenamin giimiis, toluidin blue, calcofluor
white ile boyanabilirken; trofozoit formu ve kist igerisindeki intrakistik cisimciklerin
gosterilmesinde giemsa ve gram weigert gibi boyalar kullanilmaktadir (44).
Gomori’nin metenamin gliimiis (GMS) boyasi ile Kist duvari koyu gri boyanir ve
organizmalar ezilmig pinpon toplart veya hilal seklinde katlanmis kiireler olarak
goriiniir (56). Giemsa boyasi ile kist sitoplazmasi eflatunumsu pembe boyanirken kist
¢eperi boyanmaz. Trofozoidler ve intrakistik cisimler ise koyu mor renkte goriiniir.
Immiinofluoresan  yénteminde floresan mikroskobu ile boyali  ornekler
incelendiginde mikroorganizmalar parlak elma yesili renkli tek tek veya kiimeler
olusturmus sekilde gorilir (57). Tamida kullanilan boyalar ve boyama

karakteristikleri Tablo 2’de gosterilmistir.

Saglikli insanlarin ¢ogunda P. jirovecii’ye karsi antikor bulundugu igin,
serumda antikorlarin saptanmasi tani i¢in yeterli degildir. Bu yiizden serolojik olarak
dolasimdaki antijenleri dogrudan saptamak daha anlamlidir (58). Bu alanda en ¢ok
kullanilan serolojik marker BDG molekiiliidiir. Tiire spesifite gostermeyen ve tiim
maya ve kiif mantarlarmin hiicre duvarinda bulunan bu karbonhidrat molekiilii, BAL
stvisinda ve kanda tespit edilebilmektedir (13,59). Serumdaki BDG seviyesi bir¢ok
fungal enfeksiyonun erken evrelerinde yiikselir. PCP tanmisinda BDG testinin

duyarliligi % 90-100, 6zgtlligii % 88-96 olarak bildirilmistir (60,61).
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Tablo 2. Tanida kullanilan boyalarin karsilagtiritlmasi

mor boyanir

Boya BO yama Kist Trofozoitler | Mikroskop goriintiisii
siiresi Duvan
Boyanmaz, Cekirdek
. Berrak k_1rm121-m0r,
Giemsa 30-60 dk sitoplazma
halka
AR acik/koyu
gorunumu mavi
Direkt / Boyanir Boyanir
indirekt | 15-30dk | £ BN | B vesil
florasan yes yes
. Boyanur,
I\/'I.eta"n amin | 30-60 dk Kahverengi- | Boyanmaz
gumus >
siyah
Toluidine Boyanur,
blue 1-6saat | Eqpnyn-mor | BOYANMaZ
Boyanur,
Cal_cofluor <5dk Mavi-beyaz | Boyanmaz
white )
veya yesil
Boyanmaz,
Gram- Intrakistik | Soluk olarak
: <5dk L et
Weigert cisimcikler | goriiliir
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PCP hastalarmin serumlarindaki yiikselmis LDH enzim diizeyleri altta yatan
akciger inflamasyonu ve hasarinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu
prensiple degerlendirildiginde LDH, tanida 6zgiil bir belirte¢ olmaktan ¢ok genellikle
PCP hastalarinda tedaviye yanitin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (62,63).

Molekiiler tani yontemlerinin P. jirovecii tanisinda kullanimi ilk kez 1990
yilinda Wakefield ve arkadaslarinin hem sican hem de insan 6rneklerinde P. jirovecii
mitokondriyal ribozomal RNA dizilerini amplifiye etmesiyle baslamistir (64).
Yiiksek duyarlik ve 6zgiilliige sahip PZR bazli yontemler tanisal anlamda elimizi ¢ok
giiclendirmis durumdadir ancak etken DNA’sinin varligi her zaman aktif enfeksiyon
anlamina gelmemektedir (65). Son zamanlarda gelistirilen rt-PZR yontemleri her ne
kadar P. jirovecii yiikii ve kantitasyonu hakkinda bilgi veriyor olsa da kolonizasyonu

aktif PCP’den ayirmak i¢in standart bir kantitasyon sinir degeri belirlenmis degildir.

Klinik 6rneklerde P. jirovecii DNA'sinin saptanmasi igin, mtLSU-rRNA,
mtSSU-rRNA, ITS bolgeleri, 5S ribozomal RNA (5S rRNA), 18S ribozomal RNA
(18S rRNA), DHPS, DHFR, timidilat sentaz (TS), major yiizey glikoproteini (MSG),
keksin benzeri serin proteaz (KEX1), sitokrom b (CYB), siiperoksit dismutaz (SOD),
a ve B tubulin (a- B-TUB), tioredoksin rediiktaz (TRR1) gibi P. jirovecii genlerini
hedefleyen ¢esitli PZR protokolleri gelistirilmistir (66,67). Tan1 i¢in daha ¢ok
MtLSU-rRNA veya MSG gibi c¢ok kopyali genleri hedef alan protokoller
kullanilirken diger gen bdlgeleri etkenin yayilimi, bulasi, ilag direnci gibi
karakteristik ~ ozelliklerini ve genotipik varyantlarini  belirlemeye  yonelik
epidemiyolojik caligmalarda tercih edilmektedir. Bu ¢alismalarda tek lokuslu Sanger
DNA sekansi, Multilokus dizi tiplemesi (MLST), RFLP analizi, tek sarmalli
konformasyon polimorfizm analizi (SSCP) gibi molekiiller yontemler

kullanilmaktadir (68,69)
2.9. Tedavi

Pneumocystis enfeksiyonunda hastanin klinigi hizla bozulabilmekte ve tedavi

edilmezse 6liimle sonuglanabilmektedir. Risk altinda olan hastalarin basinda; yiiksek
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doz kemoterapi hastalari, hematolojik malignite hastalari, AIDS hastalar1 ve ytliksek

dozda kortikosteroid kullanan hastalar gelmektedir (70-72).

Akut PCP tedavisinde alternatif bir¢ok ila¢ olmasina ragmen tedavinin temelini
TMP-SMX ve pentamidin izetionat olusturur. Hem yetiskinlerde hem de ¢ocuklarda
tedavi icin onerilen doz 15- 20 mg/kg/giin (TMP bilesenine gore) oral veya IV olup,
21 giin boyunca giinde ii¢ ila dort doza boliinmiis sekilde olmalidir (73). Pentamidin
IV kullanimiyla hastalik tedavisinde ve aerosolize edilmis formu ile profilakside
kullanilabilmektedir (43). Ekinokandinlerin (caspofungin vs.) diisiik dozlarda
kotrimoksazol ile birlikte kullaniminin PCP enfeksiyonu tedavisinde basarili oldugu,
daha hafif hastalarin tedavisinde ise atovaquone ve klindamisin-primakin gibi ikincil
tedavilerin kullanilabilecegi bildirilmistir (74). Kortikosteroidler ise orta ve agir
klinik gosteren hastalarin PCP tedavisine ek olarak klinik durumlart diizeltmek i¢in

verilebilmektedir (44). Akut PCP i¢in tedavi sekilleri tablo 3’ de verilmistir.

PCP'nin tedavisi ve profilakside TMP-SMX'in yaygin kullanimu, ilag direncinin
gelismesine iliskin endiseleri artirmistir. Bir kiiltlir sisteminin olmamasi, ilag
direncini belirlemek igin in vitro duyarlilik testlerinin kullanimin1 engellemekte ve
molekiiler incelemeleri 6n plana ¢ikarmaktadir. Folik asit sentezinde rol alan DHPS
ve DHFR genlerindeki nokta mutasyonlarin TMP-SMZ profilaksisi ve tedavisini
etkileyebilen, potansiyel olarak siilfa direnci ile iliskili olabilecegi bildirilmistir

(75,76).

P. jirovecii ilag direnci ile ilgili aragtirilan polimorfizmlerin ¢ogu, DHPS
geninin mutasyonlar1 lizerinedir. Bu ¢alismalarda 6zellikle DHPS'nin 165 ve 171.
bazlarindaki (55 ve 57. amino asit kodonlar1) tek niikleotid polimorfizmlerinin
muhtemel ilag direncinde onemli olabilecegi ortaya konmustur. Diinyanin farkl
cografik bolgelerinde yapilan ¢aligmalarda bu genin belirtilen bolgeleri ile ilgili % 0-
81 arasinda mutasyon oranlar1 saptanmistir (77-83). Spesifik DHPS mutasyonlarinin
PCP hastalarinda ilag direncinin etkili bir nedeni olup olmadig: hala belirsiz olsa da
bu mutasyonlarin TMP-SMZ veya dapson (DHPS inhibitorleri) kullanimiyla iliskili
oldugu gosterilmistir (69).
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Tablo 3. Akut PCP i¢in tedavi sekilleri (39)

ilk Tercih
i.v. | TMP 15-20 mg ve SMX | 21 giin | hafif ila orta PCP igin:
p.0. | 75-100 mg/kg/giin her 6 p.o. 3 bolinmiis dozda
veya 8 saatte bir verilir veya TMP/SMX DS - 2
TMP/SMX (yani boliinir). tablet tid; orta ila
siddetli PCP igin: i.v. ve
p.o'ya gecin.
Alternatif
p.o. | dapson 100 mg p.o. | 21 giin | hafif ila orta dereceli
giinliik + TMP hastalik secenegi
Dapson+TMP 15 mg/kg/gin p.o. (3
boliinmiis doz)
i.v. | klindamisin (6 saatte bir | 21 giin | hafif ila orta PCP ve orta
p.o. | i.v. 600 veya 8 saatte bir ila siddetli PCP secenegi;
900 mg) veya (p.o. 6 hafif ila orta dereceli
Klindamisin+primakin saatte bir 450 mg veya 8 PCP durumunda:
saatte bir 600 mg) + oncelikle klindamisin
primakin 30 mg (baz) p.o. p.o.
giinde bir kez
p.o. | 750 mg p.o. b..d. |21gin | hafif ila orta dereceli
Atovaquone yemekle hastalik segenegi
i.v. | 4 mgkg iv. ginde bir | 21 giin | orta ila siddetli hastalik
kez en az 60 dakika secenegi; dozu 3 mg/kg
Pentamidin boyunca verilir iv.'ye diistirebilir.
Toksisite durumunda
giinde bir kez
Kaspofungin i.v. | kaspofungin 70 mg giinde | 21 giin | ikinci basamak
(yalniz veya TMP/SMX 1/50 mg (kurtarma) tedavisi
kombiniyle) 2. glinden baglayarak
Ek tedavi
p.0. | 1-5 arast giinler: 40 mg | 21 giin | orta ila siddetli PCP igin
ginde iki kez; 6-10. (1) oda havasinda PaO:
Prednizon giinler: <70 mm Hg veya (2)
ginde 40 mg; 11-21 alveolararteryal 0,
giinler: giinde 20 mg gradyani >35 mm Hg ise

b.i.d., giinde iki kez; DS, iki kat giiclii; i.v., intravenoz; p.o., isletim basina; PCP, Pneumocystis
jirovecii pnéomonisi; SMX, siilfametoksazol; t.i.d., giinde ii¢ kez; TMP, trimetoprim.

2.10. Korunma

Yogun tedaviye ragmen, PCP'nin mortalitesi yliksek olabilmektedir.
Hematolojik hastaliklar, solid organ tiimorlii hastalar ve hematopoetik kok hiicre
nakli alicilar1 i¢in PCP'ye kars1 profilaksi i¢in kilavuzlar bulunmaktadir. Altta yatan

baska hastaliklar1 olan bagisikligi baskilanmis kisilerde, hepatotoksisite ve kemik
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iligi depresyonu dikkate alinarak profilaksi endikasyonu mutlaka degerlendirilmelidir
(84).

Profilaksi, daha 6nce PCP atagi gec¢irmemis kisilerde ilk atagi onlemeye
yonelik, atak geciren kisilerde ise yeni ataklari onlemeye yonelik olmaktadir.
Kullanilan ilaglar P. jirovcii’ye karst oldiiriicii olmadigindan profilaksiye hastanin

bagisikligr baskilandigr siire boyunca devam edilmesi 6nerilmektedir (85).

TMP-SMX, HIV ile enfekte ve HIV bagisiklig1 baskilanmis kisilerde ilk tercih
edilecek profilaktik ilagtir. Genellikle onerilen doz, giinde bir tablet (80 mg TMP ve
400 mg SMX) veya haftada 3 kez iki tablettir. Alternatif profilaksi se¢enckleri
arasinda atovaquone (giinde iki kez 750 mg) veya aerosol haline getirilmis
pentamidin (ayda bir kez 300 mg) yer almaktadir(84).

HIV hastalar1 arasinda PCP profilaksileri i¢in kilavuzlar spesifik ve evrensel
olarak kabul edilmis olsa da, diger bagisikligi baskilanmis kisilerde profilaksi
konusunda fikir birligi yoktur (50). Ayrica malignitesi olan bagisiklig1 baskilanmisg
hastalar ve bir ay veya daha uzun siire giinde 20 mg'dan fazla glukokortikoid alan
hastalar, kemik iligi baskilayici / antineoplastik tedavi alan hastalar ve hematopoietik
hiicre veya kat1 organ nakli gecirmis olanlar, Pneumocystis i¢in birincil profilaksi
tercih edilmelidir (41).

Immiinsiipresif ila¢ almaya devam eden hastalarda alti aydan uzun siire
profilaksi onerilir. Otolog kok hiicre nakli alicilarinda PCP orani, allojenik alicilara
gore ¢ok daha diisiiktiir ve profilaksi yalnizca multipl miyelomlu hastalara veya
yiiksek doz kortikosteroid alan yiiksek riskli popiilasyonlara onerilir. Bu hastalarda
PCP profilaksisinin siiresi degerlendirilmemistir, ancak yaygin uygulama
profilaksinin transplantasyon sonrasi 3-6 aya kadar uzatilmasi seklindedir. Diger
hematolojik ve solid organ tiimorli hastalar arasinda, akut lenfoblastik 16semili
(ALL), uzun siireli CD4 sayimlar1 200/puL'den az olan veya uzun siireli steroid
tedavisi olan hastalarda PCP riskinde artis bulundugundan tedavi siiresince veya
CD4 sayis1 >200/uL olana kadar profilaksi onerilir. Lenfoma, akut miyeloid 16semili

olan hastalarda risk durumu daha belirsizdir ve kemoterapi siiresince profilaksi
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onerilmektedir. Solid organ nakli alicilari igin, nakil sonrasi en az 6-12 ay boyunca
anti-Pneumocystis profilaksisi Onermektedir. Akciger ve ince bagirsak nakli
alicilarinin yan sira 6nceden PCP enfeksiyonu veya kronik CMV hastalig1 oykiisii
olan herhangi bir nakil hastas1 i¢in yasam boyu profilaksi endikasyonu olabilir. EK
olarak, bobrek nakli alicilarina akut rejeksiyon tedavisi sirasinda ve sonrasinda en az

alt1 hafta siireyle PCP profilaksisi dnerilmektedir (50).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Calismamiz, klinik 6rneklerden ve otopsi vakalarindan elde edilmis P. jirovecii
izolatlarindaki farkli gen bolgelerinin arastirildigi, P. jiroveci’nin toplumumuzdaki
dagiliminin, insanlar arasit gecis Ozelliklerinin, tedaviye direngli suslarin var olup

olmadiginin belirlendigi tanimlayici arastirma niteligindedir.
3.2. Arastirmanin Yeri, Zamam ve Plam1

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi'ne (DEUH) gelen hastalarin BAL
orneklerinde P. jirovecii varhg rt-PZR ile DEUH Merkez Molekiiler Mikrobiyoloji
Laboratuvari’'nda taranms; diger molekiiler yontemler DEU Saglik Bilimleri
Enstitlisti Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuvarlari’nda yapilmistir. Ayrica
sekans analizleri igin hizmet alimi yapilmistir. Tablo 4’de arastirma plani

sunulmustur.

