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ÖZET 

İnsana özgü bir tür olan Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii), immün sistemi 

zayıflamış kişilerde Pnemocystis jirovecii pnömonisi (PCP) olarak bilinen, ölümle 

sonuçlanabilen ciddi interstisyel pnömonilere neden olabilmektedir. Organizmanın 

tanısında direkt mikroskobi altın standarttır. Düşük organizma yükünün gözlendiği 

durumlarda PZR gibi moleküler yöntemlere de ihtiyaç duyulmaktadır.  

Çalışmamızda İzmir ili ve çevresinden elde edilen P. jirovecii izolatlarındaki 

mtLSU-rRNA ve DHPS gen polimorfizmi araştırıldı. Bu amaçla hastane kökenli 

hastaların bronkoalveolar lavaj (BAL) örnekleri ve otopsi vakalarının akciğer doku 

örneklerinden elde edilen toplam 157 P. jirovecii izolatı incelendi. Nested PZR 

sonrasında Sanger sekanslama ile mtLSU-rRNA genotiplendirmesi yapılırken, RFLP 

yöntemiyle DHPS polimorfizmi değerlendirildi. mtLSU-rRNA genotiplendirmesi 

yapılabilen 138 P. jirovecii izolatı arasında genotip 2, %58 ile en sık karşılaşılan 

genotip olarak bulundu. Genotip 2’ den sonra en sık saptanan genotipler sırasıyla 

genotip 3 (13%), genotip 1 (11,6%) ve genotip 4; (5,1%) olarak bulunurken genotip 

5 (0,7%) sadece bir otopsi örneğinde saptandı. Bunun yanı sıra 16 (%11,6) olguda 

ikili veya üçlü koenfeksiyonlar mevcuttu. Yaş, cinsiyet, immün durum ve 

PCP/kolonizasyon farklılığı gibi özelliklerin genotip dağılımında etkili olmadığı 

gözlenirken; solid organ tümörlerindeki genotip 2 baskınlığı ve akciğer hastalığı 

olanlardaki miks enfeksiyon yüksekliği istatistiksel olarak anlamlıydı. DHPS geni, 

çalışmaya alınan 157 örneğin 137 (%87,3)’sinde çoğaltılabildi. RFLP sonucunda 135 

örnekte herhangi bir mutasyona rastlanmazken (vahşi tip); hastane kökenli iki (%1,5) 

örnekte vahşi tip ve 57. kodon mutasyonun birlikte olduğu miks enfeksiyon (vahşi tip 

+ mut 57) saptandı.  

Bu çalışmada ilaç direnci ile ilişkilendirilmiş olan DHPS gen mutasyonlarının 

toplumumuzda bulunabildiği gösterilirken; mtLSU-rRNA genotiplerinin dağılımı ile 

ilgili önemli epidemiyolojik veriler elde edilmiş oldu. Öte yandan çalışmamız real-

time PZR’ın P. jirovecii laboratuvar tanısında etkili bir yöntem olduğunu ortaya 

koymuştur. Konvansiyonel n-PZR yönteminin çok düşük yoğunluktaki etken 

varlığında real-time PZR’a göre daha başarısız olduğu gösterilmiştir. 
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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 immünocompromised 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, immüne 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. 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ  

1.1. Problemin Tanımı ve Önemi 

Pneumocystis sp., immün sistemi baskılanmış memelilerde ölümcül alt 

solunum yolu enfeksiyonlarına sebep olabilen atipik bir mantardır (1,2). Son 

yıllardaki genomik kanıtlar ve filogenetik analizler Pneumocystis sp’nin mantarların 

Ascomycota şubesine dahil olduğunu gösterse de hücre duvar yapısında ergesterol 

yerine kolesterol bulunması (mantar ilaçlarına direnç) ve kitin içermeyen daha 

kırılgan dış yapı mantarlarda bulunmayan özelliklerdir (2). Bunun yanı sıra diğer 

mantarlardan farklı olarak daha kompakt bir genoma sahip olan Pneumocystis sp., 

birçok metabolik yolağı kaybetmiş olduğundan dolayı paraziter bir yaşam 

sergilemekte ve konak dışında canlılığını devam ettirememektedir (1,2). 

Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii) insana özelleşmiş bir Pneumocystis türü 

olup, bağışıklık sistemi bozulmuş kişilerde Pneumocystis jirovecii pnömonisi (PCP) 

olarak adlandırılan fırsatçı akciğer enfeksiyonlarına neden olabilmektedir. P. 

jirovecii’nin neden olduğu PCP, immün baskılanmış hastalarda ölümle 

sonuçlanabilen fırsatçı enfeksiyonlar arasındadır (3,4). Son zamanlarda etkili 

immünosupresif terapilerin kullanıma girmesiyle HIV negatif immün baskılanmış 

hastalardaki PCP enfeksiyonlarında artış gözlenmektedir (5,6). Ateş, nonproduktif 

öksürük ve dispne gibi nonspesifik semptomlar ile başlayan PCP, AIDS dışı 

immünsupresyon hastalarında daha agresif seyretmekte ve bu hastalarda %35-55 

oranlarında mortalite gözlenebilmektedir (6–8). Enfeksiyonun tanısındaki zorluklar 

ve riskli gruplara yeterli profilaksi verilememesi gibi nedenlerle özellikle gelişmekte 

olan ülkelerde PCP’ye bağlı ölümler günümüzde hala önemli bir halk sağlığı 

problemidir. 

P. jirovecii kültürde üretilemediğinden çevresel dağılım, virulans, ilaç direnci 

ve olası bulaş yolları gibi epidemiyolojik ve biyolojik özellikleri belirlemede en çok 

uygulanan yöntem çevresel ve klinik izolatların genotip analizlerini yapmaktır. Bu 

amaçla daha çok timidilat sentaz, ribozomal RNA geniş alt ünitesini kodlayan 
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mitokondriyal (mtLSU-rRNA) geni, ribozomal RNA küçük alt ünitesini kodlayan 

mitokondriyal (mtSSU-rRNA) geni, internal transcribed spacers (ITS) ve 

dihidropteroat sentaz (DHPS), dihidrofolat redüktaz (DHFR) gibi gen bölgeleri 

kullanılmaktadır. Özellikle mtLSU-rRNA geni, P. jirovecii epidemiyolojisini 

araştırılmasında en sık tercih edilen genlerden biridir. Temel metabolik 

fonksiyonlarla ilişkili bulunan bu gen bölgesi, P. jirovecii’nin aynı haplotipte birçok 

mitokondriye sahip olması nedeniyle tanıda ve kantitasyonda tek kopyalı genlere 

göre daha başarılı bulunmuştur.  

Sülfonamid grubu ilaçlar (sülfametaksazol, sulfodoksin, dapson) ile 

trimetoprim, primetamin gibi anti-metabolitlerin kombinasyon formları, PCP tedavisi 

ve profilaksisinde en sık kullanılan ilaçlardır. Bu kombinasyonların en etkilisi olarak 

gösterilen kotrimaksazol (trimetoprim-sülfametaksazol kombinasyonu; TMP-SMZ), 

1990’lardan itibaren anti-Pneumocystis tedavisinde ve immün baskılanmış hastaların 

proflaksisinde başarıyla kullanılmaktadır. Kotrimaksazolün etkisini oluşturan esas 

mekanizma, folik asit biyosentezinde kritik rol oynayan DHPS enziminin 

sülfametaksazol ile inhibe edilmesidir. Son yıllardaki çalışmalar, bu enzimi kodlayan 

genin 165 (A→G) ve 171 (C→T) nükleotid pozisyonlarındaki nokta mutasyonların 

sülfonamid direncine neden olabileceğini göstermektedir. Bu mutasyonlar, sırasıyla 

55. ve 57. kodonlarda aminoasit değişimleri yaratarak ilacın enzime bağlanma 

bölgelerinde yapısal değişiklikler oluşturmaktadır. Sülfonamid kullanımındaki 

değişkenliklere bağlı olarak dünyanın farklı coğrafik bölgelerinde % 0-81 arasında 

mutasyon oranları rapor edilmiştir. DHPS gen mutasyonlarının araştırılması yalnızca 

ilaç direnci ile ilgili soruların yanıtlanmasında değil; etkenin toplumdaki dağılımını 

belirlemede epidemiyolojik bir marker olarak kullanılabilmektedir. 

Ülkemizde yapılan P. jirovecii ile ilgili moleküler çalışmalar son derece sınırlı 

sayıda olup genellikle tanı yöntemlerinin değerlendirildiği veya bölgesel 

prevalansların araştırıldığı çalışmalardır. Bununla birlikte ülkemizde şimdiye kadar 

P. jirovecii izolatlarının genotip analizlerinin yapıldığı birkaç küçük popülasyon 

çalışması dışında geniş çaplı bir araştırma bulunmamaktadır. Bu çalışmada ise, hem 

klinik örneklerden hem de otopsi vakalarından elde edilmiş geniş bir örneklem 
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grubundan elde edilen P. jirovecii izolatlarında mtLSU-rRNA ve DHPS geninin 

polimorfizmi araştırılması planlanmıştır. 

1.2. Araştırmanın Amacı  

Çalışmamızda, klinik örneklerden ve otopsi vakalarından elde edilmiş P. 

jirovecii izolatlarında farklı gen bölgeleri araştırılarak, P. jirovecii genotiplerinin 

toplumumuzdaki dağılımı, insanlar arası geçiş özellikleri, tedaviye dirençli suşların 

var olup olmadığının belirlenmesi ve etken virulansı konularında önemli veriler elde 

edilmesi amaçlandı.  

1.3. Araştırmanın Hipotezleri 

Çalışmada kullanılan analizlerde; 

 mtLSU-rRNA geni nested-PZR (n-PZR) ile çoğaltıldıktan sonra sekans analizi ile 

genotip profillerinin ortaya konması, 

 DHPS geninin PZR ile çoğaltılması sonrasında uygulanacak restriction fragment 

lenght polymorphism (RFLP) yöntemi ile sülfa dirençli mutant suşların 

araştırılması, 

 Genotip profilleri belirlenen izolatların; örneğin gönderildiği birim, hastanın 

immünsupresyon durumu, yaş ve cinsiyet gibi diğer demografik verilerle 

ilişkisinin olup olmadığının araştırılması, 

 DHPS gen mutasyonlarının, TMP-SMZ profilaksisi/tedavisi alıp almama durumu 

ile ilişkisinin araştırılması mevcut mutasyonların oluşumunda ilaç selektif 

baskılamasının olup olmadığının ortaya konması hedeflendi. 

Ayrıca uygulanacak real time PZR (rt-PZR) yöntemini diğer yöntemlere karşı 

kullanılabilirliği ve hastalık tespitindeki etkinliğinin de test edilmesi amaçlandı.
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2. GENEL BİLGİLER  

2.1. Tarihçesi 

Pneumocystis ilk kez 1909 yılında Trypanosoma cruzi ile enfekte kobayların 

akciğerlerinde Trypanosoma’ların şizogonal evresi olarak Carlos Chagas tarafından 

tanımlanmıştır. Sau Paulo Pastör Enstitüsü şefi olan Doktor Antonio Carini ise 1910 

yılında Trypanosoma lewisi ile enfekte sıçanların akciğerinde yine benzer kistlere 

rastlamış ve histolojik örnekleri, tanımlama için Paris Pastör Enstitüsü’nde çalışan 

Delanoe çiftine göndermiştir. Pierre ve Me Delone, Trypanosoma ile ilgili olmayan 

ve yeni keşfedilen bu organizmaya Dr. Carini’nin anısına 1912 yılında Pneumocystis 

carinii adını vermiştir (9,10). Pneumocystis spp’nin fare, maymun ve tavşan gibi 

memelileri enfekte edebildiği de yine Brezilya, İngiltere ve İsviçre’de 1913 ve 1917 

yıllarında yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (11). 

İnsanda Pneumocystis’e bağlı plazma hücreli interstisyel pnömoni ilk kez 

1938’de Alman araştırmacılar Ammich ve Benecke tarafından malnutrisyonlu yeni 

doğanlarda gösterilmesine rağmen bu enfeksiyonun Pneumocystis nedeniyle oluştuğu 

1942 yılında Hollanda’da Van der Meer ve Brug tarafından tanımlanmıştır (12). 

Savaş nedeniyle yayınlanamayan bu bilgi savaş sonrasında da vakaların artması 

nedeniyle araştırmaları yoğunlaştıran Çek parazitolog Jirovec, Vanek ve Lukes 

tarafından yayımlanarak Pneumocystis’in ile plasma hücreli interstisyel pnömoniye 

neden olduğu net bir şekilde ortaya konmuştur (13). Daha sonrasında 1960’larda 

konjenital immün yetmezlikli çocuklar ve malignite tedavisi gören yetişkinlerde 

nadir sporadik vakalar olarak bildirilmiş, 1980’li yıllarda AIDS hastalığının ortaya 

çıkıp yayılmasıyla Pneumocystis vakalarında artış dikkat çekmiştir. 

Mikroorganizmayı 1951 yılında yeni doğanlarda interstisyel plazma hücreli pnömoni 

etkeni olarak ilk kez tanımlayan Çek parazitolog Otto Jirovec’in onuruna, Frenkel 

tarafından 1999 yılında Pneumocystis jirovecii ismi verilmiştir (13). İnsanlardaki 

Pneumocystis infeksiyonunun bir zoonoz olmadığı anlaşılmış böylece Pneumocystis 

carinii ismi sadece sıçanlarda enfeksiyon etkeni olan türün adı olarak kullanılmaya 

başlanmıştır (10). 
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2.2. Sistematikteki Yeri 

P. jirovecii tek hücreli, ekstrasellüler yerleşim gösteren, insana spesifik, atipik 

bir ökaryotik mikroorganizmadır. İlk keşfedildiği 1909 yılından sonra uzunca bir 

süre morfolojik yapının mantarlara çok benzememesi, antifungal ilaçlara 

dirençliyken antiprotozoal ilaçlara duyarlı olması ve konak hücredeki patojenitenin 

protozoonlara benzemesi gibi nedenlerle protozoon olarak kabul edilmiştir. Ancak 

1980’li yılların sonlarında yoğunlaşan biyolojik çalışmalarla ve en nihayetinde 

Edmann ve Stringer’in 1988’de 18S rRNA geni üzerine yaptıkları moleküler 

çalışmalarla, her ne kadar kist duvarında ergesterol bulunmuyor olsa da etkenin 

mantarlara daha yakın olduğu anlaşılmıştır (10). Bunun yanı sıra diğer mantarlardan 

farklı olarak daha kompakt bir genoma sahip olan P. jirovecii birçok metabolik 

yolağı kaybetmiş olduğundan dolayı paraziter bir yaşam sergilemekte ve konak 

dışında canlılığını devam ettirememektedir (2,14). 

Günümüzde P. jiroveci’nin filogenetik olarak, “Fungi” aleminde, “Dikarya” alt 

aleminde, “Ascomycota” bölümünde, “Taphrinomycotina” alt bölümünde, 

“Pneumocystidomycetes” sınıfında, “Pneumocystidales” takımında ve 

“Pneumocystiaceae” ailesinde sınıflandırılmaktadır (15,16) (Tablo1).  

Tablo 1. Pneumocystis türlerinin sistematikteki yeri 

Süper alem (Superkingdom) Eukaryota 

Alem (Kingdom) Fungi 

Alt alem (Subkingdom) Dikarya 

Bölüm (Phylum) Ascomycota 

Alt Bölüm (Subphylum) Taphrinomycotina 

Sınıf (Class) Pneumocystidomycetes 

Takım (Order) Pneumocystidales 

Aile (Family) Pneumocystidaceae 

Cins (Genus) Pneumocystis 

Tür (Species) Pneumocystis canis → köpeklerde 

Pneumocystis carinii → sıçanlarda 

Pneumocystis gerbil → gerbillerde 

Pneumocystis jirovecii → insanlarda 

Pneumocystis murina → farelerde 

Pneumocystis oryctolagi → tavşanlarda 

Pneumocystis wakefieldiae → sıçanlarda 

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
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2.3. Morfoloji ve Evrim  

İn vitro kültür yapılamadığından Pneumocystis türlerinin morfolojik şekilleri 

ve hayat siklusu ile ilgili karakteristik özellikler daha çok P. murina modelleri 

üzerinde gerçekleştirilen elektron mikroskop çalışmalarıyla belirlenmiştir. 

