
Pneumocystis jirovecii İzolatlarının Dihidropteroat 
Sentaz (DHPS) Gen Mutasyonları ve Mitokondriyal 

Büyük Alt Birim (mtLSU) rRNA Genotip 
Varyasyonlarının Belirlenmesi

Dihydropteroate Synthase (DHPS) Gene Mutations and 
Mitochondrial Large Subunit (mtLSU) rRNA Genotype 

Variations in Pneumocystis jirovecii Strains

Harun GÜLBUDAK1(ID), Candan ÖZTÜRK1(ID), Sibel KUYUGÖZ2(ID), 
Seda TEZCAN ÜLGER1(ID)
1 Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Mersin.
1 Mersin University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Mersin, Turkey. 
2 Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi, Enfeksiyon Hastalıkları ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Mersin.
2 Mersin University Faculty of Medicine, Department of Infectious Diseases and Clinical Microbiology, Mersin, Turkey.

* Bu çalışma, Mersin Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından desteklenmiş olup (Proje no: 2017-1-TP3-
2262), Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalında doktora tezi olarak hazırlanan çalışmanın 
bir bölümünü oluşturmaktadır.

** Bu çalışma, TMC 2020 Çevrim İçi Mikrobiyoloji Sempozyumu (25-27 Aralık 2020, Türkiye)’nda poster olarak sunulmuştur.

ÖZ

Pneumocystis jirovecii, HIV/AIDS ve immün sistemi baskılanmış hastalarda Pneumocystis pnömonisine 
(PCP) neden olan atipik bir fungustur. PCP profilaksi ve tedavisinde sülfa ve sülfon grubu içeren ilaçlar 
yaygın olarak kullanılır. Özellikle trimetoprim sulfametoksazol (TMP-SMX)’un, uzun süreli kullanılması 
P.jirovecii dihidropteroat sentaz (DHPS) geninde ilaç direnci ile ilişkili belirli nokta mutasyonlara neden 
olmaktadır. Ayrıca, DHPS ve mitokondriyal büyük alt birim [mitochondrial large subunit (mtLSU)] rRNA 
genotip karakterizasyonu P.jirovecii epidemiyolojisi hakkında önemli veri sağlamaktadır. Bu çalışmada, 
Mersin Üniversitesi Hastanesinde, immün sistemi baskılanmış hastalardan izole edilen P.jirovecii izolat-
larının DHPS ve mtLSU rRNA gen bölgesi polimorfizmlerinin araştırılması amaçlanmıştır. Bu çalışmaya, 
Ağustos 2016-Şubat 2018 tarihleri arasında 96 hasta örneğinden mtLSU-rRNA nested PCR ile pozitif 
bulunan 16 P.jirovecii örneği dahil edilmiştir. P.jirovecii mtLSU rRNA genotipleri dizi analizi yapılarak 85. ve 
248. nükleotit pozisyonundaki polimorfizmlere göre belirlenmiştir. DHPS bölgesi, 165. ve 171. nükleotit 
pozisyonları mutasyon analizi için nested PCR ve RFLP yöntemi uygulanmıştır. DHPS mutasyon analizinde 
16 P.jirovecii örneğinin 12 (%75)’sinde vahşi tip (W165/W171), 4 (%25)’ünde ise mutant tip (M165/
W171) tespit edilmiştir. Mutant tiplerin ikisi PCP ve HIV/AIDS tanısı ve profilaksi öyküsü olan; diğer ikisi 
kolonizasyon tespit edilen hasta örnekleridir. Çalışmadaki 16 hastanın 3 (%19)’ünde profilaksi öyküsü 
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kaydedilmiş ve bu 3 hastanın ikisinde mutant tip saptanmıştır. mtLSU-rRNA analizine göre 16 P.jirovecii 
izolatından 3 farklı genotip elde edilmiştir. Bölgemizde en sık genotip 2 %43.75 (n= 7), ikinci sıklıkta ge-
notip 1 %37.5 (n= 6) ve en az genotip 3 %18.75 (n= 3) tespit edilmiştir. Bölgemizde genotip 4 görülme-
miştir. DHPS ve mtLSU-rRNA multilokus olarak değerlendirildiğinde beş farklı genotip gözlenmiştir. Sonuç 
olarak, bu bulgular bölgemizdeki P.jirovecii epidemiyolojisi hakkında önemli veriler sağlamış ve potansiyel 
ilaç dirençli suşların immünsupresif hastalarda bulaş riski taşıdığını göstermiştir. Bölgemizde ve ülkemizde 
P.jirovecii epidemiyolojisini daha iyi tanımlayabilmek için daha fazla P.jirovecii izolatını içeren çok merkezli 
çalışmalara gereksinim vardır.

Anahtar kelimeler: Pneumocystis jirovecii; dihidropteroat sentaz (DHPS) mutasyonu; mtLSU rRNA analizi; 
genotiplendirme.