Tablo 4. Aragtirma Plani

Nisan 2018 Projenin Kabul edilmesi (BAP-2018.KB.SAG.103)
Kasim 2018 Tez 6nerisi hazirlanmasi
Aralik 2018 Tez 6nerisi sunumu ve kabulil
Etik kurul onaymin alinmasi (Etik Kurul Onay
Mart 2019 Tarihi:  27.03.2019, Karar No: 2019/07-39,
Protokol No: 2685-GOA)
Ekim 2018 - Ekim 2019 Ornek toplama siireci
Kasim 2018 Malzeme alimlari

Aralik 2018 — Aralik 2019 DNA ekstraksiyonu ve Real time PZR

Kasim 2019 — Nisan 2020 mtLSU-rRNA geni nested PZR yOntemi

May1s 2020 — Agustos 2020 | Sekans analizleri

Eyliil 2020 — Ekim 2020 DHPS genine yonelik PZR ve sonrasinda RFLP
Aralik 2020- Ocak 2021 Istatistiksel analizler

Subat 2021 Tez yazimina baglanmasi
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3.3. Arastirmanin Evreni ve Calisma Gruplari

Calismamizda iki farkli gruptan elde edilen toplam 157 P. jirovecii izolati,
mtLSU-rRNA ve DHPS genleri i¢in retrospektif olarak analiz edildi.

Birinci grup hastane kaynakli 6rneklerden olusturuldu. Izmir Dokuz Eyliil
Universitesi Hastanesi'nde Ocak 2011-Ekim 2019 tarihleri arasinda bronkoskopi
yapilan 699 PCP siipheli hastanin bronkoalveolar lavaj (BAL) 6rneginden elde edilen
120 P. jirovecii izolati ¢calismaya alindi.

1.  Buizolatlarm 32’ si DEUH Merkez Parazitoloji Laboratuvari’na Ocak 2011-
Nisan 2014 tarihleri arasinda P. jirovecii tanisi igin gonderilen 92 hastanin BAL
stvist Orneklerinden yine baska bir ¢alisma kapsaminda nested PZR (n-PZR) ile elde
edilmisti (DEUTF Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu Baskanlig; karar
no:2014/23-04) (86).

2. Diger 88 izolat ise bu c¢aligma kapsaminda mtLSU-rRNA genini hedefleyen
ticari FTD P. jirovecii real-time PZR (rt-PZR) kiti (Fast Tract Diagnostic,
Luxemburg; Cat no: FTD-27-32) ile saptandi. Mayis 2014- Ekim 2019 tarihlerin
arasinda P. jirovecii siiphesi ile DEUH Merkez Parazitoloji Laboratuvari’na
gonderilen toplam 607 &rnegin rt-PZR  testleri DEUH Merkez Molekiiler
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Ikinci grubu ise, 6nceki ¢alismamizda (TUBITAK 1002 projesi; proje no:
2145052 “Adli Otopsi Vakalarinda Pneumocystis jirovecii ve Microsporida spp.
Kolonizasyon Prevalanslarinin Arastirilmas1i”) otopsi vakalarindan elde edilen
toplam 37 P. jirovecii pozitif DNA 6rnegi olusturdu. Bu ¢alisma, Subat 2015 - Nisan
2015 tarihleri arasinda Izmir Adli Tip Kurumu, Izmir Grup Baskam1 Morg Anabilim
Dali'nda otopsi yapilan 200 vakadan akciger dokusu ornekleri (sag iist lobdan 1 gr)
alinarak yapildi. Calisma igin gerekli etik onaylar Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Girigsimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan (Karar no:
2019/07-39, Protokol No: 2685-GOA) alindi.
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3.4. Orneklerin Alindig Olgularin Degerlendirilmesi

Hastalarin tibbi kayitlarindan yas, cinsiyet, immiinsiipresif tedavi, klinik tani
(hematolojik maligniteler, solid tiimorler, solid organ nakilleri, otoimmiin hastaliklar,
kronik akciger hastaliklar1 vb.) hakkinda bilgiler igeren demografik ve klinik veriler
elde edildi. Ayrica otopsi vakalarinin yasadigi yerler ve otopside tespit edilen 6lim

nedenleri not edildi.
3.5. Calisma Materyali

MtLSU-rRNA ve DHPS genleri ¢alisilacak olan DNA 6rnekleri (otopsi akciger
dokularindan elde edilmis 37; BAL 6rneklerinden elde edilmis olan 120 DNA 6rnegi
calisilincaya kadar -20° C'de saklandi.

3.6. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimli degisken: Genotipik varyasyonlar; siilfonamid ila¢ direnci (55. ve 57.

kodonlardaki mutasyonlar)

Bagimsiz degisken: Cinsiyet, yas, altta yatan hastalik, immiinsupresyon durumu

PCP/kolonizasyon durumu
3.7. Veri Toplama Araglan

Calismamizda kullanilan cihazlarin, sarf malzemelerin ve diger gereclerin
ozellikleri tipleri markalari, lot numaralar1 ve kullannom amaci Tablo 5 ve 6°de

verilmistir.

Tablo 5. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz / Malzeme Ad1 Markas1 / Kod Kullanim amaci

Mikroskop Olympus / CX31 Boyali —~ — preparatlarin
incelenmesi

Thermal cycler Techne / TC-412 PZR amplifikasyonu

Vorteks Labnet / VX100 DNA. (_akstrak3|yonu ve PZR
amplifikasyonu

Smif II Biyogiivenlik | Biosan DNA/RNA UV- | DNA ekstraksiyonu ve PZR

kabini Cleaner / UVT-S-AR miksinin hazirlanmasi
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Simif II  Biyogiivenlik . DNA ekstraksiyonu ve PZR
o metiSafe o

kabini miksinin hazirlanmasi
Labnet Spectrafuge /

Mikrosantrifii ™ Orneklerin hanlanmam ve
Labnet Spectrafuge /| DNA ekstraksiyonu
16M

Dijital kuru 1sitici ve . DNA ekstraksiyonu  ve
Grant-bio / PCH-1 RFLPde amplikonlarin

aliminyum blok

kesim inkiibasyonu

Transiliminator cihazi

ER Biyotek UV-BOX

Jel goriintiileme

Elektroforez cihazi

BIO-RAD / Power Pac
300

Jel yliriitiilmesi

Mikrodalga firin Beko / D1500 Jelin hazirlanmasi
BAL 06rneklerinin,
Buzdolab1 (+4°C) Altus / AL 355 amplifikasyon iriinlerinin,
calisma kitlerin saklanmasi
\ 0 Zanussi, DNA orneklerinin
Derin dondurucu (-20°C) | goyo/BK 7971 DF | saklanmas:
DNA ekstraksiyonu, PZR
miks hazirlanmasi, RFLP

Mikropipet seti

Thermo Finnpipette

yontemi, elde edilen PZR
urinit. ve RFLP {riniiniin
goriintiilenmesi

Hassas terazi

Scaltec / SBA31

Kimyasal hazirlama

Tablo 6. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Ethanol Sigma-Aldrich Ortam sterilizasyonu
EDTA AppliChem TBE buffer hazirlama
Borik asit AppliChem TBE buffer hazirlama
Tris Ambresco TBE buffer hazirlama
Taq DNA Polymerase Thermo Scientific PZR, DNA ekstraksiyonu
dNTP Miks Thermo Scientific PZR, DNA ekstraksiyonu
6X DNA Loading dye Fermentas Jel yiiriitiilmesi

100 bp Ladder Biolabs Jel ylirtitiilmesi

1 kb DNA Ladder Thermo Scientific Jel yiirtitiilmesi

Primerler Microsynth DNA ekstraksiyonu

FastDigest BsuRI

Thermo Scientific

RFLP, enzim kesimi

FastDigest Xmil

Thermo Scientific

RFLP, enzim kesimi

2X PZR Mastermiks

Norgen Biotek Corp.

DNA ekstraksiyonu

Xpert Hotstart . .
Mastermiks Grisp DNA ekstraksiyonu
Boya Xpert Green DNA Stain | Jel goriintiileme

Mikropipet ucu (10ul,
200ul, 1000ul)

Neptiine

PZR
RFLP

DNA ekstraksiyonu,
miks hazirlanmasi,
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yontemi, elde edilen PZR
urini ve RFLP lrlniinin
goriintiilenmesi
Mikrosantrifiij tipii (0,5 DNA Ekstraksiyon ve RFLP
Eppendorf iriiniiniin  hazirlanmasi  ve
ml ve 2ml)
saklanmasi
Agaroz Prona Basica Le Jel hazirlama

3.7.1. BAL Swist Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu ve Real Time PZR

Y ontemi
3.7.1.1. DNA Ekstraksiyonu

BAL sivis1 6rnekleri ilk olarak 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen
pelletin 200 ul’si ayrildiktan sonra ekstraksiyon islemi, DNA ekstraksiyon Kiti (Mo
Bio, kat n0:12334-50) ile iiretici firma prosediirlerine uyularak gergeklestirildi. Elde
edilen DNA, PZR reaksiyonlar1 yapilincaya kadar -20°C’de saklandi. P. jirovecii
pozitif kontrolii olarak daha 6nceki ¢alismamizda PCP oldugu mikroskobik ve klinik

olarak tanimlanmis bir hastanin BAL 6rnegi kullanildi (87).
3.7.1.2. Real Time PZR

Bu yontem Mayis 2014 - Ekim 2019 tarihleri arasinda PCP siiphesiyle DEUH
Merkez Parazitoloji Laboratuvari’na gonderilen toplam 607 6rnege uygulandi. rt-
PZR i¢in ticari FTD P. jirovecii (kat no: FTD-27-32/Fast Tract Diagnostic,
Liiksemburg) kiti kullanildi. Kullanilan kit konvansiyonel PZR yontemleriyle benzer
bir sekilde P. jirovecii mtLSU-rRNA gen bolgesini hedeflemekteydi. Amplifikasyon,
revers transkripsiyon basamagini takiben ayni tiip iginde RotorGene 6000Q (Qiagen,
Almanya) cihazinda iiretici firma Onerilerine gore ¢alisildi (Sekil 2). Kit igeriginde;
pozitif kontrol olarak P. jirovecii plazmit, negatif kontrol, primerler, ¢ift etiketli
problar yer alirken; PZR inhibisyonu ise yine kit icerigindeki internal kontrol
(Equine arterit viriis) ile degerlendirildi (Ct < 33). Pozitif 6rneklerdeki goreceli P.

jirovecii kantitasyonu kit prosediiriinde 6nerilen formiilasyona gore hesaplandi.
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X = @ [(y-42,347)/-1,348]

(X= Gen Kopya/ml, y = Ornegin Cr degeri; Ct= cycle threshold, e = 2,718)
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Sekil 2. Calisilan 6rnek grubundan bir kisminin rt-PZR’da kantitasyon analizi
(A) Internal kontrol-iK egrileri; (B) Calisilan drnekler pk: pozitif kontrol

3.7.2. mtLSU-rRNA Geni Nested PZR Yontemi

MtLSU-rRNA geni sekans analizi oncesinde gerekli amplikonu elde etmek
amactyla; sarf malzeme alimina gére bazi 6rneklere klasik in-house n-PZR yontemi
uygulanirken bir kisim 6rnege de ayni amagla hazir PZR miksinin kullanildigi n-PZR
yontemi uygulandi. Her iki PZR yonteminde de P. jirovecii mtLSU-rRNA gen
bolgesi hedeflendi ve aymi oligoniikleotid primerler kullanildi. Birinci PZR
dongiisiinde pAZ102-E (5’-GAT GGC TGT TTC CAA GCC CA-3’) ve pAZ102 H
(5’-GTG TAC GTT GCA AAG TAC TC-3’) primerleri; ikinci PZR dongiisiinde ise
pAZ102-X (5°-GTG AAA TAC AAA TCG GAC TAG G-3’) ve pAZ102-Y (5’-TCA
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CTT AAT ATT AAT TGG GGA GC-3°) primerleri ile istenen bdlgenin
amplifikasyonu yapild1 (64).

Birinci asama amplifikasyon i¢cin PZR miksi buz iizerine yerlestirilen 0,2

ml’lik amplifikasyon tiiplerinde toplam hacim 25 pl olacak sekilde asagidaki gibi

hazirlandi;

10x buffer 12,5l
MgCl2 (25 mM stok ) :2,5ul
dNTP (2 mM stok) 12,5 ul

Primer pAZ102-E (10 uM stok)  : 0,75 ul
Primer pAZ102-H (10 uM stok)  : 0,75 ul
Taq DNA polimeraz (1U/pul stok)  : 1 pl
DNA ekstrakti 22l

Apirojen su : son hacim 25 pl’ ye tamamlandi
Thermal cycler ile asagida belirtilen programda amplifikasyon yapildi.
94°C — 10 dk. 6n denatiirasyon

94°C — 1 dk. (denatiirasyon)
56°C — 1 dk. (baglanma) (35 dongii)
72°C — 1,5 dk. (uzama)

72°C — 5 dk. son uzama (32).

Ikinci asama amplifikasyon icin (n-PZR) PZR miksi, yine buz iizerine
yerlestirilen 0,2 ml’ lik amplifikasyon tiiplerinde son hacim 50 pl olacak sekilde
asagidaki gibi hazirlandi.

10x buffer 25l
MgCl: (25 mM) 25wl
dNTP (2 mM) 2S5l
Primer pAZ102-X (10 uM) 10,75 ul
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Primer pAZ102-Y (10 uM) 10,75 ul

Taq DNA polimeraz (1U/ul) 12 ul

DNA ekstrakti (1. amplifikasyon tirtinii)  : 2 pl

Apirojen su : son hacim 50 pl’ ye tamamlandi

Thermal cycler ile birinci dongiide kullanilan program kullanildi. Elde edilen

PZR iiriinii goriintiileme yontemi uygulanincaya kadar +4°C’ de saklandu.