Mikroskobik incelemeler sonucu yaşam döngüsünde trofozoit (trofik evre), prekist 

(sporosit) ve kist (spor) formlarının bulunduğu saptanmıştır (2,15,17). 

Trofozoit formunun boyutları 2-5 μm çapında olup akciğerde en sık (% 90-95 

oranında) rastlanan formdur. Genelde kümeli ameboid şekilde bulunurlar. Hücre dışı 

çift katlı duvarla çevrili olup iç kısımda daha ince plazma membranı vardır. Trofozoit 

yüzeyindeki tübüler çıkıntıların (filopodya), alveolar keselerde tip 1 epitelyal 

hücrelere tutunmaya yardımcı olduğu düşünülmektedir. Trofozoit merkezinde çok 

sayıda porları bulunan tipik nükleer zarf ile çevrelenmiş ve dağınık kromatinli, çift 

çeperli bir adet nükleus bulunur. Ayrıca sitoplazmada veziküllü golgi, mitokondri, 

çok sayıda serbest ribozomlar, vakuoler boşluklar ve mikrotübüller mevcuttur (2,12). 

Prekistler; 5-8 µm büyüklüğündeki trofozoit ve kist formları arasındaki geçiş 

formlarıdır. Erken, ara ve geç olmak üzere üç evrede görülebilir. Erken prekistler 

oval şekilde, tek nükleuslu ve hücre duvarı iki katmanlıdır. Ara prekistler daha 

yuvarlak, 2-4 nükleuslu ve hücre duvarı üç katmanlıdır. Geç prekistler ise hücre 

nükleus sayısı dördün üzerinde olup yuvarlak şekli ile kiste benzemektedir (2,18).  

Kist formu 5-10 μm boyutlarında, yuvarlak veya hilal şekillidir. Kist duvarı 

büyük ölçüde kompleks bir polisakkarit olan β-glukanlardan oluşur, ayrıca 

manoprotein, kitin ve diğer proteinler de mevcuttur. Kalınlığı 50-160 nm olup dış, 

orta ve en içte plazmalemma olmak üzere üç katmandan oluşmaktadır. Ana işlevi, 

organizmaya sağlamlık ve desteklik sağlamak ve organizmayı konak dışındaki sert 

çevre koşullarından korumaktır. Duvar içeriye çıkıntılar yaparak parantez benzeri 

şekiller oluşturur; bu çıkıntılar kistler için tipiktir. Kist duvarının bozunması, 

organizmanın yaşam döngüsünü tamamlaması için gereklidir. Bu dinamik süreci 

kolaylaştırmak için, β-glukan sentetazlar kist duvarını oluşturan (1 3) β-D-glukan 

(BDG) homopolimerlerinin oluşumunu kolaylaştırır, β-glukanazlar ve diğer 
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proteinler, aktif bozunma ve duvarın yeniden yapılandırılma sürecini yürütür (19). 

Kalın kist duvarı içinde yer alan İntrakistik cisimcikler 1-2 μm büyüklüğünde olup 

çift katlı zara sahiptirler. Bir nükleus, bir mitokondri, endoplazmik retikulum ve 

birçok serbest ribozom bulunduran bu yapılar kistin yırtılması ile açığa çıkarak 

trofozoitlere dönüşmektedir (2,12). 

P. jirovecii tüm yaşam döngüsünü akciğer alveollerinde hücre dışında nadiren 

de ekstrapulmoner organlarda geçirmektedir. Pneumocystis’in eşeyli ve eşeysiz 

olmak üzere iki farklı üreme şekli bulunmaktadır. Trofozoitler yaşam döngüsünün 

eşeysiz kısmında ikiye bölünerek çoğalırlar. Trofozoitlerde saptanan feromon 

sinyalizasyonu ve sinaptonemal komplekslerin varlığı mayoz bölünmeyi destekler ve 

Pneumocystis’in eşeyli üremesini sağlar. Eşeyli döngüde haploid yapıdaki 

trofozoitlerin konjugasyonu ile sporozoitler oluşur. Sporozoitler mayoz ve sonrasında 

mitoz ile bölünerek sekiz adet intrakistik cisimciği oluştururlar. Daha sonrasında 

trofozoitler kist duvarının parçalanmasıyla serbest hale gelir (Şekil 1) (12).  

 

 

Şekil 1. Pneumocystis jirovecii’nin yaşam döngüsü (20) 
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2.4. Bulaş ve Kolonizasyon 

 2.4.1. Bulaş 

Pneumocystis spp. ve konakları arasındaki bulaş mekanizması tam olarak 

bilinememekle birlikte, hayvan modellerinde ve insanlarda yapılan çalışmalar, 

Pneumocystis'in en olası bulaş yolunun hava yolu olduğunu göstermektedir (11). 

Özellikle Pneumocystis carini ve rat modelleri ile yapılan çalışmalarda bulaş için 

bütünlüğü bozulmamış kist formun alınması gerektiği; gıda ve su ile bulaşın 

mümkün olamadığı anlaşılmıştır. İnsanlar ile ilgili çalışmalar daha çok PCP olan 

kişilerin bulunduğu hastanelerde yapılan moleküler çalışmalardan ibarettir. Bu 

çalışmalarda hasta yataklarından farklı mesafelerden alınan hava örneklerinde P. 

jirovecii DNA’sının mesafe arttıkça azaldığı gösterilmiştir (11). Ancak bu bulgular 

etkenin duyarlı konağa hava yoluyla bulaşını dışlamamakla birlikte; saptanan genetik 

materyalinin mutlaka canlı etkene ait olup olmadığı ve bulaş için potansiyel taşıyıp 

taşımadığı sorusuna tam olarak kanıt oluşturmamaktadır (11). Bununla birlikte 

dünyanın farklı coğrafik lokalizasyonlardaki böbrek, dalak ve karaciğer 

transplantasyon ünitelerinde meydana gelmiş olan salgın şeklindeki vaka artışları P. 

jirovecii bulaşının anlaşılmasında önemlidir. Bu salgınlarda etkilenen kişilerin 

örneklerinde aynı genotipte izolatların saptanmış olması insandan insana bulaşın en 

önemli kanıtı olarak gösterilmektedir.  Diğer taraftan, doğrudan temas veya damlacık 

yayılımının olup olmadığı; konağın bağışıklık durumundan bağımsız olarak, PCP 

veya kolonizasyon oluşumu için kaç tane enfeksiyöz partikül gerekli olacağı gibi 

konular halen belirsizliğini korumaktadır (11).  

2.4.2. Pneumocystis jirovecii Kolonizasyonu 

Pnömoni semptomları bulunmayan kişilerin üst veya alt solunum yolu 

örneklerinde P. jirovecii veya DNA’sının varlığı kolonizasyon olarak 

tanımlanmaktadır (13,21). Dünyanın farklı bölgelerindeki sağlıklı popülasyonlarda, 

kullanılan yönteme ve klinik örneklere bağlı olarak değişmekle birlikte % 0 - 65 

arasında P. jirovecii kolonizasyon oranları bildirilmiştir (11,22–26). Diğer taraftan 

immün baskılanmış hastalardaki kolonizasyonun, immün sağlam kişilere oranla daha 
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fazla oranda olduğu bilinmektedir (3,4,27). En önemli risk faktörleri arasında 

kortikostreoid kullanımı gösterilse de yeni nesil immünomodülatör ilaçların 

kullanıma girmesiyle özellikle organ transplant alıcılarında, hematolojik 

malignitelerde, inflamatuar bağ dokusu hastalıklarında yüksek P. jirovecii 

pozitiflikleri bildirilmiştir (5–7,28,29). Organ transplant alıcılarına bakıldığında ise 

bu riskin kalp-akciğer transplant hastalarında daha yüksek olduğu görülmektedir. 

Ancak son yıllarda mikofenolat mofetil gibi yeni anti-rejeksiyon ajanlarının 

kullanıma girmesiyle böbrek transplantasyonu yapılan hastalarda salgınlar şeklinde 

PCP enfeksiyonları rapor edilmiştir (30–32). 

Kolonizasyonla ilgili olarak iki hipotez öne çıkmaktadır. Birincisi P. 

jirovecii’nin yaşamın erken evresinde, muhtemelen çocuklukta kazanılan ve daha 

sonra yetişkinliğe devam eden asemptomatik varlığını öne çıkarmaktadır. Bu 

hipoteze göre doğum esnasında anneden geçişin önemli olabileceği vurgulanmıştır. 

Sağlıklı çocuklarda anti-Pneumocystis antikorlarının serolojik varlığı veya pozitif 

PZR, bu organizmaya erken maruziyeti destekler niteliktedir. Diğer hipotez ise P. 

jiroveci kolonizasyonunun de novo oluş şeklidir (33,34). Aynı hastanın farklı PCP 

episodlarında farklı genotiplerle enfekte olabildiğinin gösterilmesi bu görüşün en 

önemli kanıtı olarak kabul edilmektedir (11,35,36). 

P. jirovecii kolonizasyonunun klinik ve epidemiyolojik önemi tam olarak 

anlaşılamamış olsa da yapılan çalışmalar, P. jirovecii kolonizasyonu olan kişlerin, 

bulaş açısından önemli bir kaynak oluşturduğunu ortaya koymaktadır. Ayrıca bu 

kişilerin immün baskılanma oluşması durumunda mevcut kolonizasyondan PCP 

gelişim riski taşıdıkları moleküler çalışmalarla kanıtlanmıştır (13,14,37,38). Diğer 

taraftan kolonizasyon sonucu oluşan kronik immün yanıt, doku hasarına neden olarak 

çeşitli akciğer hastalıklarının gelişimini tetikleyebilmekte veya mevcut hastalıkların 

progresyonlarını hızlandırabilmektedir (6,13). 

2.5 Epidemiyoloji 

HIV/AIDS epidemisinin ortaya çıktığı 1980’li yıllara kadar sporadik olgular 

şeklinde bildirilen enfeksiyonun insidansı bu dönemde hızla artış göstermiş ve 
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AIDS'li bireylerin % 75'inde görülen PCP enfeksiyonlarına ve ayrıca % 40'a varan 

mortalitelere neden olmuştur. PCP profilaksisinin 1989'da uygulanmaya başlanması 

ve yine 1996'da HIV’e karşı etkili antiretroviral kombinasyon tedavisinin kullanıma 

girmesi ile birlikte PCP insidansında önemli düşüşler gözlenmiştir (39). Hastalık 

Kontrol ve Önleme Merkezi (CDC), PCP insidansının 1992'den 1995'e kadar olan 

dönemde yıllık % 3,4 azaldığını ve daha sonra antiretroviral tedavide etkili 

kombinasyonların uygulanmaya başladığı dönem olan 1996'dan 1998'e kadar yıllık 

% 21,5 azaldığını bildirmiştir. ABD'de son on yılda HIV ile enfekte hastalarda PCP 

insidansı % 0,7 olarak bildirilmiştir (40). Diğer taraftan özellikle kaynakları kısıtlı 

olan gelişmemiş ülkelerde HIV enfeksiyonun tanısında yaşanan zorluklar nedeniyle 

PCP halen fırsatçı enfeksiyon olarak gözlenmeye devam etmektedir (18,39). 

Son zamanlarda hematolojik ve solid organ tümörlerinde, organ 

transplantasyonlarında ve otoimmün hastalıklarda etkili immünosupresif terapilerin 

kullanıma girmesiyle HIV negatif immün baskılanmış hastalardaki PCP 

enfeksiyonlarında artış gözlenmektedir (5,6). Ancak HIV negatif immün baskılanmış 

hastalarda P. jirovecii yükünün çoğu zaman düşük bulunması, konvansiyonel 

yöntemlerin tanıdaki duyarlılığını azaltmakta bu nedenle hastaların tanı ve yönetimi 

zorlaşmaktadır. Ateş, nonproduktif öksürük ve dispne gibi nonspesifik semptomlar 

ile başlayan PCP, AIDS dışı immünsupresyon hastalarında daha agresiv seyretmekte 

ve bu hastalarda % 35-55 oranlarında mortalite gözlenebilmektedir (6–8,39). 

Hastalık için HIV dışında birçok risk faktörü mevcuttur. Bunların başında 

kanserli hastalar (özellikle hematolojik maligniteler), hematopoietik hücre veya solid 

organ nakli yapılan transplant hastaları, belirli inflamatuar veya romatolojik 

durumlar için immünsupresif tedavi alan hastalar gelmektedir (41). Özellikle lösemili 

(akut lenfatik lösemi gibi) ve lenfoproliferatif bozuklukları (kronik lenfatik lösemi ve 

Hodgkin olmayan lenfomalar gibi) olan hastalarda önemli ölçüde PCP gelişme riski 

vardır. Kortikosteroidler, siklofosfamid, metotreksat, vinkristin, sitarabin, fludarabin, 

temozolomid, rituksimab, alemtuzumab, ibrutinib ve idelalisib dahil olmak üzere 

belirli kemoterapötik ajanlar PCP'ye daha yatkınlığı arttırmaktadır (39). PCP 

vakalarının % 20'ye yakını inflamatuar hastalıkları olan kişilerde görülmektedir. 
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İnsidans özellikle poliarteritis nodoza, polianjitli granülomatozis, 

dermatomiyozit/polimiyozit ve romatoid artritli hastalarda interstisyel akciğer 

hastalıkları vakalarında yüksektir. 

2.6. Patogenez 

Solunumla alınan Pneumocystis akciğer tropizmi gösteren bir 

mikroorganizmadır. Ancak nadiren de olsa diğer organlara da yayılabildiği 

bilinmektedir. Özellikle ilerlemiş HIV enfeksiyonu olan hastalarda karaciğer ve 

dalağa ek olarak göz, kulak, lenf düğümleri, timus, deri, gastrointestinal sistem, 

plevra, böbrek, kemik iliği, pankreas ve adrenal bez tutulumları bildirilmiştir (42,43). 

Enfektif form inhale edildikten sonra üst solunum yolundaki savunma 

mekanizmalarından kaçarak alveollere ulaşır. Trofik form, alveolar epitel hücrelerine 

ve hücre dışı matriks proteinlerine sıkıca bağlanır. Çeşitli çalışmalar, mannoz 

bağlayan reseptörlerin ve hücre dışı matriks proteinlerinin Pneumocystis'in akciğer 

epitel hücrelerine bağlanmasını kolaylaştırdığını göstermiştir. Pnuemocystis tip I 

alveoaler hücrelere tutunduktan sonra, hücre yüzey glikokaliksinde azalma, alveolar 

kapiller damarların permeabilitesinde artma meydana gelir. Tip I alveoler 

hücrelerdeki bu değişim ile tip II epitelyal hücrelerde de hipertrofi ile hiperplazi 

oluşur. Bunun sonucu olarak, tipik köpüksü eozinofilik eksüdası ve bal peteği 

görünümü gözlenebilir. Ayrıca PCP’nin şiddeti arttıkça interstisyel fibrosis, hiyalin 

zar oluşumu da izlenmekte, granülomlar veya mikrokalsifikasyonlar 

oluşabilmektedir (44).  

Pneumocystis hücre duvarı β-glukanların, konakçıda çok sayıda enflamatuar 

yolu indükleme kapasitesine sahip olduğunu göstermiştir. Bu nedenle, hücre duvarı-

glukanlarının alveolar makrofajlar ve solunum epitel hücreleri tarafından ortaya 

çıkan abartılı enflamatuar tepkilere katkıda bulunduğu, şiddetli Pneumocystis 

pnömonisi olan hastalarda solunum yetmezliğini artırdığı öne sürülmüş, 

Pneumocystis β-glukanların dendritik hücreleri aktive ettiği ve T hücre yanıtlarını 

modüle ettiği de gösterilmiştir (19). Ayrıca, β-glukanların, T hücrelerini Th17 
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farklılaşmasına doğru polarize edecek şekilde dendritik hücreleri hazırladığı ve 

bunun da konakçı antifungal immün direncini daha da artırdığı gösterilmiştir (45). 