ABSTRACT

Pneumocystis jirovecii is an atypical fungus that causes Pneumocystis pneumonia (PCP) in HIV/AIDS and 
immunocompromised patients. Antibiotics containing sulfa and sulfone groups are widely used in PCP 
prophylaxis and treatment. Especially, long-term use of trimethoprim sulfamethoxazole (TMP-SMX) is 
known to cause certain point mutations associated with drug resistance in the P.jirovecii dihydroptero-
ate synthase (DHPS) gene. In addition, DHPS and mitochondrial large subunit (mtLSU) rRNA genotype 
characterization provides important data on the epidemiology of P.jirovecii. In this study, it was aimed to 
investigate the DHPS and mtLSU rRNA gene polymorphisms of P.jirovecii strains isolated from immuno-
compromised patients in Mersin University Hospital. In this study, 16 P.jirovecii positive samples, which iso-
lated from 96 patients samples, between August 2016 and February 2018, were included. P.jirovecii mtLSU 
rRNA genotypes were determined by sequence analysis according to polymorphisms at the 85th and 248th 
nucleotide positions. Nested PCR and RFLP method was applied for mutation analysis of DHPS locus, 165th 
and 171st nucleotide positions. In the DHPS mutation analysis, 12/16 (75%) wild type (W165/W171) and 
4/16 (25%) mutant type (M165/W171) were detected. Two mutant types belonged to HIV/AIDS positive 
patients with PCP and had a history of prophylaxis; the other 2 mutant types belonged to patients with 
colonization. In the study, a history of prophylaxis in 3 (19%) of the 16 patients were recorded, and mu-
tant type was detected in these 2 of 3 patients. According to mtLSU-rRNA analysis, 3 different genotypes 
were obtained from 16 P.jirovecii isolates. In our region, genotype 2 (43.75%; n= 7) was the most common 
genotype, genotype 1 (37.5%; n= 6) was the second common and genotype 3 (18.75%; n= 3) was the 
least one. Genotype 4 was not detected in our region. When DHPS and mtLSU-rRNA were evaluated as 
multilocus, five different genotypes were observed. As a result, these findings provided important data on 
P.jirovecii epidemiology in our region and potential drug-resistant strains showed a risk of transmission in 
immunosuppressive patients. Multicenter studies involving more P.jirovecii isolates are needed to better 
define the epidemiology of P.jirovecii in our region and in our country.

Keywords: Pneumocystis jirovecii; dihydropteroate synthase (DHPS) mutation; mtLSU rRNA analysis; ge-
notyping.

GİRİŞ

Pneumocystis jirovecii, önceki adıyla Pneumocystis carinii, immün sistemi baskılanmış 
hastalarda fırsatçı enfeksiyona neden olan atipik bir fungustur1. P.jirovecii enfeksiyonu 
kistlerin solunum yoluyla alınması sonucu bulaşmakta ve genellikle asemptomatik seyret-
mektedir. Ancak immünsupresif hastalarda ve özellikle AIDS’lilerde ciddi pnömoniye ne-
den olmaktadır1,2. Pneumocystis pnömonisi (PCP), önceki yıllarda insan immün yetmezlik 
virüsü/kazanılmış immün yetmezlik sendromu (HIV/AIDS) ilişkili bir hastalık olarak bili-
nirken, günümüzde profilaksi ve antiretroviral tedavi ile birlikte AIDS ilişkili PCP insidansı 
büyük oranda azalmış; kemoterapi, kortikosteroid ve antirejeksiyon gibi immün sistemi 
baskılayıcı tedavi alan hasta sayısının artmasıyla, HIV negatif hastalarda daha yaygın hale 
gelmiştir2.
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PCP’den korunma ve tedavide, sülfa ve sülfon grubu içeren ilaçlar yaygın olarak kulla-
nılmaktadır. Trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SMX), PCP profilaksi ve tedavisinde kul-
lanılan primer ilaçtır3,4. Sülfametoksazol, para-aminobenzoik asidin (PABA) yapısal ana-
loğu olup PABA, folat sentez yolunun temel bileşeni olan dihidropteroat sentaz (DHPS) 
enziminin doğal substratıdır4,5. P.jirovecii’de, DHPS enzimini kodlayan folik asit sentez 
(fas) genindeki iki sinonim olmayan nokta mutasyon, sülfa türevi ilaçlara önceden maruz 
kalma ile ilişkilidir4,6-8. DHPS bölgesi 165 (A→G) ve 171 (C→T) nükleotit pozisyonlarında 
meydana gelen bu mutasyonlar, enzimin aktif bölgesindeki proteinde, 55 (Thr→Ala) ve 
57 (Pro→Ser) amino asit dizilerinde, yapısal değişime neden olmaktadır4,5,9. Sülfa türe-
vi ilaçların bağlanma bölgesinde meydana gelen değişiklikler ilacın afinitesini ve inhibi-
tör etkisini azaltarak, tedavi ve profilakside başarısızlığa neden olur4,6,8. P.jirovecii kültür 
yöntemleri ile üretilemediği için, ilaç direnci çalışmaları DHPS lokus mutasyon analizine 
dayanmaktadır4. 

