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OZET

Menenijit, beyni c¢evreleyen meningeal =zarlarin ve spinal kordun
inflamasyonudur. Yenidogan disi akut bakteriyel menenijite en sik neden olan
etkenler Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae ve Streptococcus
pneumoniae’dir. Calismamizda yenidogan digi menenijit supheli hastalara ait
beyin omurilik sivisi (BOS) orneklerinde bu U¢ etkenin klasik ve molekuler
yontemler kullanilarak arastiriimasi amaglanmistir. Toplam 137 BOS 0Ornegi
calismaya dahil edildi. Hastalarin 87’si (%63.5) erkek, 50’si (%36.5) kadin, yas
ortalamalari ise 18.4 olarak bulundu. Hedeflenen g etken icin ¢alismada dort
(%2.92) kultur pozitifligi, 17 (%12.40) LAT pozitifligi ve 18 (%13.14) PZR
pozitifligi tespit edildi. Bu U¢ yontem ile tani alan hasta sayisi 19 (%13.86)
olarak belirlendi. Kultirde Ureyen G¢ S. pneumoniae susunun serotipleri 6A/B,
23F ve 8 olarak bulunurken bir H. influenzae susunun serotipi ise tip b olarak
bulundu. Calismamizin sonucunda PZR’nin duyarliigi %100, 6zgullugu %89.5,
pozitif prediktif degeri %22.22 ve negatif prediktif degeri %100 olarak
bulunurken, LATIn duyarlihdi %75, 6zgullugu %89.5, pozitif prediktif degeri
%17.65 ve negatif prediktif degeri %99.17 olarak tespit edildi. Hedefledigimiz t¢
etken digsinda kulturde yedi (%5.10) koagulaz negatif stafilokok (KNS), dort
(%2.92) Serratia marcescens, iki (%1.46) Staphylococcus aureus, iki (%1.46)
Acinetobacter baumannii, iki (%1.46) Pseudomonas aeroginosa uredi. Sonug¢
olarak bakteriyel menenijit tanisinda klasik kultur yontemleri, bakteri izolasyonu
ve antibiyotik duyarlihdinin yapilmasi agisindan vazgegcilmez bir ydntem olsa da
bakteriyel menenijitin hizli tanisinda ve 6zellikle dncesinde antibiyotik kullanilan
hastalarda molekuler yontemlerin ve LATIn da kultlrle beraber kullaniimasi

bakteriyel menenijtin hizli tanisinda oldukga yararli olacaktir.

Anahtar sozciikler: Bakteriyel menenijit, kultar, Lateks Aglutinasyon testi
(LAT), Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)



ABSTRACT

Investigation of Bacterial Meningitis Agents from Patients with Suspicion

of Non-Neonatal Menengitis by Conventional and Moleculer Methods

Meningitis is an inflammation of meningeal membranes surrounding the
brain and spinal cord. The most common agents that cause of non-neonatal
acute bacterial meningitis are Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae
and Streptococcus pneumoniae. The aim of the present study was to determine
the investigation of these three agents in CSF samples from suspicion of non-
neonatal meningistis using conventional and molecular methods. A total of 137
CSF samples were included this study. Of the patients, 87 (63.5%) were male,
50 (36.5%) were female, and the mean of age was found as 18.4. In our study,
for the intended three agents, there were detected four (2.92%) of culture
positivity, 17 (12.40%) of LAT positivity and 18 (13.14%) of PCR positivity. The
number of patients diagnosed with this three diagnostic method was found as
19 (13.86%). Of the cultivated three S. pneumoniae strain serotypes were found
as 6A / B, 23F, and 8 respectively, while one H. influenzae strain serotype was
found as type b. As a result of this study, PCR sensitivity, specificity, positive
predictive value and negative predictive value was found as 100%, 89.5%,
22.22%, and 100%, respectively, while LAT sensitivity, specificity, positive
predictive value, and negative predictive value was determined as 75%, 89.5%,
17.65%, and 99.17%, respectively. Except of the targeted three agents, seven
(5.10%) of coagulase-negative staphylococci (CNS), four (2.92%) of Serratia
marcescens, two (1.46%) of Staphylococcus aureus, two (1.46%) of
Acinetobacter baumannii, and two (1.46%) of Pseudomonas aeroginosa was
isolated in culture. In conclusion, conventional culture methods are
indispensable for the diagnosis of bacterial meningitis in terms of the isolation of
bacteria and antibiotic sensitivity; however, usage of molecular methods and
LAT with culture would be very useful for rapid diagnosis of bacterial meningitis
especially in patients with prior antibiotic usage.