Patojenin diğer insanlara bulaşmasının yanı sıra kolonize bireyler de 

bağışıklığın azalması durumunda PCP gelişme riski altındadır. Ayrıca, anti-

Pneumocystis profilaksisi alan bireylerde uzun süren kolonizasyon, ilaca direncine 

neden olabilmektedir. Bununla birlikte akciğerlerde bulunan az miktarda patojenin 

bile konakçı enflamatuar tepkisini tetikleyerek akciğer hasarına yol açtığı ve bu 

durumun kronik obstrüktif akciğer hastalığı veya akciğer kanseri gibi hastalıkların 

gelişmesinde rol oynayabileceği bildirilmiştir. (46).  

2.7. Klinik 

PCP’nde kuluçka süresinin yaklaşık 3-12 hafta olduğu düşünülmektedir (47). 

Klinik belirgin hipoksemi, dispne, non-produktif öksürük ve sıklıkla ateş ile kendini 

göstermektedir. Bazen balgam ve nadirde olsa kanlı balgam görülebilir, hemoptizi ve 

göğüs ağrısı oluşabilir (48). Klinik belirtiler, immünosupresyonun şiddeti, pulmoner 

ödem oluşumu, akciğer allogreft fonksiyon bozukluğu ve eşlik eden enfeksiyonları 

içeren süreçlerle değişiklik gösterebilir. PCP’nin tipik belirti ve semptomlar Tablo 

1'de özetlenmiştir (43). 

HIV hastalarında, yüksek organizma yüküne rağmen klinik tablo genellikle 

belirsizdir ve ölüm oranı % 10-20'dir. PCP semptomlarının klasik üçlüsü; subakut 

başlangıçlı efor dispnesi, non-produktif öksürük ve ateşin haftalarca süren subakut 

seyri, sıklıkla bakteriyel pnömoniden ayırt edicidir. Ayrıca arteriyel kan gazı analizi 

ile doğrulanması gereken solunum yetmezliği de görülebilmektedir. LDH sıklıkla 

yüksektir bu yüzden hastalığın seyri için öngörücü bir parametre olarak kullanılmasa 

da yüksek LDH seviyesi olumsuz bir işarettir. Buna karşılık, C-reaktif protein, 

eşzamanlı başka bir enfeksiyon olmaması koşuluyla genellikle normaldir (39). Kilo 

kaybı gibi yapısal belirtiler öne çıkabilir. Sonraki enfeksiyonlar daha hızlı gelişir 

(49). 
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HIV olmayan hastalar arasındaki ölüm oranı % 30-60 arasındadır ve kısmen 

tanıdaki gecikmelere bağlı olarak kanser hastaları arasında daha yüksek ölüm riski 

vardır (50). HIV olmayan hastalarda PCP daha agresif progresyon ile 

ilerlemektedir. Öksürük, dispne ve LDH yüksekliği daha az sıklıkta görülürken, derin 

hipoksi ve solunum yetmezliği daha sık gözlenir (51). İmmunsupresif kişilerde altta 

yatan hastalık, enfeksiyonun kliniğini etkiler ve tedavi edilmezse ölümle 

sonuçlanabilir (49). Klinik enfeksiyonun şiddeti, önceden var olan akciğer 

hastalığıyla (Sitoksan akciğer, pulmoner fibroz, COPD vb.) veya diğer 

enfeksiyonların (Sitomegalovirüs-CMV, Legionella, mikobakteriler vb.) varlığıyla 

artabilmektedir. Pneumocystis ile enfekte hastaların yarısından fazlasında CMV ve 

diğer patojenlerle birlikte enfeksiyon tespit edilmiştir (43). 

PCP deki tipik radyolojik bulgular, homojenliği hastalık ilerledikçe artarak 

diffüz hale gelen hilus çevresinde iki taraflı interstisiyel infiltratlardır (52,53). HIV 

ile enfekte olmayan bağışıklığı baskılanmış hastalarda, semptomların akut başlangıcı 

ve daha hızlı ilerlemesi nedeniyle erken grafilerde bulgular normal olabilmektedir. 

Bununla birlikte daha az görülen belirtiler arasında, bazen pnömatosel oluşumu ile 

seyreden konsolidasyonlar veya ince duvarlı kistik lezyonlar yer almaktadır. Kistik 

lezyonlar sıklıkla küçük, iki taraflı ve çokludur, ancak spontan pnömotoraks 

geliştirme riski olan daha büyük pulmoner kistik lezyonlar da bildirilmiştir. Akciğer 

dışı enfeksiyonu olan hastalarda ise solunum belirtileri minimal olabilmekte veya hiç 

gözlenmeyebilmektedir (39). 

2.8. Tanı  

P. jirovecii kültürde üretilemediği için etkenin solunum sistemi örneklerinde 

mikroskobik olarak saptanması tanıda altın standarttır (3). Tanıda materyal olarak 

balgam, indüklenmiş balgam, nasofaringeal aspirat sıvısı, bronş lavaj sıvısı veya 

akciğer doku biyopsisi gibi örnekleri kullanılabilirken; boronkoalveolar lavaj (BAL) 

sıvısı örnekleri en değerli örnek olarak gösterilmektedir (54). BAL örneklerinden 

sitosantrifüj ile elde edilen preparatlarda etkenin histolojik boyalar ve floresan 

antikor yöntemleriyle gösterilmesi en klasik mikroskobik tanı yöntemleridir (55). 
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Bununla birlikte HIV dışı immün baskılanmış hastalarda gözlenen PCP’de P. 

jirovecii yükünün çoğu zaman düşük olması mikroskobik tanının duyarlılığını 

azaltmaktadır (6,13,55). Bu sorun son yıllarda PZR bazlı metotların geliştirilmesiyle 

önemli ölçüde aşılmış durumdadır (4,27).  

P. jirovecii kist duvarı Gomori’nin metenamin gümüş, toluidin blue, calcofluor 

white ile boyanabilirken; trofozoit formu ve kist içerisindeki intrakistik cisimciklerin 

gösterilmesinde giemsa ve gram weigert gibi boyalar kullanılmaktadır (44). 

Gomori’nin metenamin gümüş (GMS) boyası ile kist duvarı koyu gri boyanır ve 

organizmalar ezilmiş pinpon topları veya hilal şeklinde katlanmış küreler olarak 

görünür (56). Giemsa boyası ile kist sitoplazması eflatunumsu pembe boyanırken kist 

çeperi boyanmaz. Trofozoidler ve intrakistik cisimler ise koyu mor renkte görünür. 

İmmünofluoresan yönteminde floresan mikroskobu ile boyalı örnekler 

incelendiğinde mikroorganizmalar parlak elma yeşili renkli tek tek veya kümeler 

oluşturmuş şekilde görülür (57). Tanıda kullanılan boyalar ve boyama 

karakteristikleri Tablo 2’de gösterilmiştir. 

Sağlıklı insanların çoğunda P. jirovecii’ye karşı antikor bulunduğu için, 

serumda antikorların saptanması tanı için yeterli değildir. Bu yüzden serolojik olarak 

dolaşımdaki antijenleri doğrudan saptamak daha anlamlıdır (58). Bu alanda en çok 

kullanılan serolojik marker BDG molekülüdür. Türe spesifite göstermeyen ve tüm 

maya ve küf mantarlarının hücre duvarında bulunan bu karbonhidrat molekülü, BAL 

sıvısında ve kanda tespit edilebilmektedir (13,59). Serumdaki BDG seviyesi birçok 

fungal enfeksiyonun erken evrelerinde yükselir. PCP tanısında BDG testinin 

duyarlılığı % 90-100, özgüllüğü % 88-96 olarak bildirilmiştir (60,61). 
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Tablo 2. Tanıda kullanılan boyaların karşılaştırılması 

Boya 
Boyama 

süresi 

Kist 

Duvarı 
Trofozoitler Mikroskop görüntüsü 

Giemsa 30-60 dk 

Boyanmaz, 

Berrak 

halka 

görünümü 

Çekirdek 

kırmızı-mor, 

sitoplazma 

açık/koyu 

mavi 
 

Direkt / 

İndirekt 

florasan  

15-30 dk 
Boyanır, 

Elma yeşili 

Boyanır, 

Elma yeşili 

 

Metanamin 

gümüş  
30-60 dk 

Boyanır, 

Kahverengi- 

siyah 

Boyanmaz 

 

Toluidine 

blue 
1-6 saat 

Boyanır, 

Eflatun-mor 
Boyanmaz 

 

Calcofluor 

white 
<5dk 

Boyanır, 

Mavi-beyaz 

veya yeşil 

Boyanmaz 

 

Gram-

Weigert 
<5dk 

Boyanmaz, 

İntrakistik 

cisimcikler 

mor boyanır 

Soluk olarak 

görülür 
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  PCP hastalarının serumlarındaki yükselmiş LDH enzim düzeyleri altta yatan 

akciğer inflamasyonu ve hasarının bir göstergesi olarak kabul edilmektedir. Bu 

prensiple değerlendirildiğinde LDH, tanıda özgül bir belirteç olmaktan çok genellikle 

PCP hastalarında tedaviye yanıtın değerlendirilmesinde kullanılmaktadır (62,63).  

Moleküler tanı yöntemlerinin P. jirovecii tanısında kullanımı ilk kez 1990 

yılında Wakefield ve arkadaşlarının hem sıçan hem de insan örneklerinde P. jirovecii 

mitokondriyal ribozomal RNA dizilerini amplifiye etmesiyle başlamıştır (64). 

Yüksek duyarlık ve özgüllüğe sahip PZR bazlı yöntemler tanısal anlamda elimizi çok 

güçlendirmiş durumdadır ancak etken DNA’sının varlığı her zaman aktif enfeksiyon 

anlamına gelmemektedir (65). Son zamanlarda geliştirilen rt-PZR yöntemleri her ne 

kadar P. jirovecii yükü ve kantitasyonu hakkında bilgi veriyor olsa da kolonizasyonu 

aktif PCP’den ayırmak için standart bir kantitasyon sınır değeri belirlenmiş değildir. 

Klinik örneklerde P. jirovecii DNA'sının saptanması için, mtLSU-rRNA, 

mtSSU-rRNA, ITS bölgeleri, 5S ribozomal RNA (5S rRNA), 18S ribozomal RNA 

(18S rRNA), DHPS, DHFR, timidilat sentaz (TS), major yüzey glikoproteini (MSG), 

keksin benzeri serin proteaz (KEX1), sitokrom b (CYB), süperoksit dismutaz (SOD), 

α ve β tubulin (α- β-TUB), tioredoksin redüktaz (TRR1) gibi P. jirovecii genlerini 

hedefleyen çeşitli PZR protokolleri geliştirilmiştir (66,67). Tanı için daha çok 

mtLSU-rRNA veya MSG gibi çok kopyalı genleri hedef alan protokoller 

kullanılırken diğer gen bölgeleri etkenin yayılımı, bulaşı, ilaç direnci gibi 

karakteristik özelliklerini ve genotipik varyantlarını belirlemeye yönelik 

epidemiyolojik çalışmalarda tercih edilmektedir. Bu çalışmalarda tek lokuslu Sanger 

DNA sekansı, Multilokus dizi tiplemesi (MLST), RFLP analizi, tek sarmallı 

konformasyon polimorfizm analizi (SSCP) gibi moleküler yöntemler 

kullanılmaktadır (68,69) . 

2.9. Tedavi 

Pneumocystis enfeksiyonunda hastanın kliniği hızla bozulabilmekte ve tedavi 

edilmezse ölümle sonuçlanabilmektedir. Risk altında olan hastaların başında; yüksek 
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doz kemoterapi hastaları, hematolojik malignite hastaları, AIDS hastaları ve yüksek 

dozda kortikosteroid kullanan hastalar gelmektedir (70–72). 

Akut PCP tedavisinde alternatif birçok ilaç olmasına rağmen tedavinin temelini 

TMP-SMX ve pentamidin izetionat oluşturur. Hem yetişkinlerde hem de çocuklarda 

tedavi için önerilen doz 15- 20 mg/kg/gün (TMP bileşenine göre) oral veya IV olup, 

21 gün boyunca günde üç ila dört doza bölünmüş şekilde olmalıdır (73). Pentamidin 

IV kullanımıyla hastalık tedavisinde ve aerosolize edilmiş formu ile profilakside 

kullanılabilmektedir (43). Ekinokandinlerin (caspofungin vs.) düşük dozlarda 

kotrimoksazol ile birlikte kullanımının PCP enfeksiyonu tedavisinde başarılı olduğu, 

daha hafif hastaların tedavisinde ise atovaquone ve klindamisin-primakin gibi ikincil 

tedavilerin kullanılabileceği bildirilmiştir (74). Kortikosteroidler ise orta ve ağır 

klinik gösteren hastaların PCP tedavisine ek olarak klinik durumları düzeltmek için 

verilebilmektedir (44). Akut PCP için tedavi şekilleri tablo 3’ de verilmiştir. 

PCP'nin tedavisi ve profilakside TMP-SMX'in yaygın kullanımı, ilaç direncinin 

gelişmesine ilişkin endişeleri artırmıştır. Bir kültür sisteminin olmaması, ilaç 

direncini belirlemek için in vitro duyarlılık testlerinin kullanımını engellemekte ve 

moleküler incelemeleri ön plana çıkarmaktadır. Folik asit sentezinde rol alan DHPS 

ve DHFR genlerindeki nokta mutasyonların TMP-SMZ profilaksisi ve tedavisini 

etkileyebilen, potansiyel olarak sülfa direnci ile ilişkili olabileceği bildirilmiştir 

(75,76). 

P. jirovecii ilaç direnci ile ilgili araştırılan polimorfizmlerin çoğu, DHPS 

geninin mutasyonları üzerinedir. Bu çalışmalarda özellikle DHPS'nin 165 ve 171. 

bazlarındaki (55 ve 57. amino asit kodonları) tek nükleotid polimorfizmlerinin 

muhtemel ilaç direncinde önemli olabileceği ortaya konmuştur. Dünyanın farklı 

coğrafik bölgelerinde yapılan çalışmalarda bu genin belirtilen bölgeleri ile ilgili % 0-

81 arasında mutasyon oranları saptanmıştır (77–83). Spesifik DHPS mutasyonlarının 

PCP hastalarında ilaç direncinin etkili bir nedeni olup olmadığı hala belirsiz olsa da 

bu mutasyonların TMP-SMZ veya dapson (DHPS inhibitörleri) kullanımıyla ilişkili 

olduğu gösterilmiştir (69). 
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Tablo 3. Akut PCP için tedavi şekilleri (39) 

Tedavi rejimleri Yol Dozaj Süre Açıklama 

İlk Tercih 

TMP/SMX 

i.v. 

p.o. 

TMP 15–20 mg ve SMX 

75–100 mg/kg/gün her 6 

veya 8 saatte bir verilir 

(yani bölünür). 

21 gün hafif ila orta PCP için: 

p.o. 3 bölünmüş dozda 

veya TMP/SMX DS – 2 

tablet t.i.d.; orta ila 

şiddetli PCP için: i.v. ve 

p.o'ya geçin.  

Alternatif 

Dapson+TMP 

p.o. dapson 100 mg p.o. 

günlük + TMP 

15 mg/kg/gün p.o. (3 

bölünmüş doz) 

21 gün hafif ila orta dereceli 

hastalık seçeneği 

Klindamisin+primakin 

i.v. 

p.o. 

klindamisin (6 saatte bir 

i.v. 600 veya 8 saatte bir 

900 mg) veya (p.o. 6 

saatte bir 450 mg veya 8 

saatte bir 600 mg) + 

primakin 30 mg (baz) p.o. 

günde bir kez 

21 gün hafif ila orta PCP ve orta 

ila şiddetli PCP seçeneği; 

hafif ila orta dereceli 

PCP durumunda: 

öncelikle klindamisin 

p.o. 

 

Atovaquone 
p.o. 750 mg p.o. b.i.d. 

yemekle 

21 gün hafif ila orta dereceli 

hastalık seçeneği 

Pentamidin 

i.v. 4 mg/kg i.v. günde bir 

kez en az 60 dakika 

boyunca verilir 

21 gün orta ila şiddetli hastalık 

seçeneği; dozu 3 mg/kg 

i.v.'ye düşürebilir. 