P.jirovecii genotipleri ve DHPS mutant suşların dağılımı coğrafik bölgelere ve şehirlere 
göre farklılık göstermektedir10. P.jirovecii genotip karakterizasyonu için DHPS lokus po-
limorfizmi dışında mitokondriyal büyük alt birim (mitochondrial large subunit, mtLSU) 
rRNA, “internal transcribed spacer (ITS)” 1 ve 2, sitokrom b ve süperoksit dismutaz gibi 
farklı lokusların hedeflendiği moleküler tiplendirme yöntemleri kullanılmaktadır10-12. Bu 
yöntemler arasında mtLSU rRNA ve ITS lokusları en sık kullanılan gen bölgeleridir. MtLSU 
rRNA tiplendirme için bildirilen polimorfizm miktarı ITS’den daha azdır, ancak gözlenen 
varyasyonlar, epidemiyolojik soruların ele alınmasında yararlıdır. Bu yöntem, amplifikas-
yon ve sekans analizine dayanır, genotipler 85. ve 248. nükleotit pozisyonlarındaki poli-
morfizmlere göre belirlenmektedir10,11.

Moleküler tiplendirme çalışmaları P.jirovecii’nin insandan insana bulaş sonucu yayıla-
bileceğini gösterir13. Bu yüzden, DHPS bölge mutasyon analizi yapılması ve mtLSU rRNA 
genotiplerinin belirlenmesi, P.jirovecii potansiyel ilaç direnci ve epidemiyolojisi hakkında 
veri sağlar. Bu çalışmada, Mersin Üniversitesi Hastanesinde, immün sistemi baskılanmış 
hastalardan izole edilen P.jirovecii suşlarının DHPS bölge mutasyonları ve mtLSU rRNA 
gen bölgesi polimorfizmlerinin araştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışma, Mersin Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu onayı ile gerçekleştirildi 
(Tarih: 09.06.2016 ve Karar no: 2016/177).

Hastalar ve Örnekler

Bu çalışmaya, Ağustos 2016-Şubat 2018 tarihleri arasında Mersin Üniversitesi Hasta-
nesinde, %75’i immün sistemi baskılayıcı tedavi alan 96 hasta örneğinden (88 balgam, 
6 trakeal aspirat ve 2 bronkoalveolar lavaj) “mtLSU-rRNA nested” polimeraz zincir reak-
siyonu (PCR) sonucu pozitif olan 16 P.jirovecii DNA örneği dahil edildi14. Çalışmaya dahil 
edilen hastaların 11 (%69)’i erkek, 5 (%31)’i kadın ve yaş ortalaması 61 ± 12 (yaş aralığı; 
40-82) idi. Hastaların altta yatan hastalıklara göre dağılımı ise; altısı kanser, üçü hemato-
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lojik malignite, üçü HIV/AIDS, ikisi kronik obstruktif akciğer hastalığı (KOAH) ve ikisi in-
tersitisyel akciğer hastalığı şeklindeydi. On altı hastanın on biri (%68.75) immünsupresif 
tedavi alan (biri HIV pozitif non-Hodgkin lenfoma), üçü (%18.75) immünkompetan ve 
diğer ikisi (%12.5) yalnızca HIV/AIDS’ti. P.jirovecii tespit edilen hastalarda PCP, olası PCP 
ve kolonizasyon gibi enfeksiyonun klinik olarak sınıflandırılması daha önce araştırmacılar 
tarafından kullanılan kriterlere dayanarak; mikroskopi, PCR, klinik ve radyolojik bulgulara 
göre yapıldı15,16. Buna göre, P.jirovecii saptanan hastaların beşi kesin PCP (HIV/AIDS, n= 
3; akciğer kanseri, n= 1; interstisyel akciğer hastalığı, n= 1); üçü olası PCP (multipl mye-
lom, n= 1; interstisyel akciğer hastalığı, n= 1; kolanjiosellüler karsinom, n= 1) ve sekizi 
kolonizasyon olarak tanımlandı14.

P.jirovecii mtLSU-rRNA PCR ve Genotip Analizi

Mukoid yapıda olan solunum yolu örnekleri, %0.3’lük 1,4-dithiothreitol (DTT) ile 
muamele edilerek homojenize hale getirildi. Örneklerin DNA izolasyonu “QIAamp DNA 
blood mini kit” (Qiagen, Almanya) ile kan ve vücut sıvılarından DNA izolasyon protokolü 
uygulanarak yapıldı.