Master miks (Norgen Biotek 2X PZR Master Miks; Product #28009)
kullanilarak uygulanan n-PZR yontemindeki icerik ve dongl farkliliklart ise

asagidaki gibidir:

1 6rnek i¢in PZR reaksiyon miksi;

PZR reaksiyon miksi 1.Dongii 2. Dongii
2x PZR master miks 10 pl 25 ul
DNA ekstrakti 2 ul 2ul
Primer E/X 0,75 ul 0,75 ul
Primer H/Y 0,75 ul 0,75 ul
Apirojen su 20 pl’ye tamamlandi 50 pl’ye tamamlandi

Thermal cycler ile agagida belirtilen programda amplifikasyon yapildu.
94°C — 2 dk. 6n denatiirasyon

94°C — 30 sn. (denatiirasyon)
56°C — 30 sn. (baglanma) (35 dongii)
72°C — 30 sn. (uzama)

72°C — 5dk. son uzama

Thermal cycler ile her iki dongilide de ayn1 program kullanildi. Elde edilen PZR

lirlinli goriintiileme yontemi uygulanincaya kadar +4°C’ de saklandi.
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3.7.2.1. PZR Uriinlerinin Degerlendirilmesi

Hedef DNA amplifikasyonunun gerceklesip gergeklesmedigini konfirme etmek
amaciyla tiiplerden alman 10 ul amplikona 2 pl gel loading dye karisimi eklendi.
%1,5’luk agaroz jelde 100 volt altinda 45 dk elektroforeze tabi tutulduktan sonra 1

pg/ml etidiyum bromiir ile boyanarak UV 1s1k altinda goriintiilendi.

P. jirovecii pozitif amplifikasyon iiriiniiniin birinci reaksiyon i¢in 346 bp; n-

PZR sonucunda da 267 bp uzunlukta olmasi beklenmistir (88).
3.7.3. DNA Sekans Analizi ve mtLSU-rRNA Genotipleme

PZR iiriinleri, Isvicre'deki Microsynth sirketi tarafindan sekanslandi.
Sekanslama, hem ileri hem de ters yonde bir ABI 3730XL otomatik sekanslama
aparati-Big Dye Terminator Cycle Sequencing Reaction Kit (Applied Biosystem,
Foster City, CA, ABD) ile Sanger dideoksi sekanslama yontemi kullanilarak
gerceklestirildi. Niikleotid dizileri, DNA Dynamo 2004-2019 programi (Bluetractor

yazilimu, Ingiltere) kullanilarak hizaland: ve diizenlendi.

» Forward Primer: pAZ102-X (5'- GTGAAATACAAATCGGACTAGG -3,

» Revers Primer: pAZ102-E (5'- GATGGCTGTTTCCAAGCCCA -3") kullanild1.

P. jirovecii'nin genotipleri, mtLSU-rRNA'nin 85 ve 248. pozisyonlarinda
polimorfizim tanimlanarak ayirt edilmis ve daha 6nce agiklanan yontem kullanilarak
gruplandirildi. mtLSU-rRNA gen bdlgesinin sekans analizi sonucunda 85. ve 248.

bazlardaki polimorfizme gore:

85C/248C; genotip 1,

85A/248C; genotip 2,

85T/248C; genotip 3,

85C/248T; genotip 4 ve

85A/248T; genotip 5 olarak tanimlandi (89,90).

NN
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3.7.4. Pneumocystis jirovecii DHPS Genine Yonelik PZR ve Sonrasinda
RFLP Yoéntemi

P. jirovecii rt-PZR ile pozitif saptanan ornekler DHPS geni yoniinden

incelendi. Bu asamada rt-PZR 0Oncesi elde edilen DNA 6rnekleri kullanildi.
3.7.4.1. P. jirovecii DHPS Genine Yénelik Touchdown PZR

P. jirovecii DHPS gen bolgesi DHPS geninin amplifikasyonu, DHPS-3 (5°-
GCGCCTACACATATTATGGCCATTTTAAATC-3%) ve DHPS-4 (5-
GGAACTTTCAACTTGGCAACCAC- 3’°) primerleri kullanilarak touchdown-PZR

prosediirii ile gergeklestirildi.

Touchdown PZR'min negatif olmasit durumunda, DHPS NF (5°-
AAATGCAGGGGCGACGATAAT-3’) ve DHPS-NR (5°-
GCCTTAATTGCTTGTTCTGCAA-3’) primerleri kullanilarak n-PZR testi, daha
once tarif edildigi gibi gerceklestirildi (91-93).

PZR miksi buz iizerine yerlestirilen 0,2 ml’ lik amplifikasyon tiiplerinde

toplam hacim 30 pl olacak sekilde asagidaki gibi hazirlandi.

10x reaksiyon buffer :3ul

MgCl. (25 mM stok) 23 ul

dNTP (2 mM stok) 23l

Primer DHPS-3 (10 uM stok) 11,2 ul

Primer DHPS-4 (10 uM stok) 11,2 ul

Taq DNA polimeraz (5U/ul stok)  : 0,9 ul

DNA ekstrakti :2ul

Apirojen su : son hacim 30 pl’ye tamamlandi.

Thermal cycler ile asagida belirtilen programda amplifikasyon yapildi.

94°C — 10 dk. hot start baslangi¢
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94°C — 15 sn. (denaturasyon)

72-62°C’de  — 30 sn. (baglanma)

72°C — 15 sn. (uzama) e (10 dongii)
94°C — 15 sn. (denaturasyon)

62°C’de — 30 sn. (baglanma) — (40 dongii)
72°C — 15 sn. (uzama)

72°C — 5 dk. son ekstansiyon (92).
3.7.4.2. P. jirovecii DHPS Genine Yénelik Nested PZR

Ikinci asama amplifikasyon (n-PZR) icin PZR miksi yine buz iizerine

yerlestirilen 0,2 ml’ lik amplifikasyon tiiplerinde gergeklestirildi.

10x reaksiyon buffer 12,5 ul
MgCl2 (25 mM) 1,5l
dNTP (2 mM) 22,5l

Primer DHPS-NF (10 uM) :0,75 ul
Primer DHPS-NR (10 uM) : 0,75 ul
Taq DNA polimeraz (5U/ul) : 1 pl
DNA ekstrakti : 1l

Apirojen su : son hacim 25 ul’ye tamamlandi

PZR sonras1 amplifikasyon iiriinleri 3 (5 pl, 10 pl, 10 ul) parcaya alikotlandi ve
bunlardan 5 pl’ lik alikot DHPS gen konfirmasyonu i¢in %1,5 ’likk agaroz jelde 100
volt altinda 40 dk elektroforeze tabi tutulduktan sonra UV 151k altinda goriintiilendi
(64). Touchdown PZR sonrasi birinci asamada 370 bp, ikinci asamada (n-PZR) 186
bp uzunlukta DNA amplikonu hedeflendi (92,93).

3.7.4.3. RFLP Analizi Sulfa Direncli Mutant Isolatlarin Belirlenmesi

Touchdown (birinci amplikon) ve n-PZR (ikinci amplikon) ile elde edilip
alikotlanan diger DHPS amplikonlari, Xmil (Accl'in bir izosizomeri; Thermo

Scientific, ABD) ve BsuRI (Haelll’iin bir izosizomeri; Thermo Scientific, USA)
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FastDigest restriksiyon enzimleriyle RFLP teknigi kullanilarak incelendi (92,93).
Daha sonra etidyum bromiir ile % 2 agaroz jel lizerinde her iiriiniin elektroforezi ile

gorlntiilendi.

Elli besinci kodonu degerlendirmek iizere Acc I enzimi ile hi¢ kesim
saptanmayan (370 bp) izolatlar mutant suslar; 229 bp ve 141 bp uzunlukta iki band
goriilen izolatlar ise mutasyon olmayan (vahsi) suslar olarak degerlendirildi (94,95).
Ayni sekilde 57. kodonu degerlendirmek {izere Hae III enzimi ile hi¢ kesim
saptanmayan (370 bp) izolatlar mutant suslar; 221 bp ve 149 bp uzunlukta iki band
goriilen izolatlar ise mutasyon olmayan (vahsi) suslar olarak degerlendirildi (94,95).
Her iki enzim kesimini takiben yapilan elektroforez sonucu {iglii bant profili
gbzlenmesi durumunda, bu durumun yetersiz enzim kesimi sonucunda mi1 olustugunu
yoksa gerg¢ekten miks enfeksiyonumu (mutant ve vahsi sus birlikteligi) gosterdigini
anlamak i¢in amplikonlar diliie edildikten sonra (1/2, 1/4 diliisyon) RFLP testleri
tekrar edildi.

Touchdown PZR'min negatif olmast durumunda, DHPS NF (5°-
AAATGCAGGGGCGACGATAAT- 3%) ve DHPS-NR (5-
GCCTTAATTGCTTGTTCTGCAA- 3°) primerleri kullanilarak n-PZR testi yapildi.
55. kodonu degerlendirmek tlizere Acc I enzimi ile kesim islemi yapildiktan sonra
DHPS NF ve NR primerleri ile 148 ve 38 bp’da ¢ift bant goriilen 6rnekler mutasyon
olmayan (vahsi) sus olarak kabul edildi. Aynm sekilde 57. kodonu degerlendirmek
tizere Hae III enzimi ile kesim islemi yapildiktan sonra DHPS NF ve NR primerleri

ile 140 ve 46 bp’da ¢ift bant goriilen 6rnekler mutasyon olmayan (vahsi) sus olarak
kabul edildi.

3.8. Pneumocystis jirovecii Pozitif Hastalarin Klinik Siniflandirmasi

PCP tanisi igin uluslararasi bir standart bulunmadigi igin, n-PZR pozitif
saptanan hastalarda, Maillet ve arkadaslarmin kullandig1 asagidaki kriterlere gore

vaka tanimlamasi yapildi.

1: Ani baglangich ates, nonproduktif 6ksiiriik ve dispne sikayetlerinin olmasi,

32



2:Yiksek c¢Oziinirliklii bilgisayarlt tomografide yaygin buzlu cam

opasitelerinin gosterilmis olmasi,

3: PCP tedavisine yanit alinmasi veya tedavi almayan hastalarin eksitus olmasi

(96).

Dosya bilgilerine gore kriterlerin tiimiinii karsilayanlar veya mikroskobisi
yapilip P. jirovecii kist ve/veya trofozoitleri gosterilebilen hastalar PCP olarak kabul
edildi. n-PZR pozitif saptanan ancak tipik PCP klinik ve radyolojik bulgulari
olmayan veya baska bir etiyolojik ajan saptanan ve bu etiyolojik ajana karsi
uygulanan tedaviyle klinik bulgular1  diizelenler “kolonizasyon” olarak
degerlendirildi (32).

3.9. Istatistiksel Degerlendirilmesi

Calismanin istatistiksel analizleri SPSS 15.0 istatistik programi kullanilarak
yapildi. Genotip dagilimlarinin etkileyen faktorlerin belirlenmesinde ve istatistiksel
farklarin degerlendirilmesinde parametrik testlerden student t testi, nonparametrik
testlerden Mann-Witney U testleri kullanildi. Olast DHPS gen mutasyonlariin
olusumunda TMP-SMZ kullanip kullanmama gibi faktorlerin etkisi ise y2> ve

McNemar testi kullanilarak degerlendirildi.
3.10. Arastirmanin Sinirhhiklar:

Calismamizda kullanilan BAL Ornekleri 2011-2019 yillar1 arasinda Dokuz
Eyliil Universitesi Hastanesi’ne bagvuran hastalara ait 6rneklerdir. Otopsi drnekleri
ise ¢ogunlugu Izmir bdlgesi olmak iizere Ege bolgesindeki illerden Izmir Adli Tip
Kurumu’na gelen vakalardan elde edilmistir. Calisma Tirkiye’nin farkh

sehirlerinden gelecek drneklerle genisletilebilir.
3.11. Etik Kurul Onay:

2018.KB.SAG.103 (201876) numarali proje DEU Girisimsel Olmayan
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 27.03.2019 tarihinde, karar no: 2019/07-39,

Protokol No: 2685-GOA ile onay aldi. Etik kurul onayr Ek 2 de verilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. mtLSU-rRNA Geni Real Time PZR ve Nested PZR Sonuclari

Hastane kaynakli 120 P. jirovecii izolatinin 106 tanesinde genotiplendirme
yapilabildi. Genotiplendirmesi yapilamayan 14 hastanin altisinda n-PZR ile elde
edilen amplikonlardan saglikli bir sekans okumasi yapilamadi. Sekiz 6rnek ise n-
PZR’1 negatif ¢iktig1 i¢in sekanslamaya gonderilemedi. Bu drneklerin ikisinde dnceki
calismamizda n-PZR ile pozitif saptanmis olmasina ragmen bu ¢alismada n-PZR ile
herhangi bir amplikon elde edilemedi. Diger taraftan bu ¢alismada rt-PZR ile pozitif
saptanan 88 Ornegin altis1 da yine n-PZR ile ¢ogaltilamadigindan sekans analizine
gonderilemedi. Bu alt1 6rnegin rt-PZR’ daki Ct degerlerinin ortalamasi (Cr ort =
36,7) ile diger 82 ornegin Cr degerlerinin ortalamasi (Cr ort = 29,2) arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,01).

Otopsi vakalarindan elde edilen toplam 37 P. jirovecii pozitif DNA 6rneginin
ise bes tanesi n-PZR ile ¢ogaltilamadig: i¢in sekansa gonderilmez iken 32 6rnek

sekans analizi basariyla yapildi.
4.2. mtLSU-rRNA Genotip Analizi ve Demogrofik Verilerle Iliskisi

Sekans analizi yapilan 138 6rnekte (106 BAL sivisi, 32 otopsi akciger) simdiye
kadar belirlenmis olan bes genotipin tiimiine farkli oranlarda rastlandi. Olgularin
geneline bakildiginda genotip 2, % 58 ile en sik karsilagilan genotip olarak bulundu
(p<0.01). Genotip 2’ den sonra en sik saptanan genotipler sirasiyla genotip 3 (% 13),
genotip 1 (% 11,6) ve genotip 4; (% 5,1) seklindeydi. Genotip 5, en az siklikta
gozlenen genotip (% 0,7) olarak sadece bir otopsi olgusunun akciger Orneginde
bulundu. Bunun yanisira olgularin % 11,6 inde ikili veya {iglii koenfeksiyonlar

mevcuttu (Tablo 7).