Keywords: Bacterial meningitis, culture, Latex Agglutination Test (LAT),

Polymerase Chain Reaction (PCR)



1. GIRIS VE AMAG

Menenijit, pia ve araknoid bosuklarin inflamasyonudur'. Ozellikle etkili
tedavi baslanmasinin geciktigi hastalarda mortalite ve morbiditenin yUksek
oldugu dusundlurse, erken tani diger enfeksiyonlardan ¢ok daha 6nemlidir. Cok
farkh etkenler leptomeningeal enflamasyona neden olabilmekle birlikte gerek
morbiditesi gerekse mortalitesi nedeni ile ilk dikkate gelmesi gereken etkenler
bakterilerdir. PuUrGlan menenjit vakalarinin blydk kismindan U¢ bakteri
sorumludur: Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae ve Neisseria
meningitidis®>. Bakteriyel menenjit etkenleri cografik bolge ve yasa gore
degisebilmektedir™.

Bakteriyel menenijitin fizyopatolojisi nazofarinks kolonizasyonu sonrasi
kana yayilim ardindan da meninkslere gegis seklinde olmaktadir. Bu bakterilerin
kapsuler polisakkarit yapilari, inflamatuar siurecgte oldukga guglu bir sinyaldir ve
meninks gibi duyarli dokulara adhezyon ve kolonizasyonda cok énemlidir®.

Menenijitin klasik bulgulari olan ates, bas agrisi, ense sertligi, mental
degisiklikler, nobetler ve kusma vyetigkin hastalarin yarisindan fazlasinda
g6zlenmekle beraber 6zellikle yenidogan, yash ve immun yetmezIikli hastalarda
nonspesifik belirtiler gdzlenebilmektedir. Klasik meningeal irritasyon bulgulari
ense sertligi, Kernig ve Brudzinski fenomenleridir. Bakteriyel menenijitte
g6zlenen en sik bulgu atestir. Ozellikle ates hikayesi varliinda petesiyel,
purpurik dokuntlleri olan hastalarda ilk dusunulmesi gereken tani akut
bakteriyel menenjittir°.

Bakteriyel menenjit tanisinda lomber ponksiyon sonrasi alinan BOS
orneginin incelenmesi etkenin tir tanimi ve antibiyotik duyarlihidi i¢cin mutlaka
gereklidir'. Total BOS hiicre sayimi ve hiicre tipi diger analizlerden elde edilen
veriler ile birlikte yorumlandiginda akut inflamasyonun tipi (viral, bakteriyel) ve
ayirict tani icin bilgiler vermektedir®. Bakteriyel menenjitte Gram boyamanin
duyarhihdr %50-90 arasinda degismekle birlikte kdltirin yapilamadigi
durumlarda erken tedavi igin olduk¢a faydalidir’. Oncesinde antibiyotik
kullanilmis  hastalarda Gram boyamanin duyarhligi  %Z20’lere  kadar
dismektedir®. Bakteriyel menenijit tanisinda etkenin antibiyotik duyarliiginin
bilinmesine ve uygun tedaviye olanak saglayan bakteriyel kultur altin standarttir.
Ancak antibiyotik kullaniimis hastalarda duyarliigi diismektedir’. Lateks
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aglutinasyon testi (LAT) bakteriyel menenijit in hizli tanisinda %50-100 arasinda
degisen duyarlihga sahiptir. Oncesinde antibiyotik kullanimindan etkilenmedigi
icin bundan dolayi kiltir ve Gram boyama sonucu negatif olan hastalarda
kullanilabilmektedir®.  Kiltir  sonuclari  genellikle 24-48 saat sonra
sonuglanabilmekle beraber bazen bakteri yogunlugunun azhdindan dolayi
ureme daha da uzayabilmektedir. Son zamanlarda bakteriyel menenijitin hizli ve
dogru tanisinda polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) tabanh birgcok test
gelistirilmistir®. Bakteriyel menenijitin hizli tanisinda kullanilan PZR &zellikle
antibiyotik tedavisinden dolay! kudltaran duyarliliginin  duastigu durumlarda
oldukca yararlidir. Ancak PZR’nin kontaminasyondan etkilenmesi en buyuk
problemdir’®. Cesiti PZR metodlari S. penumoniae, H. influenzae ve N.
meningitidis’i tek tiip icerisinde multipleks olarak saptamak icin gelistirilmistir*.