P.jirovecii mtLSU rRNA gen bölgesini hedefleyen nested PCR yönteminde birinci tur 
PCR için pAZ102-E ve pAZ102-H; ikinci tur PCR için pAZ102-X ve pAZ102-Y primerleri 
kullanıldı17. Her bir örneğin PCR amplifikasyonu 50 μl’lik reaksiyon hacminde gerçekleş-
tirildi. Birinci tur için PCR reaksiyon karışımı; 5 μl 10XPCR tampon, 2 μmol/μl MgCl2, 0.2 
μmol/μl dNTP karışımı, 0.25 pmol/μl her bir primer, 1.25 U Taq DNA polimeraz ve 8 μl 
kalıp DNA’sı içermektedir. İkinci tur PCR bileşenleri benzer şekilde hazırlandı ve birinci 
tur PCR ürününden 3 μl örnek, kalıp DNA olarak kullanıldı. Örneklerin amplifikasyon ko-
şulları birinci tur için; 94°C’de 5 dakika başlangıç denatürasyonu, arkasından 40 döngü 
94°C’de 1 dakika denatürasyon, 55°C’de 1 dakika bağlanma ve 72°C’de 1.5 dakika uza-
ma basamakları ve arkasından 72°C’de 5 dakika son uzama basamağı şeklinde uygulan-
dı. İkinci tur amplifikasyon için primer bağlanma sıcaklığı 50°C olacak şekilde aynı termal 
döngü koşulları kullanıldı. Birinci ve ikinci tur PCR ürünlerinden sırasıyla 346 ve 263 baz 
çifti (bp) uzunluğunda bant elde edilen örnekler pozitif olarak değerlendirildi. 

İkinci tur PCR amplifikasyon ürünlerine “Bigdye terminator v3.1 cycle sequencing” 
(Applied Biosystems, ABD) kit kullanılarak dizi analizi gerçekleştirildi. Dizi analizi verileri 
ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) kromatogram şeklinde 
toplandı. Dizi analizi sonuçları Chromas programı (Versiyon 2.6.6 Technelysium Pty Ltd, 
Avustralya) ile değerlendirildi. Elde edilen diziler ve referans Pneumocystis dizisi (Genbank 
accession number M58605.1)18, çoklu gen hizalama programı olan Clustal X (Versiyon 
2.1, İrlanda) ile karşılaştırıldı ve genotip analizi 85. ve 248. nükleotit pozisyonundaki 
polimorfizmlere göre yapıldı. 

Genotip analiz değerlendirmesi Pneumocystis mtLSU-rRNA genotipleri daha önce ta-
nımlanmış polimorfizmlere göre yapıldı; genotip 1: 85C/248C, genotip 2: 85A/248C, 
genotip 3: 85T/248C ve genotip 4: 85C/248T şeklindedir10.
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DHPS Gen Bölgesi PCR ve Mutasyon Analizi

Çalışmada, DHPS bölge mutasyon analizi için ilk olarak DHPS gen bölgesini hedefle-
yen nested PCR yöntemi uygulandı. Birinci tur PCR için F1 (5′-CCT GGT ATT AAA CCA 
GTT TTG CC-3′) ve B45 (5′-CAA TTT AAT AAA TTT CTT TCC AAA TAG CAT C-3′); ikinci 
tur PCR için AHUM (5′-GCG CCT ACA CAT ATT ATG GCC ATT TTA AAT C-3′) ve BN (5′-
GGA ACT TTC AAC TTG GCA ACC AC-3′) primerleri kullanıldı9,10. Her bir örneğin PCR 
amplifikasyonu 50 μl’lik reaksiyon hacminde gerçekleştirildi. Birinci tur PCR için reaksiyon 
karışımı; 5 μl 10X PCR tamponu, 2 μmol/μl MgCl2, 0.2 μmol/μl dNTP karışımı, 0.25 
pmol/μl her bir primer, 1.25 U Taq DNA polimeraz ve 6 μl örnek DNA’sı içermektedir. 
İkinci tur PCR bileşenleri benzer şekilde hazırlandı ve birinci tur amplifikasyon ürününden 
3 μl örnek, kalıp DNA olarak kullanıldı. 

Termal döngü profili, ilk tur için 40 döngü, ikinci tur için 35 döngü olarak uygu-
landı. Örneklerin amplifikasyon koşulları birinci tur için; 94°C’de 5 dakikalık başlangıç 
denatürasyonu, ardından 40 döngü; 94°C’de 1 dakika denatürasyon, 53°C’de 1 dakika 
bağlanma ve 72°C’de 1.5 dakika uzama basamakları ve arkasından 72°C’de 5 dakika 
son uzama basamağı şeklinde uygulandı. İkinci tur amplifikasyon için primer bağlanma 
sıcaklığı 55°C olacak şekilde aynı termal döngü programı kullanıldı. 

Amplifikasyon ürünleri, 0.5 μg/ml etidyum bromür içeren %1’lik agaroz jelde 120 
voltta 40 dakika elektroforez uygulandıktan sonra ultraviyole altında görüntülendi. Birin-
ci ve ikinci tur PCR ürünlerinden beklenen bantlar sırasıyla, 895 ve 371 bp uzunluğun-
dadır9. 

