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OZET

Pneumocystis jirovecii, prematire, yenidogan ve kotli beslenen cocuklar ile kemoterapi alan, transp-
lantasyon yapilan ve AIDS gibi immiin sistemi baskilanmis hastalarda pndmoni etkenidir. Pneumocystis
pnomonisi (PCP), bu hastalarda yliksek morbidite ve mortalite ile seyrettiginden, etkenin hizli ve dogru
tanisi 6nem tasimaktadir. Bu calismada, PCP stipheli hastalardan alinan klinik érneklerde Giemsa boya-
ma (GB), direkt floresan antikor (DFA) testi, (1—3)-3-D-Glukan (BDG) testi ve gercek zamanl polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile Pjirovecii varhiginin arastiriimasi ve yontemlerin karsilastirnlmasi amaclanmuistir.
Calismaya, Aralik 2008-Temmuz 2010 tarihleri arasinda hastanemizin poliklinik ve kliniklerinde, altta ya-
tan hastaliklari nedeniyle tedavi goren PCP slipheli 100 hastaya ait solunum yolu [86 bronkoalveolar la-
vaj (BAL), 8 endotrakeal aspirat, 1 nazotrakeal aspirat, 3 plevra, 2 akciger biyopsisi] ve serum ornekleri
(n=100) dahil edilmistir. Calismaya alinan hastalar (66 erkek, 34 kadin; ortalama yas: 42.04 yil), hema-
tolojik malignensi, bobrek transplantasyonu, nétropeni veya kronik hastaligi olan ve uzun siredir immui-
nosupresif ilag kullanan hastalardir. Solunum yolu 6rnekleri GB (Merck, Almanya), DFA (Pneumo Cel, Cel-
labs, Avustralya) ve PCR (MSG genini hedefleyen primerler ile; LightCycler, Roche, ABD), serum 6rnekle-
ri ise BDG (Fungitell, ACC Inc, ABD) ve PCR yontemleri ile arastinlmistir. Calismamizda, BAL 6rneklerinin
ikisinde GB, DFA ve PCR ile, altisinda sadece PCR ile olmak tizere toplam 8 (%8) crnekte pozitiflik tespit
edilmistir. Serum 6rneklerinin hepsi PCR ile negatif bulunurken; BDG testi ile 29°u pozitif (> 80 pg/ml),
besi stipheli (61-79 pg/ml) ve 66'si negatif (< 60 pg/ml) sonug vermistir. PCR ile Pjirovecii pozitif bulu-
nan sekiz hastanin BDG sonuglari da pozitiftir. Pjirovecii saptanmasinda yontemler arasindaki uyum aras-
tinldiginda; GB ile DFA arasinda ylksek (k= 1) uyum saptanmig; buna karsin PCR ile DFA (k= 0.38), DFA
ile BDG (k= 0.07) ve BAL-PCR ile BDG (k= 0.28) arasindaki uyumun dustiik oldugu izlenmistir. DFA testi
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altin standart olarak alindiginda GB, PCR ve BDG yontemlerinin duyarlilik ve 6zgiillik degerleri sirasiyla,
%100 ve %100; %100 ve %93; %100 ve %67 olarak belirlenmistir. DFA ve PCR altin standart alinarak
BDG testi icin yapilan ROC analizinde; BDG testinin duyarlilik, 6zgilliik, sinir (cut-off) degerleri sirasiyla
%100, %93.9, 494 pg/ml ve %100, %72.8, 62 pg/ml olarak saptanmistir. Verilerimiz, PCP stpheli has-
talarin tanisinda, klinik 6rneklerin GB ve DFA ile incelenmesinin ylksek 6zgiillige (%100) sahip oldugu-
nu, buna karsin BAL-PCR ve BDG testlerinin eklenmesiyle duyarlihgin da yikseldigini (%93) gostermek-
tedir. Bu nedenle Pjirovecii'nin laboratuvar tanisinda, tim bu testlerinin birlikte calisiimasinin uygun ola-
cagi distinulmstdr.

Anahtar s6zciikler: Pneumocystis jirovecii; beta-glukan, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu; Gi-
emsa boyama; direkt floresan antikor testi.