Incelenen o6rnek tipine gore karsilastirildiginda her iki grup arasinda
(BAL/otopsi ornekleri) genotip dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik yoktu. Genotip 2 yine her iki grup icin de en sik karsilasilan genotipdi. Miks
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enfeksiyonlarin dagilimi incelendiginde ise % 87,5 (14/16)’inin hastane kdkenli BAL
orneklerinde saptandigi goriildii (y>=1,161; p=0,281). Saptanan mtLSU-rRNA
genotiplerinin BAL ve akciger doku orneklerine gore dagilimlart Tablo 7’de

verilmistir.
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Tablo 7. Hastane kokenli ve otopsi olgularinin mtLSU-rRNA ve DHPS genotip dagilimlarinin karsilastirilmasi

Klinik Otopsi akciger Toplam
Bolge* Niikleotid (Kodon) Genotip BAL ornekleri ornegi P degeri (n= 157)
(n=120) (n=37)

mtLSU-rRNA | ND ND 14 5 - 19
85C/248C 1 13 (% 12,3) 3(% 10,7) 0,655 16 (% 11,9)
85A/248C 2 61 (% 57,5) 17 (% 59,4) 0,854 80 (% 58)
85T/248C 3 12 (% 11,3) 6 (%18,8) 0,274 18 (% 13)
85C/248T 4 6 (%5,7) 1(%3,1) 0,567 7(%5,1)
85A/248T 5 0(%0) 1(%3,1) 0,068 1(%0,7)

miks 14 (% 13,2) 2 (%6,3) 0,281 16 (% 11,6)

85C/248C; 85A/248C 1&2 1 0 - 1
85C/248C; 85C/248T 1&4 3 0 - 3
85A/248C; 85T/248C 2&3 2 0 - 2
85C/248C;85A/248C; 85T/248C 1&2&3 6 0 - 6
85C/248C; 85T/248C; 85C/248T 1&3&4 2 0 - 2

DHPS ND ND 16 4 - 20
165(55)A(Thr); 171(57)C(Pro) Vahsi sus 102 (27/75) 33 (8/25) - 135
165(55)G(Ala); 171(57)C(Pro) Mut 55 0 0 - 0
165(55)A(Thr); 171(57)T(Ser) Mut 57 0 0 - 0
165(55)G(Ala); 171(57)T(Ser) Mut 55 + Mut 57 0 0 - 0
165(55)A/G(Thr/Ala); 171(57)C(Pro) Vahsi + Mut 55 0 0 - 0
165(55)A(Thr); 171(57)C/T(Pro/Ser) Vahsi + Mut 57 2 (% 1,8)* 0 - 2 (% 1,5)

ND:belirlenemedi

*: Iki hastanin biri AML hastast (mtLSU-rRNA genotip1-2-3); digeri akciger Ca (mtLSU-rRNA genotip 2)




Genotiplemesi yapilan 138 olgunun yas ortalamasi 52,7 (1-94) olarak
bulunurken; bu olgularin 52 (37,7%) ’si kadin, 86 (62,3%) ‘si erkekti. Saptanan
genotiplerin yas ortalamalari ve cinsiyet dagilimi incelendiginde aralarinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (y*=2,476; p=0,780; ¥>=1,975;
p=0,853). Ancak otopsi olgular1 arasindaki infant 6rneklerinde (n=5) sadece genotip

2 tanimlanmig olmasi istatistiksel olarak anlamli bulundu (y?=4,055; p=0,044).

BAL oOrneklerinin alindigi hastane kokenli olgular, klinik tanilarina gore
hematolojik maligniteler (% 22,6), organ transplantasyonlar1 (% 18,9), otoimmiin
hastaliklar (% 17,0), solid organ tiimoérleri (% 15,1), akciger hastaliklar1 (% 7,5) ve
diger hastaliklar (% 18,9) olmak tizere alt1 gruba ayrildi. Yine tiim klinik gruplarda
genotip 2 baskinligi mevcuttu ancak gruplar arasinda genotip sikliklar1 agisindan
istatistiksel bir farklilik yoktu (y?=25,884; p=0,398). Tami gruplar1 kendi iginde
degerlendirildiginde ise solid organ tiimoérlerindeki genotip 2 orani (% 81,3) ve
akciger hastaliklarindaki miks enfeksiyon orani (% 37,5), BAL 6rneklerinin geneline

gore anlaml diizeyde yiiksek bulundu (y*>=4,334; p=0,037; x>=4,455 p=0,035),).

Akciger doku Orneklerinin alindigi adli otopsi olgulart da kendi arasinda
medikal 6liim sebebi olanlar (% 59,3), nonmedikal 6liim sebebi olanlar (% 34,4) ve
Olim sebebi belirlenemeyenler (% 6,3) olmak {izere {ii¢ gruba ayrilarak
degerlendirildi. Her ne kadar genotip 2 baskinligi 6liim sebebi medikal kokenli
olanlarda daha fazla olsa da bu farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi (¢>=9.532;
p=0.482). Tiim olgularin genotip dagilimlar1 ve demografik 6zellikleri Tablo 8 de

gosterilmistir.

Genotiplemesi yapilan 32 otopsi 6rneginin cografik orijinlerine bakildiginda;
Izmir (23), Manisa (6), Aydm (3) sehirlerinde yasamis olan kisilere ait olduklart
goriildii. izmir 6rneklerinden elde edilen P. jirovecii izolatlarinda genotip 2 (16/23)
basta olmak iizere 5 genotipin hepsine rastlanirken Manisa ve Aydin 6rneklerinin %

67’sinde sirastyla genotip 3 ve genotip 1 varyasyonlar1 saptandi.
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Genotip dagilimlar1 son olarak saptandiklar1 olgularin immiin durumuna gore
de karsilastirildi. Olgularin 43’1 immiin saglamken 95’inde g¢esitli nedenlerle
olusmus immiin baskilanma durumu mevcuttu. Tiim otopsi Ornekleri biri disinda
(griscelli sendromu) immiin saglam kisilere aitti. Tam tersine BAL 6rnekleri alinan
olgularin ise sadece 12’ si immiin saglam; 94” {i ¢esitli sebeplerle immiin baskilanmig
hastalardi. Immiin baskilanmis ve immiin saglam gruplar arasindaki genotip
dagilimlan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi

(x*=3,179; p=0,672).
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Tablo 8. mtLSU-rRNA genotiplemesi yapilan olgularin 6zelliklerin demografik ve klinik 6zellikleri

mtLSU-rRNA ?r?nsefl?lneii i(i)rtrcl)fljlleri Genotip
genotiplemesi yapilan olgular (n=106) (n=32)
. P Toplam

1 2 3 4 5 6 (MIKS) | gogeri (nO:p1a38)
Yas;main 56,5 40 54,2 52,6 49,1 53,7 62 54,8 0.780 52,7
(aralik) (4-91) (1-74) (29-75) (1-91) (23-65) (5-83) (62) (25-79) ’ (1-91)
(Clg;fi%e/;rkek) 41/65 11/21 4/12 32/48 7111 3/4 0/1 6/10 0853 | 52/86
Immiin saglam/ Immiin baskilanmis | 12/94 311 5/11 25/55 6/12 1/6 1/0 5/11 0,672 43/95
Hastane olgularinin klinik tanimi
Hematolojik maligniteler 24 (%22,6) | _ 3(%12,5) | 16 (%66,7) | 1 (%4,2) 2 (%8,3) 0 (%0) 2 (%8,3) 0,591 24 (%100)
Solid organ tiimorleri 16 (%15,1) | _ 1 (%6,1) 13*(%81,3) | 1 (%6,1) 1 (%6,1) 0 (%0) 0 (%0) 0,037* | 16 (%100)
Solid organ tx 20 (%18,9) | _ 2 (%10) 11 (%55) 4 (%20) 1 (%5) 0 (%0) 2 (%10) 0,739 20 (%100)
Otoimmiin hastaliklar 18 (%17,0) | _ 1 (%5,6) 10 (%55,6) | 4 (%22,2) | 0 (%0) 0 (%0) 3(%l6,7) | 0,341 18 (%100)
Akciger hastaliklar: 8 (%7,5) _ 0 (%0) 4 (%50) 0 (9%0) 1(%12,5) | 0 (%0) 3*(%37,5) | 0,035* | 8 (%100)
Diger (DM-KAH, Epilepsi vs) 20 (%18,9) | _ 6*(%30) 7(%35) 2 (%10) 1 (%5) 0 (9%0) 4 (%20) 0,051 20 (%100)
Adli tip 6liim nedenleri
Medikal nedenli éliimler ® _ 19 (%59,4) | 1 (%5,3) 13 (%68,4) | 1 (%5,3) 1 (%5,3) 1(%5,3) | 2(%10,5) | 0,079 19 (%100)
Medikal nedenli olmayan éliimler® | _ 11 (%34,4) | 2(%)18,2 | 5(%45,5) | 4(%36,4) | 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0,256 11 (%100)
Belirsiz _ 2 (%6,3) 0 (%0) 1(%50) 1(%50) 0 (%0) 0 (9%0) 0 (9%0) - 2 (%100)
Toplam %3:3100) 32 (%100) | 16 (%11,9) | 80 (%58) | 18 (%13) |7 (%5,1) | 1(%0,7) | 16 (%11,6) 138 (%100)

a : Miyokard infarktiisii (n=11; G1,G2(7),G3,G5,G6), Pnémoni (n=6;G2(5),G4) Subaraknoid hemoraji (n=1; G2 ), Epileptik snébet (n=1; G2); kardiyak tamponad (n=1;
G6) b: Trafikkazasi (n=2; G2,G3), Atesli silah yaralanmasi (n=3; G1,G2,G3), Asilma (n=2;G3(2)) Yiiksekten diisoe (n=1;G2), Yanma (n=1; G1), Kesici alet yaralanmasi

(n=1;G2), Zehirlenme (n=1;G2)




4.2. Hastane Orneklerinin Klinik Tanimlamasi ve Genotip Iliskisi

Genotiplendirmesi yapilabilen toplam 106 klinik 6rnegin sadece 94 ‘iinde
kolonizasyon ve PCP ayrimi yapilabildi. Kolonize ve PCP hastalar1 arasinda yas
ortalamasi ve cinsiyet bakimindan bir farklilik gézlenmezken PCP hastalarindaki
immiin durum yetersizligi istatistiksel olarak anlamliyd: (p=0.000). Genotip
gruplarimin her iki grup arasindaki dagilimi incelendiginde istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik saptanmadi (Tablo 9).

Tablo 9. PCP ve kolonize hastalardaki demografik verilerin ve genotip
dagilimlarinin karsilagtirilmasi

PCP Kolonize P degeri Toplam
(n=60; 100%) | (n=46; 100%) (n=106; 100%)
Yas 54,76 58,82 0,193 56,52 (4-91)
Cinsiyet (K/E) 25/35 16/30 0,471 41/65
_ Immun saglam/ 1/59 11/35 0,000 12/94
immiin baskilanmis
Genotip dagilimi
1 7 (%11,7) 6 (%13) 0,830 13 (12,3%)
2 33 (%55) 28 (%61) 0,545 61 (57,5%)
3 9 (%15) 3 (%6,5) 0,172 12 (11,3%)
4 3 (%5) 3 (%6,5) 0,737 6 (5,7%)
Miks 8 (%13.3) 6 (%13) 0.965 14 (13.2%)
1&2 0 1 - 1
1&4 2 1 - 3
2&3 2 0 - 2
1&2&3 3 2 - 5
1&3&4 1 1 - 2

Rt-PZR uygulamasinda pozitif saptanan 88 hasta parazit yiikiine gore
degerlendirildiginde genotip 2’nin PCP hastalarindaki Ct ortalamast kolonize
hastalardakine oranla istatistiksel olarak anlamli olarak fazla bulundu (P=0,000). Her

iki gruba ait veriler Tablo 10 da verilmistir.
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Tablo 10. Kolonize ve PCP hastalardaki parazit yiikiiniin genotiplere gore
degerlendirilmesi

Rt-PZR sonuclari P. jirovecii yiikii
C1 mean (CT range) kopya range /ml
P. Jirovecit PCP Kolonize ? . PCP Kolonize
genotipleri degeri
26.84 3141 ) X
Genotip1 | (18.54<Cr< | (28.10<Cr< | 0.063 4f7xxlfo7‘ 8.1x 1205 389X
34.07) 36.42) :
27.85 31.70 ) X
Genotip2 | (18.33<Cr< | (24.14<Cr< | 0.000 1545XX1507’ 6.9x 11()0; 7:3x
35.72) 38.59) :
25,60 3027 ) ;
Genotip3 | (18.17<Cr< | (27.65<Cr< | 0.102 4élzxxlfof 2.1x 1304’ 54X
34.23) 32.04) :
23.84 20.48 ; :
Genotip4 | (20.87<Cr< | (24.32<Cr< | 0.127 1%383’)‘( 11%6‘ 6.5x 1f05‘ 6.4x
20.71) 33.62) :
28.05 31.24 X )
Miks (2139<Cr< | (29.40<Cr< | 0.092 Séglxxlfog 6.9 1202 14.8x
36.29) 33 53) :
27.01 31.48 X )
Toplam | (18.17<Cr< | @4M4sCrs | 0000 | BOXIR | 09X AR S TSx
36.29) 38.59) :

4.3. DHPS Geni Amplifikasyonu

BAL o6rneklerinden elde edilen ve rt-PZR ile P. jirovecii poziitf saptanan 120
DNA o6rneginin 27’sinde DHPS 3 ve 4 primerleri kullanilarak yapilan touchdown
PZR ile; 77’sinde ise DHPS NF ve NR primerleri kullanilarak yapilan n-PZR ile
olmak tiizere toplam 106 6rnekte DHPS gen amplifikasyonu gergeklestirlebildi. Diger
taraftan otopsi vakalarindan elde edilen ve P. jirovecii pozitif saptanan 33 DNA
ornegi DHPS geni yoniinden incelendiginde; sekiz tanesi DHPS 3 ve 4 primerleri
kullanilarak yapilan touchdown PZR ile pozitif bulunurken, 25 6rnek ise DHPS NF
ve NR primerleri kullanilarak yapilan n-PZR sonucunda pozitif saptanabildi. Dort

ornekte ise herhangi bir amplifikasyon saglanamadi (Tablo 11).
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Tablo 11. DHPS gen amplifikasyonunun gruplara gore dagilimi

1. grup? 2.grup® Toplam
27 6rnek —DHPS 3-4 8 ornek — DHPS 3-4 35

77 6rnek — DHPS NF NR 25 ornek — DHPS NF-NR | 102

16 6rnek — negatif 4 6rnek — negatif 20

120 37 157

a: DEUH Merkez Parazitoloji Laboratuvari’na Mayis 2011 — Eyliil 2019 tarihlerin
arasinda P. jirovecii siiphesi ile gonderilen BAL sivis1 drnekleri; °: TUBITAK proje
no: 214S052, P. jirovecii pozitif saptanan 37 DNA 6rnegi