DHPS gen bölgesi mutasyon analizi için, ikinci tur PCR ürünlerine, AccI (Thermo scien-
tific, ABD) ve HaeIII (Thermo scientific, ABD) restriksiyon enzimleri kullanılarak “restricti-
on fragment length polymorphism (RFLP)” yöntemi uygulandı. RFLP reaksiyonu, her bir 
örnek için AccI ve HaeIII enzimi ile iki ayrı 21 µl hacimli (9 µl PCR ürünü, 2 µl 10Xbuffer, 
9 µl steril distile su ve 1 µl restriksiyon enzimi [10U/µl stok]) reaksiyon karışımı hazırlandı, 
örnekler 37°C’de 16 saat inkübe edildikten sonra 80°C’de 20 dakika termal inaktivasyon 
uygulandı. RFLP reaksiyonu ile kesim işlemi yapılan ürünler, etidyum bromür içeren %2’lik 
agaroz jelde 120 voltta 50 dakika elektroforeze tabi tutulduktan sonra ultraviyole ışık altın-
da görüntülendi. Çalışmada restriksiyon analizi üç defa tekrar edilerek doğrulandı.

Mutasyon analiz değerlendirmesi DHPS gen bölgesindeki 165. (Kodon 55) ve 171. 
(Kodon 57) nükleotit pozisyonlarındaki olası mutasyonlar elektroforez görüntülerinden 
elde edilen restriksiyon profillerine göre yapıldı. Mutasyonların restriksiyon enzim aktivi-
tesini inhibe etmeleri nedeniyle, AccI enzimi ile reaksiyona giren örnek kodon 55 mutas-
yonu olmayan vahşi tip (W165) ise, 229 ve 142 bp uzunluğunda iki bant oluştururken; 
mutasyon (M165) varlığında 371 bp uzunluğunda kesilmemiş tek DNA parçası olarak 
kalmaktadır. HaeIII enzimi ile reaksiyona giren örnek kodon 57 mutasyonu olmayan vah-
şi tip (W171) ise 221, 131 ve 19 bp uzunluğunda üç bant oluşturur, ancak en küçük 
parçanın elektroforezde görüntülememesi nedeniyle iki bant görülmektedir. Mutasyon 
(M171) varlığında ise 352 ve 19 bp uzunluğunda iki bant izlenmektedir9.
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BULGULAR

Çalışmaya dahil edilen 16 P.jirovecii pozitif hasta örneğinin tamamından mtLSU-rRNA 
genotipleri ve DHPS gen bölgesi mutasyon analizi sonuçları elde edilmiştir.

Genotip analizi, mtLSU-rRNA bölgesi 85. ve 248. nükleotit pozisyonlarındaki polimor-
fizme göre yapılmıştır. On altı P.jirovecii izolatından üç farklı genotip elde edilmiştir. Ge-
notip dağılımına göre bölgemizde en yaygın görülen genotip; (%43.75, n= 7) genotip 
2 (85A/248C) olurken, ikinci sıklıkta (%37.5, n= 6) genotip 1 (85C/248C) ve üçüncü 
sıklıkta (%18.75, n= 3) genotip 3 (85T/248C) tespit edilmiştir (Tablo I). Bölgemizde ge-
notip 4 (85T/248T) görülmemiştir.

DHPS gen bölgesi 165. (kodon 55) ve 171. (kodon 57) nükleotit pozisyonlarına göre 
16 P.jirovecii örneğinin 12 (%75)’sinde mutasyon bulunmayan vahşi tip (W165/W171), 
4 (%25)’ünde ise mutant tip (M165/W171) tespit edilmiştir (Şekil 1, Tablo II). Mutant 
tip tespit edilen hastaların ikisinin PCP’si olan HIV/AIDS hastası ve profilaksi öyküsü olan 
hastalar olduğu saptanmıştır. Mutant tip bulunan diğer iki hastanın ise P.jirovecii koloni-
zasyonu tanımlanan, biri lenfoma tanılı kemoterapi tedavisi almış ve diğeri akciğer kanse-
ri tanısı konmuş hastalar olduğu tespit edilmiştir. Çalışmadaki 16 hastanın 3 (%19)’ünde 
profilaksi öyküsü olduğu görülmüş ve bu 3 hastanın ikisinde mutant tip saptanmıştır.

