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Pneumocystis jirovecii, HIV/AIDS ve immiin sistemi baskilanmis hastalarda Pneumocystis pndmonisine
(PCP) neden olan atipik bir fungustur. PCP profilaksi ve tedavisinde siilfa ve siilfon grubu iceren ilaglar
yaygin olarak kullanilir. Ozellikle trimetoprim sulfametoksazol (TMP-SMX)’un, uzun siireli kullanilmasi
Pjirovecii dihidropteroat sentaz (DHPS) geninde ila¢ direnci ile iliskili belirli nokta mutasyonlara neden
olmaktadir. Ayrica, DHPS ve mitokondriyal biiylk alt birim [mitochondrial large subunit (mtLSU)] rRNA
genotip karakterizasyonu Pjirovecii epidemiyolojisi hakkinda 6nemli veri saglamaktadir. Bu calismada,
Mersin Universitesi Hastanesinde, immiin sistemi baskilanmis hastalardan izole edilen Pjirovecii izolat-
larinin DHPS ve mtLSU rRNA gen bdlgesi polimorfizmlerinin arastiriimasi amaclanmistir. Bu calismaya,
Agustos 2016-Subat 2018 tarihleri arasinda 96 hasta orneginden mtLSU-rRNA nested PCR ile pozitif
bulunan 16 Pjirovecii drnegi dahil edilmistir. Pjirovecii mtLSU rRNA genotipleri dizi analizi yapilarak 85. ve
248. niikleotit pozisyonundaki polimorfizmlere gére belirlenmistir. DHPS bdlgesi, 165. ve 171. nikleotit
pozisyonlarl mutasyon analizi icin nested PCR ve RFLP yontemi uygulanmistir. DHPS mutasyon analizinde
16 Pjirovecii 6rneginin 12 (%75)’sinde vahsi tip (W165/W171), 4 (%25)'iinde ise mutant tip (M165/
W171) tespit edilmistir. Mutant tiplerin ikisi PCP ve HIV/AIDS tanisi ve profilaksi 6ykusi olan; diger ikisi
kolonizasyon tespit edilen hasta 6rnekleridir. Calismadaki 16 hastanin 3 (%19)’tiinde profilaksi 6ykdsi
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Pneumocystis jirovecii izolatlarinin Dihidropteroat Sentaz (DHPS) Gen Mutasyonlari ve
Mitokondriyal Bly(k Alt Birim (mtLSU) rRNA Genotip Varyasyonlarinin Belirlenmesi

kaydedilmis ve bu 3 hastanin ikisinde mutant tip saptanmigtir. mtLSU-rRNA analizine gére 16 Pjirovecii
izolatindan 3 farkli genotip elde edilmistir. Bolgemizde en sik genotip 2 %43.75 (n= 7), ikinci siklikta ge-
notip 1 %37.5 (n= 6) ve en az genotip 3 %18.75 (n= 3) tespit edilmistir. Bolgemizde genotip 4 gorilme-
mistir. DHPS ve mtLSU-rRNA multilokus olarak degerlendirildiginde bes farkli genotip gdzlenmistir. Sonug
olarak, bu bulgular bolgemizdeki Pjirovecii epidemiyolojisi hakkinda 6nemli veriler saglamis ve potansiyel
ilag direncli suslarin imminsupresif hastalarda bulas riski tasidigini géstermistir. Bolgemizde ve tilkemizde
Pjirovecii epidemiyolojisini daha iyi tanimlayabilmek icin daha fazla Pjirovecii izolatini iceren cok merkezli
calismalara gereksinim vardir.

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 Pjirovecii dihydroptero-
ate synthase (DHPS) gene. In addition, DHPS and mitochondrial large subunit (mtLSU) rRNA genotype
characterization provides important data on the epidemiology of Pjirovecii. In this study, it was aimed to
investigate the DHPS and mtLSU rRNA gene polymorphisms of Pjirovecii strains isolated from immuno-
compromised patients in Mersin University Hospital. In this study, 16 Pjirovecii positive samples, which iso-
lated from 96 patients samples, between August 2016 and February 2018, were included. Pjirovecii mtLSU
rRNA genotypes were determined by sequence analysis according to polymorphisms at the 85 and 248"
nucleotide positions. Nested PCR and RFLP method was applied for mutation analysis of DHPS locus, 165"
and 171% 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 Pjiroveciiisolates. 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
Pjirovecii epidemiology in our region and potential drug-resistant strains showed a risk of transmission in
immunosuppressive patients. Multicenter studies involving more Pjirovecii isolates are needed to better
define the epidemiology of Pjirovecii in our region and in our country.