Toksisite durumunda 

günde bir kez 

Kaspofungin  

(yalnız veya TMP/SMX 

kombiniyle) 

i.v. kaspofungin 70 mg günde 

1/50 mg 

2. günden başlayarak 

21 gün ikinci basamak 

(kurtarma) tedavisi 

 

Ek tedavi 

Prednizon 

p.o. 1-5 arası günler: 40 mg 

günde iki kez; 6-10. 

günler: 

günde 40 mg; 11-21 

günler: günde 20 mg 

21 gün orta ila şiddetli PCP için 

(1) oda havasında PaO2 

<70 mm Hg veya (2) 

alveolararteryal O2 

gradyanı ≥35 mm Hg ise 

b.i.d., günde iki kez; DS, iki kat güçlü; i.v., intravenöz; p.o., işletim başına; PCP, Pneumocystis 

jirovecii pnömonisi; SMX, sülfametoksazol; t.i.d., günde üç kez; TMP, trimetoprim. 

 

2.10. Korunma 

Yoğun tedaviye rağmen, PCP'nin mortalitesi yüksek olabilmektedir. 

Hematolojik hastalıklar, solid organ tümörlü hastalar ve hematopoetik kök hücre 

nakli alıcıları için PCP'ye karşı profilaksi için kılavuzlar bulunmaktadır. Altta yatan 

başka hastalıkları olan bağışıklığı baskılanmış kişilerde, hepatotoksisite ve kemik 
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iliği depresyonu dikkate alınarak profilaksi endikasyonu mutlaka değerlendirilmelidir 

(84). 

Profilaksi, daha önce PCP atağı geçirmemiş kişilerde ilk atağı önlemeye 

yönelik, atak geçiren kişilerde ise yeni atakları önlemeye yönelik olmaktadır. 

Kullanılan ilaçlar P. jirovcii’ye karşı öldürücü olmadığından profilaksiye hastanın 

bağışıklığı baskılandığı süre boyunca devam edilmesi önerilmektedir (85). 

TMP-SMX, HIV ile enfekte ve HIV bağışıklığı baskılanmış kişilerde ilk tercih 

edilecek profilaktik ilaçtır. Genellikle önerilen doz, günde bir tablet (80 mg TMP ve 

400 mg SMX) veya haftada 3 kez iki tablettir. Alternatif profilaksi seçenekleri 

arasında atovaquone (günde iki kez 750 mg) veya aerosol haline getirilmiş 

pentamidin (ayda bir kez 300 mg) yer almaktadır(84). 

HIV hastaları arasında PCP profilaksileri için kılavuzlar spesifik ve evrensel 

olarak kabul edilmiş olsa da, diğer bağışıklığı baskılanmış kişilerde profilaksi 

konusunda fikir birliği yoktur (50). Ayrıca malignitesi olan bağışıklığı baskılanmış 

hastalar ve bir ay veya daha uzun süre günde 20 mg'dan fazla glukokortikoid alan 

hastalar, kemik iliği baskılayıcı / antineoplastik tedavi alan hastalar ve hematopoietik 

hücre veya katı organ nakli geçirmiş olanlar, Pneumocystis için birincil profilaksi 

tercih edilmelidir (41). 

İmmünsüpresif ilaç almaya devam eden hastalarda altı aydan uzun süre 

profilaksi önerilir. Otolog kök hücre nakli alıcılarında PCP oranı, allojenik alıcılara 

göre çok daha düşüktür ve profilaksi yalnızca multipl miyelomlu hastalara veya 

yüksek doz kortikosteroid alan yüksek riskli popülasyonlara önerilir. Bu hastalarda 

PCP profilaksisinin süresi değerlendirilmemiştir, ancak yaygın uygulama 

profilaksinin transplantasyon sonrası 3-6 aya kadar uzatılması şeklindedir. Diğer 

hematolojik ve solid organ tümörlü hastalar arasında, akut lenfoblastik lösemili 

(ALL), uzun süreli CD4 sayımları 200/μL'den az olan veya uzun süreli steroid 

tedavisi olan hastalarda PCP riskinde artış bulunduğundan tedavi süresince veya 

CD4 sayısı >200/μL olana kadar profilaksi önerilir. Lenfoma, akut miyeloid lösemili 

olan hastalarda risk durumu daha belirsizdir ve kemoterapi süresince profilaksi 
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önerilmektedir. Solid organ nakli alıcıları için, nakil sonrası en az 6-12 ay boyunca 

anti-Pneumocystis profilaksisi önermektedir. Akciğer ve ince bağırsak nakli 

alıcılarının yanı sıra önceden PCP enfeksiyonu veya kronik CMV hastalığı öyküsü 

olan herhangi bir nakil hastası için yaşam boyu profilaksi endikasyonu olabilir. Ek 

olarak, böbrek nakli alıcılarına akut rejeksiyon tedavisi sırasında ve sonrasında en az 

altı hafta süreyle PCP profilaksisi önerilmektedir (50).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM  

3.1. Araştırmanın Tipi 

Çalışmamız, klinik örneklerden ve otopsi vakalarından elde edilmiş P. jirovecii 

izolatlarındaki farklı gen bölgelerinin araştırıldığı, P. jiroveci’nin toplumumuzdaki 

dağılımının, insanlar arası geçiş özelliklerinin, tedaviye dirençli suşların var olup 

olmadığının belirlendiği tanımlayıcı araştırma niteliğindedir. 

3.2. Araştırmanın Yeri, Zamanı ve Planı 

Dokuz Eylül Üniversitesi Hastanesi’ne (DEÜH) gelen hastaların BAL 

örneklerinde P. jirovecii varlığı rt-PZR ile DEÜH Merkez Moleküler Mikrobiyoloji 

Laboratuvarı’nda taranmış; diğer moleküler yöntemler DEÜ Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü Tıbbi Parazitoloji Anabilim Dalı Laboratuvarları’nda yapılmıştır. Ayrıca 

sekans analizleri için hizmet alımı yapılmıştır. Tablo 4’de araştırma planı 

sunulmuştur. 

Tablo 4. Araştırma Planı 

Nisan 2018 Projenin Kabul edilmesi (BAP-2018.KB.SAG.103) 

Kasım 2018  

Aralık 2018 

Tez önerisi hazırlanması 

Tez önerisi sunumu ve kabulü 

Mart 2019 

Etik kurul onayının alınması (Etik Kurul Onay 

Tarihi: 27.03.2019, Karar No: 2019/07-39, 

Protokol No: 2685-GOA) 

Ekim 2018 - Ekim 2019 Örnek toplama süreci 

Kasım 2018 Malzeme alımları 

Aralık 2018 – Aralık 2019 DNA ekstraksiyonu ve Real time PZR 

Kasım 2019 – Nisan 2020  mtLSU-rRNA geni nested PZR yöntemi 

Mayıs 2020 – Ağustos 2020 Sekans analizleri 

Eylül 2020 – Ekim 2020 DHPS genine yönelik PZR ve sonrasında RFLP 

Aralık 2020- Ocak 2021 İstatistiksel analizler 

Şubat 2021 Tez yazımına başlanması 
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3.3. Araştırmanın Evreni ve Çalışma Grupları  

Çalışmamızda iki farklı gruptan elde edilen toplam 157 P. jirovecii izolatı, 

mtLSU-rRNA ve DHPS genleri için retrospektif olarak analiz edildi.  

Birinci grup hastane kaynaklı örneklerden oluşturuldu. İzmir Dokuz Eylül 

Üniversitesi Hastanesi'nde Ocak 2011-Ekim 2019 tarihleri arasında bronkoskopi 

yapılan 699 PCP şüpheli hastanın bronkoalveolar lavaj (BAL) örneğinden elde edilen 

120 P. jirovecii izolatı çalışmaya alındı.  

1. Bu izolatların 32’ si DEÜH Merkez Parazitoloji Laboratuvarı’na Ocak 2011-

Nisan 2014 tarihleri arasında P. jirovecii tanısı için gönderilen 92 hastanın BAL 

sıvısı örneklerinden yine başka bir çalışma kapsamında nested PZR (n-PZR) ile elde 

edilmişti (DEÜTF Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik Kurulu Başkanlığı; karar 

no:2014/23-04) (86).  

2. Diğer 88 izolat ise bu çalışma kapsamında mtLSU-rRNA genini hedefleyen 

ticari FTD P. jirovecii real-time PZR (rt-PZR) kiti (Fast Tract Diagnostic, 

Luxemburg; Cat no: FTD-27-32) ile saptandı. Mayıs 2014- Ekim 2019 tarihlerin 

arasında P. jirovecii şüphesi ile DEÜH Merkez Parazitoloji Laboratuvarı’na 

gönderilen toplam 607 örneğin rt-PZR testleri DEÜH Merkez Moleküler 

Mikrobiyoloji Laboratuvarı’nda gerçekleştirildi. 

İkinci grubu ise, önceki çalışmamızda (TÜBİTAK 1002 projesi; proje no: 

214S052 “Adli Otopsi Vakalarında Pneumocystis jirovecii ve Microsporida spp. 

Kolonizasyon Prevalanslarının Araştırılması”) otopsi vakalarından elde edilen 

toplam 37 P. jirovecii pozitif DNA örneği oluşturdu. Bu çalışma, Şubat 2015 - Nisan 

2015 tarihleri arasında İzmir Adli Tıp Kurumu, İzmir Grup Başkanı Morg Anabilim 

Dalı'nda otopsi yapılan 200 vakadan akciğer dokusu örnekleri (sağ üst lobdan 1 gr) 

alınarak yapıldı. Çalışma için gerekli etik onaylar Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulu'ndan (Karar no: 

2019/07-39, Protokol No: 2685-GOA) alındı. 
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3.4. Örneklerin Alındığı Olguların Değerlendirilmesi 

Hastaların tıbbi kayıtlarından yaş, cinsiyet, immünsüpresif tedavi, klinik tanı 

(hematolojik maligniteler, solid tümörler, solid organ nakilleri, otoimmün hastalıklar, 

kronik akciğer hastalıkları vb.) hakkında bilgiler içeren demografik ve klinik veriler 

elde edildi. Ayrıca otopsi vakalarının yaşadığı yerler ve otopside tespit edilen ölüm 

nedenleri not edildi.  

3.5. Çalışma Materyali 

mtLSU-rRNA ve DHPS genleri çalışılacak olan DNA örnekleri (otopsi akciğer 

dokularından elde edilmiş 37; BAL örneklerinden elde edilmiş olan 120 DNA örneği 

çalışılıncaya kadar -20° C'de saklandı. 

3.6. Araştırmanın Değişkenleri 

Bağımlı değişken: Genotipik varyasyonlar; sülfonamid ilaç direnci (55. ve 57. 

kodonlardaki mutasyonlar) 

Bağımsız değişken: Cinsiyet, yaş, altta yatan hastalık, immünsupresyon durumu 

PCP/kolonizasyon durumu 

3.7. Veri Toplama Araçları 

Çalışmamızda kullanılan cihazların, sarf malzemelerin ve diğer gereçlerin 

özellikleri tipleri markaları, lot numaraları ve kullanım amacı Tablo 5 ve 6’de 

verilmiştir. 

Tablo 5. Çalışmada kullanılan cihazlar 

Cihaz / Malzeme Adı Markası / Kod Kullanım amacı 

Mikroskop Olympus / CX31 
Boyalı preparatların 

incelenmesi 

Thermal cycler Techne / TC-412 PZR amplifikasyonu 

Vorteks Labnet / VX100 
DNA ekstraksiyonu ve PZR 

amplifikasyonu  

Sınıf II Biyogüvenlik 

kabini  

Biosan DNA/RNA UV-

Cleaner / UVT-S-AR 

DNA ekstraksiyonu ve PZR 

miksinin hazırlanması 
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Sınıf II Biyogüvenlik 

kabini  
metiSafe 

DNA ekstraksiyonu ve PZR 

miksinin hazırlanması 

Mikrosantrifüj 

Labnet Spectrafuge / 

7M 

Labnet Spectrafuge / 

16M 

Örneklerin hazırlanması ve 

DNA ekstraksiyonu  

Dijital kuru ısıtıcı ve 

alüminyum blok 
Grant-bio / PCH-1 

DNA ekstraksiyonu ve 

RFLPde amplikonların 

kesim inkübasyonu  

Transilüminatör cihazı ER Biyotek UV-BOX  Jel görüntüleme 

Elektroforez cihazı 
BIO-RAD / Power Pac 

300 
Jel yürütülmesi 

Mikrodalga fırın Beko / D1500 Jelin hazırlanması    

Buzdolabı (+4oC) Altus / AL 355 

BAL örneklerinin, 

amplifikasyon ürünlerinin, 

çalışma kitlerin saklanması 

Derin dondurucu (-20oC) 
Zanussi, 

Beko / BK 7971 DF 

DNA örneklerinin 

saklanması 

Mikropipet seti Thermo Finnpipette 

DNA ekstraksiyonu, PZR 

miks hazırlanması, RFLP 

yöntemi, elde edilen PZR 

ürünü ve RFLP ürününün 

görüntülenmesi 

Hassas terazi Scaltec / SBA31 Kimyasal hazırlama 

Tablo 6. Çalışmada kullanılan sarf malzemeler 

Ethanol Sigma-Aldrich Ortam sterilizasyonu 

EDTA AppliChem  TBE buffer hazırlama 

Borik asit AppliChem TBE buffer hazırlama 

Tris Ambresco TBE buffer hazırlama 

Taq DNA Polymerase Thermo Scientific PZR, DNA ekstraksiyonu 

dNTP Miks Thermo Scientific PZR, DNA ekstraksiyonu 

6X DNA Loading dye Fermentas Jel yürütülmesi 

100 bp Ladder Biolabs Jel yürütülmesi 

1 kb DNA Ladder Thermo Scientific Jel yürütülmesi 

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 görüntüleme 

Mikropipet ucu (10µl, 

200µl, 1000µl) 
Neptüne 

DNA ekstraksiyonu, PZR 

miks hazırlanması, RFLP 
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yöntemi, elde edilen PZR 

ürünü ve RFLP ürününün 

görüntülenmesi 

Mikrosantrifüj tüpü (0,5 

ml ve 2ml) 
Eppendorf 

DNA Ekstraksiyon ve RFLP 

ürününün hazırlanması ve 

saklanması 

Agaroz Prona Basica Le Jel hazırlama 

3.7.1. BAL Sıvısı Örneklerinden DNA Ekstraksiyonu ve Real Time PZR 

Yöntemi 

3.7.1.1. DNA Ekstraksiyonu 

BAL sıvısı örnekleri ilk olarak 1500 rpm’de 10 dk santrifüj edildi. Elde edilen 

pelletin 200 µl’si ayrıldıktan sonra ekstraksiyon işlemi, DNA ekstraksiyon kiti (Mo 

Bio, kat no:12334-50) ile üretici firma prosedürlerine uyularak gerçekleştirildi. Elde 

edilen DNA, PZR reaksiyonları yapılıncaya kadar -20°C’de saklandı. P. jirovecii 

pozitif kontrolü olarak daha önceki çalışmamızda PCP olduğu mikroskobik ve klinik 

olarak tanımlanmış bir hastanın BAL örneği kullanıldı (87). 