Tablo I. P.jirovecii mtLSU-rRNA Genotip Analizi

MtLSU-rRNA Genotipleri Nükleotit  pozisyonları Hasta sayısı n= 16 (%) 

1 85/C; 248/C 6 (37.5)

2 85/A; 248/C 7 (43.75)

3 85/T; 248/C 3 (18.75)

4 85/C; 248/T -

Şekil 1. P.jirovecii DHPS gen bölgesi PCR RFLP agaroz jel elektroforez görüntüsü. Kolon M: Moleküler ağırlık 
belirteci (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Scientific); Kolon 1: DHPS nested PCR ikinci tur amplifi-
kasyon ürünü (371 bp); Kolon 2-5: HaeIII ile wild tip örneğin enzimatik kesim reaksiyon ürünü (221 bp, 131 
bp). Kolon 6-8: AccI ile wild tip örneğin enzimatik kesim reaksiyon ürünü (229 bp, 142 bp). Kolon 9-10: AccI 
ile mutant tip örneğin enzimatik kesim reaksiyon sonucu (371 bp).
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DHPS ve mtLSU-rRNA lokusları birlikte multilokus olarak değerlendirildiğinde iki böl-
gesinin olası 16 genotip kombinasyonundan beşi gözlenmiştir. Multilokus genotipler 
(mtLSU/DHPS); G2/G1 6 (%37.5), G1/G1 3 (%18.75), G1/G2 3 (%18.75), G3/G1 3 
(%18.75) ve G2/G2 1 (%6.25) olarak gözlenmiştir. En yaygın multilokus genotip, her bir 
lokustaki en yaygın genotip kombinasyonlarından elde edilmiştir (Tablo III).

TARTIŞMA

Mikroorganizmaların epidemiyolojik bulaş yollarının tespit edilmesi hastalığa karşı 
kontrol önlemleri geliştirmek açısından önemlidir. Moleküler genotiplendirme çalışmala-
rı, P.jirovecii genotiplerinin coğrafik bölgelere ve şehirlere göre farklılık gösterdiğini orta-
ya koymuştur10. Ayrıca, hastalardan izole edilen genotiplerin hastaların doğduğu şehirle 
ilişkili olmadığı, hastanın yaşadığı şehir ya da tanının konduğu yer ile ilişkili olduğu bil-
dirilmiştir10. Translasyon sırasında mitokondriyal ribozoma peptidil transferaz aktivitesi 
sağlayarak temel metabolik mekanizmalarda rol oynayan, mtLSU rRNA geni, farklı coğrafi 
bölgelerden P.jirovecii izolatlarının genetik karakterizasyonu için yaygın olarak kullanıl-
maktadır11. Bu çalışmada, mtLSU-rRNA bölgesi 85. ve 248. nükleotit pozisyonlarındaki 
polimorfizme göre 16 P.jirovecii izolatından üç farklı genotip elde edilmiştir. Bölgemizde 
genotip 2 (n= 7; %43.75) en yaygın görülen genotip olurken, ikinci sıklıkta genotip 1 (n= 
6; %37.5) ve en az genotip 3 (n= 3; %18.75) tespit edilmiştir. Ülkemizden daha önce 
bildirilen mtLSU-rRNA genotiplendirme çalışmasına rastlanmamıştır. Farklı coğrafyalar-
daki çalışmalarda İtalya, Polonya ve Küba’dan bu çalışmadaki genotip dağılımına benzer 
şekilde genotip 2 en sık, genotip 1 ikinci sıklıkta ve genotip 3 üçüncü sıklıkta bildirilmiş-
tir12,19,20. Hindistan’da genotip 2 en sık ve İran’da ise ikinci sıklıkta tespit edilmiştir21,22. 
ABD, İspanya, Portekiz ve Kore’de genotip 1 en sık görülen P.jirovecii genotipidir10,11,23,24. 
Genotip dağılımındaki bu farklı epidemiyolojik bulgular, P.jirovecii’deki genetik varyas-
yonların coğrafik bir bileşene sahip olduğunu ve P.jirovecii suşlarının insanlar arasındaki 
sirkülasyonunu etkileyebileceğini göstermektedir.

TMP-SMX, PCP profilaksi ve tedavisinde ilk seçenek ilaçtır3. Ancak, sülfa grubu ilaçların 
yaygın olarak kullanılması tedavi ve profilakside başarısızlığa neden olan mutasyonlara yol 

Tablo II. P.jirovecii DHPS Mutasyon Analizi

DHPS genotipler Nükleotit (Aminoasit) Hasta sayısı n= 16 (%)

165 (55) 171 (57)

1 Vahşi tip (W165/W171) A (Thr) C (Pro) 12 (75)

2 Mutant tip (M165/W171)a G (Ala) C (Pro) 4 (25)

3 Mutant tip (W165/M171)b A (Thr) T (Ser) 0

4 İkili mutant tip (M165/M171)c G (Ala) T (Ser) 0

DHPS: Dihidropteroatesentaz.
a: Mutant tip; 165. nükleotit pozisyonunda (55. aminoasit pozisyonu) mutasyon.
b: Mutant tip; 171. nükleotit pozisyonunda (57. aminoasit pozisyonu) mutasyon.
c: İkili mutant tip; 165. ve 171. nükleotit pozisyonunda mutasyon olan mutant tip.
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Tablo III. P.jirovecii mtLSU-rRNA ve DHPS Multilokus Genotipleri