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

Pneumocystis jirovecii, onceki adiyla Pneumocystis carinii, immun sistemi baskilanmis
hastalarda firsatgi enfeksiyona neden olan atipik bir fungustur'. Pjirovecii enfeksiyonu
kistlerin solunum yoluyla alinmasi sonucu bulagsmakta ve genellikle asemptomatik seyret-
mektedir. Ancak immdnsupresif hastalarda ve 6zellikle AIDS'lilerde ciddi pnémoniye ne-
den olmaktadir'2. Pneumocystis pnémonisi (PCP), dnceki yillarda insan immiin yetmezlik
virtsti/kazanilmig immin yetmezlik sendromu (HIV/AIDS) iliskili bir hastalik olarak bili-
nirken, glinimuzde profilaksi ve antiretroviral tedavi ile birlikte AIDS iligkili PCP insidansi
blyuk oranda azalmis; kemoterapi, kortikosteroid ve antirejeksiyon gibi immun sistemi

baskilayici tedavi alan hasta sayisinin artmasiyla, HIV negatif hastalarda daha yaygin hale
gelmistir?,

42 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Gllbudak H, Oztiirk C, Kuyugdz S, Tezcan Ulger S.

PCP’den korunma ve tedavide, siilfa ve silfon grubu iceren ilaclar yaygin olarak kulla-
nilmaktadir. Trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SMX), PCP profilaksi ve tedavisinde kul-
lanilan primer ilactir®*. Siilfametoksazol, para-aminobenzoik asidin (PABA) yapisal ana-
logu olup PABA, folat sentez yolunun temel bileseni olan dihidropteroat sentaz (DHPS)
enziminin dogal substratidir*>. Pjirovecii’de, DHPS enzimini kodlayan folik asit sentez
(fas) genindeki iki sinonim olmayan nokta mutasyon, siilfa tlrevi ilaclara 6nceden maruz
kalma ile iliskilidir*®-. DHPS bélgesi 165 (A>G) ve 171 (C->T) niikleotit pozisyonlarinda
meydana gelen bu mutasyonlar, enzimin aktif bolgesindeki proteinde, 55 (Thr->Ala) ve
57 (Pro->Ser) amino asit dizilerinde, yapisal degisime neden olmaktadir*>?. Siilfa tiire-
vi ilaglarin baglanma bélgesinde meydana gelen degisiklikler ilacin afinitesini ve inhibi-
tor etkisini azaltarak, tedavi ve profilakside basarisiziga neden olur*%8. Pjirovecii kiiltiir
yontemleri ile Uretilemedidi icin, ilag direnci calismalari DHPS lokus mutasyon analizine
dayanmaktadir®.

Pjirovecii genotipleri ve DHPS mutant suglarin dagiimi cografik bolgelere ve sehirlere
gore farklilik géstermektedir'®. Pjirovecii genotip karakterizasyonu icin DHPS lokus po-
limorfizmi diginda mitokondriyal biylk alt birim (mitochondrial large subunit, mtLSU)
rRNA, “internal transcribed spacer (ITS)” 1 ve 2, sitokrom b ve sliperoksit dismutaz gibi
farkli lokuslarin hedeflendigi molekiiler tiplendirme ydntemleri kullanilmaktadir'®'2. Bu
yontemler arasinda mtLSU rRNA ve ITS lokuslari en sik kullanilan gen bélgeleridir. MtLSU
rRNA tiplendirme icin bildirilen polimorfizm miktari ITS’den daha azdir, ancak gézlenen
varyasyonlar, epidemiyolojik sorularin ele alinmasinda yararlidir. Bu yontem, amplifikas-
yon ve sekans analizine dayanir, genotipler 85. ve 248. niikleotit pozisyonlarindaki poli-
morfizmlere gére belirlenmektedir'®',

Molekiiler tiplendirme calismalari Pjirovecii'nin insandan insana bulas sonucu yayila-
bilecegini gésterir'3. Bu ylizden, DHPS bélge mutasyon analizi yapilmasi ve mtLSU rRNA
genotiplerinin belirlenmesi, Pjirovecii potansiyel ilag direnci ve epidemiyolojisi hakkinda
veri saglar. Bu calismada, Mersin Universitesi Hastanesinde, immiin sistemi baskilanmig
hastalardan izole edilen Pjirovecii suglarinin DHPS bdlge mutasyonlari ve mtLSU rRNA
gen bolgesi polimorfizmlerinin arastinlmasi amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayi ile gerceklestirildi
(Tarih: 09.06.2016 ve Karar no: 2016/177).