4.4 RFLP Analizi Sonuc¢lar

Elli besinci kodonu degerlendirmek tizere DHPS 3 ve 4 primerleri ile pozitif
c¢ikan 27 6rnegin tamaminda Acc I enzimi ile kesim islemi yapildiktan sonra 229 ve
141 bp’da bant goriilirken, DHPS NF ve NR primerleri ile pozitif ¢ikan 77 6rnegin
tamaminda 148 ve 38 bp’da cift bant goriildiigli icin 6rnekler mutasyon olmayan
(vahsi) sus olarak degerlendirildi. Ayni1 sekilde 57. kodonu degerlendirmek iizere
Hae III enzimi ile kesim islemi yapildiktan sonra DHPS 3 ve 4 primerleri ile pozitif
¢ikan 27 6rnegin tamaminda Hae III enzimi ile kesim islemi yapildiktan sonra 221 ve
149 bp’da cift bant goriilirken, DHPS NF ve NR primerleri ile pozitif ¢ikan 75
ornekte 140 ve 46 bp’da cift bant goriildiigii icin 6rnekler mutasyon olmayan (vahsi)
sus olarak degerlendirildi. DHPS NF ve NR primerleri ile pozitif ¢ikan dort rnekte
ise 186, 140 ve 46 bp’da tgcli bant goriilldi. Bu durumun yetersiz enzim kesimi
sonucunda mi1 olustugunu yoksa gergekten miks enfeksiyonu (mutant ve vahsi sus
birlikteligi) mu gosterdigini anlamak i¢in amplikonlar diliie edildikten sonra (1/2, 1/4
diliisyon) RFLP testleri tekrar edildi. Islem sonrasinda iki &rnekte tekrar {iclii bant
goriildii ve bu sebeple ornekler vahsi sus ile birlikte 57. kodonda mutasyonun birlikte

oldugu miks enfeksiyon olarak degerlendirildi (Sekil 3).
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A) Acc | enzimi ile kesilen 55. kodon B) Hae 111 enzimi ile kesilen 57. Kodon

Sekil 3. Enzim kesimi sonucunda 55. ve 57. kodondaki bant goriintiileri;

A) 148 ve 38 bp’da ikili bant — vahsi sus; B) 186, 140 ve 46 bp’da tiglii bant
gorii — miks enfeksiyon

Sonug olarak ¢alismaya alinan toplam 157 6rnegin 35 (% 22,3)’i touchdown
PZR ile ve 102 (% 64,9)’ si n-PZR ile olmak iizere 137 (% 87,3)’sinde DHPS geni
cogaltilabildi. RFLP sonucunda 135 ornekte herhangi bir mutasyon saptanmazken
(vahsi sus); hastane kokenli iki (% 1,5) ornekte vahsi sus ve 57. kodon mutasyonun
birlikte oldugu miks enfeksiyon (vahsi sus +mut 57) saptandi (sekil 2). Bu iki 6rnek
icin de enzim kesimi ancak n-PZR sonrasi yapilabildi. mtLSU-rRNA gen profillerine
bakildiginda birinin miks (genotip 1/2/3) digerinin de genotype 2 oldugu goriildii. Bu
iki izolatin elde edildigi hastalarin profilaksi veya tedavi amaciyla sulfonamid
aldigina dair bir bilgiye ulasilamadi. Saptanan DHPS genotiplerinin BAL ve akciger

doku 6rneklerine gore dagilimlar: Tablo 7°de verilmistir.
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5. TARTISMA

P. jirovecii kiiltirde tiretilemedigi icin etkenin solunum sistemi orneklerinde
mikroskobik olarak saptanmasi enfeksiyonun tanisinda altin standarttir (3). Fakat
immiinbaskilanmig hastalardaki (AIDS dis1) PCP’de parazit yiikiiniin genelde diisiik
olmasi mikroskobik taninin duyarliligini azaltmaktadir (6,13). Giliniimiizde bu sorun
PZR bazli metodlarin kullanilmasiyla 6nemli derecede asilmig goriinmektedir (4,27).
Ancak klinik Orneklerde P. jirovecii’nin veya DNA’smin saptanmasi mutlaka
enfeksiyon anlamina gelmemekte, klinik semptom vermeyen kisilerde organizmanin
veya DNA’smin tespit edilmesi kolonizasyon olarak tanimlanmaktadir (13,28). Bu
yiizden mikroskobisi negatif, PZR pozitif olan hastalarda enfeksiyonun tanisi ve

tedavisi i¢in klinik degerlendirme son derece dnemlidir.

P. jirovecii’nin laboratuvar tanisinda molekiiler yontemler olduk¢a 6nemlidir
(97,98). Konvansiyonel PZR yontemleri, basta mikroskobinin duyarlilik sorununu
iyilestirmek icin kullanilmis olsa da giliniimiizde daha ¢ok genotiplendirme gibi
epidemiyolojik ¢aligmalar igin tercih edilmektedir (37,67,90,99). Rutin tanida ise
daha cok rt-PZR yontemi gibi daha gelismis yontemlerin kullanimi 6nerilmektedir.
Kantitasyon imkani sunmasi nedeniyle kolonizasyon/enfeksiyon ayriminda fikir
veriyor olmasi yontemin en onemli ustiinligiidiir (96,100,101). Uygulanmasi kolay
ve hizli bir yontem olmast yam sira kapali sistemler olmasi nedeniyle disaridan
kontaminasyon riskini de en aza indiriyor olmas1 yontemin diger avantajlar1 olarak
sayllmaktadir (43,96,100,102-105). Tim bu nedenlerle ¢alismamizda pozitif
hastalarin saptanmasi ve etken yiikiini gostermek icin rt-PZR yoOntemini,
genotiplendirmede kullanilacak amplikonlarin eldesi igin de konvansiyonel n-PZR
yontemlerini tercih ettik. Bununla birlikte ¢alismamizin en 6nemli kisitliligi n-PZR
yonteminin, 2014 sonrasi rutine gelen BAL ornekleri i¢in sadece rt-PZR’ da pozitif
saptanan Orneklere uygulanabilmesiydi. Bu nedenle yontemler i¢in ozgiilliikk ve
duyarlilik hesaplamas1 yapmaktan ¢ok oransal olarak karsilastirma yapmanin daha

uygun olacagi diislincesindeyiz.
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Kullandigimiz  FTD-P.jirovecii rt-PZR kiti iyi laboratuvar uygulamalari
kilavuzuna uygun bir in-vitro diagnostik test konumundadir (106). Kit igeriginde
standart bir DNA bulunmadigindan gercek bir kantifikasyon yapma sansi
bulunmamaktadir. Ancak iiretici firmanin kantifikasyon formulasyonu iizerinden
hedef bolge kopya sayist hesaplanarak goreceli bir kantifikasyon imkani
saglanmigtir. Calismamiz FTD-P. jirovecii rt-PZR yonteminin 6,9 x 101 kopya/ml
gibi diisiik yogunluktaki orneklerde bile P. jirovecii’yi saptayabildigini gostermistir.
Bununla birlikte konvansiyonel n-PZR yo6nteminin real-time pozitif olgularin sadece
% 93,1’inde pozitif sonug verdigi goriilmiistiir. n-PZR ile saptanamayan alt1 drnegin
rt-PZR’ daki Cr degerlerinin ortalamasi (Ct ort = 36,7) istatistiksel olarak anlaml1 bir
sekilde daha yiiksek bulundu. Bu durum konvansiyonel n-PZR yonteminin; ¢ok
diisiik yogunluktaki etken varhiginda negatif sonu¢ verebildigini gostermektedir.
Diger taraftan dnceden yine konvansiyonel n-PZR yontemiyle P. jirovecii pozitifligi
saptanmig toplam 69 BAL ve otopsi doku 6rneginin yedisinde bu ¢alismada herhangi
bir pozitiflik elde edilemedi. Bu da, daha 6nceki proje ¢alismalari kapsaminda
yapilan dondurma-¢6zme gibi prosediirlerin bazi DNA 6rneklerinde degradasyona

yol agmis olabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Simdiye kadar yapilan rt-PZR c¢aligmalarinda genellikle PCP/kolonizasyon
olgular1 veya HIV-pozitif/HIV-dis1 immiinosupresif gruplar arasinda karsilagtirmali
degerlendirmeler yapildigi goriilmektedir (96,101,104,107). Bu g¢alismalarda PCP
hastalarinin  kolonize vakalara gore, HIV pozitif hastalarinin da HIV-dis1
immiinosupresif gruplara goére daha yiiksek miktarda etken yikii tespit edildigi
bildirmektedir (98,100,103,107). Biz de ¢alismamizda kolonize ve PCP olarak
degerlendirdigimiz hastalar1 gerek genotip cesitliligi gerekse parazit yiikii agisindan
karsilastirdik. Dahasi P. jirovecii yiikii 6zelinde diger ¢alismalardan farkli olarak
kolonize /PCP hastalarinda genotip bazli karsilagtirma yapma imkani1 bulduk Diger
calismalara paralel olarak ¢alismamizda da PCP hastalarindaki P. jirovecii yiik
kolonize hastalardakine oranla daha yiiksek bulundu. Ancak bu farklilik sadece
genotip 2 Ozelinde istatistiksel olarak anlamliydi. Diger taraftan her iki grup hasta

arasinda genotip dagilimi agisindan anlamli bir farklilik bulunamadi. Bu durum
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genotiplerin arasinda hastalik olusturma potansiyelleri agisindan bir {stiinliikk
olmadig1 seklinde yorumlanabilir. Ancak bu c¢alisma kapsaminda hastalarin
prognozlari hakkinda c¢ok saglikli veriler elde edememis oldugumuzdan
virulans/prognoz yoniinden bir degerlendirmenin bu asamada ¢ok saglikh

olmayacag diisiincesindeyiz.
5.1. mtLSU-rRNA Gen Sekans Verilerinin Tartisilmasi

P. jirovecii hakkindaki biyolojik, ekolojik ve epidemiyolojik bilgiler giivenilir
bir in vitro kiiltivasyon yapilamadigindan dolay1 son derece eksiktir. Bu nedenle
popiilasyon ¢esitliligi, bulas dinamikleri ve ilag¢ direnci gibi konularin anlagilmasinda
son 20 yildir en ¢ok kullanilan yontem cevresel ve klinik 6rneklerden elde edilen
izolatlarin genotip analizinin yapilmasidir (2,40,67,108). P. jirovecii genotipik
tiplendirmede mtLSU-rRNA, mtSSU-rRNA, DHPS, ITS, TS, CYB, SOD gibi birgok
gen bolgesi tekli veya ¢oklu olarak kullanilmistir (2,66,76,109-111). Bunlar iginde
temel metabolik fonksiyonlarla iliskili bulunan mtLSU-rRNA geni oldukca
korunmus bir yapiya sahip oldugundan genetik varyasyonlarin belirlenmesinde
siklikla tercih edilmektedir. Dahasi her bir organizmada aymi haplotipte birgok
mitokondri bulunmasindan dolay1 tek kopyali genlere goére daha kolay
cogaltilabilmektedir (2,90,92). Tiim bu nedenlerden dolay1 biz de ¢alismamizda bu
gen bolgesi ile calismayi tercih ettik.

mMtLSU-rRNA gen bolgesinin sekans analizi sonucunda 85. ve 248. bazlardaki
polimorfizme gore: 85C/248C genotip 1; 85A/248C genotip 2; 85T/248C genotip 3;
85C/248T genotip 4 ve 85A/248T genotip 5 olarak tanimlanmis bunlarin birlikte
saptandigi Ornekler miks enfeksiyon olarak degerlendirilmistir (66,77,90). P.
jirovecii mtLSU-rRNA geninin kullanildig1 genotipleme ¢alismalarinda genotip 1, 2
ve 3 On plana cikarken miks enfeksiyonlarin daha az saptandigi gozlenmektedir.
Birbirinden farkli bolgelerde yapilan calismalarda farkli genotip sikliklarinin
gozlenmesi, dagilimin cografik ve iklimsel epidemiyolojik faktdrlerden
etkilenebildigini gostermektedir. Esteves ve arkadaglart yaptiklar1 caligmada

Portekizli hastalarda % 49 ve Ispanyol hastalarda % 64 ile genotip 1’i ilk sirada
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saptarken, de Armas ve arkadaslart PCP 1i hastalarin akciger otopsi dokularini
inceledikleri ¢alismalarinda Ispanyol hastalarda yine genotip 1’i % 53,1 ile ilk sirada
saptamislardir (90,112). Aynmi ¢alismada Fransiz hastalarda genotip 2, % 50 ile ve
Kiibal1 hastalarda genotip 3, % 81,3 ile en sik saptanan P. jirovecii genotipleri olarak
rapor edilmistir. Italya’da yapilmis bir calismada ise Dimonte ve arkadaslari, HIV
pozitif hastalarda genotip 2’yi % 36.4 ile ilk sirada saptamiglardir (67).
Aragtirmacilar ayn1 calismada HIV negatif immiin baskilanmis grupta ise genotip 1
(% 50)’i daha sik gozlemislerdir (67). Baska bir ¢alismada Monroy-Vaca ve
arkadaglart bogmaca hastaligi olan Kiibali bebeklerde saptadiklart P. jirovecii
izolatlarini sirasiyla genotip 2 (% 48), genotip 1 (% 23) ve genotip 3 (% 19) olarak
saptamiglardir (99).

Ulkemizde P. jirovecii iizerine yapilan molekiiler calismalarin daha ¢ok
yontemlerin tanisal etkinligini degerlendirmek veya etkenin bolgesel prevalanslarini
belirlemek icin yapildigi goriilmektedir (32,85,102,113-115). Bu c¢alismalarda
mtLSU-rRNA, ITS veya major surface glikoprotein geni gibi farkli bélgeler n-PZR
yontemleriyle ¢ogaltilmis ve hastalarda % 8-70 arasinda P. jirovecii pozitiflikleri
saptanmistir  (32,86,113,116). P. jirovecii genotiplendirmesiyle ilgili olarak
Tiirkiye’de daha once yapilmis sadece iki ¢alisma bulunmaktadir (117). Siire¢ ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada 31 klinik izolatta mtLSU-rRNA (mt26S), SOD ve
CYB lokuslarindaki genetik ¢esitlilik arastirilmistir (117). Siireg¢ ve arkadaglarinin
yaptigi caligmada en yaygin genotipler genotip 2 (n: 11; % 37,9) genotip 3 (n: 11; %
37,9), genotip 1 (n: 5; % 17,2) ve genotip 4 (n: 2; % 6,9) seklinde gosterilmistir. Yine
Giilbudak ve arkadaslari, Mersin’de yaptiklar1 ¢alismada ancak 16 izolatin genotipik
analizini yapabilmisler ve sirasiyla genotip 2 (n: 7; % 43,75) genotip 1 (n: 6; %
37,5), genotip 3 (n: 3; % 18,75) mtLSU-rRNA profillerini saptamiglardir (118).
Bizim ¢aligmamizda ise iki farkli populasyondan elde edilen P. jirovecii izolatlari
incelendi. PCP siiphesi ile bronkoskopi yapilan ve daha ¢ok immiinsupresyon
hastalarin olusturdugu hastane kaynakli olgulardan ve farkli sebeplerle &liimleri

gerceklesen ¢ogu immiin saglam adli otopsi vakalarindan elde edilen 138 P. jirovecii
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izolatinda mtLSU-rRNA ve DHPS gen varyasyonlart gosterildi. Bu nedenle

tilkemizde yapilan en kapsamli genotipik ¢alisma olarak degerlendirilebilir.