Hasta no
Örnek 
tarihi Klinikler

MtLSU 
rRNA tip DHPS tip Profilaksi

Multilokus 
mtLSU/DHPS

2 21.02.2017 Nefroloji 
servisi

85C/248C M165/W171 - G1/G2

6 11.01.2018 Göğüs 
Hastalıkları 

servisi

85C/248C M165/W171 - G1/G2

8 31.03.2017 Enfeksiyon 
servisi

85C/248C M165/W171 Var G1/G2

20 06.02.2017 Hematoloji 
servisi

85C/248C W165/W171 - G1/G1

28 24.11.2016 Hematoloji 
servisi

85C/248C W165/W171 - G1/G1

32 02.12.2016 Göğüs 
Hastalıkları 

servisi

85C/248C W165/W171 - G1/G1

56 27.04.2017 Göğüs 
Hastalıkları 

servisi

85A/248C W165/W171 - G2/G1

62 09.03.2017 Onkoloji 
servisi

85A/248C W165/W171 - G2/G1

68 11.01.2018 Onkoloji 
servisi

85A/248C W165/W171 - G2/G1

73 04.04.2017 Enfeksiyon 
YBÜ

85A/248C W165/W171 Var G2/G1

86 04.05.2017 Göğüs 
Hastalıkları 

servisi

85A/248C W165/W171 - G2/G1

90 07.02.2017 Onkoloji 
servisi

85A/248C W165/W171 - G2/G1

98 28.02.2018 Enfeksiyon 
servisi

85A/248C M165/W171 Var G2/G2

60 06.02.2017 Göğüs 
Hastalıkları 

servisi

85T/248C W165/W171 - G3/G1

70 20.03.2017 Göğüs 
Hastalıkları 

servisi

85T/248C W165/W171 - G3/G1

85 22.04.2017 Göğüs 
Hastalıkları 

servisi

85T/248C W165/W171 - G3/G1

YBÜ: Yoğun bakım ünitesi.
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açmaktadır4,6-8. P.jirovecii kültür yöntemleri ile üretilemediği için, ilaç direnci çalışmaları 
DHPS bölge mutasyon analizine dayanmaktadır. Dünya genelinde %0-81 arasında deği-
şen P.jirovecii DHPS mutasyon oranı bildirilmiştir4. Çalışmamızda, P.jirovecii tespit edilen 
16 hastanın 12 (%75)’sinde vahşi tip (W165/W171), 4 (%25)’ünde mutant tip (M165/
W171) tespit edilmiştir. On altı hastanın 3 (%19)’ünde profilaksi öyküsü vardır ve bu üç 
hastanın ikisinde mutant tip saptanmıştır. Mutant tip tespit edilen hastaların ikisi PCP 
tanısı olan HIV pozitif ve profilaksi öyküsü olan hastalardır. Mutant tip bulunan diğer iki 
hasta ise P.jirovecii kolonizasyonu tanımlanan, biri lenfoma tanılı kemoterapi tedavisi almış 
ve diğeri akciğer kanseri tanısı konmuş hastalardır. Ülkemizden DHPS mutasyonu araştı-
rılan sadece bir çalışma bildirilmiştir. Özkoç ve arkadaşları İzmir’de yaptıkları çalışmada25 
DHPS amplifikasyonu elde edilen 28 P.jirovecii örneğinin tamamını vahşi tip olarak tespit 
etmişler ve mutasyon bildirmemişlerdir.

Gelişmiş ülkelerde yapılmış çalışmalarda daha yüksek mutasyon oranı bildirilmiştir. 
ABD’de HIV pozitif PCP’li hastalardan izole edilen P.jirovecii örnekleri ile yapılan çalış-
malarda %81’e ulaşan mutasyon oranı bildirilmiştir6-8,10. Avrupa ülkelerinde; Fransa’dan 
%3-33, İspanya’dan %22-28, İtalya’dan %0-9, İsviçre’den %7.5, Portekiz’den %7, 
Almanya’dan %1.2 ve İsveç’ten 0 oranında mutasyon bildirilmiştir5,9,11,19,26-29. Gelişmek-
te olan ülkelerde ise, Güney Afrika’dan %56, Şili’den %48, İran’dan %14.7, Çin’den %12, 
Tayland’dan %11.7 ve Hindistan’dan %4.1 oranında DHPS mutasyonu bildirilmiştir30-35.