Hastalar ve Ornekler

Bu calismaya, Agustos 2016-Subat 2018 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Hasta-
nesinde, %75’i immiun sistemi baskilayici tedavi alan 96 hasta 6rneginden (88 balgam,
6 trakeal aspirat ve 2 bronkoalveolar lavaj) “mtLSU-rRNA nested” polimeraz zincir reak-
siyonu (PCR) sonucu pozitif olan 16 Pjirovecii DNA 6rnegi dahil edildi'®. Calismaya dahil
edilen hastalarin 11 (%69)’i erkek, 5 (%31)’i kadin ve yas ortalamasi 61 + 12 (yas araligi;
40-82) idi. Hastalarin altta yatan hastaliklara gére dagiimi ise; altisi kanser, t¢li hemato-
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lojik malignite, ¢t HIV/AIDS, ikisi kronik obstruktif akciger hastahigi (KOAH) ve ikisi in-
tersitisyel akciger hastaligi seklindeydi. On alti hastanin on biri (%68.75) immunsupresif
tedavi alan (biri HIV pozitif non-Hodgkin lenfoma), ¢l (%18.75) imminkompetan ve
diger ikisi (%12.5) yalnizca HIV/AIDS'ti. Pjirovecii tespit edilen hastalarda PCP, olasi PCP
ve kolonizasyon gibi enfeksiyonun klinik olarak siniflandirilmasi daha 6nce arastirmacilar
tarafindan kullanilan kriterlere dayanarak; mikroskopi, PCR, klinik ve radyolojik bulgulara
gore yapildi'>'6. Buna gore, Pjirovecii saptanan hastalarin besi kesin PCP (HIV/AIDS, n=
3; akciger kanseri, n= 1; interstisyel akciger hastaligi, n= 1); l¢l olasi PCP (multipl mye-
lom, n=1; interstisyel akciger hastaligi, n= 1; kolanjioselltler karsinom, n= 1) ve sekizi
kolonizasyon olarak tanimlandi'.

P.jirovecii mtLSU-rRNA PCR ve Genotip Analizi

Mukoid yapida olan solunum yolu ornekleri, %0.3’lik 1,4-dithiothreitol (DTT) ile
muamele edilerek homojenize hale getirildi. Orneklerin DNA izolasyonu “QlAamp DNA
blood mini kit” (Qiagen, Almanya) ile kan ve viicut sivilarindan DNA izolasyon protokolii
uygulanarak yapildi.

Pjirovecii mtLSU rRNA gen boélgesini hedefleyen nested PCR yonteminde birinci tur
PCR icin pAZ102-E ve pAZ102-H; ikinci tur PCR icin pAZ102-X ve pAZ102-Y primerleri
kullanildi'”. Her bir 6rnegin PCR amplifikasyonu 50 ul’lik reaksiyon hacminde gercekles-
tirildi. Birinci tur icin PCR reaksiyon karigimi; 5 pl TOXPCR tampon, 2 ymol/ul MgCl,, 0.2
pmol/ul dNTP karigimi, 0.25 pmol/ul her bir primer, 1.25 U Tag DNA polimeraz ve 8 pl
kalip DNA'si icermektedir. ikinci tur PCR bilesenleri benzer sekilde hazirlandi ve birinci
tur PCR driiniinden 3 pl 6rnek, kalip DNA olarak kullanildi. Orneklerin amplifikasyon ko-
sullan birinci tur icin; 94°C’de 5 dakika baslangi¢c denatirasyonu, arkasindan 40 dongu
94°C’'de 1 dakika denatiirasyon, 55°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 1.5 dakika uza-
ma basamaklari ve arkasindan 72°C’de 5 dakika son uzama basamadi seklinde uygulan-
di. ikinci tur amplifikasyon icin primer baglanma sicakligi 50°C olacak sekilde ayni termal
dongu kosullar kullanildi. Birinci ve ikinci tur PCR Urtnlerinden sirasiyla 346 ve 263 baz
cifti (bp) uzunlugunda bant elde edilen 6rnekler pozitif olarak degerlendirildi.