Bakteriyel menenijit tedavisinin mimkun olan en kisa surede baslanmasi
ve tedavide kullanilacak olan antimikrobiyal ajanin bakterisidal olmasi
gerekmektedir. Antimikrobiyal ajanin BOS’a gecisinde en dénemli faktor, kan-
beyin bariyerinin durumu, inflamasyonun varhigidir'?.

Bu calismaya cesitli kliniklerden Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar’'na yenidodan digi menenijit supheli
hastalardan gonderilen BOS ornekleri dahil edilmistir. Calismada bakteriyel
menenijit etkenlerinin tanisinda klasik tani yontemleri ile bu etkenlerin hizli
tanisinda yeni kullanima giren molekuler yontemlerin tanisal performanslarinin
kargilastirmali olarak degerlendiriimesi ve bodlgemizdeki bakteriyel menenijit
etkenlerinin epidemiyolojik verilerinin olusturulmasi amaclanmistir. Bakteriyel
menenijit tanisinda hedefledigimiz U¢ bakteriye (S. pneumoniae, H. influenzae,
N. meningitidis) yonelik klasik kultur yontemi altin standart kabul edilerek PZR
ve LAT’In tanisal degerinin arastirilmasi ve bu etkenler disinda kultirde Ureyip
hastane kokenli olabilecegi dusunilen bakterilerin arasindaki genetik iligki

varliginin molekuler yontemler ile tespiti amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Menenjit Tanimi

Santral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonlari oldukga seyrek gorulen
hastaliklardan biridir. Ancak hizli ilerleyebilmesi, kisa surede kalici hasar veya
olume yol agabilmesi nedeniyle spesifik tedaviye diger enfeksiyon hastaliklarina
gbre daha c¢abuk baslamayi gerektirmektedir. SSS enfeksiyonlari, akut selim
seyirli viral menenijitlerden, hizla 6lume goturebilen bakteriyel menenjitler, yavas
ilerleyen fungal, mikobakteriyel veya persistan viral enfeksiyonlara kadar farkli
formlarda gézlenebilmektedir'®.

Menenijit, beyni c¢evreleyen meningeal zarlarin ve spinal kordun
inflamasyonudur®. Asilama, daha iyi antimikrobiyal ve adjuvan terapisinin
muhtemel bir sonucu olarak kazanilmis bakteriyel menenijitin morbidite ve
mortalite oranlari azalmis olsa da hastalik, halen %10 ile %20 arasinda yuksek
oranlarda mortalite oranina sahiptirl. Hastallk, BOS’da hucresel ve
biyokimyasal degisiklikler ve klinikte belirleyici  norolojik  bulgularla
gorilmektedir**. Ozellikle kiiglik gocuklarda bakteriyel menenijit tanisi, belirti ve
bulgularin genellikle non-spesifik olmasi nedeniyle zorlasmaktadir'®. Akut
bakteriyel menenijit tibbi nemi olan acil durumlardan biridir. Spesifik tanisi hizla
konulmali ve ampirik tedavisi hizla baslanmalidir. Akut bakteriyel menenijite
sebep olan etkenler konagin immdn durumuna ve vyasina baglh olarak
degiskenlik gostermektedir. Konjuge protein kapsuler asilarin kullanimi ile
asinin icerdigi  serotiplerin  olusturdugu menenjitler basariyla elimine

edilebilmektedir®.

2.1.1. Akut Menenjit Sendromu

Akut bakteriyel menenijit dinyada 6limle sonuglanan ilk 10 hastaliktan
biridir ve %30-50 arasinda norolojik sekelle sonuglanmaktadir'’. Bas agrisi,
ates, ense sertligi ve meningeal irritasyon bulgulari ile karakterize ve bulgularin
birka¢ saat ile birka¢ gun icerisinde ortaya ciktigi akut bir klinik tablo olma
Ozelligindedir. Bu belirti ve bulgular hastanin yagi, altta yatan hastalik varligi
(kafa travmasi, yakin zamanda kraniyal operasyon dykusu, BOS santi varligi ve
immudn yetmezlik durumu) ve menenjite neden olan mikroorganizmaya gore