ABSTRACT

Pneumocystis jirovecii causes pneumonia in premature, newborn or malnourished children, as well as
in immunocompromised subjects such as chemotherapy receiving, transplant and AIDS patients. Since
the mortality and morbidity rates of Pneumocystis pneumonia (PCP) in these patients were high, rapid
and accurate diagnosis is important. The aim of this study was to evaluate the diagnostic value of Giem-
sa staining (GS), direct fluorescent antibody (DFA) assay, (1—3)-p-D-Glucan (BDG) test and real-time
polymerase chain reaction (PCR) for the detection of Pjirovecii in clinical specimens. A total of 100 PCP-
suspected patients with underlying diseases who were followed-up in outpatient and inpatient clinics of
our hospital between December 2008-July 2010 were included in the study. All the patients (66 male,
34 female; mean age: 42.04 years) were under long-term immunosuppressive drug therapy due to the-
ir hematological malignancies, kidney transplantation, neutropenia or chronic diseases. Respiratory
samples [86 bronchoalveolar lavage (BAL), 8 endotracheal aspirate, 1 nasotracheal aspirate, 3 pleural, 2
lung biopsy samples] obtained from the patients have been studied with GS (Merck, Germany), DFA
(Pneumo Cel, Cellabs, Australia) and PCR (primers targeting MSG gene, LightCycler, Roche, USA), whi-
le serum samples (n= 100) with BDG (Fungitell, ACC Inc, USA) and PCR methods. In BAL samples two
were found positive by GS, DFA and PCR, and six were positive only by PCR, yielding a total positivity
in 8 (8%) samples. All of the sera were negative with PCR, however 29 of them were positive (> 80
pg/ml), five were equivocal (61-79 pg/ml) and 66 were negative (< 60 pg/ml) with BDG test. Eight pa-
tients with positive results in BAL-PCR were also positive with BDG test. Although the agreement betwe-
en GS and DFA was high (k= 1), it was observed as low between PCR and DFA (k= 0.38), DFA and BDG
(x= 0.07), BAL-PCR and BDG (k= 0.28). DFA taken as the gold standard, the sensitivity and specificity
values of GS, PCR and BDG methods were calculated as 100% and 100%; 100% and 93%; 100% and
67%, respectively. In the ROC analysis performed for BDG test, with DFA and BAL-PCR taken as the gold
standards, the sensitivity, specificity and cut-off values of BDG were estimated as 100%, 93.9% and 494
pg/ml, and 100%, 72.8% and 62 pg/ml, respectively. Our data indicated that, overall specificity was
high (100%) when using GS and DFA tests together, while the sensitivity has been elevated to 93% with
the additional use of PCR and BDG tests, in the diagnosis of PCP-suspected patients. In conclusion, com-
bination of all these tests should be performed for the laboratory diagnosis of Pjirovecii.

Key words: Pneumocystis jirovecii, beta-glucan, real-time polymerase chain reaction, Giemsa staining, di-
rect fluorescent antibody test.

GiRis
Pneumocystis jirovecii, premature, yenidogan, kot beslenen ¢cocuklarda ve immun sis-
temi baskilanmis hastalarda pnomoni etkenidir. Yapilan calismalar, bir¢ok kisinin parazi-
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ti erken donemlerde aldigini, ancak semptomlarin immuin sistemin baskilanmasiyla orta-
ya ¢iktigini gdstermistir'. Pjirovecii'ye baglh pnémoni, immiin yetmezligi olan hastalarda
yuksek morbidite ve mortalite ile seyretmektedir. Bu nedenle AIDS hastalarinda ve im-
min sistem yetmezIligi olan diger hastalarda hizli ve dogru tani, akcigere yerlesen diger
mikroorganizmalardan ayinm ve tedavinin yonlendirilmesi acisindan 6nem tasimakta-
dir'.