ikinci tur PCR amplifikasyon driinlerine “Bigdye terminator v3.1 cycle sequencing”
(Applied Biosystems, ABD) kit kullanilarak dizi analizi gerceklestirildi. Dizi analizi verileri
ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) kromatogram seklinde
toplandi. Dizi analizi sonuclari Chromas programi (Versiyon 2.6.6 Technelysium Pty Ltd,
Avustralya) ile degerlendirildi. Elde edilen diziler ve referans Pneumocystis dizisi (Genbank
accession number M58605.1)'8, coklu gen hizalama programi olan Clustal X (Versiyon
2.1, irlanda) ile karsilastirildi ve genotip analizi 85. ve 248. niikleotit pozisyonundaki
polimorfizmlere gore yapildi.

Genotip analiz degerlendirmesi Pneumocystis mtLSU-rRNA genotipleri daha 6nce ta-
nimlanmig polimorfizmlere gore yapildi; genotip 1: 85C/248C, genotip 2: 85A/248C,
genotip 3: 85T/248C ve genotip 4: 85C/248T seklindedir'®.
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DHPS Gen Boélgesi PCR ve Mutasyon Analizi

Calismada, DHPS bolge mutasyon analizi icin ilk olarak DHPS gen bolgesini hedefle-
yen nested PCR yontemi uygulandi. Birinci tur PCR icin F1 (5'-CCT GGT ATT AAA CCA
GTT TTG CC-3") ve B45 (5'-CAA TTT AAT AAATTT CTT TCC AAA TAG CAT C-3'); ikinci
tur PCR icin 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 kullanildi®'°. Her bir 6rnegin PCR
amplifikasyonu 50 pl’lik reaksiyon hacminde gerceklestirildi. Birinci tur PCR icin reaksiyon
karigimi; 5 pl 10X PCR tamponu, 2 umol/ul MgCl,, 0.2 pmol/ul dNTP kangimi, 0.25
pmol/ul her bir primer, 1.25 U Taq DNA polimeraz ve 6 pl 6rnek DNA’si icermektedir.
ikinci tur PCR bilesenleri benzer sekilde hazirlandi ve birinci tur amplifikasyon tiriiniinden
3 pl 6rnek, kalip DNA olarak kullanildi.

Termal dongu profili, ilk tur icin 40 dongu, ikinci tur icin 35 dongu olarak uygu-
landi. Orneklerin amplifikasyon kosullari birinci tur icin; 94°C’de 5 dakikalik baglangic
denatiirasyonu, ardindan 40 dongl; 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 53°C’de 1 dakika
baglanma ve 72°C’de 1.5 dakika uzama basamaklar ve arkasindan 72°C’de 5 dakika
son uzama basamagi seklinde uygulandi. ikinci tur amplifikasyon icin primer baglanma
sicakligi 55°C olacak sekilde ayni termal déngu programi kullanildi.

Amplifikasyon trtnleri, 0.5 pg/ml etidyum bromiir iceren %1’lik agaroz jelde 120
voltta 40 dakika elektroforez uygulandiktan sonra ultraviyole altinda gorunttlendi. Birin-
ci ve ikinci tur PCR Uriinlerinden beklenen bantlar sirasiyla, 895 ve 371 bp uzunlugun-
dadir’.

DHPS gen bdlgesi mutasyon analizi icin, ikinci tur PCR urtnlerine, Accl (Thermo scien-
tific, ABD) ve Haelll (Thermo scientific, ABD) restriksiyon enzimleri kullanilarak “restricti-
on fragment length polymorphism (RFLP)” yontemi uygulandi. RFLP reaksiyonu, her bir
ornek icin Accl ve Haelll enzimi ile iki ayri 21 pl hacimli (9 pl PCR Griind, 2 pl 10Xbuffer,
9 ul steril distile su ve 1 pl restriksiyon enzimi [10U/pl stok]) reaksiyon karigimi hazirlandi,
ornekler 37°C’de 16 saat inkiibe edildikten sonra 80°C’de 20 dakika termal inaktivasyon
uygulandi. RFLP reaksiyonu ile kesim islemi yapilan Grtinler, etidyum bromdir iceren %2'lik
agaroz jelde 120 voltta 50 dakika elektroforeze tabi tutulduktan sonra ultraviyole isik altin-
da gorintilendi. Calismada restriksiyon analizi G¢ defa tekrar edilerek dogrulandi.