3.7.1.2. Real Time PZR 

Bu yöntem Mayıs 2014 - Ekim 2019 tarihleri arasında PCP şüphesiyle DEÜH 

Merkez Parazitoloji Laboratuvarı’na gönderilen toplam 607 örneğe uygulandı. rt-

PZR için ticari FTD P. jirovecii (kat no: FTD-27-32/Fast Tract Diagnostic, 

Lüksemburg) kiti kullanıldı. Kullanılan kit konvansiyonel PZR yöntemleriyle benzer 

bir şekilde P. jirovecii mtLSU-rRNA gen bölgesini hedeflemekteydi. Amplifikasyon, 

revers transkripsiyon basamağını takiben aynı tüp içinde RotorGene 6000Q (Qiagen, 

Almanya) cihazında üretici firma önerilerine göre çalışıldı (Şekil 2). Kit içeriğinde; 

pozitif kontrol olarak P. jirovecii plazmit, negatif kontrol, primerler, çift etiketli 

problar yer alırken; PZR inhibisyonu ise yine kit içeriğindeki internal kontrol 

(Equine arterit virüs) ile değerlendirildi (CT < 33). Pozitif örneklerdeki göreceli P. 

jirovecii kantitasyonu kit prosedüründe önerilen formülasyona göre hesaplandı. 
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X = e [(y-42,347)/-1,348] 

(X= Gen Kopya/ml, y = Örneğin CT değeri; CT= cycle threshold, e = 2,718) 

 

 

 

Şekil 2. Çalışılan örnek grubundan bir kısmının rt-PZR’da kantitasyon analizi  

(A) Internal kontrol-İK eğrileri; (B) Çalışılan örnekler pk: pozitif kontrol 

3.7.2. mtLSU-rRNA Geni Nested PZR Yöntemi  

mtLSU-rRNA geni sekans analizi öncesinde gerekli amplikonu elde etmek 

amacıyla; sarf malzeme alımına göre bazı örneklere klasik in-house n-PZR yöntemi 

uygulanırken bir kısım örneğe de aynı amaçla hazır PZR miksinin kullanıldığı n-PZR 

yöntemi uygulandı. Her iki PZR yönteminde de P. jirovecii mtLSU-rRNA gen 

bölgesi hedeflendi ve aynı oligonükleotid primerler kullanıldı. Birinci PZR 

döngüsünde 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 döngüsünde 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 bölgenin 

amplifikasyonu yapıldı (64). 

Birinci aşama amplifikasyon için PZR miksi buz üzerine yerleştirilen 0,2 

ml’lik amplifikasyon tüplerinde toplam hacim 25 µl olacak şekilde aşağıdaki gibi 

hazırlandı; 

10x buffer               : 2,5 µl 

MgCl2 (25 mM stok )   : 2,5 µl 

dNTP (2 mM stok)   : 2,5 µl 

Primer pAZ102-E  (10 µM stok) : 0,75 µl 

Primer pAZ102-H  (10 µM stok) : 0,75 µl 

Taq DNA polimeraz (1U/µl stok) : 1 µl 

DNA ekstraktı    : 2 µl 

Apirojen su    : son hacim 25 µl’ ye tamamlandı 

Thermal cycler ile aşağıda belirtilen programda amplifikasyon yapıldı. 

94°C → 10 dk.  ön denatürasyon 

  94°C → 1 dk. (denatürasyon) 

  56°C → 1 dk. (bağlanma)              (35 döngü) 

  72°C → 1,5 dk. (uzama) 

72°C → 5 dk.   son uzama (32). 

İkinci aşama amplifikasyon için (n-PZR) PZR miksi, yine buz üzerine 

yerleştirilen 0,2 ml’ lik amplifikasyon tüplerinde son hacim 50 µl olacak şekilde 

aşağıdaki gibi hazırlandı. 

10x buffer     : 5 µl 

MgCl2 (25 mM)    : 5 µl 

dNTP (2 mM)     : 5 µl 

Primer pAZ102-X  (10 µM)   : 0,75 µl 
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Primer pAZ102-Y  (10 µM)   : 0,75 µl 

Taq DNA polimeraz (1U/µl)   : 2 µl 

DNA ekstraktı (1. amplifikasyon ürünü) : 2 µl 

Apirojen su     : son hacim 50 µl’ ye tamamlandı 

Thermal cycler ile birinci döngüde kullanılan program kullanıldı. Elde edilen 

PZR ürünü görüntüleme yöntemi uygulanıncaya kadar +4°C’ de saklandı. 

Master miks (Norgen Biotek 2X PZR Master Miks; Product #28009) 

kullanılarak uygulanan n-PZR yöntemindeki içerik ve döngü farklılıkları ise 

aşağıdaki gibidir: 

1 örnek için PZR reaksiyon miksi; 

PZR reaksiyon miksi 1.Döngü 2. Döngü 

2x PZR master miks 10 µl 25 µl 

DNA ekstraktı 2 µl 2µl 

Primer E/X 0,75 µl 0,75 µl 

Primer H/Y 0,75 µl 0,75 µl 

Apirojen su 20 µl’ye tamamlandı 50 µl’ye tamamlandı 

 

Thermal cycler ile aşağıda belirtilen programda amplifikasyon yapıldı. 

94°C → 2 dk.  ön denatürasyon 

  94°C → 30 sn. (denatürasyon) 

  56°C → 30 sn. (bağlanma)           (35 döngü) 

  72°C → 30 sn. (uzama) 

72°C → 5 dk.   son uzama 

Thermal cycler ile her iki döngüde de aynı program kullanıldı. Elde edilen PZR 

ürünü görüntüleme yöntemi uygulanıncaya kadar +4°C’ de saklandı. 
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3.7.2.1. PZR Ürünlerinin Değerlendirilmesi 

Hedef DNA amplifikasyonunun gerçekleşip gerçekleşmediğini konfirme etmek 

amacıyla tüplerden alınan 10 µl amplikona 2 µl gel loading dye karışımı eklendi. 

%1,5’luk agaroz jelde 100 volt altında 45 dk elektroforeze tabi tutulduktan sonra 1 

µg/ml etidiyum bromür ile boyanarak UV ışık altında görüntülendi.  

P. jirovecii pozitif amplifikasyon ürününün birinci reaksiyon için 346 bp; n-

PZR sonucunda da 267 bp uzunlukta olması beklenmiştir (88). 

3.7.3. DNA Sekans Analizi ve mtLSU-rRNA Genotipleme 

PZR ürünleri, İsviçre'deki Microsynth şirketi tarafından sekanslandı. 

Sekanslama, hem ileri hem de ters yönde bir ABI 3730XL otomatik sekanslama 

aparatı-Big Dye Terminator Cycle Sequencing Reaction Kit (Applied Biosystem, 

Foster City, CA, ABD) ile Sanger dideoksi sekanslama yöntemi kullanılarak 

gerçekleştirildi. Nükleotid dizileri, DNA Dynamo 2004-2019 programı (Bluetractor 

yazılımı, İngiltere) kullanılarak hizalandı ve düzenlendi.  

 Forward Primer:  pAZ102-X (5'- GTGAAATACAAATCGGACTAGG -3'); 

 Revers Primer: pAZ102-E (5'- GATGGCTGTTTCCAAGCCCA -3') kullanıldı. 

P. jirovecii'nin genotipleri, mtLSU-rRNA'nın 85 ve 248. pozisyonlarında 

polimorfizim tanımlanarak ayırt edilmiş ve daha önce açıklanan yöntem kullanılarak 

gruplandırıldı. mtLSU-rRNA gen bölgesinin sekans analizi sonucunda 85. ve 248. 

bazlardaki polimorfizme göre:  

 85C/248C; genotip 1,   

 85A/248C; genotip 2,  

 85T/248C; genotip 3,  

 85C/248T; genotip 4 ve  

 85A/248T; genotip 5 olarak tanımlandı (89,90). 
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3.7.4. Pneumocystis jirovecii DHPS Genine Yönelik PZR ve Sonrasında 

RFLP Yöntemi 

P. jirovecii rt-PZR ile pozitif saptanan örnekler DHPS geni yönünden 

incelendi. Bu aşamada rt-PZR öncesi elde edilen DNA örnekleri kullanıldı. 

3.7.4.1. P. jirovecii DHPS Genine Yönelik Touchdown PZR 

P. jirovecii DHPS gen bölgesi DHPS geninin amplifikasyonu, DHPS-3 (5’-

GCGCCTACACATATTATGGCCATTTTAAATC-3’) ve DHPS-4 (5’-

GGAACTTTCAACTTGGCAACCAC- 3’) primerleri kullanılarak touchdown-PZR 

prosedürü ile gerçekleştirildi. 

Touchdown PZR'nin negatif olması durumunda, DHPS NF (5’-

AAATGCAGGGGCGACGATAAT-3’) ve DHPS-NR (5’-

GCCTTAATTGCTTGTTCTGCAA-3’) primerleri kullanılarak n-PZR testi, daha 

önce tarif edildiği gibi gerçekleştirildi (91–93). 

PZR miksi buz üzerine yerleştirilen 0,2 ml’ lik amplifikasyon tüplerinde 

toplam hacim 30 µl olacak şekilde aşağıdaki gibi hazırlandı. 

10x reaksiyon buffer   : 3 µl 

MgCl2 (25 mM stok)   : 3 µl 

dNTP (2 mM stok)   : 3 µl 

Primer DHPS-3  (10 µM stok)  : 1,2 µl 

Primer DHPS-4  (10 µM stok)  : 1,2 µl 

Taq DNA polimeraz (5Ü/µl stok) : 0,9 µl 

DNA ekstraktı    : 2 µl 

Apirojen su    : son hacim 30 µl’ye tamamlandı. 

Thermal cycler ile aşağıda belirtilen programda amplifikasyon yapıldı. 

94°C → 10 dk.  hot start başlangıç 
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94°C → 15 sn. (denaturasyon) 

  72-62°C’de  → 30 sn. (bağlanma)              

  72°C   → 15 sn. (uzama)   (10 döngü) 

94°C   → 15 sn. (denaturasyon) 

  62°C’de  → 30 sn. (bağlanma)                  (40 döngü) 

  72°C   → 15 sn. (uzama) 

72°C → 5 dk.   son ekstansiyon (92). 

3.7.4.2. P. jirovecii DHPS Genine Yönelik Nested PZR 

İkinci aşama amplifikasyon (n-PZR) için PZR miksi yine buz üzerine 

yerleştirilen 0,2 ml’ lik amplifikasyon tüplerinde gerçekleştirildi. 

10x reaksiyon buffer  : 2,5 µl 

MgCl2 (25 mM)  : 1,5 µl 

dNTP (2 mM)   : 2,5 µl 

Primer DHPS-NF  (10 µM)  : 0,75 µl 

Primer DHPS-NR  (10 µM)  : 0,75 µl 

Taq DNA polimeraz (5Ü/µl) : 1 µl 

DNA ekstraktı   : 1 µl 

Apirojen su   : son hacim 25 µl’ye tamamlandı    

PZR sonrası amplifikasyon ürünleri 3 (5 µl, 10 µl, 10 µl) parçaya alikotlandı ve 

bunlardan 5 µl’ lik alikot DHPS gen konfirmasyonu için %1,5 ’lük agaroz jelde 100 

volt altında 40 dk elektroforeze tabi tutulduktan sonra UV ışık altında görüntülendi 

(64). Touchdown PZR sonrası birinci aşamada 370 bp, ikinci aşamada (n-PZR) 186 

bp uzunlukta DNA amplikonu hedeflendi (92,93). 

3.7.4.3. RFLP Analizi Sulfa Dirençli Mutant İsolatların Belirlenmesi  

Touchdown (birinci amplikon) ve n-PZR (ikinci amplikon) ile elde edilip 

alikotlanan diğer DHPS amplikonları, XmiI (AccI'in bir izoşizomeri; Thermo 

Scientific, ABD) ve BsuRI (HaeIII’ün bir izoşizomeri; Thermo Scientific, USA) 
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FastDigest restriksiyon enzimleriyle RFLP tekniği kullanılarak incelendi (92,93). 

Daha sonra etidyum bromür ile % 2 agaroz jel üzerinde her ürünün elektroforezi ile 

görüntülendi. 

Elli beşinci kodonu değerlendirmek üzere Acc I enzimi ile hiç kesim 

saptanmayan (370 bp) izolatlar mutant suşlar; 229 bp ve 141 bp uzunlukta iki band 

görülen izolatlar ise mutasyon olmayan (vahşi) şuşlar olarak değerlendirildi (94,95). 

Aynı şekilde 57. kodonu değerlendirmek üzere Hae III enzimi ile hiç kesim 

saptanmayan (370 bp) izolatlar mutant suşlar; 221 bp ve 149 bp uzunlukta iki band 

görülen izolatlar ise mutasyon olmayan (vahşi) şuşlar olarak değerlendirildi (94,95). 

Her iki enzim kesimini takiben yapılan elektroforez sonucu üçlü bant profili 

gözlenmesi durumunda, bu durumun yetersiz enzim kesimi sonucunda mı oluştuğunu 

yoksa gerçekten miks enfeksiyonumu (mutant ve vahşi suş birlikteliği) gösterdiğini 

anlamak için amplikonlar dilüe edildikten sonra (1/2, 1/4 dilüsyon) RFLP testleri 

tekrar edildi. 

Touchdown PZR'nin negatif olması durumunda, DHPS NF (5’- 

AAATGCAGGGGCGACGATAAT- 3’) ve DHPS-NR (5’- 

GCCTTAATTGCTTGTTCTGCAA- 3’) primerleri kullanılarak n-PZR testi yapıldı. 

55. kodonu değerlendirmek üzere Acc I enzimi ile kesim işlemi yapıldıktan sonra 

DHPS NF ve NR primerleri ile 148 ve 38 bp’da çift bant görülen örnekler mutasyon 

olmayan (vahşi) suş olarak kabul edildi. Aynı şekilde 57. kodonu değerlendirmek 

üzere Hae III enzimi ile kesim işlemi yapıldıktan sonra DHPS NF ve NR primerleri 

ile 140 ve 46 bp’da çift bant görülen örnekler mutasyon olmayan (vahşi) suş olarak 

kabul edildi. 

3.8. Pneumocystis jirovecii Pozitif Hastaların Klinik Sınıflandırması 

PCP tanısı için uluslararası bir standart bulunmadığı için, n-PZR pozitif 

saptanan hastalarda, Maillet ve arkadaşlarının kullandığı aşağıdaki kriterlere göre 

vaka tanımlaması yapıldı.  

1: Ani başlangıçlı ateş, nonproduktif öksürük ve dispne şikayetlerinin olması, 
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2:Yüksek çözünürlüklü bilgisayarlı tomografide yaygın buzlu cam 

opasitelerinin gösterilmiş olması, 

3: PCP tedavisine yanıt alınması veya tedavi almayan hastaların eksitus olması 

(96). 

Dosya bilgilerine göre kriterlerin tümünü karşılayanlar veya mıkroskobisi 

yapılıp P. jirovecii kist ve/veya trofozoitleri gösterilebilen hastalar PCP olarak kabul 

edildi. n-PZR pozitif saptanan ancak tipik PCP klinik ve radyolojik bulguları 

olmayan veya başka bir etiyolojik ajan saptanan ve bu etiyolojik ajana karşı 

uygulanan tedaviyle klinik bulguları düzelenler “kolonizasyon” olarak 

değerlendirildi (32). 

3.9. İstatistiksel Değerlendirilmesi 

Çalışmanın istatistiksel analizleri SPSS 15.0 istatistik programı kullanılarak 

yapıldı. Genotip dağılımlarının etkileyen faktörlerin belirlenmesinde ve istatistiksel 

farkların değerlendirilmesinde parametrik testlerden student t testi, nonparametrik 

testlerden Mann-Witney U testleri kullanıldı. Olası DHPS gen mutasyonlarının 

oluşumunda TMP-SMZ kullanıp kullanmama gibi faktörlerin etkisi ise ² ve 

McNemar testi kullanılarak değerlendirildi. 

3.10. Araştırmanın Sınırlılıkları 

Çalışmamızda kullanılan BAL örnekleri 2011-2019 yılları arasında Dokuz 

Eylül Üniversitesi Hastanesi’ne başvuran hastalara ait örneklerdir. Otopsi örnekleri 

ise çoğunluğu İzmir bölgesi olmak üzere Ege bölgesindeki illerden İzmir Adli Tıp 

Kurumu’na gelen vakalardan elde edilmiştir. Çalışma Türkiye’nin farklı 

şehirlerinden gelecek örneklerle genişletilebilir. 