Calismamizda, mtLSU-rRNA geninin 85. ve 248. niikleotid polimorfizmine
gore daha dnce tanimlanmis olan bes genotipin de toplumumuzda farkli oranlarda
bulundugu saptandi. Hem hastane kdkenli hem de toplum kokenli olgularda en sik
gozlenen tekli genotip; genotip 2 (% 58) idi. Bu oran hematolojik maligniteler ve
solid organ tiimorleri gibi alt gruplarda sirasiyla % 67 ve % 81 gibi ¢ok daha yiiksek
seviyelerde bulundu (Tablo 8). Dahasi solid organ tiimorlerindeki genotip 2 fazlalig
istatistiksel olarak da anlamliydi (p<0.05). Tiim olgular birilkte degerlendirildiginde
genotip 2’ den sonra en sik saptanan genotiplerin sirasiyla genotip 3 (% 13), genotip
1 (% 11,6) ve genotip 4; (% 5,1) oldugu goriildii. Bu sonuglar daha once yine
bolgemizde yapilmis olan diger calismanin sonuclariyla paralellik gostermekle
birlikte biz genotip 2 oranini ¢ok daha yiiksek bulduk. Siirge¢ ve arkadaslarinin
calismalarinda en sik saptanan genotipler sirasiyla genotip 2 (n:11; % 37,9) ve
genotip 3 (n:11; % 37), genotip 1 (n:5; % 17,2) ve genotip 4 (n:2; % 6,9 ) olarak
bulunmustu. Giilbudak ve arkadaslarinin ¢alismalarinda ise yine en sik genotip 2
saptanmis olmakla birlikte ikinci siklikta genotip 1 ve igiincii siklikta genotip 3
polimorfizmi gbze c¢arpmaktadir. Her ne Kkadar bizim ¢alismamizda otopsi
orneklerinden elde edilen izolatlarda hastane kokenli izolatlardan farkli olarak
genotip 1 ikinci siklikta saptanmis olsa da biz tiim olgulan birlikte degerlendirerek
bir siralama yapmay1 uygun bulduk. Ciinkii diger iki ¢alismada oldugu gibi genotip 3
ve genotip 1 izolat sayilarinin olgu kokenlerine gore degerlendirilmesi igin yeterli

coklukta olmadig: diisiincesindeyiz.

Caligmada yer alan adli otopsi olgularinin biri haricinde tiimii immiin saglam
kigilerden olustugundan toplumun immiin saglam bir kesimini temsil ettigi
sOylenebilir. Hastane kokenli olgularin % 87 (82 / 94)’si ise altta yatan hastaliklar
veya aldigi Immunmodulatér / supresif tedaviler nedeniyle immiin baskilanmis
hastalardi. Hastalarin immiin durumu PCP enfeksiyonunun gelisiminde 6nemli
goriinse de hastanin immiin durumunun genotip dagilimini etkilemedigi goriildii.
Diger taraftan infant olgular disinda yas ve cinsiyet gibi demografik verilerle
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genotipik varyasyonlarin iligkisi tespit edilemedi. Infant otopsi &rneklerindeki
genotip 2 varlig@i erigskin otopsi Oneklerindekine gore istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05) goriinse de bu birlikteligin degerlendirilmesi i¢in daha fazla P. jirovecii

pozitif infantin degerlendirilmesine ihtiyag vardir.

Calismamizda adli otopsilerin yapildig1 merkez izmir olmasina ragmen Manisa
ve Aydin gibi komsu bolgelerden otopsi icin gonderilen olgular da incelendi.
[zmir’de yasayan olgularda baskin genotip, genotip 2 olarak saptanirken Manisa
bolgesinden gelen vakalarda genotip 3; Aydin’dan gonderilenlerde ise genotip 1
fazlaligr goriildii. Her ne kadar vaka sayilar1 az olsa da bu farklilik Ege bolgesi

icindeki cografik degiskenligi yansitiyor olabilir.

Simdiye kadar yapilmis birgok genotiplendirme c¢alismasinda, kullanilan lokus
ve yonteme gore degismekle birlikte % 0-92 oraminda miks enfeksiyon varlig
bildirilmistir (2). Yeni nesil sekanslama ve high-resolution gel electrophoresis gibi
yontemlerin miks enfeksiyonlar1 saptamada daha spesifik oldugu; Sanger sekanslama
yonteminin ise azinlikta olan genotiplerin %10-20 aras: olmas: halinde ¢ok basarili
olmadigr bildirilmistir (2,119). Calismamizda, mtLSU-rRNA geni 06zelinde
degerlendirdigimizde % 11,6 oraninda ikili veya ii¢lii miks enfeksiyonlar saptandi.
Ancak Sanger sekanslama yontemini kullandigimiz i¢in gergekte bu oran ¢ok daha
fazla olabilir. Ilging bir sekilde miks enfeksiyonlar ¢ogunlukla hastane kokenli
olgularda (14 / 16) saptanirken otopsi Orneklerinin sadece ikisinde pozitiflik vardi.
Calisgmamizda altta yatan akciger hastaliginin miks enfeksiyonlar (3 / 8) igin risk
faktorii olabilecegi gosterilmis olsa da bahsedilen durum, hastalarin yas ve cinsiyet
Ozellikleriyle veya immiin durumlanyla iligskilendirilemedi. Miks enfeksiyon
saptanan hastalarin hastanede kalis siireleri ile ilgili bir degerlendirme yapamadik.
Ancak yine de hospitalizasyonun miks enfeksiyonlarin olusmasinda Onemli

olabilecegini diisliniiyoruz.
5.2. DHPS Gen Profiline Yonelik Verilerin Tartisilmasi

PCP tedavisi ve profilaksisinde ilk segenek olarak TMP-SMZ veya Fansidar

(Primetamin-siilfadoksin) gibi siilfon kombinasyonlu ilaglar kullanilmaktadir. Bu
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ilaclar etkilerini folat biyosentezindeki DHPS ve DHFR enzim inhibisyonlari
tizerinden gosterirler. Deney hayvani modelleri, P. jirovecii iizerine olan ilag
etkinliginin daha ¢ok siilfometaksazoliin DHPS {izerine etkisinden kaynaklandigin
gostermistir. P. jirovecii izolatlarimin kiiltiirii  yapilamadigindan, ilag direnci
caligmalar1 genellikle bu enzimleri kodlayan genlerin molekiiler incelenmesi ve
mutasyonlarin ortaya konmasi seklindedir (75,76). P. jirovecii kolonizasyonu
bulunan ve farkli nedenlerle kotrimaksazol kullanan kisilerde ila¢ direncinin
gelisebilecegi ve bu izolatlarin o kiside veya diger duyarli bireylerde PCP gelismesi
halinde tedavi direncine yol agabilecekleri bilinmektedir (76). Yapilan galismalar
DHPS genindeki 165. ve 171. pozisyondaki niikleotid mutasyonlarinin, enzimi
kodlayan 55. ve 57. aminoasit kodonlarin1 etkiledigini ortaya koymustur. Normalde
55. kodona karsilik gelen theronin yerine alanin gecmesi ve 57. kodona karsilik gelen
prolin yerine serin aminoasitinin yer almasi sonucu siilfa grubuna direngli mutant

suslarin olustugu saptanmustir (76,120).

Calismamizda inceledigimiz 6rneklerin hicbirinde 55. kodon mutasyonu
saptanmazken, sadece iki (% 1,5) izolatda 57. kodon mutasyonu ve vahsi tip
birlikteligi saptandi. Daha az sayida ornegi inceledigimiz onceki ¢alismamizda ise
herhangi bir mutasyona rastlayamamistik (114). Diger taraftan iilkemizde yapilmis
olan diger bir caligmada ise Giilbudak ve arkadaslari, inceledikleri 16 Grnegin
dordiinde (% 25) 55. kodon mutasyonu saptadiklarini bildirmislerdir. Bizim elde
ettigimiz sonugclar, toplumumuzdaki DHPS gen c¢esitliliginin, Tiirkiye ile benzer
cografik ve iklimsel kosullara sahip Ispanya, italya, Portekiz, Fransa, Tunus ve Iran
gibi iilkelerdekine oranla diisiik oldugunu gdstermistir. Yapilan calismalarda bu
tilkelerdeki DHPS mutasyon oranlart % 8,4 — 35,5 arasinda rapor edilmistir

(37,67,92,94,95,112,121,122).

DHPS genindeki ilgili bélgenin PZR ile ¢ogaltilmas1 ve sonrasinda elde edilen
amplikonun RFLP yontemiyle incelenmesi P. jirovecii 55. ve 57. kodon

mutasyonlarinin  gosterilmesinde basit, hizli ve etkin bir teknik olarak
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gosterilmektedir (67,92,94,123). Ayrica bu ydntemin miks enfeksiyonlarin
tanimlanmasinda direkt sekanslamaya gore daha basarili bulundugu da bildirilmistir
(124). Biz de bu nedenle pozitif Orneklerin mutasyon analizinde PZR-RFLP
yontemini kullandik. Ancak elde ettigimiz sonuglarla bu yontemin sensitivitesini ve
spesifitesini etkileyen baslica iki faktoriin oldugunu sdyleyebiliriz. Birinci faktor
olarak enzim kesimi 6ncesi uygulanan amplifikasyon metodu gosterilebilir. Sadece
touchdown-PZR kullandigimiz 6nceki ¢alismada DHPS genini % 41 duyarlilikla
¢ogaltabilmistik. Yine bu calismamizda touchdown-PZR ile % 22,3 oraninda
pozitiflik saglarken, DHPS-NF ve DHPS-NR primerlerini igeren nested-PZR
yontemi ile amplifikasyon duyarliligini % 87,3’e¢ ¢ikarmayr basardik. Dahasi
saptadigimiz iki mutant genotipi de ancak n-PZR sonrasinda belirleyebildik. Benzer
sekilde Tyagi ve arkadaslari, touchdown-PZR sonrasi ayni primerleri kullandiklari n-
PZR ile 16 6rnegin tiimiinde basar1 sagladiklarini rapor etmislerdir (82). Costa ve
arkadaslar1 da yine ayn1 metodla duyarliligr % 12,5°den % 77,5 e ylikseltmislerdir
(93). Bu nedenle 6zellikle diisiik parazit yiikiiniin oldugu HIV dis1 PCP vakalari ve
kolonizasyon olgularindaki DHPS gen mutasyonlarmin tanimlanmasinda bu

yontemin daha etkili olacag diislincesindeyiz.

Ikinci faktor olarak da RFLP isleminde kullanilan enzim miktarmin sonuglarin
spesifitesinde olduk¢a 6nemli oldugunu disliniiyoruz. Optimum kesim sartlarinda
amplifikasyon triiniinde hi¢ enzim kesiminin saptanamamasi ger¢ekten mutant bir
izolatin saptandigi olarak yorumlanabilir. Ancak amplifikasyon iiriiniiniin ¢ok yogun
oldugu durumlarda kesim profili yan: sira kesilmeyen iiriiniin beraber saptandigi ve
miks enfeksiyon olarak yorumlanabilecek bir durum da gozlenebilir. Daha onceki
caligmamizda enzim miktarin1 artirarak kesilmeyen ve mutasyon nedeniyle
olustugunu diisiindiigimiiz bu kesim profilinin ortadan kalktigin1 gézlemlemistik. Bu
yiizden bu ¢alismamizda RFLP sonrasi {i¢lii bant profili gézlemledigimiz drnekleri
diliisyonlar halinde ¢alisarak DNA yogunlugunu azaltma yoluna gittik. Her durumda
ve diliisyonda da ayn1 profili gézlemledigimiz sadece iki 6rnegin gergekten vahsi ve

mutant izolatin beraber oldugu miks enfeksiyon olarak degerlendirdik.
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DHPS gen mutasyonlarinin dagiliminda cografik 6zellikler yanisira siilfonamid
kullanim aligkanliklari gibi faktorlerin de etkili oldugu rapor edilmistir (75,76).
Gelismis olan iilkelerde profilaksi ve tedavi uygulamalarinin daha saglikli olmasi ve
ilaca ulasimdaki kolayliklar, bu {ilkelerde saptanan mutasyon sikliklarinin daha
yiiksek olmasinin nedenleri olarak gosterilmektedir (76). Gergekten de Amerika gibi
gelismis lilkelerde % 81’e ulasan DHPS mutasyonlar1 bildirilirken; gelismekte olan
veya az gelismis llkeler arasinda sayilan Brezilya’da % 0, Giiney Afrika’da % 3,8
Hindistan’da % 0-6, Cin’de % 0-7, Zimbabve’de % 7,1 gibi diislik oranlar rapor
edilmistir (77,78,80-83,125). Giiney Afrika’da 2010 yilinda yapilan baska bir
calismada ise mutasyonlarin % 56’ya yiikselmis olmasi, tilkede son yillarda gézlenen
HIV prevalansindaki ve buna bagli TMP-SMZ profilaksi uygulamalarindaki artisa
baglanmistir (126). Kazanjian ve arkadaslari sulfa dozundan bagimsiz olarak bir yil
ve lizerinde profilaksi uygulanmasi ile mutasyon olusumu arasinda istatistiksel bir
baglant1 oldugunu; mutant suslarin kisa siireli profilaksilerde olusamayabilecegini
belirtmislerdir (79). Diger taraftan herhangi bir sulfa grubu ila¢ almamis olmasina
ragmen direngli Suslarin saptandigi ¢alismalar da mevcuttur. Jarboui ve arkadaslar
daha 6nceden herhangi bir profilaksi almamis olan iki AIDS hastasinda mutant suslar
saptadiklarin1 bildirmiglerdir (94). Valerio ve arkadaglari ise PCP gelismis
hastalardan izole ettikleri ve mutasyon saptadiklart P. jirovecii suslarinin
%71,4’tinde 6nceden her hangi bir siilfa profilaksisi alinmadigin1 rapor etmislerdir
(121). Totet ve arkadaslari ise yeni dogan bebeklerde mutant suslarin
saptanabildigini gostermislerdir (124). Tim bu bulgular profilaksi kullanmamis
hastalarda spontan mutasyonlarin gelisebilecegini ekarte ettirmemekle birlikte daha
biiyiik olasilikla mutant suslarin insanlar arasinda gecis yapabilecegi seklinde
yorumlanmaktadir. Nahimana ve arkadaslari, hospitalizasyonun bu gegiste biiyiik bir

risk faktorii oldugunu belirtmistir (127).