Mutasyon analiz degerlendirmesi DHPS gen bolgesindeki 165. (Kodon 55) ve 171.
(Kodon 57) nukleotit pozisyonlarindaki olasi mutasyonlar elektroforez gorintilerinden
elde edilen restriksiyon profillerine gore yapildi. Mutasyonlarin restriksiyon enzim aktivi-
tesini inhibe etmeleri nedeniyle, Accl enzimi ile reaksiyona giren 6rnek kodon 55 mutas-
yonu olmayan vahsi tip (W165) ise, 229 ve 142 bp uzunlugunda iki bant olustururken;
mutasyon (M165) varliginda 371 bp uzunlugunda kesilmemis tek DNA parcasi olarak
kalmaktadir. Haelll enzimi ile reaksiyona giren 6rnek kodon 57 mutasyonu olmayan vah-
si tip (W171) ise 221, 131 ve 19 bp uzunlugunda l¢ bant olusturur, ancak en kiictk
parcanin elektroforezde goriintiilememesi nedeniyle iki bant gorilmektedir. Mutasyon
(M171) varhiginda ise 352 ve 19 bp uzunlugunda iki bant izlenmektedir’.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 16 Pjirovecii pozitif hasta 6rneginin tamamindan mtLSU-rRNA
genotipleri ve DHPS gen bdlgesi mutasyon analizi sonuclari elde edilmistir.

Genotip analizi, mtLSU-rRNA bolgesi 85. ve 248. niikleotit pozisyonlarindaki polimor-
fizme gore yapilmistir. On alti Pjirovecii izolatindan Ug farkli genotip elde edilmistir. Ge-
notip dagilimina gore bolgemizde en yaygin gorilen genotip; (%43.75, n= 7) genotip
2 (85A/248C) olurken, ikinci siklikta (%37.5, n= 6) genotip 1 (85C/248C) ve lclinciu
siklikta (%18.75, n= 3) genotip 3 (85T/248C) tespit edilmistir (Tablo I). Bolgemizde ge-
notip 4 (85T/248T) gorulmemistir.

DHPS gen bdlgesi 165. (kodon 55) ve 171. (kodon 57) niikleotit pozisyonlarina gore
16 Pjirovecii 6rneginin 12 (%75)’sinde mutasyon bulunmayan vahsi tip (W165/W171),
4 (%25)'tinde ise mutant tip (M165/W171) tespit edilmistir (Sekil 1, Tablo Il). Mutant
tip tespit edilen hastalarin ikisinin PCP’si olan HIV/AIDS hastasi ve profilaksi ykiist olan
hastalar oldugu saptanmistir. Mutant tip bulunan diger iki hastanin ise Pjirovecii koloni-
zasyonu tanimlanan, biri lenfoma tanili kemoterapi tedavisi almis ve digeri akciger kanse-
ri tanisi konmus hastalar oldugu tespit edilmistir. Calismadaki 16 hastanin 3 (%19)’linde
profilaksi oykusl oldugu goriilmis ve bu 3 hastanin ikisinde mutant tip saptanmistir.

Tablo I. Pjirovecii mtLSU-rRNA Genotip Analizi

MtLSU-rRNA Genotipleri Niikleotit pozisyonlar Hasta sayisi 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 -

Sekil 1. Pjirovecii DHPS gen bélgesi PCR RFLP agaroz jel elektroforez gértintiisii. Kolon M: Molektiler adirlik
belirteci (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Scientific); Kolon 1: DHPS nested PCR ikinci tur amplifi-
kasyon (rtinii (371 bp); Kolon 2-5: Haelll ile wild tip 6rnedin enzimatik kesim reaksiyon triinii (221 bp, 131
bp). Kolon 6-8: Accl ile wild tip érnedin enzimatik kesim reaksiyon (irtinii (229 bp, 142 bp). Kolon 9-10: Accl
ile mutant tip érnegin enzimatik kesim reaksiyon sonucu (371 bp).
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Tablo IlI. Pjirovecii DHPS Mutasyon Analizi

DHPS genotipler Niikleotit (Aminoasit) Hasta sayisi n= 16 (%)
165 (55) 171 (57)

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

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

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

4 ikili mutant tip (M165/M171)¢ G (Ala) T (Ser) 0

DHPS: Dihidropteroatesentaz.

a: Mutant tip; 165. niikleotit pozisyonunda (55. aminoasit pozisyonu) mutasyon.
b: Mutant tip; 171. niikleotit pozisyonunda (57. aminoasit pozisyonu) mutasyon.
c: ikili mutant tip; 165. ve 171. niikleotit pozisyonunda mutasyon olan mutant tip.