3.11. Etik Kurul Onayı  

2018.KB.SAG.103 (201876) numaralı proje DEÜ Girişimsel Olmayan 

Araştırmalar Etik Kurulu tarafından 27.03.2019 tarihinde, karar no: 2019/07-39, 

Protokol No: 2685-GOA ile onay aldı. Etik kurul onayı Ek 2 de verilmiştir.
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4. BULGULAR 

4.1. mtLSU-rRNA Geni Real Time PZR ve Nested PZR Sonuçları 

Hastane kaynaklı 120 P. jirovecii izolatının 106 tanesinde genotiplendirme 

yapılabildi. Genotiplendirmesi yapılamayan 14 hastanın altısında n-PZR ile elde 

edilen amplikonlardan sağlıklı bir sekans okuması yapılamadı. Sekiz örnek ise n-

PZR’ı negatif çıktığı için sekanslamaya gönderilemedi. Bu örneklerin ikisinde önceki 

çalışmamızda n-PZR ile pozitif saptanmış olmasına rağmen bu çalışmada n-PZR ile 

herhangi bir amplikon elde edilemedi. Diğer taraftan bu çalışmada rt-PZR ile pozitif 

saptanan 88 örneğin altısı da yine n-PZR ile çoğaltılamadığından sekans analizine 

gönderilemedi. Bu altı örneğin rt-PZR’ daki CT değerlerinin ortalaması (CT ort = 

36,7) ile diğer 82 örneğin CT değerlerinin ortalaması (CT ort = 29,2) arasındaki fark 

istatistiksel olarak anlamlıydı (p<0,01).  

Otopsi vakalarından elde edilen toplam 37 P. jirovecii pozitif DNA örneğinin 

ise beş tanesi n-PZR ile çoğaltılamadığı için sekansa gönderilmez iken 32 örnek 

sekans analizi başarıyla yapıldı. 

4.2. mtLSU-rRNA Genotip Analizi ve Demogrofik Verilerle İlişkisi 

Sekans analizi yapılan 138 örnekte (106 BAL sıvısı, 32 otopsi akciğer) şimdiye 

kadar belirlenmiş olan beş genotipin tümüne farklı oranlarda rastlandı. Olguların 

geneline bakıldığında genotip 2, % 58 ile en sık karşılaşılan genotip olarak bulundu 

(p<0.01). Genotip 2’ den sonra en sık saptanan genotipler sırasıyla genotip 3 (% 13), 

genotip 1 (% 11,6) ve genotip 4; (% 5,1) şeklindeydi. Genotip 5, en az sıklıkta 

gözlenen genotip (% 0,7) olarak sadece bir otopsi olgusunun akciğer örneğinde 

bulundu. Bunun yanısıra olguların % 11,6’ inde ikili veya üçlü koenfeksiyonlar 

mevcuttu (Tablo 7). 

İncelenen örnek tipine göre karşılaştırıldığında her iki grup arasında 

(BAL/otopsi örnekleri) genotip dağılımı açısından istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık yoktu. Genotip 2 yine her iki grup için de en sık karşılaşılan genotipdi. Miks 
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enfeksiyonların dağılımı incelendiğinde ise % 87,5 (14/16)’inin hastane kökenli BAL 

örneklerinde saptandığı görüldü (²=1,161; p=0,281). Saptanan mtLSU-rRNA 

genotiplerinin BAL ve akciğer doku örneklerine göre dağılımları Tablo 7’de 

verilmiştir. 
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  Tablo 7. Hastane kökenli ve otopsi olgularının mtLSU-rRNA ve DHPS genotip dağılımlarının karşılaştırılması 

Bölge* Nükleotid (Kodon) Genotip 

Klinik 

BAL örnekleri 

(n= 120) 

Otopsi akciğer 

örneği 

(n= 37) 

P değeri 
Toplam 

(n= 157) 

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) Vahşi suş 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) Vahşi + Mut 55 0 0 - 0 

 165(55)A(Thr); 171(57)C/T(Pro/Ser) Vahşi + Mut 57 2 (% 1,8)* 0 - 2 (% 1,5) 

  ND:belirlenemedi 

* : İki hastanın biri AML hastası (mtLSU-rRNA genotip1-2-3); diğeri akciğer Ca (mtLSU-rRNA genotip 2) 

3
6
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Genotiplemesi yapılan 138 olgunun yaş ortalaması 52,7 (1-94) olarak 

bulunurken; bu olguların 52 (37,7%) ’si kadın, 86 (62,3%) ‘si erkekti. Saptanan 

genotiplerin yaş ortalamaları ve cinsiyet dağılımı incelendiğinde aralarında 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmadı (²=2,476; p=0,780; ²=1,975; 

p=0,853). Ancak otopsi olguları arasındaki infant örneklerinde (n=5) sadece genotip 

2 tanımlanmış olması istatistiksel olarak anlamlı bulundu  (²=4,055; p=0,044).  

BAL örneklerinin alındığı hastane kökenli olgular, klinik tanılarına göre 

hematolojik maligniteler (% 22,6), organ transplantasyonları (% 18,9), otoimmün 

hastalıklar (% 17,0), solid organ tümörleri (% 15,1), akciğer hastalıkları (% 7,5) ve 

diğer hastalıklar (% 18,9) olmak üzere altı gruba ayrıldı. Yine tüm klinik gruplarda 

genotip 2 baskınlığı mevcuttu ancak gruplar arasında genotip sıklıkları açısından 

istatistiksel bir farklılık yoktu (²=25,884; p=0,398).  Tanı grupları kendi içinde 

değerlendirildiğinde ise solid organ tümörlerindeki genotip 2 oranı (% 81,3) ve 

akciğer hastalıklarındaki miks enfeksiyon oranı (% 37,5), BAL örneklerinin geneline 

göre anlamlı düzeyde yüksek bulundu (²=4,334; p=0,037; ²=4,455 p=0,035),).  

Akciğer doku örneklerinin alındığı adli otopsi olguları da kendi arasında 

medikal ölüm sebebi olanlar (% 59,3), nonmedikal ölüm sebebi olanlar (% 34,4) ve 

ölüm sebebi belirlenemeyenler (% 6,3) olmak üzere üç gruba ayrılarak 

değerlendirildi. Her ne kadar genotip 2 baskınlığı ölüm sebebi medikal kökenli 

olanlarda daha fazla olsa da bu farklılık istatistiksel olarak anlamlı değildi (²=9.532; 

p=0.482). Tüm olguların genotip dağılımları ve demografik özellikleri Tablo 8’ de 

gösterilmiştir. 

Genotiplemesi yapılan 32 otopsi örneğinin coğrafik orijinlerine bakıldığında; 

İzmir (23), Manisa (6), Aydın (3) şehirlerinde yaşamış olan kişilere ait oldukları 

görüldü. İzmir örneklerinden elde edilen P. jirovecii izolatlarında genotip 2 (16/23) 

başta olmak üzere 5 genotipin hepsine rastlanırken Manisa ve Aydın örneklerinin % 

67’sinde sırasıyla genotip 3 ve genotip 1 varyasyonları saptandı.   



38 

 

 

Genotip dağılımları son olarak saptandıkları olguların immün durumuna göre 

de karşılaştırıldı. Olguların 43’ü immün sağlamken 95’inde çeşitli nedenlerle 

oluşmuş immün baskılanma durumu mevcuttu. Tüm otopsi örnekleri biri dışında 

(griscelli sendromu) immün sağlam kişilere aitti. Tam tersine BAL örnekleri alınan 

olguların ise sadece 12’ si immün sağlam; 94’ ü çeşitli sebeplerle immün baskılanmış 

hastalardı. İmmün baskılanmış ve immün sağlam gruplar arasındaki genotip 

dağılımları karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunamadı 

(²=3,179; p=0,672). 
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Tablo 8. mtLSU-rRNA genotiplemesi yapılan olguların özelliklerin demografik ve klinik özellikleri 

mtLSU-rRNA 

genotiplemesi yapılan olgular 

Hastane 

örnekleri 

(n= 106) 

Otopsi 

örnekleri 

(n= 32) 

Genotip 

 

   
1 2 3 4 5 6 (Miks) 

P 

değeri 

Toplam 

(n= 138) 

Yaş;main 

(aralık) 

56,5 

(4-91) 

40 

(1-74) 

54,2 

(29-75) 

52,6 

(1-91) 

49,1 

(23-65) 

53,7 

(5-83) 

62 

(62) 

54,8 

(25-79) 
0,780 

52,7 

(1-91) 

Cinsiyet 

(Kadın/Erkek) 
41/65 11/21 4/12 32/48 7/11 3/4 0/1 6/10 0,853 52/86 

İmmün sağlam/ İmmün baskılanmış 12/94 31/1 5/11 25/55 6/12 1/6 1/0 5/11 0,672 43/95 

Hastane olgularının klinik tanımı           

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 tümörleri 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) 

Otoimmün hastalıklar 18 (%17,0) _ 1 (%5,6) 10 (%55,6) 4 (%22,2) 0 (%0) 0 (%0) 3 (%16,7) 0,341 18 (%100) 

Akciğer hastalıkları 8 (%7,5) _ 0 (%0) 4 (%50) 0 (%0) 1 (%12,5) 0 (%0) 3*(%37,5) 0,035* 8 (%100) 

Diğer (DM-KAH, Epilepsi vs) 20 (%18,9) _ 6*(%30) 7(%35) 2 (%10) 1 (%5) 0 (%0) 4 (%20) 0,051 20 (%100) 

Adli tıp ölüm nedenleri           

Medikal nedenli ölümler a _ 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 ölümler b _ 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 (%0) 0 (%0) - 2 (%100) 

Toplam 106 

(%100) 
32 (%100) 16 (%11,9) 80 (%58) 18 (%13) 7 (%5,1) 1 (%0,7) 16 (%11,6)  138 (%100) 

a : Miyokard infarktüsü (n=11; G1,G2(7),G3,G5,G6), Pnömoni (n=6;G2(5),G4) Subaraknoid hemoraji (n=1; G2 ), Epileptik snöbet (n=1; G2); kardiyak tamponad (n=1; 

G6) b:Trafikkazası (n=2; G2,G3), Ateşli silah yaralanması (n=3; G1,G2,G3), Asılma (n=2;G3(2)) Yüksekten düşöe (n=1;G2), Yanma (n=1; G1), Kesici alet yaralanması 

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

3
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4.2. Hastane Örneklerinin Klinik Tanımlaması ve Genotip İlişkisi 

Genotiplendirmesi yapılabilen toplam 106 klinik örneğin sadece 94 ‘ünde 

kolonizasyon ve PCP ayrımı yapılabildi. Kolonize ve PCP hastaları arasında yaş 

ortalaması ve cinsiyet bakımından bir farklılık gözlenmezken PCP hastalarındaki 

immün durum yetersizliği istatistiksel olarak anlamlıydı (p=0.000). Genotip 

gruplarının her iki grup arasındaki dağılımı incelendiğinde istatistiksel olarak anlamlı 

bir farklılık saptanmadı (Tablo 9).  

Tablo 9. PCP ve kolonize hastalardaki demografik verilerin ve genotip 

dağılımlarının karşılaştırılması 

 
PCP 

(n=60; 100%) 

Kolonize 

(n=46; 100%) 
P değeri 

Toplam 

(n=106; 100%) 

Yaş 54,76 58,82 0,193 56,52 (4-91) 

Cinsiyet (K/E) 25/35 16/30 0,471 41/65 

İmmun sağlam/ 

immün baskılanmış 
1/59 11/35 0,000 12/94 

Genotip dağılımı  

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 uygulamasında pozitif saptanan 88 hasta parazit yüküne göre 

değerlendirildiğinde genotip 2’nin PCP hastalarındaki Ct ortalaması kolonize 

hastalardakine oranla istatistiksel olarak anlamlı olarak fazla bulundu (P=0,000). Her 

iki gruba ait veriler Tablo 10 da verilmiştir. 

 

 



41 

 

 

Tablo 10. Kolonize ve PCP hastalardaki parazit yükünün genotiplere göre 

değerlendirilmesi 

 Rt-PZR sonuçları 

CT mean (CT range) 

P. jirovecii yükü 

kopya range /ml 

P. jirovecii 

genotipleri 
PCP Kolonize 

P 

değeri 
PCP Kolonize 

Genotip 1 

26.84 

(18.54≤ CT ≤ 

34.07) 

31.41 

(28.10≤ CT ≤ 

36.42) 

0.063 
4.6 x 102 – 

4.7x 107 

8.1 x 101 – 38.9 x 

103 

Genotip 2 

27.85 

(18.33≤ CT ≤ 

35.72) 

31.70 

(24.14≤ CT ≤ 

38.59) 
0.000 

1.4 x 102 –

5.5 x 107 

6.9 x 101 – 7.3 x 

105 

Genotip 3 

25.60 

(18.17≤ CT ≤ 

34.23) 

30.27 

(27.65≤ CT ≤ 

32.04) 

0.102 
4.1 x 102 – 

6.2 x 107 

2.1 x 103 – 5.4 x 

104 

Genotip 4 

23.84 

(20.87≤ CT ≤ 

29.71) 

29.48 

(24.32≤ CT ≤ 

33.62) 

0.127 
11.8 x 103 – 

8.3 x 106 

6.5 x 102 – 6.4 x 

105 

Miks 

28.05 

(21.39≤ CT ≤ 

36.29) 

31.24 

(29.40≤ CT ≤ 

33.53) 

0.092 
8.9 x 101 – 

8.1 x 105 

6.9 x 102 – 14.8 x 

103 

Toplam 

27.01 

(18.17≤ CT ≤ 

36.29) 

31.48 

(24.14≤ CT ≤ 

38.59) 

0.000 
8.9 x 101 – 

6.2 x 107 

6.9 x 101 – 7.3 x 

105 

 

4.3. DHPS Geni Amplifikasyonu 

BAL örneklerinden elde edilen ve rt-PZR ile P. jirovecii poziitf saptanan 120 

DNA örneğinin 27’sinde DHPS 3 ve 4 primerleri kullanılarak yapılan touchdown 

PZR ile; 77’sinde ise DHPS NF ve NR primerleri kullanılarak yapılan n-PZR ile 

olmak üzere toplam 106 örnekte DHPS gen amplifikasyonu gerçekleştirlebildi. Diğer 

taraftan otopsi vakalarından elde edilen ve P. jirovecii pozitif saptanan 33 DNA 

örneği DHPS geni yönünden incelendiğinde; sekiz tanesi DHPS 3 ve 4 primerleri 

kullanılarak yapılan touchdown PZR ile pozitif bulunurken, 25 örnek ise DHPS NF 

ve NR primerleri kullanılarak yapılan n-PZR sonucunda pozitif saptanabildi. Dört 

örnekte ise herhangi bir amplifikasyon sağlanamadı (Tablo 11). 
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Tablo 11. DHPS gen amplifikasyonunun gruplara göre dağılımı 

1. grup a 2. grup b Toplam 

27 örnek →DHPS 3-4 8 örnek → DHPS 3-4 35 

77 örnek → DHPS NF NR 25 örnek → DHPS NF-NR 102 

16 örnek → negatif 4 örnek → negatif 20 

120 37 157 

a: DEÜH Merkez Parazitoloji Laboratuvarı’na Mayıs 2011 – Eylül 2019 tarihlerin 

arasında P. jirovecii şüphesi ile gönderilen BAL sıvısı örnekleri; b: TÜBİTAK proje 

no: 214S052, P. jirovecii pozitif saptanan 37 DNA örneği 

 

4.4 RFLP Analizi Sonuçları 

Elli beşinci kodonu değerlendirmek üzere DHPS 3 ve 4 primerleri ile pozitif 

çıkan 27 örneğin tamamında Acc I enzimi ile kesim işlemi yapıldıktan sonra 229 ve 

141 bp’da bant görülürken, DHPS NF ve NR primerleri ile pozitif çıkan 77 örneğin 

tamamında 148 ve 38 bp’da çift bant görüldüğü için örnekler mutasyon olmayan 

(vahşi) suş olarak değerlendirildi. Aynı şekilde 57. kodonu değerlendirmek üzere 

Hae III enzimi ile kesim işlemi yapıldıktan sonra DHPS 3 ve 4 primerleri ile pozitif 

çıkan 27 örneğin tamamında Hae III enzimi ile kesim işlemi yapıldıktan sonra 221 ve 

149 bp’da çift bant görülürken, DHPS NF ve NR primerleri ile pozitif çıkan 75 

örnekte 140 ve 46 bp’da çift bant görüldüğü için örnekler mutasyon olmayan (vahşi) 

suş olarak değerlendirildi. DHPS NF ve NR primerleri ile pozitif çıkan dört örnekte 

ise 186, 140 ve 46 bp’da üçlü bant görüldü. Bu durumun yetersiz enzim kesimi 

sonucunda mı oluştuğunu yoksa gerçekten miks enfeksiyonu (mutant ve vahşi şuş 

birlikteliği) mu gösterdiğini anlamak için amplikonlar dilüe edildikten sonra (1/2, 1/4 

dilüsyon) RFLP testleri tekrar edildi. İşlem sonrasında iki örnekte tekrar üçlü bant 

görüldü ve bu sebeple örnekler vahşi suş ile birlikte 57. kodonda mutasyonun birlikte 

olduğu miks enfeksiyon olarak değerlendirildi (Şekil 3). 
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A) Acc I enzimi ile kesilen 55. kodon    B) Hae III enzimi ile kesilen 57. Kodon 

 

Şekil 3. Enzim kesimi sonucunda 55. ve 57. kodondaki bant görüntüleri; 

A) 148 ve 38 bp’da ikili bant → vahşi suş; B) 186, 140 ve 46 bp’da üçlü bant 

görü → miks enfeksiyon 

 

Sonuç olarak çalışmaya alınan toplam 157 örneğin 35 (% 22,3)’i touchdown 

PZR ile ve 102 (% 64,9)’ si n-PZR ile olmak üzere 137 (% 87,3)’sinde DHPS geni 

çoğaltılabildi. RFLP sonucunda 135 örnekte herhangi bir mutasyon saptanmazken 

(vahşi suş); hastane kökenli iki (% 1,5) örnekte vahşi suş ve 57. kodon mutasyonun 

birlikte olduğu miks enfeksiyon (vahşi suş +mut 57) saptandı (şekil 2). Bu iki örnek 

için de enzim kesimi ancak n-PZR sonrası yapılabildi. mtLSU-rRNA gen profillerine 

bakıldığında birinin miks (genotip 1/2/3) diğerinin de genotype 2 olduğu görüldü. Bu 

iki izolatın elde edildiği hastaların profilaksi veya tedavi amacıyla sulfonamid 

aldığına dair bir bilgiye ulaşılamadı. Saptanan DHPS genotiplerinin BAL ve akciğer 

doku örneklerine göre dağılımları Tablo 7’de verilmiştir. 

