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ABSTRACT

Pneumocystis jirovecii is an important opportunistic agent leading to pneumonia in immunocompromised patients. In
this study, the presence of Pjirovecii were investigated by using Giemsa stain, indirect fluorescent antibody (IFA) test and two
different nested polymerase chain reaction (nPCR) assays in respiratory samples obtained from 50 immunocompromised
patients presenting with respiratory symptoms. The target genes used for nested PCR were mitochondrial large subunit ri-
bosomal RNA (MtLSUrRNA) and internal transcribed spacer (ITS) region. Pjirovecii was detected in 7 (14%) and 11 (22%)
respiratory samples by IFA and PCR, respectively, although all samples were negative with Giemsa stain. As a result, IFA and
PCR were found to be rapid and reliable tests for the diagnosis of Pjirovecii infections and they should better be used toget-
her for accurate diagnosis.
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Sayin Editor,

Pneumocyctis jirovecii, 6zellikle immun sistemi baskilanmis kisilerde ciddi pndmoni etkeni olan atipik
fungal bir firsat¢i patojendir. Pneumocyctis pnémonisi (PCP) gelisimi acisindan risk altinda olan kisiler
arasinda, HIV pozitif bireyler, malignensili hastalar, immunostpresif tedavi alan kisiler, transplant alicilari
ve bagisiklik sistemi yetersiz kisiler sayilabilir'. Etkin tedavi ve profilaksiye ragmen AIDS disinda immiin
yetmezligi olan kisilerde bile mortalitenin %15-40 arasinda oldugu bildirilmektedir?. Pjirovecii kiiltiirde
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Immiin Yetmezligi Olan Hastalarin Solunum Yolu Orneklerinde PCR, IFA
ve Giemsa Boyama Yontemleriyle Pneumocyctis jirovecii'nin Arastiriimasi

retilemedigi icin PCP tanisi solunum yolu 6rneklerinde cesitli sitolojik (Giemsa, toluidin mavisi vb.) ve
immiinofloresan boyama yontemleri ile hazirlanmis preparatlarda Pjirovecii kist ve trofozoitlerinin mikros-
kopik olarak gosterilmesi ile konulmaktadir. Son yillarda ise klinik 6rneklerde molekdler yontemlerle mik-
roorganizmanin daha duyarl olarak saptandigi gdsterilmistir3.

Etik Kurul onayt ile (Protokol no: 2011/ 69) gergeklestirilen bu calismaya, Mayis 2011-Agustos 2012
tarihleri arasinda Anabilim Dalimiz Hasta Hizmetleri laboratuvarina gelen, immdin sistemi baskilanmis 50
hastanin solunum yolu 6rnegi alinmistir. Mukuslu 6rnekler TM dithiothreitol (DTT) ile 1/1 oraninda mu-
amele edildikten sonra, digerleri ise herhangi bir 6n islem yapilmadan santrifiij edilmis ve olusan ¢okelti
1 ml fosfath tampon (PBS) ile ¢éziilmiistiir. Orneklerden mikroskopik inceleme icin ikiser preparat hazir-
lanmis; bunlarin biri Giemsa boyasi ile, digeri indirekt floresan antikor (IFA) yontemi (Pneumo cell-Cel-
labs, Avustralya) ile boyanarak incelenmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi icin klinik 6rnek-
lerden DNA izolasyonu ticari kit ile (Qiagen DNeasy Tissue Minikit, Almanya) yapilmis; DNA 6rnekleri
mtLSUrRNA (mitochondrial large subunit ribosomal RNA) ve ITS (internal transcribed spacer) bélgeleri-
ne 6zgll primerlerle, Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 9700 cihazinda, literatir verileri 1siginda “nes-
ted PCR (nPCR)” yoéntemi ile cogaltilmistir®. Orneklerin mikroskopik incelemesinde IFA yéntemiyle 7
(%14) hastada Pjirovecii pozitif bulunmus; Giemsa ile boyanan orneklerin hepsi negatif sonug vermistir.
iki farkli primer dizisi ile gerceklestirilen nPCR yontemiyle 11 (%22) 6rnekte pozitif sonug elde edilmis;
bu 11 6rnegin 2 (%18.2)'sinde sadece mtLSUrRNA'ya 6zgiil dizilerle cogalma gézlenmistir. PCR ile pozi-
tif bulunan doért hasta 6rneginin IFA boyamasinda Pjirovecii tespit edilememistir.

Pjirovecii genellikle AIDS’li hastalarin %80’inde saptanmakta ve olgularin %60’inda baslangi¢ bulgu-
su olarak gériilmektedir’. Bizim calismamizda, HIV pozitif olan (i¢ hastada hem IFA hem de PCR ile Pji-
rovecii pozitif olarak saptanmis; Giemsa boyama ile hicbir hastada pozitiflik bulunamamustir. Klasik boya-
ma yontemlerinin maliyetinin ucuz, calisma siresinin daha kisa olmasi gibi avantajlari olmasina ragmen,
duyarhliklarinin disik, degerlendirmenin subjektif olmasi ve tecriibeli teknisyen gerektirmesi gibi deza-
vantajlari vardir. Tuncer ve arkadaslari® yaptiklari calismada, immiin sistemi baskilanmis hastalara ait bal-
gam orneklerinde Giemsa boyamanin duyarlihidinin disiik oldugunu, tek basina PCR pozitifliginin ise
ézellikle HIV pozitif bireylerde dikkatli yorumlanmasi gerektigini vurgulamislardir. Gupta ve arkadaslar’
ise, immiin yetmezligi olan HIV negatif olgularda tek basina PCR pozitifliginin enfeksiyonun tanisinda ye-
terli olabilecegini 6ne stirmugslerdir. Diger bir caismada da, molekiler yontemlerin mikroskopik yontem-
lere gore duyarlihginin daha yiiksek oldugu, ancak klinik bulgularla beraber yorumlanmasi gerektigi 6ne-
rilmistir®. Calismamizda IFA ve PCR ydntemiyle elde edilen sonuglarin uyumlu oldugu gézlenmistir. So-
nug olarak immdin sistemi baskilanmig hastalarda PCP'nin erken tani ve tedavisinin saglanmasinda Giem-
sa boyama yonteminin yetersiz oldugu, IFA ve/veya PCR’nin rutin olarak uygulanmasi gerektigi diistinil-
mektedir.
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