Pjirovecii enfeksiyonunun tanisinda, hastalarin timiinden 6rnek elde edilememesi ve
kaltur yapilamamasi nedeniyle, kultir digi erken sonug verebilen laboratuvar testlerinin
kullanilmasi gerekmektedir. Bunlar arasinda ilk sirayi serolojik ve molekiler yontemler al-
maktadir. Bu yontemler; serumda calisilabilmesi, 6rnek alinmasi icin invazif islemlere ge-
rek olmamasi ve kisa slirede (2-4 saat) sonug verebilmesi nedeniyle tercih sebebi olmak-
tadir. Gunlimuzde, Pjirovecii hiicre duvarinda bulunan (1—3)-p-D-Glukan antijeninin
aranmasina yonelik serolojik ve molekiiler ydntemler ticari olarak gelistirilmistir?. Bu ca-
lismada, Pneumocystis pnémonisi (PCP) stipheli hastalarin klinik 6rneklerinde Pjirovecii
varligi, Giemsa, direkt floresan antikor (DFA), (1—3)-p-D-Glukan (BDG) ve gercek za-
manli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemleriyle arastirilarak bu yontemlerin karsi-
lastinlmasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Tip Fakultesi Hastanesi poliklinik ve kliniklerinde Aralik 2008-Temmuz
2010 tarihleri arasinda PCP stpheli 100 hastadan alinarak, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Mikoloji Laboratuvarina gonderilen klinik 6rnekler dahil edildi. Calismaya alinan has-
talar (66 erkek, 34 kadin; ortalama yas: 42.04 yil), hematolojik malignitesi olan, kemo-
terapotik ila¢ kullanan, nétropenik veya kronik hastaligr olup uzun stiredir immuinostip-
resif ilac alan hastalardan olusmakta idi. Calismaya alinan 6rneklerin 86'si bronkoalveolar
lavaj (BAL), 8'i endotrakeal aspirat (ETA), 3'U plevra, 2'si akciger biyopsisi ve 1’i nazotra-
keal aspirat (NTA) olup, ayrica tim hastalardan kan 6rnekleri toplandi. Kan ornekleri, se-
rumlari ayrildiktan sonra BDG testi icin -20°C’de, PCR testi icin -70°C’de mikrobanklar-
da, diger ornekler ise Giemsa boyama, DFA ve PCR testleri calisiimak (izere -20°C’de mik-
robanklarda sakland.

Boyama Yontemleri

Solunum yolu ve doku 6rneklerinden hazirlanan yaymalar metanol ile fikse edildikten
sonra Giemsa (Merck, Almanya) ile boyanarak incelendi. DFA yontemi, Uretici firmanin
(Pneumo Cel; Cellabs Pty Ltd, Avustralya) onerilerine gore uygulandi ve kirmizi zemin-
de elma yesili renkte goriinim pozitif olarak degerlendirildi.

(1—3)-p-D-Glukan (BDG) Testi

BDG diizeyinin saptanmasi icin Fungitell test kiti (ACC Inc, ABD) kullanildi (analitik
duyarlilik: min. 31 pg/ml, maks. 500 pg/ml). Orneklerden > 500 pg/ml sonug elde edil-
diginde sulandirilarak tekrar calisildi. Degerlendirmede, < 60 pg/ml olanlar negatif, > 80
pg/ml olanlar pozitif, 60-79 pg/ml olanlar ise olasi bir fungal enfeksiyon olarak kabul
edildi>*.
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PCR ile Pjirovecii Arastiriimasi

Hastalarin kan ve diger orneklerinden nikleik asit eldesi icin Heliosis DNA izolasyon
sistemi (Metis Biyoteknoloji, Turkiye) kullanildi. Amplifikasyon karigimi 2 yl Mmix [1a so-
lisyon: Lightcycler Fast Start Enzyme, 1b sollsyon: Lightcycler Fast Start Reaction Mixt
Hyb Probe (Fast Start Taq DNA Polymerase, Reaction Buffer dNTP mix with dUTP ya da
dTTP, 10mM MgCl,)], 1.6 pl forward primer (5'-AgTgAAATACAAATCgggCTAg), 1.6 pl
reverse primer (5’-ggCTgTTTCCAAgCCCA), 0.25 pl Prob fc (5’-gCgATAAggTAgTCgA-
AAgggAAAC--FL), 0.25 pl Prob Ic (5'-LC640-gCCCAgAACAgTAATTAAAgCTCCCC--PH),
2.4 pl 25 mM MgCl, ve 6.9 pl dH,0O ile hazirlandi. Amplifikasyon karigimindan her has-
ta icin 15%er pl ve izole edilen DNA'lardan 5’er pl kullanilarak Pjirovecii MSG (Multicopy
Surface Glycoprotein) geni 244 baz ciftlik hedefleri cogaltmak tizere 95°C’de 10 dakika
1 dongi, 95°C’de 10 saniye ve 56°C’de 10 saniye (single read) ve 72°C’de 20 saniye 45
dongu, 95°C’de 20 saniye ve 40°C’de 2 dakika ve 85°C’de 00 saniye 1 déngl, 40°C’de
30 saniye 1 déngii gercek zamanli PCR (LightCycler, Roche, ABD) kullanildi?.