+  

+  

140 bp 

186 bp 

38 bp 

148 bp 
46 bp 
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5 . TARTIŞMA 

P. jirovecii kültürde üretilemediği için etkenin solunum sistemi örneklerinde 

mikroskobik olarak saptanması enfeksiyonun tanısında altın standarttır (3). Fakat 

immünbaskılanmış hastalardaki (AIDS dışı) PCP’de parazit yükünün genelde düşük 

olması mikroskobik tanının duyarlılığını azaltmaktadır (6,13). Günümüzde bu sorun 

PZR bazlı metodların kullanılmasıyla önemli derecede aşılmış görünmektedir (4,27). 

Ancak klinik örneklerde P. jirovecii’nin veya DNA’sının saptanması mutlaka 

enfeksiyon anlamına gelmemekte, klinik semptom vermeyen kişilerde organizmanın 

veya DNA’sının tespit edilmesi kolonizasyon olarak tanımlanmaktadır (13,28).  Bu 

yüzden mikroskobisi negatif, PZR pozitif olan hastalarda enfeksiyonun tanısı ve 

tedavisi için klinik değerlendirme son derece önemlidir.  

P. jirovecii’nin laboratuvar tanısında moleküler yöntemler oldukça önemlidir 

(97,98). Konvansiyonel PZR yöntemleri, başta mikroskobinin duyarlılık sorununu 

iyileştirmek için kullanılmış olsa da günümüzde daha çok genotiplendirme gibi 

epidemiyolojik çalışmalar için tercih edilmektedir (37,67,90,99). Rutin tanıda ise 

daha çok rt-PZR yöntemi gibi daha gelişmiş yöntemlerin kullanımı önerilmektedir. 

Kantitasyon imkanı sunması nedeniyle kolonizasyon/enfeksiyon ayrımında fikir 

veriyor olması yöntemin en önemli üstünlüğüdür (96,100,101). Uygulanması kolay 

ve hızlı bir yöntem olması yanı sıra kapalı sistemler olması nedeniyle dışarıdan 

kontaminasyon riskini de en aza indiriyor olması yöntemin diğer avantajları olarak 

sayılmaktadır (43,96,100,102–105). Tüm bu nedenlerle çalışmamızda pozitif 

hastaların saptanması ve etken yükünü göstermek için rt-PZR yöntemini, 

genotiplendirmede kullanılacak amplikonların eldesi için de konvansiyonel n-PZR 

yöntemlerini tercih ettik. Bununla birlikte çalışmamızın en önemli kısıtlılığı n-PZR 

yönteminin, 2014 sonrası rutine gelen BAL örnekleri için sadece rt-PZR’ da pozitif 

saptanan örneklere uygulanabilmesiydi. Bu nedenle yöntemler için özgüllük ve 

duyarlılık hesaplaması yapmaktan çok oransal olarak karşılaştırma yapmanın daha 

uygun olacağı düşüncesindeyiz. 
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Kullandığımız FTD-P.jirovecii rt-PZR kiti iyi laboratuvar uygulamaları 

kılavuzuna uygun bir in-vitro diagnostik test konumundadır (106). Kit içeriğinde 

standart bir DNA bulunmadığından gerçek bir kantifikasyon yapma şansı 

bulunmamaktadır. Ancak üretici firmanın kantifikasyon formulasyonu üzerinden 

hedef bölge kopya sayısı hesaplanarak göreceli bir kantifikasyon imkanı 

sağlanmıştır. Çalışmamız FTD-P. jirovecii rt-PZR yönteminin 6,9 x 101 kopya/ml 

gibi düşük yoğunluktaki örneklerde bile P. jirovecii’yi saptayabildiğini göstermiştir. 

Bununla birlikte konvansiyonel n-PZR yönteminin real-time pozitif olguların sadece 

% 93,1’inde pozitif sonuç verdiği görülmüştür. n-PZR ile saptanamayan altı örneğin 

rt-PZR’ daki CT değerlerinin ortalaması (CT ort = 36,7) istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde daha yüksek bulundu. Bu durum konvansiyonel n-PZR yönteminin; çok 

düşük yoğunluktaki etken varlığında negatif sonuç verebildiğini göstermektedir. 

Diğer taraftan önceden yine konvansiyonel n-PZR yöntemiyle P. jirovecii pozitifliği 

saptanmış toplam 69 BAL ve otopsi doku örneğinin yedisinde bu çalışmada herhangi 

bir pozitiflik elde edilemedi. Bu da, daha önceki proje çalışmaları kapsamında 

yapılan dondurma-çözme gibi prosedürlerin bazı DNA örneklerinde degradasyona 

yol açmış olabileceği şeklinde yorumlanabilir.  

Şimdiye kadar yapılan rt-PZR çalışmalarında genellikle PCP/kolonizasyon 

olguları veya HIV-pozitif/HIV-dışı immünosupresif gruplar arasında karşılaştırmalı 

değerlendirmeler yapıldığı görülmektedir (96,101,104,107). Bu çalışmalarda PCP 

hastalarının kolonize vakalara göre, HIV pozitif hastalarının da HIV-dışı 

immünosupresif gruplara göre daha yüksek miktarda etken yükü tespit edildiği 

bildirmektedir (98,100,103,107). Biz de çalışmamızda kolonize ve PCP olarak 

değerlendirdiğimiz hastaları gerek genotip çeşitliliği gerekse parazit yükü açısından 

karşılaştırdık. Dahası P. jirovecii yükü özelinde diğer çalışmalardan farklı olarak 

kolonize /PCP hastalarında genotip bazlı karşılaştırma yapma imkanı bulduk Diğer 

çalışmalara paralel olarak çalışmamızda da PCP hastalarındaki P. jirovecii yük 

kolonize hastalardakine oranla daha yüksek bulundu. Ancak bu farklılık sadece 

genotip 2 özelinde istatistiksel olarak anlamlıydı. Diğer taraftan her iki grup hasta 

arasında genotip dağılımı açısından anlamlı bir farklılık bulunamadı. Bu durum 
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genotiplerin arasında hastalık oluşturma potansiyelleri açısından bir üstünlük 

olmadığı şeklinde yorumlanabilir. Ancak bu çalışma kapsamında hastaların 

prognozları hakkında çok sağlıklı veriler elde edememiş olduğumuzdan 

virulans/prognoz yönünden bir değerlendirmenin bu aşamada çok sağlıklı 

olmayacağı düşüncesindeyiz. 

5.1. mtLSU-rRNA Gen Sekans Verilerinin Tartışılması 

P. jirovecii hakkındaki biyolojik, ekolojik ve epidemiyolojik bilgiler güvenilir 

bir in vitro kültivasyon yapılamadığından dolayı son derece eksiktir. Bu nedenle 

popülasyon çeşitliliği, bulaş dinamikleri ve ilaç direnci gibi konuların anlaşılmasında 

son 20 yıldır en çok kullanılan yöntem çevresel ve klinik örneklerden elde edilen 

izolatların genotip analizinin yapılmasıdır (2,40,67,108). P. jirovecii genotipik 

tiplendirmede mtLSU-rRNA, mtSSU-rRNA, DHPS, ITS, TS, CYB, SOD gibi birçok 

gen bölgesi tekli veya çoklu olarak kullanılmıştır (2,66,76,109–111). Bunlar içinde 

temel metabolik fonksiyonlarla ilişkili bulunan mtLSU-rRNA geni oldukça 

korunmuş bir yapıya sahip olduğundan genetik varyasyonların belirlenmesinde 

sıklıkla tercih edilmektedir. Dahası her bir organizmada aynı haplotipte birçok 

mitokondri bulunmasından dolayı tek kopyalı genlere göre daha kolay 

çoğaltılabilmektedir (2,90,92). Tüm bu nedenlerden dolayı biz de çalışmamızda bu 

gen bölgesi ile çalışmayı tercih ettik. 

 mtLSU-rRNA gen bölgesinin sekans analizi sonucunda 85. ve 248. bazlardaki 

polimorfizme göre: 85C/248C genotip 1; 85A/248C genotip 2; 85T/248C genotip 3; 

85C/248T genotip 4 ve 85A/248T genotip 5 olarak tanımlanmış bunların birlikte 

saptandığı örnekler miks enfeksiyon olarak değerlendirilmiştir (66,77,90). P. 

jirovecii mtLSU-rRNA geninin kullanıldığı genotipleme çalışmalarında genotip 1, 2 

ve 3 ön plana çıkarken miks enfeksiyonların daha az saptandığı gözlenmektedir. 

Birbirinden farklı bölgelerde yapılan çalışmalarda farklı genotip sıklıklarının 

gözlenmesi, dağılımın coğrafik ve iklimsel epidemiyolojik faktörlerden 

etkilenebildiğini göstermektedir. Esteves ve arkadaşları yaptıkları çalışmada 

Portekizli hastalarda % 49 ve İspanyol hastalarda % 64 ile genotip 1’i ilk sırada 
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saptarken, de Armas ve arkadaşları PCP li hastaların akciğer otopsi dokularını 

inceledikleri çalışmalarında İspanyol hastalarda yine genotip 1’i % 53,1 ile ilk sırada 

saptamışlardır (90,112). Aynı çalışmada Fransız hastalarda genotip 2, % 50 ile ve 

Kübalı hastalarda genotip 3, % 81,3 ile en sık saptanan P. jirovecii genotipleri olarak 

rapor edilmiştir. İtalya’da yapılmış bir çalışmada ise Dimonte ve arkadaşları, HIV 

pozitif hastalarda genotip 2’yi % 36.4 ile ilk sırada saptamışlardır (67). 

Araştırmacılar aynı çalışmada HIV negatif immün baskılanmış grupta ise genotip 1 

(% 50)’i daha sık gözlemişlerdir (67). Başka bir çalışmada Monroy-Vaca ve 

arkadaşları boğmaca hastalığı olan Kübalı bebeklerde saptadıkları P. jirovecii 

izolatlarını sırasıyla genotip 2 (% 48), genotip 1 (% 23) ve genotip 3 (% 19) olarak 

saptamışlardır (99). 

 Ülkemizde P. jirovecii üzerine yapılan moleküler çalışmaların daha çok 

yöntemlerin tanısal etkinliğini değerlendirmek veya etkenin bölgesel prevalanslarını 

belirlemek için yapıldığı görülmektedir (32,85,102,113–115). Bu çalışmalarda 

mtLSU-rRNA, ITS veya major surface glikoprotein geni gibi farklı bölgeler n-PZR 

yöntemleriyle çoğaltılmış ve hastalarda % 8-70 arasında P. jirovecii pozitiflikleri 

saptanmıştır (32,86,113,116). P. jirovecii genotiplendirmesiyle ilgili olarak 

Türkiye’de daha önce yapılmış sadece iki çalışma bulunmaktadır (117). Süreç ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışmada 31 klinik izolatta mtLSU-rRNA (mt26S), SOD ve 

CYB lokuslarındaki genetik çeşitlilik araştırılmıştır (117).  Süreç ve arkadaşlarının 

yaptığı çalışmada en yaygın 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) şeklinde gösterilmiştir. Yine 

Gülbudak ve arkadaşları, Mersin’de yaptıkları çalışmada ancak 16 izolatın genotipik 

analizini yapabilmişler ve sırasıyla genotip 2 (n: 7; % 43,75) genotip 1 (n: 6; % 

37,5), genotip 3 (n: 3; % 18,75) mtLSU-rRNA profillerini saptamışlardır (118). 

Bizim çalışmamızda ise iki farklı populasyondan elde edilen P. jirovecii izolatları 

incelendi. PCP şüphesi ile bronkoskopi yapılan ve daha çok immünsupresyon 

hastaların oluşturduğu hastane kaynaklı olgulardan ve farklı sebeplerle ölümleri 

gerçekleşen çoğu immün sağlam adli otopsi vakalarından elde edilen 138 P. jirovecii 
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izolatında mtLSU-rRNA ve DHPS gen varyasyonları gösterildi. Bu nedenle 

ülkemizde yapılan en kapsamlı genotipik çalışma olarak değerlendirilebilir. 

Çalışmamızda, mtLSU-rRNA geninin 85. ve 248. nükleotid polimorfizmine 

göre daha önce tanımlanmış olan beş genotipin de toplumumuzda farklı oranlarda 

bulunduğu saptandı. Hem hastane kökenli hem de toplum kökenli olgularda en sık 

gözlenen tekli genotip; genotip 2 (% 58) idi. Bu oran hematolojik maligniteler ve 

solid organ tümörleri gibi alt gruplarda sırasıyla % 67 ve % 81 gibi çok daha yüksek 

seviyelerde bulundu (Tablo 8). Dahası solid organ tümörlerindeki genotip 2 fazlalığı 

istatistiksel olarak da anlamlıydı (p<0.05). Tüm olgular birilkte değerlendirildiğinde 

genotip 2’ den sonra en sık saptanan genotiplerin sırasıyla genotip 3 (% 13), genotip 

1 (% 11,6) ve genotip 4; (% 5,1) olduğu görüldü. Bu sonuçlar daha önce yine 

bölgemizde yapılmış olan diğer çalışmanın sonuçlarıyla paralellik göstermekle 

birlikte biz genotip 2 oranını çok daha yüksek bulduk. Sürgeç ve arkadaşlarının 

çalışmalarında en sık saptanan genotipler sırasıyla 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 

bulunmuştu. Gülbudak ve arkadaşlarının çalışmalarında ise yine en sık genotip 2 

saptanmış olmakla birlikte ikinci sıklıkta genotip 1 ve üçüncü sıklıkta genotip 3 

polimorfizmi göze çarpmaktadır. Her ne kadar bizim çalışmamızda otopsi 

örneklerinden elde edilen izolatlarda hastane kökenli izolatlardan farklı olarak 

genotip 1 ikinci sıklıkta saptanmış olsa da biz tüm olguları birlikte değerlendirerek 

bir sıralama yapmayı uygun bulduk. Çünkü diğer iki çalışmada olduğu gibi genotip 3 

ve genotip 1 izolat sayılarının olgu kökenlerine göre değerlendirilmesi için yeterli 

çoklukta olmadığı düşüncesindeyiz. 