Yapılan çalışmalarda, profilaksi ve HIV pozitif hasta sayısı arttıkça mutasyon oranları-
nın da artış gösterdiği görülmüştür6-8. Ancak bazı çalışmalarda, daha önce profilaksi ilaç 
kullanmamış hastalarda da mutant tiplerin tespit edildiği bildirilmiştir7,27,30. Son yıllarda 
Ponce ve arkadaşları Şili’de yaptıkları çalışmada30, daha önce sülfa türevi profilaksi ilaç 
kullanmamış 56 hastanın 27 (%48)’sinde mutant suş tespit ettiklerini bildirmişlerdir. Ül-
kemizde HIV/AIDS ve organ transplant alıcıları dışındaki, immünsupresif hastalarda sulfo-
namit profilaksisi rutin olarak uygulanmamaktadır25,36. Çalışmamızda, profilaksi öyküsü 
olan 3 HIV/AIDS pozitif hastanın ikisinde mutant tip saptanmıştır ve toplam 4 mutant 
suşun ikisinin HIV/AIDS pozitif hastalarda profilaksi sonucu meydana geldiği görülmüştür. 
Mutant tip saptanan diğer iki hasta ise P.jirovecii kolonizasyonu tanımlanan, biri lenfoma 
tanılı kemoterapi tedavisi almış ve diğeri akciğer kanseri tanısı konmuş hastalardır. Mutant 
suş ile meydana gelen enfeksiyonlarda en önemli risk etmeni profilaksi süresinin artması 
sayılırken, mutant suşların coğrafik dağılımına bağlı olarak, bireylerin yaşadığı şehir ve 
ülke gibi coğrafik etkenler ya da başvurulan hastane ortamı, mutant suşların alınmasında-
ki önemli risk faktörleri arasındadır6,7,10,27,30.

Bazı çalışmalar, PCP’nin latent enfeksiyonun reaktivasyonu yerine nozokomiyal bulaş so-
nucu gelişen, yeni kazanılan bir enfeksiyon olduğunu göstermiştir. Çeşitli moleküler yön-
temlerle belirlenen aynı genotiplerle kümelenme veya salgın suşları, P.jirovecii’nin insandan 
insana bulaş sonucu yayılabileceğini göstermiştir13,24,37. Bu çalışmada DHPS ve mtLSU-
rRNA genetik lokusları multilokus olarak değerlendirildiğinde beş genotip gözlenmiştir. 
Multilokus genotiplerde (mtLSU/DHPS); G2/G1’de 6, G1/G1’de 3, G1/G2’de 3, G3/G1’de 
3, G2/G2’de 1 suş küme oluşturmuştur. Bu bulgulara göre, çalışma süresi boyunca, hasta-
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nemizde beş farklı P.jirovecii genotipinin dağılım gösterdiği ve bunlardan ikisinin (G1/G2, 
G2/G2) potansiyel ilaç direncine sahip DHPS mutant tiplerden oluştuğu ortaya konmuştur.

Spor tuzakları ile yapılan çalışmalar Pneumocystis’in çevresel kaynaklardan yayılabi-
leceğini göstermiştir ancak memeli konaklar dışında rezervuar tanımlanmamıştır38. Bu 
yüzden, P.jirovecii toplumda rezervuar olarak bulunabilir ve immün sistemi baskılanmış 
bir konağa ulaşıncaya kadar kişiden kişiye bulaşarak subklinik kolonizasyona neden ola-
rak yayılabilir13,39. PCP’li hastalar enfeksiyon sırasında etkeni solunum yoluyla havaya 
yayar40. Bir hava örnekleme çalışmasında, PCP’li hastaların bulunduğu servislerden ve 
bitişik koridorlardan alınan hava örnekleri analiz edildiğinde PCP’li hastaların 8 m’ye ka-
dar uzağında P.jirovecii tespit edilmiş, ayrıca servise bitişik koridorlarda da Pneumocystis 
pozitifliğinin devam ettiği görülmüştür40. Başka bir çalışmada, Pneumocystis enfeksiyonu 
olmayan hastaların bulunduğu yoğun bakım ünitelerinden ve hastanedeki boş odalar-
dan alınan hava örneklerinde de Pneumocystis saptanmıştır41. PCP’li hastaların havaya 
Pneumocystis’i yayması sonucu, bu hastalar ile ilgilenen doktor, hemşire ve hasta yakınla-
rının P.jirovecii ile kolonize olduğu gösterilmiştir37. Bu çalışmada, elde edilen verilere göre 
hastanemizde beş farklı P.jirovecii genotipi immünsupresif hastalarda bulaş riski oluştur-
maktadır ve bunlardan ikisi potansiyel ilaç direncine sahiptir.

Sonuç olarak, çalışmada P.jirovecii tespit edilen 16 hastanın 4 (%25)’ünde potansiyel 
ilaç direncini gösteren DHPS mutant tipi (M165/W171) tespit edilmiştir. mtLSU rRNA 
genotip analizinde üç farklı genotip elde edilmiş ve bölgemizde G2 ve G1 en yaygın 
görülen genotip olarak belirlenmiştir. Bu bulgular bölgemizdeki P.jirovecii epidemiyolo-
jisi hakkında önemli veriler sağlamış ve potansiyel ilaç dirençli suşların immünsupresif 
hastalarda bulaş riski taşıdığını göstermiştir. Bölgemizde ve ülkemizde P.jirovecii epidemi-
yolojisini daha iyi tanımlayabilmek için daha fazla P.jirovecii izolatını içeren çok merkezli 
çalışmalara gereksinim bulunmaktadır. 
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