Olusan floresan egrileri LightCycler software version 4 ile degerlendirildi. Floresan eg-
ri; 10, 102, 103, 10, 10° ve 106 titrelerindeki 6 standarda gére cizildi. Negatif kontrol
olarak su kullanilirken pozitif kontrol kullanilmadi.

istatistiksel Analiz

Nitel veriler %100 olarak tanimlandi. Tani kriteri olarak duyarllik ve 6zguilliik hesap-
lamalar yapildi. Testler arasindaki istatistiksel farkhlia McNemar testi ile, testler arasin-
daki uyuma ise kappa (x) katsayisi hesaplanarak bakildi. Anlamlilik seviyesi 0.05 olarak
alindi. Pozitif hastalarda BDG ve BAL-PCR testlerinin sinir (cut-off) degerlerinin belirlene-
bilmesi icin ROC (Receiver Operating Characteristic) analizi uygulandi.

BULGULAR

Calismaya alinan 100 hastadan 8 (%8)’inin BAL orneginde PCR ile Pjirovecii pozitifli-
gi saptanmistir. Bu hastalarin 7 (%87.5)'si erkek, 1 (%12.5)i kadin olup, yas ortalamasi
37.25 yildir. BAL-PCR pozitif 8 hastadan 2’sinin BAL 6rnegi Giemsa ve DFA yontemleriy-
le de pozitif sonug vermistir (Tablo I) (Sekil 1). Serum 6rnekleriyle yapilan PCR testinde
ise hastalarin hicbirisinde pozitiflik belirlenmemistir. BDG testi ile, 29 hastaya ait serum
orneginde pozitif (> 80 pg/ml), 5’'inde olasi (61-79 pg/ml) ve 66’sinda negatif (< 60
pg/ml) sonug tespit edilmistir (Tablo II). PCR ile Pjirovecii pozitif bulunan hastalarin BDG
sonuclari da pozitiftir.

BDG testi icin yapilan ROC analizinde; DFA altin standart olarak alindiginda BDG tes-
tinin duyarlilik, 6zgulliik ve sinir degerleri sirasiyla %100, %93.9 ve 494 pg/ml olarak be-
lirlenmis (p< 0.001); BAL-PCR altin standart olarak alindiginda ise bu degerler sirasiyla
%100, %72.8 ve 62 pg/ml (p< 0.0001) olarak saptanmistir (Sekil 2 A, B).

Giemsa boyama ve DFA ile alinan sonuclar karsilastinldiginda, istatistiksel bir fark bu-
lunmamis (p= 1.00), testler arasi uyumun ytiiksek (x= 1) oldugu belirlenmistir (Tablo III).
DFA ile PCR bulgular karsilastinldiginda, istatistiksel olarak anlaml bir fark (p< 0.05) ve
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Tablo I. Pjirovecii Pozitif Hastalarin Test Sonuglari ve Altta Yatan Hastaliklari

Hasta Giemsa DFA PCR? PCR BDGP Altta yatan
no (BAL) (BAL) (BAL) (Serum) (Serum) hastaliklar*
1 - - 35.09 x 107 - 120 AML, CMV
2 - - 34.36 x 10 - 386 AK

3 - - 32.59 x 10' - 316 KBY, WG

4 - - 31.21 x 10’ - > 523 HIV (+)

5 - - 27.97 x 10? - 93 HL

6 - - 24.58 x 10° - > 523 HIV (+)

7 + + 26.92 x 103 - > 523 BN

8 + + 20.35x10° - > 523 ALL

* AML: Akut miyeloid lI6semi; CMV: Sitomegalovirus hastaligi; AK: Akciger kanseri; KBY: Kronik bobrek yetmezIigi;
WG: Wegener granilomatozii; HIV: insan immiin yetmezlik virusu; HL: Hodgkin lenfoma; BT: Bobrek transplantas-
yonu; ALL: Akut lenfoblastik 16semi; a: Kopya/ml; b: pg/ml.