Çalışmada yer alan adli otopsi olgularının biri haricinde tümü immün sağlam 

kişilerden oluştuğundan toplumun immün sağlam bir kesimini temsil ettiği 

söylenebilir. Hastane kökenli olguların % 87 (82 / 94)’si ise altta yatan hastalıklar 

veya aldığı İmmunmodulatör / supresif tedaviler nedeniyle immün baskılanmış 

hastalardı. Hastaların immün durumu PCP enfeksiyonunun gelişiminde önemli 

görünse de hastanın immün durumunun genotip dağılımını etkilemediği görüldü. 

Diğer taraftan infant olgular dışında yaş ve cinsiyet gibi demografik verilerle 
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genotipik varyasyonların ilişkisi tespit edilemedi. İnfant otopsi örneklerindeki 

genotip 2 varlığı erişkin otopsi öneklerindekine göre istatistiksel olarak anlamlı 

(p<0.05) görünse de bu birlikteliğin değerlendirilmesi için daha fazla P. jirovecii 

pozitif infantın değerlendirilmesine ihtiyaç vardır.  

Çalışmamızda adli otopsilerin yapıldığı merkez İzmir olmasına rağmen Manisa 

ve Aydın gibi komşu bölgelerden otopsi için gönderilen olgular da incelendi. 

İzmir’de yaşayan olgularda baskın genotip, genotip 2 olarak saptanırken Manisa 

bölgesinden gelen vakalarda genotip 3; Aydın’dan gönderilenlerde ise genotip 1 

fazlalığı görüldü. Her ne kadar vaka sayıları az olsa da bu farklılık Ege bölgesi 

içindeki coğrafik değişkenliği yansıtıyor olabilir.  

Şimdiye kadar yapılmış birçok genotiplendirme çalışmasında, kullanılan lokus 

ve yönteme göre değişmekle birlikte % 0-92 oranında miks enfeksiyon varlığı 

bildirilmiştir (2). Yeni nesil sekanslama ve high-resolution gel electrophoresis gibi 

yöntemlerin miks enfeksiyonları saptamada daha spesifik olduğu; Sanger sekanslama 

yönteminin ise azınlıkta olan genotiplerin %10-20 arası olması halinde çok başarılı 

olmadığı bildirilmiştir (2,119). Çalışmamızda, mtLSU-rRNA geni özelinde 

değerlendirdiğimizde % 11,6 oranında ikili veya üçlü miks enfeksiyonlar saptandı. 

Ancak Sanger sekanslama yöntemini kullandığımız için gerçekte bu oran çok daha 

fazla olabilir. İlginç bir şekilde miks enfeksiyonlar çoğunlukla hastane kökenli 

olgularda (14 / 16) saptanırken otopsi örneklerinin sadece ikisinde pozitiflik vardı. 

Çalışmamızda altta yatan akciğer hastalığının miks enfeksiyonlar (3 / 8) için risk 

faktörü olabileceği gösterilmiş olsa da bahsedilen durum, hastaların yaş ve cinsiyet 

özellikleriyle veya immün durumlarıyla ilişkilendirilemedi. Miks enfeksiyon 

saptanan hastaların hastanede kalış süreleri ile ilgili bir değerlendirme yapamadık. 

Ancak yine de hospitalizasyonun miks enfeksiyonların oluşmasında önemli 

olabileceğini düşünüyoruz. 

5.2. DHPS Gen Profiline Yönelik Verilerin Tartışılması 

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

(Primetamin-sülfadoksin) gibi sülfon kombinasyonlu ilaçlar kullanılmaktadır. Bu 
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ilaçlar etkilerini folat biyosentezindeki DHPS ve DHFR enzim inhibisyonları 

üzerinden gösterirler. Deney hayvanı modelleri, P. jirovecii üzerine olan ilaç 

etkinliğinin daha çok sülfometaksazolün DHPS üzerine etkisinden kaynaklandığını 

göstermiştir. P. jirovecii izolatlarının kültürü yapılamadığından, ilaç direnci 

çalışmaları genellikle bu enzimleri kodlayan genlerin moleküler incelenmesi ve 

mutasyonların ortaya konması şeklindedir (75,76). P. jirovecii kolonizasyonu 

bulunan ve farklı nedenlerle kotrimaksazol kullanan kişilerde ilaç direncinin 

gelişebileceği ve bu izolatların o kişide veya diğer duyarlı bireylerde PCP gelişmesi 

halinde tedavi direncine yol açabilecekleri bilinmektedir (76). Yapılan çalışmalar 

DHPS genindeki 165. ve 171. pozisyondaki nükleotid mutasyonlarının, enzimi 

kodlayan 55. ve 57. aminoasit kodonlarını etkilediğini ortaya koymuştur. Normalde 

55. kodona karşılık gelen theronin yerine alanin geçmesi ve 57. kodona karşılık gelen 

prolin yerine serin aminoasitinin yer alması sonucu sülfa grubuna dirençli mutant 

şuşların oluştuğu saptanmıştır (76,120).  

 

 Çalışmamızda incelediğimiz örneklerin hiçbirinde 55. kodon mutasyonu 

saptanmazken, sadece iki (% 1,5) izolatda 57. kodon mutasyonu ve vahşi tip 

birlikteliği saptandı. Daha az sayıda örneği incelediğimiz önceki çalışmamızda ise 

herhangi bir mutasyona rastlayamamıştık (114). Diğer taraftan ülkemizde yapılmış 

olan diğer bir çalışmada ise Gülbudak ve arkadaşları, inceledikleri 16 örneğin 

dördünde (% 25) 55. kodon mutasyonu saptadıklarını bildirmişlerdir. Bizim elde 

ettiğimiz sonuçlar, toplumumuzdaki DHPS gen çeşitliliğinin, Türkiye ile benzer 

coğrafik ve iklimsel koşullara sahip İspanya, İtalya, Portekiz, Fransa, Tunus ve İran 

gibi ülkelerdekine oranla düşük olduğunu göstermiştir. Yapılan çalışmalarda bu 

ülkelerdeki DHPS mutasyon oranları % 8,4 – 35,5 arasında rapor edilmiştir 

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

 DHPS genindeki ilgili bölgenin PZR ile çoğaltılması ve sonrasında elde edilen 

amplikonun RFLP yöntemiyle incelenmesi P. jirovecii 55. ve 57. kodon 

mutasyonlarının gösterilmesinde basit, hızlı ve etkin bir teknik olarak 
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gösterilmektedir (67,92,94,123). Ayrıca bu yöntemin miks enfeksiyonların 

tanımlanmasında direkt sekanslamaya göre daha başarılı bulunduğu da bildirilmiştir 

(124). Biz de bu nedenle pozitif örneklerin mutasyon analizinde PZR-RFLP 

yöntemini kullandık. Ancak elde ettiğimiz sonuçlarla bu yöntemin sensitivitesini ve 

spesifitesini etkileyen başlıca iki faktörün olduğunu söyleyebiliriz. Birinci faktör 

olarak enzim kesimi öncesi uygulanan amplifikasyon metodu gösterilebilir. Sadece 

touchdown-PZR kullandığımız önceki çalışmada DHPS genini % 41 duyarlılıkla 

çoğaltabilmiştik. Yine bu çalışmamızda touchdown-PZR ile % 22,3 oranında 

pozitiflik sağlarken; DHPS-NF ve DHPS-NR primerlerini içeren nested-PZR 

yöntemi ile amplifikasyon duyarlılığını % 87,3’e çıkarmayı başardık. Dahası 

saptadığımız iki mutant genotipi de ancak n-PZR sonrasında belirleyebildik. Benzer 

şekilde Tyagi ve arkadaşları, touchdown-PZR sonrası aynı primerleri kullandıkları n-

PZR ile 16 örneğin tümünde başarı sağladıklarını rapor etmişlerdir (82). Costa ve 

arkadaşları da yine aynı metodla duyarlılığı % 12,5’den % 77,5’ e yükseltmişlerdir 

(93). Bu nedenle özellikle düşük parazit yükünün olduğu HIV dışı PCP vakaları ve 

kolonizasyon olgularındaki DHPS gen mutasyonlarının tanımlanmasında bu 

yöntemin daha etkili olacağı düşüncesindeyiz.  

 İkinci faktör olarak da RFLP işleminde kullanılan enzim miktarının sonuçların 

spesifitesinde oldukça önemli olduğunu düşünüyoruz. Optimum kesim şartlarında 

amplifikasyon ürününde hiç enzim kesiminin saptanamaması gerçekten mutant bir 

izolatın saptandığı olarak yorumlanabilir. Ancak amplifikasyon ürününün çok yoğun 

olduğu durumlarda kesim profili yanı sıra kesilmeyen ürünün beraber saptandığı ve 

miks enfeksiyon olarak yorumlanabilecek bir durum da gözlenebilir. Daha önceki 

çalışmamızda enzim miktarını artırarak kesilmeyen ve mutasyon nedeniyle 

oluştuğunu düşündüğümüz bu kesim profilinin ortadan kalktığını gözlemlemiştik. Bu 

yüzden bu çalışmamızda RFLP sonrası üçlü bant profili gözlemlediğimiz örnekleri 

dilüsyonlar halinde çalışarak DNA yoğunluğunu azaltma yoluna gittik. Her durumda 

ve dilüsyonda da aynı profili gözlemlediğimiz sadece iki örneğin gerçekten vahşi ve 

mutant izolatın beraber olduğu miks enfeksiyon olarak değerlendirdik. 
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 DHPS gen mutasyonlarının dağılımında coğrafik özellikler yanısıra sülfonamid 

kullanım alışkanlıkları gibi faktörlerin de etkili olduğu rapor edilmiştir (75,76). 

Gelişmiş olan ülkelerde profilaksi ve tedavi uygulamalarının daha sağlıklı olması ve 

ilaca ulaşımdaki kolaylıklar, bu ülkelerde saptanan mutasyon sıklıklarının daha 

yüksek olmasının nedenleri olarak gösterilmektedir (76). Gerçekten de Amerika gibi 

gelişmiş ülkelerde % 81’e ulaşan DHPS mutasyonları bildirilirken; gelişmekte olan 

veya az gelişmiş ülkeler arasında sayılan Brezilya’da % 0, Güney Afrika’da % 3,8 

Hindistan’da % 0-6, Çin’de % 0-7, Zimbabve’de % 7,1 gibi düşük oranlar rapor 

edilmiştir (77,78,80–83,125). Güney Afrika’da 2010 yılında yapılan başka bir 

çalışmada ise mutasyonların % 56’ya yükselmiş olması, ülkede son yıllarda gözlenen 

HIV prevalansındaki ve buna bağlı TMP-SMZ profilaksi uygulamalarındaki artışa 

bağlanmıştır (126). Kazanjian ve arkadaşları sulfa dozundan bağımsız olarak bir yıl 

ve üzerinde profilaksi uygulanması ile mutasyon oluşumu arasında istatistiksel bir 

bağlantı olduğunu; mutant suşların kısa süreli profilaksilerde oluşamayabileceğini 

belirtmişlerdir (79). Diğer taraftan herhangi bir sulfa grubu ilaç almamış olmasına 

rağmen dirençli suşların saptandığı çalışmalar da mevcuttur. Jarboui ve arkadaşları 

daha önceden herhangi bir profilaksi almamış olan iki AIDS hastasında mutant suşlar 

saptadıklarını bildirmişlerdir (94). Valerio ve arkadaşları ise PCP gelişmiş 

hastalardan izole ettikleri ve mutasyon saptadıkları P. jirovecii suşlarının 

%71,4’ünde önceden her hangi bir sülfa profilaksisi alınmadığını rapor etmişlerdir 

(121). Totet ve arkadaşları ise yeni doğan bebeklerde mutant şuşların 

saptanabildiğini göstermişlerdir (124). Tüm bu bulgular profilaksi kullanmamış 

hastalarda spontan mutasyonların gelişebileceğini ekarte ettirmemekle birlikte daha 

büyük olasılıkla mutant suşların insanlar arasında geçiş yapabileceği şeklinde 

yorumlanmaktadır. Nahimana ve arkadaşları, hospitalizasyonun bu geçişte büyük bir 

risk faktörü olduğunu belirtmiştir (127).  

 Bizim de bu çalışmamızdaki diğer bir amacımız; saptanacak olası DHPS gen 

mutasyonlarının oluşumunda ilaç selektif baskılamasının olup olmadığının ortaya 

konmasıydı. DHPS gen mutasyonlarının bildirildiği ülkemizdeki diğer çalışmada 55. 

kodon mutasyonu bildirilen dört hastadan üçünün daha önceden kısa sürelerle de olsa 
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TMP-SMX tedavileri veya profilaksileri aldığı bir HIV hastasının ise uzun süreli 

profilaktik tedavi aldığı bildirilmişti. Ancak çalışmamızda sadece iki izolatta 55. 

kodon mutasyonu tespit edebildik. Bu hastaların ise daha önce PCP veya başka bir 

hastalık nedeniyle tedavi ve/veya profilaksiye yönelik sülfonamid aldıklarına yönelik 

bir bilgiye ulaşamadık. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Sonuç olarak daha önce küçük klinik örnek gruplarında gösterilmiş olan mtLU-

rRNA genetik çeşitliliği bu çalışmada bir kez daha ortaya kondu. Buna ek olarak 

ülkemizde ilk kez toplum kökenli örneklerde de bu genetik varyasyonların varlığı 

saptandı. Yaş, cinsiyet ve immün durum gibi faktörlerin genotip dağılımında çok 

etkili olmadığı anlaşılırken altta yatan akciğer hastalıklarının ve hospitalizasyonun 

miks enfeksiyonların oluşumunda kolaylaştırıcı bir faktör olabileceği gösterildi. 

Bununla birlikte genotip farklılığının PCP hastalığının oluşumunda belirleyici bir 

faktör olmadığına dair önemli veriler elde edilmiş oldu. Diğer taraftan ilaç direnci ile 

ilişkilendirilmiş olan DHPS gen mutasyonlarının, toplumumuzda düşük prevalansta 

da olsa bulunabildiği, yine bu çalışmada gösterilmiş oldu. Saptanan genotiplerin ve 

mutasyonların hastalığın şiddeti ve prognozu üzerine etkilerini değerlendirmek için 

PCP tanısı almış hastalar üzerinde ileri çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

 Çalışmada kullanılan rt-PZR yönteminin optimizasyonu ve rutin olarak 

uygulanabilirliğinin sağlanması hastaların tanısındaki sensitivite ve spesifiteyi 

artırmanın yanı sıra; etken kantitasyonu sağlaması nedeniyle kolonizasyon-

enfeksiyon ayrımında klinisyene yol gösterici olacaktır. 

 Son olarak sulfonamid grubu ilaçlara (sulfametaksazol, sulfadoksin, dapson) 

dirençli olan veya olmayan P. jirovecii izolatlarının insanlar arasındaki dağılımının 

belirlenmesi ve risk grubunda bulunan hastaların tedavi ve profilaksi yönetimini 

kolaylaştırması açısından önemlidir. Bu amaçla DHPS nokta mutasyonlarının yeni 

nesil sekanslama gibi daha etkin metodlarla araştırılması başarı şansını artıracaktır. 

Diğer taraftan yine özel probların kullanıldığı ileri rt-PZR uygulamalarıyla bu 

mutasyonların saptanmasına yönelik ileri projeler tasarlanabilir. DHPS 

mutasyonlarının bu şekilde amplifikasyon ile eş zamanlı gösterilmesi gerek maliyet 

gerek de hız açısından laboratuvar hekiminin ve klinisyenin elini oldukça 

güçlendirecektir. 

 Projeden elde ettiğimiz birikimlerin, Avrupa Birliği Çerçeve Programlarına 

dahil olabilme olasılığımızı arttırıp, verilerimizi uluslararası platforma taşıma olanağı 
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sağlayabilir. Ayrıca elde edilen verilerin “Hastane Enfeksiyonları Kontrol Komitesi” 

ile paylaşılması, P. jirovecii enfeksiyonlarının (hastane kökenli) bulaş ve yayılımının 

önlenmesi konusunda yapılacak çalışmalara yol gösterici olacağını ve hastaların 

hastanede kalım süresini ve prognozlarını etkileyeceğini düşünmekteyiz. 
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