degisiklik gostermektedir. Bakteriler, viruslar, mantarlar ve gesitli ilaglar akut
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menenijit klinik tablosuna neden olabilir. Viral etkenler ve ilaglarin neden oldugu
hastalik tablosu hafif seyirli olup, bakterilerin olusturdugu menenijit klinik tablo
agir seyretmektedir'®. Yenidogan déneminin ardindan akut bakteriyel menenjite
en sik neden olan etkenler; N. meningitidis, H. influenzae, S. pneumoniae’tir.
Hemophilus influenzae tip b (Hib) asilamasinin rutin uygulandigi Ulkelerde ise
en sik bakteriyel menenijit etkenleri S. pneumoniae ve N. meningitidis

olmustur®®.

2.1.2. Subakut ve Kronik Menenjit Sendromu

Akut menenijitin aksine subakut veya kronik menenijit haftalar, aylar veya
yillar icinde gelisir. Kronik menenijit en az dort hafta boyunca BOS bulgulari olan
veya olmayan menenijit bulgularinin olmasi olarak tanimlanir. Yaklasik U¢
olgudan birinde neden bulunamamktadir. Bazen bulgularin ortaya ¢ikis sureci
disinda klinik olarak akut menenjitle karigabilir. Subakut ve kronik menenijitler
enfeksiydz veya non-enfeksiydz nedenlere bagli olarak gelisebilir®®. Klinik
bulgular akut menenijitteki gibi olmakla birlikte daha yavas ortaya cikar. Ates
daha dusik seyreder, bas agrisi, meningismus, letarji, biling dedgisikligi
gorllebilir. Akut menenjite gore fokal norolojik bulgular daha fazladir®.
Enfeksiydz etkenler arasinda tedavisi tamamlanmamis bakteriyel menenijitler,
Myocobacterium  tuberculosis, Treponema pallidum, ¢esitli funguslar
(Cryptococus neoformans, Coccidioides spp., histoplazmoz), viruslar (Human
immunedeficency virus [HIV]) veya Borrelia burgdorferi yer almaktadir. Non-
enfeksiy0z nedenler arasinda ise siklikla Sarkoidoz, Behget hastalidi, ilaglar ve
vaskdilitler yer almaktadir®.

Rekurren bakteriyel menenijitler toplumda %1-6 arasinda gdézlenmektedir.
Bir kiside saptanan iki ya da daha fazla bakteriyel meninjit atagi rekurren
bakteriyel meninjit olarak nitelendiriimektedir. Rekurren bakteriyel meninjitler
nadir gortlmekle birlikte, ortaya ciktiklarinda hazirlayici faktérleri bulmaya
yonelik ileri arastirmalar yapilmalidir. Bu hazirlayici faktorler arasinda, travma
ve cerrahi girisimler sonrasi BOS fistllleri, konjenital malformasyonlar, SSS
timorleri, immun yetersizlik (kompleman C5-C9 eksikligi ve splenektomi
sonrasl), parameningeal enfeksiyon odaklarinin varligi ve yetersiz medikal

22,23

tedaviler yer almaktadir-=<°. Kompleman eksikligi olanlarda N. meningitidis,
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anatomi defekti olanlarda ise non-b H. influenzae etken olarak

gozlenebilmektedir®.

2.2. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Menenijit, ilk olarak 1805de Genova’da Vieusseux tarafindan
tanimlanmistir. Menenijitin en 6nemli etkenlerinden olan N. meningitidis’in ilk kez
1887'de izole edilmesiyle bu hastaligin etiyolojisi acikli§a kavusturulmustur®*.
Dunyada bakteriyel menenijit tanisi ile her yil 170.000 kisinin hayatini kaybettigi
tahmin edilmektedir?®>. Bununla beraber Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD)
bakteriyel menenjit insidansi son 10 yila kiyasla 3-5/100.000'den 1.3-
2/100.000’e dusmustir. Bakteriyel menenijit etkenleri cografik bdlge ve yasa
baghh olarak degismektedir'®. Tim bakteriyel menenjit etkenleri
degerlendirildiginde en sik U¢ etken (%80 Uzerinde), S. pneumoniae, N.
meningitidis ve H. influenzae olarak karsimiza cikmaktadir?’. Konjuge Hib ve
pnomokok asisinin rutin asi takvimine girdigi Ulkelerde akut bakteriyel
menenijitin epidemiyolojik profilinde biiyiik degisiklikler olmustur?®.