Bizim de bu calismamizdaki diger bir amacimiz; saptanacak olast DHPS gen
mutasyonlarinin olusumunda ilag selektif baskilamasinin olup olmadiginin ortaya
konmastydi. DHPS gen mutasyonlarinin bildirildigi iilkemizdeki diger ¢alismada 55.

kodon mutasyonu bildirilen dort hastadan ti¢iinlin daha 6nceden kisa siirelerle de olsa
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TMP-SMX tedavileri veya profilaksileri aldigi bir HIV hastasinin ise uzun siireli
profilaktik tedavi aldigi bildirilmisti. Ancak ¢alismamizda sadece iki izolatta 55.
kodon mutasyonu tespit edebildik. Bu hastalarin ise daha énce PCP veya baska bir
hastalik nedeniyle tedavi ve/veya profilaksiye yonelik siilfonamid aldiklarina yonelik

bir bilgiye ulagamadik.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak daha 6nce kiigiik klinik 6rnek gruplarinda gosterilmis olan mtLU-
rRNA genetik cesitliligi bu ¢alismada bir kez daha ortaya kondu. Buna ek olarak
iilkemizde ilk kez toplum kokenli 6rneklerde de bu genetik varyasyonlarin varlig
saptandi. Yas, cinsiyet ve immiin durum gibi faktorlerin genotip dagiliminda ¢ok
etkili olmadig1 anlagilirken altta yatan akciger hastaliklarinin ve hospitalizasyonun
miks enfeksiyonlarin olusumunda kolaylastirici bir faktor olabilecegi gosterildi.
Bununla birlikte genotip farkliliginin PCP hastaliginin olusumunda belirleyici bir
faktor olmadigina dair 6nemli veriler elde edilmis oldu. Diger taraftan ilag direnci ile
iligkilendirilmis olan DHPS gen mutasyonlarinin, toplumumuzda diisiik prevalansta
da olsa bulunabildigi, yine bu ¢alismada gosterilmis oldu. Saptanan genotiplerin ve
mutasyonlarin hastaligin siddeti ve prognozu iizerine etkilerini degerlendirmek i¢in

PCP tanis1 almig hastalar tizerinde ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Caligmada kullanilan rt-PZR yoOnteminin optimizasyonu ve rutin olarak
uygulanabilirliginin saglanmasi hastalarin tanisindaki sensitivite ve spesifiteyi
artirmanin  yani sira; etken kantitasyonu saglamasi nedeniyle kolonizasyon-

enfeksiyon ayriminda klinisyene yol gosterici olacaktir.

Son olarak sulfonamid grubu ilaglara (sulfametaksazol, sulfadoksin, dapson)
direngli olan veya olmayan P. jirovecii izolatlarinin insanlar arasindaki dagiliminin
belirlenmesi ve risk grubunda bulunan hastalarin tedavi ve profilaksi yonetimini
kolaylagtirmas1 agisindan onemlidir. Bu amacla DHPS nokta mutasyonlarinin yeni
nesil sekanslama gibi daha etkin metodlarla arastirilmasi basar1 sansini artiracaktir.
Diger taraftan yine 6zel problarn kullanildigi ileri rt-PZR uygulamalariyla bu
mutasyonlarin ~ saptanmasina  yonelik ileri projeler tasarlanabilir. DHPS
mutasyonlariin bu sekilde amplifikasyon ile es zamanli gosterilmesi gerek maliyet
gerek de hiz acisindan laboratuvar hekiminin ve klinisyenin elini oldukga

giiclendirecektir.

Projeden elde ettigimiz birikimlerin, Avrupa Birligi Cerceve Programlarina

dahil olabilme olasiligimizi arttirip, verilerimizi uluslararasi platforma tagima olanag:
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saglayabilir. Ayrica elde edilen verilerin “Hastane Enfeksiyonlari Kontrol Komitesi”
ile paylasilmasi, P. jirovecii enfeksiyonlarinin (hastane kokenli) bulas ve yayiliminin
Oonlenmesi konusunda yapilacak caligmalara yol gosterici olacagimi ve hastalarin

hastanede kalim siiresini ve prognozlarini etkileyecegini diisiinmekteyiz.
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Pneumocystis jirovecii veya DMNA'sinin saptanmas kolonizasyon olarak tanimlanmistin Bu galismada,
cesitli akdider hastaliklar olan hastalarda R jiroveci kolonizasyonu prevalansini arastirmay! amacladik.,

€ Baglk ve yazarlar

Yontemler: Calismaya altta yatan farkl hastalikiar veya akciger bulgulan nedeniyle bronkoskopi

yapilan ve takip edilen 30 hasta dahil edildi. Bu hastalann bronkoaheeclar lavaj {BAL) svilan, B Soyut
Jirovecii'nin mi-LSUrRMNA geninin nPCR amplifikasyonu ile analiz edildi. Tum émekiere nPCR'ye ek

olarak giemsa, Gomori'nin metenamin gimisd (GMS5) ve dolayl floresan antikor (IFA) boyama testleri benzer makaleler
uygulandi,

Bulgular: nPCR ile 30 BAL arnedinin 21nde [%70) B jirevecii DNA tespit edildi, Ancak, giemsa ve Bt yEpan

GMS ile 21 nRPCR pozitif émegin 1'inde B jirovedi kistler bulundu. IFA testi alt cmegin pozitif

WA=t H farim e
olduegunu gosterdi, ancak nPCR ile bunlardan sadece dérdinin pozitif oldugu bulundu. MeSH terimle

Sonug: Caligmamizin sonucuy, ézellikle kronik akciger hastalin olan hastalarda R jirovecii kolonizasyon maddeler
prevalansinin ylksek oldudunu ve nPCR'nin R, jirovedii kolonizasyonunu degeriendirmek igin iyi bir test

oldugunu gdstermistir. ilgili bilgi

68



2. Ozkog S, Bayram Delibas S, Erbaycu AE, Ergiiden C, Akisii C. Akciger Hastaligt
Olan Hastalarda Pneumocystis Jirovecii Kolonizasyonunun  Arastirilmasi
[Investigation of Pneumocystis jirovecii colonization in patients with pulmonary
diseases]. Turkiye Parazitol Derg. 2014 Dec;38(4):214-9. Turkish. doi:
10.5152/tpd.2014.3611. PMID: 25732877.

Kullanici rehbari

Pub.l]ed .gov

Geligmis  Uyan olugtur  RSS olugtur

pyjirovecii ceren ergiiden icin 1 sonug bulundu Kaydetmek E-posta Génderildi

> Tirkiye Parazitol Derg.2014 Aralik;38(4%:214-9, doi: 10.51524pd.2014.3611

[Akciger hastalig: olan hastalarda Pneumocystis
jirovecii kolonizasyonunun arastirnilmasa]

[Tiirkge Makale]
Soykan Cz-cc; 1 Songdl Bayram De ibag , Ahmet Emin Erbaycu , Ceren Erglden, Ciler Akis

Baglantilar <+ genisleimek
PMIC: 25732877 DOL 10.5152/tpd.2014.3611
Ucretsiz makale

Soyut

Amag: Pnémoni belirti veya semptamlan olmayan bireylerden alinan solunum drmeklerinds
Pneumocystis jirovecil veya DMA'sinin saptanmas! kolonizasyon clarak tamimlanmistic Bu calismada,
gesitli akdder hastaliklan olan hastalarda B jirovecii kolonizasyonu prevalansin arastirmay amacladik.

Yontemler: Calismaya altta yatan farkl hastalikiar veya akcider bulgulan nedeniyle bronkoskopi
yapilan ve takip edilen 30 hasta dahil edildi. Bu hastalann bronkoalveolar lava] {BAL) smilan, B
Jjirowecii'nin mt-LSUrRNA geninin nPCR amplifikasyonu ile analiz edildi. Tum émekiere nPCR'ye ek
olarak giemsa, Gomari'nin metenamin glmdsd (GMS) ve dolayl floresan antikor (IFA) boyama testleri
uyguland.

Bulgular: nPCR ile 30 BAL drneginin 21'inde (370) B jiroveci DNA tespit edildi. Ancak, giemsa ve
GMS ile 21 nPCR pozitif dmegin 1'inde R, jirovedi kistlen bulundu, IFA testi alt omegin pozitif
olduegunu gasterdi, ancak nPCR ile bunlardan sadece dérdindn pozitif oldugu bulundu.

Sonug: Caligmamizin sonucu, ézellikle kronik akcider hastali@i olan hastalarda P jirovedii kolonizasyon
prevalansinin yaksek oldugunu ve nPCR'nin R Jirovedii kalonizasyonunu degeriendirmek: igin iyi bir test
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in Pneumocystis jirovecii strains isolated from
Aegean region of Turkey
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Abstract

Sulfonamide group drugs and their antimetabolite combinations are the most preferred drugs in the
treatment and prophylaxis of Pneumocystis jirovecii pneumonia (PCP). Especially with the long-term
use of trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-5MX) and dapsone, certain point mutations in the
Pneumacystis jirowvecil (P. jirovecii) dihydropteroate synthase (DHPS) gene are known to play an
important role in the development of resistance. In the present study, we investigated the 165th and
171st nudleotide mutations in the DHPS gene in the P. jirovecii isolates from immunosuppressed and
immunocompetent cases. P, jirovedii isolates from the bronchoahveolar lavage fluid (BALF) samples of
31 hospitalized cases and lung tissue samples of 37 autopsy cases were included in the study. For the
analysis of wild-type and mutant genotypes, after the touchdown-PCR amplification metheod, the
restriction fragment length polymomphism (RFLP) method was used. In this study, P. jirovecii DHPS
gene was amplified in 28 of 68 (413} of the samples. The RFLP method revealed that all the isclates in
which the DHPS gene was amplified were considered as wild-type genotypes. Te cur knowledge, this
prasent study is the first study in Turkey investigating P. jirovecii DHPS gene mutations associated
with the sulfonamide resistance. All the isclates showed a wild-type pattern indicating that the
occurrence of P, jirovecii DHPS mutations in Turkey is very low or absent.

Keywords: Cotrimaxazole; Mutation; Pneumnocystis jirovecii; Turkey; dihydropieroate synthase gene.
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Abstract

Pneumocystis jirovecil is a human-specific species and causes fatal infections like Pjirovecii
preuronia (PCP) in immunocompromised persons, Although direct microscopy is the gold standard
in the diagnosis of the microorganism, melecular methods such as polymerase chain reaction (PCR)
are nesded in nan-human immune defidency virus (HIV) immunosuppresive patients with low
P.jirovecii burden. In this study, we aimed to evaluate the value of real-time PCR (Rt-PCR]) in the
aboratory diagnosis of Pjirovecil, Bronchoalveolar lavage (BAL) specimens of 658 patients sent to
Dakeuz Eylul University Hospital Central Medical Parasitology Laboratory on suspicion of PCP were
incleded in the study. BAL fluids were evaluated for identification of P.jirovecii mitochondrial gene
coding ribosomal large subunit (mtLSUrRMA) using Rt-PCR. In addition, Giemsa and Gomori's

< Title & authors

Abstract

Similar articles

e
methenamine silver (GMG) staining assays were applied to all samples and nested PCR (n-PCR) assay Cited by
was applied to positive samples detected by real time PCR. Ninety-two (14.3%) of these samples were -

WieSH terms

positive by Rt-PCR. Of these 92 patients, 85 (92.4%) were positive with n-PCR. Only seven of the
specimens had P.jirovedi gysts and trophozoites with microscopic examination. The mean cycle
threshold (CT ) value of Rt-PCR positive patients was 29.7 (1817 = CT = 37.98). Pjirovecii load in these
patients was calculated as 2.6 x 101-8.15 » 107 copies/ml. The difference between the mean CT values
of n-PCR positive and negative results was statistically significant (p< 0.01% The CT values of Ri-PCR
of the samples with positive microscopy were; 18.2, 208, 22.2, 24.3, 24.7, 26.5, 29.7. The difference
between the CT means of the samples with positive and negative microscopy was statistically
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Abstract

Objectives: iImmunasuppressive therapies have impro-ved surdval in solid-organ transplat

recipients at the expense of incressed prevalance of ¢ dectiors. We investigated the

prevalence, risk factars, and prognosis of Pneumacys prewmania in solid-argan trarsplant

.- . € Title & authors
recipients wha were folkewed by our transglant unit

Materials and methods: We conducted a retrospective absenvational study using medical recond Abstract
reviews to identify all acult salid-organ transplant recipients who uncensent branchoscopy and

bronchoakeplar lzvage between January 2011 and 2018, We collected clinical characteristics Cirnilar articles
inclscing risk factors and prognosis. Preumooystis jirovecii pneumonia symptoms com-patible with
micrascopy and/or pasitive nucleic acid amplification assays were defined as proven infection by P. Related information
jirowecii preumonia.

LinkOut - more
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Results: Wie identified 312 aduht solid-argan transplants (174 renal, 1 kidney and panoreas, 197 liver]
in this period. Ceerall, 113 (36.2%) pulmanary disease consultations were performed in the
posttrarsplant stage, and 26 (40.7%) patients underwent bronchoahveolar wvage with P jiroeedi
screening. We dentified 18 patients who tested pasitive for P. jirovecil infection according to nucleic
acid amplification assay; 3 were nat praven, and 7 had a transplant date befare 2011. The prevalerce
was 8/312 (26%); of these 8 patients, 5 had the same genctype cluster. Median P. irovecs pnesmania
development time was longer in renal trarsplant recipients (F = 076}, Only renal trarsplant recipients
were ofiered Pneusmacystis prophylas for & months. Concomitant viral infection mouding

nificant facter for P, jirovecii pneumonia development (P = 028).

cytamegalowins was the anly
Imbensiee cane admission was 409% (n = 6| and disease-related morality was 313% (n = 5).

Condusions: The averall prevalence of P jirovecii preumonia in salid-organ transplant recipients w:

similar to other singls-canter reports. Prophylacis prevented sarly pasttransplant P, jirovecii

preumonia. However, P. jrowecs pnewmsenia may cevelog at any postirarsplant stage, and wira

irfections ather than optomegalavinus should also be considered as a predictor,
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Preumccystis jirovecii (P. jirovecii) is an atypical fungus that can cause severe interstitial pneumania in < Title & authors
immunocompromised patients. In this study, mitochondrial large subunit ribosomal RNA (mtLSU-
rRMA) and dihydropteroate synthase (DHPS) gene polymorphism in P. jirovecii isclates were .
investigated in Western Turkey's lzmir province and its surroundings. For this purpose, a total of 157 Abstract
P. jirovecii isclates cbtained from bronchoalveolar lavage samples of hospitalized cases and lung o .
tissue samples of autopsy cases who died outside hospital were examined. Genotypes were identified Similar articles
by direct sequencing of mtLSU-rRNA restriction fragment length polymaorphism analysis of the DHPS

gene amplicons. The mtLSU-rRNA analysis revealed that genotype 2 was the most common genotype Cited by
with 58%. The following genotypes were genotype 3 (13%), genotype 1 (11.6%) and genotype 4 -
(5.1%), while genotype 5 (0.7%) was detected in only one autopsy case. In addition, 16 (11.6%) cases MeSH terms

had dual ar triple differant genotypes (mixed infection). It was cbserved that the genotype
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KATKI

Bu tez calismast YOK 100/2000 Doktora Bursu kapsaminda Hastane
Enfeksiyonlarini Onleme alt alanindan kabul almis olup tez ¢alismasmi yiiriiten

doktora dgrencisi YOK 100/2000 bursuyla desteklenmistir.