DHPS ve mtLSU-rRNA lokuslari birlikte multilokus olarak degerlendirildiginde iki bol-
gesinin olasi 16 genotip kombinasyonundan besi gozlenmistir. 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 gozlenmistir. En yaygin multilokus genotip, her bir
lokustaki en yaygin genotip kombinasyonlarindan elde edilmistir (Tablo IlI).

TARTISMA

Mikroorganizmalarin epidemiyolojik bulas yollarinin tespit edilmesi hastalia karsi
kontrol 6nlemleri gelistirmek acisindan énemlidir. Molekiler genotiplendirme calismala-
r, Pjirovecii genotiplerinin cografik bolgelere ve sehirlere gore farkhlik gosterdigini orta-
ya koymustur'®. Ayrica, hastalardan izole edilen genotiplerin hastalarin dogdugu sehirle
iliskili olmadigi, hastanin yasadigi sehir ya da taninin kondugu yer ile iliskili oldugu bil-
dirilmistir'®. Translasyon sirasinda mitokondriyal ribozoma peptidil transferaz aktivitesi
saglayarak temel metabolik mekanizmalarda rol oynayan, mtLSU rRNA geni, farkh cografi
bolgelerden Pjirovecii izolatlarinin genetik karakterizasyonu icin yaygin olarak kullanil-
maktadir''. Bu calismada, mtLSU-rRNA bélgesi 85. ve 248. niikleotit pozisyonlarindaki
polimorfizme gore 16 Pjirovecii izolatindan Ug farkli genotip elde edilmistir. Bolgemizde
genotip 2 (n=7; %43.75) en yaygin gorilen genotip olurken, ikinci siklkta genotip 1 (n=
6; %37.5) ve en az genotip 3 (n= 3; %18.75) tespit edilmistir. Ulkemizden daha énce
bildirilen mtLSU-rRNA genotiplendirme calismasina rastlanmamuistir. Farkli cografyalar-
daki calismalarda italya, Polonya ve Kiiba’dan bu calismadaki genotip dagilimina benzer
sekilde genotip 2 en sik, genotip 1 ikinci siklikta ve genotip 3 tglincu siklikta bildirilmis-
tir' 21920 Hindistan’da genotip 2 en sik ve iran’da ise ikinci siklikta tespit edilmistir?!22,
ABD, ispanya, Portekiz ve Kore’de genotip 1 en sik gériilen Pjirovecii genotipidir'%11:23:24,
Genotip dagilimindaki bu farkl epidemiyolojik bulgular, Pjirovecii'deki genetik varyas-
yonlarin cografik bir bilesene sahip oldugunu ve Pjirovecii suslarinin insanlar arasindaki
sirkiilasyonunu etkileyebilecegini gostermektedir.

TMP-SMX, PCP profilaksi ve tedavisinde ilk secenek ilactir®. Ancak, siilfa grubu ilaglarin
yaygin olarak kullaniimasi tedavi ve profilakside basarisiziga neden olan mutasyonlara yol
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Tablo IlI. Pjirovecii mtLSU-rRNA ve DHPS Multilokus Genotipleri

Ornek MtLSU Multilokus
Hasta no tarihi Klinikler rRNA tip DHPS tip Profilaksi mtLSU/DHPS
2 21.02.2017 Nefroloji 85C/248C M165/W171 - G1/G2
servisi
6 11.01.2018 Gogus 85C/248C M165/W171 - G1/G2
Hastaliklan
servisi
8 31.03.2017  Enfeksiyon 85C/248C M165/W171 Var G1/G2
servisi
20 06.02.2017 Hematoloji ~ 85C/248C W165/W171 - G1/G1
servisi
28 24.11.2016  Hematoloji  85C/248C W165/W171 - G1/G1
servisi
32 02.12.2016 Gogus 85C/248C W165/W171 - G1/G1
Hastaliklari
servisi
56 27.04.2017 Gogus 85A/248C W165/W171 - G2/G1
Hastaliklar
servisi
62 09.03.2017 Onkoloji 85A/248C W165/W171 - G2/G1
servisi
68 11.01.2018 Onkoloji 85A/248C W165/W171 - G2/G1
servisi
73 04.04.2017  Enfeksiyon 85A/248C W165/W171 Var G2/G1
YBU
86 04.05.2017 Gogus 85A/248C W165/W171 - G2/G1
Hastaliklari
servisi
920 07.02.2017 Onkoloji 85A/248C W165/W171 - G2/G1
servisi
98 28.02.2018  Enfeksiyon 85A/248C M165/W171 Var G2/G2
servisi
60 06.02.2017 Gogus 85T/248C W165/W171 - G3/G1
Hastaliklar
servisi
70 20.03.2017 Gogus 85T/248C W165/W171 - G3/G1
Hastaliklar
servisi
85 22.04.2017 Gogus 85T/248C W165/W171 - G3/G1
Hastaliklar
servisi