Sekil 1. Pjirovecii'nin; A) Giemsa ile, B) DFA ile boyanmis gériintiileri.

duslik diizeyde uyum (x= 0.38) saptanmistir (Tablo ). DFA ile BDG testi sonugclari kar-
silastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu (p< 0.05) ve yontemler arasi
uyumun dustik (k= 0.07) oldugu izlenmistir (Tablo I1l). BAL-PCR ile BDG testinin bulgu-
lari karsilastinldiginda ise, sonuclar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlen-
mis (p< 0.05), testler arasi uyumun disiik dizeyde (k= 0.28) oldugu belirlenmistir
(Tablo 11I).
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Tablo Il. BDG Sonuglarina Gére PCR, DFA ve Giemsa Boyama (GB) Sonuglarinin Karsilastiriimasi

BDG (pg/ml)
Pjirovecii > 80 61-79 <60
Pozitif olgular (n= 8)
PCR+, DFA+, GB+ - -
PCR+, DFA-, GB- - -
PCR-, DFA+, GB+ - - -
Negatif olgular (n= 92)
PCR-, DFA-, GB- 21 5 66
A) beta2 B) beta2
1 1
100 100
801 80 [
60 60|
— = |
S 407 < 40]
> >
= =]
[a] F [a) L
20T 20T
- ST P PR ST R 1) T T I
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Ozgiilliik Ozgiilliik

Sekil 2. BDG icin ROC analiz grafigi: A) DFA altin standart alindiginda; B) BAL-PCR altin standart alindiginda
elde edilen grafikler.

Tablo Ill. Pjirovecii Tespitinde Kullanilan Testlerle Alinan Sonuglarin Karsilastirilmasi
DFA BAL-PCR
Pozitif  Negatif Pozitif  Negatif
Giemsa boyama Pozitif 2 - p=1
Negatif - 98 k=1
BAL-PCR Pozitif 2 6 p=0.0031
Negatif - 92 k= 0.38
BDG Pozitif 2 32 p= 0.0001 8 26 p=0.001
Negatif - 66 k= 0.07 - 66 k=0.28
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TARTISMA

Pneumocystis jirovecii pndmonisi (PCP), AIDS’in tanimlamasindan 6nce sporadik ola-
rak ortaya ciktigindan tani yontemleri ile ilgili calismalar sinirlidir. Tanida genellikle, dog-
ru sonug veren ancak invazif bir yontem olan acik akciger biyopsisi ile alinan doku or-
nekleri ya da spontan cikarilmis balgam érnekleri kullanilmistir. Walzer ve arkadaslari®,
194 dogrulanmis ve 381 siipheli PCP olgusunda balgamin tani degerini yaklasik %6 ola-
rak bildirmislerdir. Yapilan diger calismalarda da, invazif tekniklerle alinan orneklerin ta-
nida daha degerli oldugu ifade edilmis; HIV pozitif ve immiin yetmezligi olan ¢ocuklarin
BAL orneklerinde Giemsa ile Pjirovecii saptanma orani %70’in tzerinde oranlara ulagsmis-
trS7. BAL &rneklerinde Giemsa boyama ile Pjirovecii'nin belirlenmesinde, Gomori-Gro-
cott boyama yontemi altin standart olarak alindiginda, duyarlilik ve 6zgdlliik sirasiyla
%60 ve %100 olarak bildirilmektedir?®. Bizim calismamizda, BAL &rneklerinin ikisinde
Giemsa boyama ile pozitiflik saptanmis; bu 6rneklerin BAL-PCR ve DFA ile de pozitif ol-
dudu izlenmigtir. Giemsa boyama ve DFA ile alinan sonuclar karsilastirildiginda, testler
arasi uyumun ytiksek oldugu belirlenmistir (Tablo IlI).