Tez ¢alismasim yiiriiten doktora dgrencisi ayn1 zamanda 2211-C Oncelikli

Alanlara Yonelik Doktora Burs Programi 2019 (Ek ¢agr1) ile desteklenmistir.
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Tez Baghg: Ugucu Yaglarin Acanthamoeba Spp. Kist Ve Trofozoitleri Uzerine Etkisi
Tez Konusu: Acanthamoeba Tiirleri Diinya Uzerinde Genig Dagilima Sahip Serbest
Yasayan Amiplerdir. I?nsanlara Deri, Solunum Ve Goz Yolu lle Bulasabilen Bu
Parazit, Gormeyi Bozan Ve Hatta Korlige Yol Acabilen Acanthamoeba Keratitinin
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Arayiglarnt Devam Etmektedir. Simdiye Kadar Bitkisel Ekstrelerin Ve Bitkisel
Kaynakh Ugucuyaglann Acanthamoeba Spp. Uzerine Etkili Olabilecegini Bildiren
Bazi Raporlar Yayinlanmistir. Biz De Calismarmizda Lamiaceae Ailesinden Mentha X
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Acanthamoeba Castellanii Kist Ve Trofozoitleri Uzerine In Vitro Etkilerini Aragtirdik.
Tarih: 2015

Tez Danigmani: SONGUL DELIBAS

21 Ocak 2008 - 21 Ocak 2012 (4wl 1 ay)

Yiiksek Lisans, Tezli Program, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, TURKIYE

DENIZ BILIMLERI VE TEKNOLOJISi ENSTITUSU, DENIZ BILIMLERI ANABILIM DALI
Tez Baghg: 17zmi?r Korfezi?’nde Su Kali?tesi? Ve Organoklorlu Pesti?si?tleri?n
Mi?dye (mytilus Galloprovincialis Lamarck, 1819} Dagilimina Etki?si?

Tez Konusu: Bu Caligsmada [Pzmir Kdrfezi'ndeki Kara Midye Mytilus
Galloprovincialis'de Bulunan Organcklorlu Maddeler Arastinlmigtr. Calismalar
Esnasinda Istasyonlardan Toplanan Midyelerde Organoklorlu Pestisit Seviyeleri,
Ayni Istasyonlardan Fszamanh Alinan Su Orneklerinde Fizikokimyasal (sicaklik,
lletkenlik, Tuzluluk, Ph, Cozunmus Oksijen, Askida Kati Madde) Ve Besin Tuzu
(fosfat,  Nitrat,  Nitrit, Amonyum, Silikat) Parametreleriyle  Birlikte
Degerlendirilmistir. Farkll Seviyelerde Kirliligin Mevcut Oldugu Istasyonlarin
Tuminde Pestisitler Dusuk Seviyede Tayin Edilmistir. Duglk Degerlerde Izlenmig
Olan Organoklorlu Pestisitlerin Kalitatif Ve Kantitatif Benzerlikleri Kiimeleme
(cluster) Ve Cok Boyutlu Olgeklenme (mds) Analizleri lle Agklanmaya Calisilmigtir.
Arastirmalanmiz Sonunda Elde Edilen Bulgulara Gore; Mytilus Galloprovincialis'in
Igerdigi Organoklorlu Pestisit Seviyelerinin Insan Saghf Agisindan Bir Risk
Tagimadigi Gozlenmigtir.
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Yabana Dil Bilgileri

Ar-Ge Yetkinlik

Makaleler

Bildiriler
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Tarih: 2012
Tez Danismani: NIHAYET BiZSEL

28 Agustos 2004 - 28 Agustos 2008 (4 yil 1 ay)
Lisans, Anadal/Normal Ogretim, CELAL BAYAR UNIVERSITESI, TURKIYE
FEN-EDEBIYAT FAKULTESI, BIYOLOJI BOLUMU

INGILIZCE (Okuma: lyi, Yazma: lyi, Konugma: lyi)

C E. GURBUZ, S. B. DELIBAS, A 0. ALPAYDIN, A. A. SAYINER & S. 0ZKOC, Genetic
diversity of Pneumocystis jirovecii isolates among Turkish population based on
mitochondrial large subunit ribosomal RNA and dihydropteroate synthase gene
typing, MEDICAL MYCOLOGY, 2021, 1369-3786, 59, 8, 813-820.

S. 0ZKOC, C. E. GURBUZ, A. A. SAYINER & S. B. DELIBAS, Evaluation of Real-Time
Polymerase Chain Reaction in Pneumocystis jirovecii Laboratory Diagnosis,
MIKROBIYOLOJI BULTENI, 2020, 0374-9096, 54, 3, 418-428

S. OZKOC, C. ERGUDEN & S. B. DELIBAS, Absence of dihydropteroate synthase
gene mutations in Pneumocystis jirovecii strains isolated from Aegean region of
Turkey, PARASITOLOGY RESEARCH, 2018, 0932-0113, 117, 10, 3103-3108.

N. EROL, N. EROL, 5. B. DELIBAS, S. B. DELIBAS, S. 0ZKOC, 5. 0ZKOC, C. ERGUDEN,
C ERGUDEN, U. AKSOY & U. AKSOY, Investigation of parasitic and viral pathogens
in mussels (Mytilus galloprovincialis) in the Gulf of lzmir, Turkey, SAUDI MEDICAL
JOURNAL, 2016, 0379-5284, 37, 6, 703-706.

C. ERGUDEN GURBUZ, C ERGUDEN, C. ERGUDEN, S 0ZKOC, S. OZKOC, B
OZTURK, B. OZTURK, S. BAYRAM DELIBAS & S. BAYRAM DELIBAS, Melissa
officinalis L, Mentha x piperita L. ve Ocimum basilicum L(Lamiaceae) Ugucu
Yaglarnin Acanthamoeba castellani Kist ve Trofozoitleri Uzerine In Vitro Etkisinin
Arastinlmas, MIKROBIYOLOJI BULTENI, 2016, 0374-9096, 4, 50, 568-579

C. ERGUDEN GURBUZ, S. 0ZKOC, S. OZKOC, A. AQ, A. AD, S. BAYRAM DELIBAS, S.
BAYRAM DELIBAS, C. ERGUDEN, C. ERGUDEN, AKKOCLU, AKKOGLU, ATILLA &
ATILLA, Pneumocystis jirovecii Pneumonia in a Patient with Interstitial Lung
Disease, Tirkiye Parazitoloji Dergisi, 2015, 1300-6320, 1, 39, 66-9.

C. ERGUDEN GURBUZ, S. 0ZKOC, S. OZKOC, S. BAYRAM DELIBAS, S. BAYRAM
DELIBAS, A E.ERBAYCU, A E. ERBAYCU, C. ERGUDEN, C. ERGUDEN, G. AKISU & .
AKISU, Investigation of Pneumocystis jirovecii colonization in patients with
pulmonary disease, Tirkiye Parazitoloji Dergisi, 2014, 1300-6320, 4, 38, 214-9.

C. ERGUDEN GURBUZ, 5. OZKOC & S. BAYRAM DELIBAS, Tiirk Toplumundan Elde
Edilen Pneumocystis Jirovecii Isolatlarnda Dihidropteroat Sentetaz  Gen
Mutasyonlarnn Arastrlmas, Poster Sunumu, Uluslararasi Katiimh 20. Ulusal
Parazitoloji Kongresi, 25 Eylil 2017, 29 Eylal 2017.
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Projeler
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C ERGUDEN GURBUZ, S 0ZKO( & S BAYRAM DELIBAS, Adli Otapsi Vakalarnda
Pneumocystis Jirovedii Kolonizasyon Prevalansnn Arastrimas, Poster Sunumu, 19.
Ulusal Parazitoloji Kongresi & Uluslararasi Kathmh Ekinokokkozis Sempozyumu,
05 Ekim 2015, 09 Ekim 2015.

C. ERGUDEN GURBUZ, 5. BAYRAM DELIBAS, 5. OZKOC & B. OZTURK, Mentha X
Piperit , Melissa Officinalis Ve Ocimum Basilicum Bitkilerinden Elde Edilen Ugucu
Yaglarn Acanthamoeba Spp. Kist Ve Trofozoitleri Uzerine In \fitro Etkisi, Poster
Sunumu, 19. Ulusal Parazitoloji Kongresi & Uluslararasi Katilimh Ekinokokkozis
Sempozyumu, 05 Ekim 0020, 09 Ekim 2015.

C. ERGUDEN GURBUZ, S. BAYRAM DELIBAS, N. YAPAR, M. CELIK, S. OZKOC & (.
AKISU, Uzun Siireli Atesgle Seyreden Bir Fascioliasis Olgusu, Poster Sunumu, 18.
Ulusal Parazitoloji Kongresi, 29 Eylul 2013, 05 Ekim 2013.

C. ERGUDEN GURBUZ, S. BAYRAM DELIBAS, S. OZKOC & B. OZTURK, Ugucu
Yaglarn Acanthamoeba Spp. Trofozoitleri Uzerine In Vitro Etkisi, Poster Sunumu,
18. Ulusal Parazitoloji Kongresi, 29 Eyliil 2013, 05 Ekim 2013

C. ERGUDEN GURBUZ, S. BAYRAM DELIBAS, S OZKOC, N. EROL & U AKSOY,
Investigation Of Toxoplasma Gondii And Hepatitis A Virus In Mussels (mytilus
Galloprovincialis) In Different Localizations Of I7zmir Bay Coastline, Sozli Sunum,
The International Conference On Water, Energy And Environment (icwee), 21 Eylil
2013, 24 Eylal 2013.

C ERGUDEN GURBUZ, S. BAYRAM DELIBAS, S. OZKOG & . AKISU, Dokuz Eylil
Universitesi Hastanesi Merkez Parazitoloji Laboratuarna 2010-2012 Yllar
Arasnda Kistik Ekinokokkozis SUphesi lle Bagvuran Hastalarn Serolojik Sonuglarnn
Retrospektif Olarak Degerlendirilmesi, Poster Sunumu, 6.ulusal Hidatidoloji
Kongresi, 12 Eyldl 2012, 15 Eyldl 2012.

T. TUMER, C. ERGUDEN GURBUZ & N. BIZSEL, lzmir Kérfezi'nde Daglm Gosteren
Potansiyel Zararl Fitoplankton  Tirlerinin -~ Akdeniz  Midyesi, (mytilus
Galloprovincialislam.,1819) Uzerine Etkisi, Sozli Sunum, 10. Ulusal Ekoloji Ve
Cevre Kongresi, 04 Ekim 2011, 07 Ekim 2011

C. ERGUDEN GURBUZ, U. AKSOY, . 0. CAN, H. RESMI, S. USLUCA, R. SONMEZ, B.
KIVRAKDAL & M. OZAYDINLI, Insan Saglgn Tehdit Eden Farkl Kaynakl Organik
Kirleticilerin  Bayrakl Ky Seridindeki Midyelerde (mytilus Galloprovincialis)
Arastrimas, Poster Sunumu, 17. Ulusal Parazitoloji Kongresi, 05 Eylul 2011, 08
Eylil 2011.

BAP, ARASTIRMACI, ADLI OTOPSI VAKALARINDA PNEUMOQCYSTIS JIROVECI VE
MICROSPORIDIA SPP. KOLONIZASYON PREVALANSLARININ ARASTIRILMASI,
YirGtilen Kurulug: KURULUS GUNCELLENMESI GEREKIYOR, Destek Alinan
Kurulug DIGER (Yurt Igi) , 01 Ocak 2015, 01 Ocak 2016

BAP, BURSIYER, iZMIR KORFEZI'NIN KIYI SERIDINDEKI -KARA- MIDYELER -
MYTILUS GALLOPROVINCIALIS-'DE SU KAYNAKLI PARAZITLER VE ViRAL
PATOJENLERIN [ZLENMESI, Yiritilen Kurulus: KURULUS GUNCELLENMESI
GEREKIYOR, Destek Alinan Kurulus: DIGER (Yurt Ici), 01 Haziran 2012, 01 Haziran
2013,

BAP, BURSIYER, INSAN SAGLIGINI TEHDIT EDEN FARKLI KAYNAKLI ORGANIK
KIRLETICILERIN  iZMIR  KORFEZI KIYl SERIDINDEKI MIDYELER-MYTILUS
GALLOPROVINCIALIS-'DE ~ ARASTIRILMASI,  Yirdtilen Kurulus:  KURULUS
GUNCELLENMESI GEREKIYOR, Destek Alinan Kurulus: DIGER (Yurt ici), 01 Agustos
2008, 01 Agustos 2012

Sayfa3 /4

78



TUBITAK Burs va Desteklari

Proje Bilgileri

BIiDEB Destekleri

Panelistlik/izleyicilik/Raportorliik Sayisi
Hakemlik/Panelistlik/Dig Damsmanlik Sayisi
Izleyicilik/Danismanlik Sayisi

Raportarlitk Sayisi

Olusturma Zamani: 31 Ekim 20

108Y185, insan Sagligini Tehdit Eden Farkl Kaynakli Organik Kirleticilerin izmir
Korfezi Kiyi Seridindeki Midyeler (Mytilus Galloprovincialis)'de Arastirimasi, 1001 -
Aragtirma, Burslu, Sonuglandi, ARDEB, CAYDAG - Cevre, Atmosfer, Yer Ve Deniz
Bilimleri Aragtirma Destek Grubu, Projeye Katilma/Ayrilma Tarihleri: 01.10.2008 -
01.06.2012, Proje Baslangig/Bitig Tarihleri: 01.12.2008 - 01.06.2012.

112Y020, Izmir Kérfezi?Nin Kiyi Seridindeki (Kara) Midyeler (Mytilus
Galloprovincialis)?De Su Kaynakh Paraziter Ve \firal Patojenlerinin Izlenmesi, 1002
- Hizl Destek, Burslu, Sonuglandi, ARDEB, CAYDAG - Cevre, Atmosfer, Yer Ve
Deniz Bilimleri Aragtirma Destek Grubu, Projeye Katilma/Aynlma Tarihleri:
01.06.2012 - 01.06.2013, Proje Baslangi¢/Bitig Tarihleri: 01.06.2012 -
01.06.2013.

CEREN ERGUDEN GURBUZ, Etkinlik Destekleri ve Egitim Burslan Miidiirl g,
2210-C Oncelikli Alanlara Yénelik Yurt Igi Ylksek Lisans Burs Programi, Bursu Bitti
[Mezun), 2014 - 1,01.04.2014 - 02.08.2014.

CEREN ERGUDEN GURBUZ, Etkinlik Destekleri ve Egitim Burslar Miidiirligii,
2211-C Oncelikli Alanlara Yénelik Yurt il;i Doktora Burs Programi, Bursu Kesildi,
2019-2,01.06.2019 - 31.05.2022.

ARDEB/BIDEB 0 TEYDEBO Toplam O

ARDEB/BIDEB 0 TEYDEB 0 Toplam 0

ARDEB/BIDEB 0 TEYDEB 0 Toplam 0
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