YBU: Yogun bakim dinitesi.
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acmaktadir*%-8, Pjirovecii kiiltiir ydntemleri ile tiretilemedigi icin, ilac direnci calismalari
DHPS bolge mutasyon analizine dayanmaktadir. Diinya genelinde %0-81 arasinda degi-
sen Pjirovecii DHPS mutasyon orani bildirilmistir®. Calismamizda, Pjirovecii tespit edilen
16 hastanin 12 (%75)'sinde vahsi tip (W165/W171), 4 (%25)'linde mutant tip (M165/
W171) tespit edilmistir. On alti hastanin 3 (%19)’tinde profilaksi 6ykusi vardir ve bu lg
hastanin ikisinde mutant tip saptanmistir. Mutant tip tespit edilen hastalarin ikisi PCP
tanisi olan HIV pozitif ve profilaksi 6ykisi olan hastalardir. Mutant tip bulunan diger iki
hasta ise Pjirovecii kolonizasyonu tanimlanan, biri lenfoma tanili kemoterapi tedavisi almis
ve digeri akciger kanseri tanisi konmus hastalardir. Ulkemizden DHPS mutasyonu arasti-
rilan sadece bir calisma bildirilmistir. Ozkog ve arkadaslari izmir’de yaptiklari calismada?®
DHPS amplifikasyonu elde edilen 28 Pjirovecii 6rneginin tamamini vahsi tip olarak tespit
etmisler ve mutasyon bildirmemislerdir.

Gelismis ulkelerde yapilmig calismalarda daha yiksek mutasyon orani bildirilmistir.
ABD’de HIV pozitif PCP’li hastalardan izole edilen Pjirovecii 6rnekleri ile yapilan calis-
malarda %81’e ulasan mutasyon orani bildirilmistir®®'%. Avrupa (ilkelerinde; Fransa’dan
%3-33, Ispanya’dan 9%22-28, italya’dan %0-9, isvicre’den %7.5, Portekiz’den %7,
Almanya’dan %1.2 ve isve¢’ten 0 oraninda mutasyon bildirilmistir>® 11192629 Gelismek-
te olan ulkelerde ise, Gliney Afrika’dan %56, Sili‘den %48, iran’dan %14.7, Cin’den %12,
Tayland’dan %11.7 ve Hindistan’dan %4.1 oraninda DHPS mutasyonu bildirilmistir3%-3>,

Yapilan calismalarda, profilaksi ve HIV pozitif hasta sayisi arttikca mutasyon oranlari-
nin da artis gosterdigi goriilmistiir® 8, Ancak bazi calismalarda, daha énce profilaksi ilag
kullanmamis hastalarda da mutant tiplerin tespit edildigi bildirilmistir’?”-3°, Son yillarda
Ponce ve arkadaslani Sili'de yaptiklari calismada®, daha 6nce siilfa tiirevi profilaksi ilag
kullanmamis 56 hastanin 27 (%48)’sinde mutant sus tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ul-
kemizde HIV/AIDS ve organ transplant alicilari disgindaki, immunsupresif hastalarda sulfo-
namit profilaksisi rutin olarak uygulanmamaktadir®>3¢. Calismamizda, profilaksi &ykiisii
olan 3 HIV/AIDS pozitif hastanin ikisinde mutant tip saptanmistir ve toplam 4 mutant
susun ikisinin HIV/AIDS pozitif hastalarda profilaksi sonucu meydana geldigi goriulmdistar.
Mutant tip saptanan diger iki hasta ise Pjirovecii kolonizasyonu tanimlanan, biri lenfoma
tanil kemoterapi tedavisi almis ve digeri akciger kanseri tanisi konmusg hastalardir. Mutant
sus ile meydana gelen enfeksiyonlarda en 6nemli risk etmeni profilaksi stresinin artmasi
sayilirken, mutant suslarin cografik dagihmina bagl olarak, bireylerin yasadigi sehir ve
Ulke gibi cografik etkenler ya da basvurulan hastane ortami, mutant suslarin alinmasinda-
ki 6nemli risk faktorleri arasindadir®”/19.27:3,