P.jirovecii'nin kist ve trofozoitlerinin floresanla isaretli antikorlar kullanilarak saptanma-
sina olanak veren DFA testi sik kullanilmaktadir®. DFA testi ile Pjirovecii’'nin arastirildigi bir
calismada, PCR referans yontem olarak alindiginda duyarllik %93.8, 6zgiillik %100 ola-
rak bildirilmistir'®. Linder ve arkadaslarinin'’ calismasinda, DFA yéntemiyle Pjirovecii sap-
tanma orani balgam, BAL ve biyopsi ornekleri icin sirasiyla %6, %18 ve %11 olarak be-
lirlenmis; DFA testinin 6zgulliginin yuksek oldugu sonucuna varilmigtir. Diger bir calis-
mada ise, DFA ile 110 BAL 6rneginde %18 oraninda pozitiflik belirlenmis ve duyarlihgin
%93, 6zgilliigiin %100 oldugu rapor edilmistir'2. Bizim calismamizda, DFA ile iki BAL
orneginde Pjirovecii pozitifligi belirlenmis; ancak PCR bulgulan ile karsilastinldiginda
yontemler arasindaki uyumun distk oldugu gorilmistir (Tablo Il1).

Pjirovecii in vitro olarak kultiiri yapilamayan bir mantar oldugu icin, tanida Giemsa ve
DFA yontemlerinin yani sira molekdiler testler de yaygin olarak kullanilmaya baslanmis-
tr21215_ Flori ve arkadaslarinin? calismasinda, PCR’nin duyarliigi %100, 6zgilligi
%84.9 olarak tespit edilmis; sinir deger (cut-off) 10% kopya olarak alindiginda 6zgiillii-
glin %98.6'ya yukseldigi saptanmistir. Yapilan diger calismalarda da, BAL 6rneginde DFA
testi altin standart alindiginda, PCR yonteminin duyarliigi %93-100, 6zgullugu %79.3-
99.1, pozitif ve negatif prediktif degeri ise sirasiyla %59-93.8 ve %99 olarak bildirilmisg;
kisa slirede sonug vermesi ve kolay uygulanabilirligi nedeniyle rutin tani laboratuvarla-
rinda kullanilabilecedi vurgulanmistir'®'213, Bizim calismamizda, PCP siipheli 100 has-
tadan alinan BAL 6rneklerinin %8’i PCR ile pozitif bulunmus; kopya sayilarinin 20.35 x
10°-35.09 x 10" arasinda oldugu saptanmis ve BAL-PCR'nin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif
ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %100, %93, %25 ve %100 olarak hesaplanmistir.
Calismamizda sinir deger 10 kopya olarak alindiginda 6zgiilligin %93'den %98’e yiik-
seldigi gozlenmistir.

Pjirovecii enfeksiyonlarinda, etkenin kanda saptanmasi oldukca nadirdir. Nitekim, HIV
ile enfekte hastalarin kan orneklerinde PCR ile Pjirovecii'nin arastirildigi calismalarda hic
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pozitiflik bildirilmemistir'®!7. Bizim calismamizda da, PCP siipheli hastalarin serum &r-
neklerinin hicbirisinde PCR ile pozitiflik saptanmamis; bu durumun, Pjirovecii enfeksiyo-
nunun solunum yolu ile sinirli kalmasindan kaynaklandigr diistindlmdastar.