Bazi caligmalar, PCP’nin latent enfeksiyonun reaktivasyonu yerine nozokomiyal bulas so-
nucu gelisen, yeni kazanilan bir enfeksiyon oldugunu gostermistir. Cesitli molekiler yon-
temlerle belirlenen ayni genotiplerle kiimelenme veya salgin suslari, Pjirovecii'nin insandan
insana bulas sonucu yayilabilecegini géstermistir'>2437. Bu calismada DHPS ve mtLSU-
rRNA genetik lokuslari multilokus olarak degerlendirildiginde bes genotip gozlenmistir.
Multilokus genotiplerde (mtLSU/DHPS); G2/G1'de 6, G1/G1'de 3, G1/G2'de 3, G3/G1'de
3, G2/G2'de 1 sus kiime olusturmustur. Bu bulgulara gore, calisma slresi boyunca, hasta-
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nemizde bes farkh Pjirovecii genotipinin dagihm gosterdigi ve bunlardan ikisinin (G1/G2,
G2/G2) potansiyel ila¢ direncine sahip DHPS mutant tiplerden olustugu ortaya konmustur.

Spor tuzaklari ile yapilan calismalar Pneumocystis’in cevresel kaynaklardan yayilabi-
lecegini géstermistir ancak memeli konaklar diginda rezervuar tanimlanmamistir®®. Bu
yuizden, Pjirovecii toplumda rezervuar olarak bulunabilir ve immiin sistemi baskilanmis
bir konaga ulasincaya kadar kisiden kisiye bulasarak subklinik kolonizasyona neden ola-
rak yayilabilir'>3°, PCP’li hastalar enfeksiyon sirasinda etkeni solunum yoluyla havaya
yayar*®, Bir hava érnekleme calismasinda, PCP’li hastalarin bulundugu servislerden ve
bitisik koridorlardan alinan hava 6rnekleri analiz edildiginde PCP’li hastalarin 8 m’ye ka-
dar uzaginda Pjirovecii tespit edilmis, ayrica servise bitisik koridorlarda da Pneumocystis
pozitifliginin devam ettigi gériilmiistiir*®. Bagka bir calismada, Pneumocystis enfeksiyonu
olmayan hastalarin bulundugu yogun bakim tnitelerinden ve hastanedeki bos odalar-
dan alinan hava érneklerinde de Pneumocystis saptanmistir*'. PCP’li hastalarin havaya
Pneumocystis’i yaymasi sonucu, bu hastalar ile ilgilenen doktor, hemsire ve hasta yakinla-
rninin Pjirovecii ile kolonize oldugu gésterilmistir3’. Bu calismada, elde edilen verilere gére
hastanemizde bes farkl Pjirovecii genotipi immunsupresif hastalarda bulas riski olustur-
maktadir ve bunlardan ikisi potansiyel ila¢ direncine sahiptir.

Sonug olarak, calismada Pjirovecii tespit edilen 16 hastanin 4 (%25)'linde potansiyel
ilac direncini gosteren DHPS mutant tipi (M165/W171) tespit edilmistir. mtLSU rRNA
genotip analizinde g farkli genotip elde edilmis ve bolgemizde G2 ve G1 en yaygin
gorulen genotip olarak belirlenmistir. Bu bulgular bolgemizdeki Pjirovecii epidemiyolo-
jisi hakkinda 6nemli veriler saglamis ve potansiyel ila¢ direncli suslarin immunsupresif
hastalarda bulas riski tagidigini gostermistir. Bolgemizde ve tilkemizde Pjirovecii epidemi-
yolojisini daha iyi tanimlayabilmek icin daha fazla Pjirovecii izolatini iceren ¢cok merkezli
calismalara gereksinim bulunmaktadir.

ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma, Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayi ile gerceklestirildi
(Tarih: 09.06.2016 ve Karar no: 2016/177).

CIKAR CATISMASI
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