Beta-D-Glukan (BDG) testi, invazif fungal enfeksiyonlarin (IFE) tanisinda kullanilan ve
invazif olmayan bir yéntemdir'8. Persat ve arkadaslarinin'® calismasinda, IFE tespiti icin
20 PCP hastasinin da icinde oldugu 279 hastadan alinan serum 6rnegi BDG testi ile ca-
hsilmis; PCP’li hastalarda BDG pozitif olarak bulunmug ve bu yontemin tanida kullanil-
masinin uygun oldugu ifade edilmistir. Benzer olarak yapilan calismalarda; PCP icin BDG
testinin duyarlihgr %98-100, 6zgilligu %89.3-94 olarak saptanmig ve bu yontemin PCP
tanisinda invazif olmayan kullanish ve giivenilir bir test oldugu belirtilmistir?%-22, Bizim
calismamizda BDG testi ile, PCP stipheli 100 hastanin 29'unda pozitif, besinde stpheli,
66'sinda negatif sonu¢ alinmistir. BAL-PCR ile pozitif bulunan sekiz hastanin timiinde
BDG testinin pozitif oldugu gézlenmis ve yontemin duyarlilik, 6zguilliik, pozitif ve nega-
tif prediktif degerleri sirasiyla %100, %67, %5.9 ve %100 olarak hesaplanmistir. BDG
testi ile pozitif sonug alinan diger 21 hasta degerlendirildiginde, bu hastalardan 10’unun
kiltirlerinde Candida ve Aspergillus turlerinin Gremis oldugu belirlenmis ve bu durumun
BDG pozitifligini etkilemis oldugu dusiinilmustdr.

PCP tanisinda BDG testinin kullaniminin arastinldigr calismalarda, duyarlilik %92, 6z-
gullik %65, pozitif ve negatif prediktif degerler sirasiyla %85 ve %80 olarak bildirilmis;
BDG pozitifligi ile PCP varlii arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu sonucu-
na varilmistir>**, Arastirmacilar ayrica, BDG icin yaptiklari ROC analizlerinde sinir deger-
lerinin 31.1-80 pg/ml oldugunu bildirmislerdir>*. Bizim calismamizda, BDG ile BAL-PCR
testlerinin ROC analizinde duyarllik %100, 6zgiillik %72.8 ve sinir degeri 62 pg/ml ola-
rak belirlenmistir (p< 0.0001) (Sekil 2). BDG ile DFA testlerinin ROC analizinde ise du-
yarlilik, 6zgullik ve sinir degerleri sirasiyla %100, %93.9 ve 494 pg/ml olarak saptanmis-
tir (p< 0.001) (Sekil 2).

P.jirovecii pnémonisi diistinulen hastalarda birden fazla yontemin karsilastinldigi gesit-
li calismalar mevcuttur'62326, immiin yetmezlikli hastalardan alinan BAL ve indiiklenmis
balgam orneklerinde PCR ve DFA testi ile Pjirovecii'nin arastirldigi calismalarda; balgam
orneklerinin %71’inde PCR ile, %50'sinde DFA testi ile organizma g0sterilmis; BAL-DFA
testi negatif olanlarin besinde PCR ile pozitiflik tespit edilmis ve PCR’nin DFA testinden
daha duyarl oldugunu bildirilmistir?>2%. Roux ve arkadaslarinin'® BAL ve indiiklenmis
balgam orneklerinde yaptiklari calismada, her iki testin de 6zgulligu %100 olarak sap-
tanmis, duyarlilik degerleri ise DFA i¢cin %43, PCR icin %86 olarak belirlenmistir. indiik-
lenmis balgam, ETA ve BAL orneklerinde yapilan diger calismalarda da, DFA referans
yontem olarak alindiginda PCR'nin duyarlilik, 6zgulliik, pozitif ve negatif prediktif deger-
leri sirasiyla %87.2-98.7, %92.2-94, %51.5-88.2 ve %96.9-9.7 olarak bildiriimekte-
dir?*25, Bizim calismamizda ise DFA testi altin standart olarak alindiginda; Giemsa boya-
ma, PCR ve BDG yontemlerinin duyarlilik ve 6zgulliik degerleri sirasiyla, %100 ve %100;
%7100 ve %93; %100 ve %67 olarak saptanmistir.
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Sonug olarak, PCP on tanili hastalarin laboratuvar tanisinda, klinik drnekler Giemsa

boyama ve DFA yontemleri ile incelendiginde 6zguilliik ytksek iken, BAL-PCR ve BDG
testlerinin eklenmesiyle duyarlilik da ylkselmektedir. Bu nedenle tanida Giemsa boyama,
DFA, PCR ve BDG testlerinin birlikte ¢alisilmasinin uygun olacagi distindlmdastur.
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