Bakteriyel menenijitte mortalite oranlari gelismis Ulkelerde %10-26
arasinda iken, gelismekte olan Ulkelerde bu oran %15-50 arasindadir. Yine
bakteriyel menenijite badli noérolojik defisit, isitme kaybi ve kognitif bozukluklar
hastalarin yaklasik %50’sinde gdzlenebilmektedir®. Toplumun genetik yapisi ve
sosyoekonomik kosullari da, toplumdan topluma sik gorilen etkenlerin farkli
olmasinda etkili olmaktadir. Son 20 yilda dunyada menenjit epidemiyolojisi
ozellikle gelismis tlkelerde uygulanan basarili Hib asilamasi ile degismistir™.
Hib asisinin asi takvimine girmesinden once, Hib c¢ocuklarda bakteriyel
menenijitin en sik gorulen sebeplerinden biri olmasina ragmen ABD’de asilama
sonras! Hib buylk oranda elimine edilmis ve sadece asilanmamis ya da eksik
asllanmis cocuklarda gériilmeye baslanmistir'®. Bugiin Avrupa ve Amerika'da
cocuk ve eriskinlerde pndmokok menenijiti en énemli etken haline gelmistir®.
ABD’de 1998-2007 yillari arasinda yetigkinlerde yapilan ¢alismada en sik etken
S. pneumoniae ardindan N. meningitidis bulunmustur®. Akut bakteriyel
menenjit olgulari daha c¢ok sonbahar sonu, kis ve ilkbahar baslangicinda
gorulurler. Bakteriyel etkenler genellikle solunum yolu ile nazofaringeal

kolonizasyon yaparlar.
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Menenijit igin risk faktorleri agagida siralanmigtir:

e Yas: 60 yas ustu ve bes yas alti populasyon

e Demografi/sosyoekonomi: Erkek hasta, Afrika/Amerika etnik
koken, duguk sosyoekonomik durum, askeri birlikler, yatili okullar

e Patojene maruziyet: Kolonizasyon, menenijitli hasta ile temas, eglik
eden enfeksiyonlar (mastoidit, sinuzit, otitis media), bakteriyel
endokardit, iv ilag bagimlihgi, anatomik defektler (beyin cerrahi
operasonu sonrasi, SSS travmasi, Kkonjenital defekt),
ventrikUloperitoneal santl hastalar, kohlear implantasyonu olanlar

e imminsupresyon: Postsplenektomili  hastalar, hematolojik
hastaliklar (sickle cell anemi, talesemi major), malignensi, diabet,
alkolizm, kompleman ve immunglobulin eksiklikleri, HIV,
immiinsupresif ilag kullanimi*

N. meningitidis bir enfeksiyon etkeni olarak klinikte cesitli hastalik
sekillerinde karsimiza g¢ikabilir. Akut nazofarenjitler, sepsis olmadan
bakteriyemi, meningokoksemi-sepsis, epidemik menenijit, meningoensefalit,
osteomyelit, artrit, peritonit, endoftalmit, perikardit yaptigi hastaliklar arasinda
sayilabilir®®. Meningokok menenijiti “epidemik menenijit” olarak
adlandiriimaktadir. Saglkli insanlarin  %3%’inin nazofarinks mukozasinda
kolonize olabilmektedir ve az oranda bu tasiyicilarda septisemi ya da menenijite
neden olmaktadir*®*. Her yil ortalama 1.2 milyon kisi meningokok menenjitine
yakalanmakta, bunlarin da vyaklasik 135.000i 6limle sonuglanmaktadir®.
Meningokok hastaligi yil boyunca gorulebilir. Ancak, siklik 6zellikle kig sonu ve
bahar baslangicinda artmaktadir. Bulag, baslica damlacik yoluyla ya da
dogrudan temasla olur. Hasta ile yakin temasta olan kisiler risk altindadir.
Askeri birlikler, okul yatakhaneleri ve hapishane gibi toplu yasanilan yerlerde
lokal epidemiler c¢ikabilir. Sart olmamakla birlikte epidemilerin ¢cogundan N.
meningitidis A grubu, sporadik olgulardan ise B,C,Y grubu sorumludur®®. Bunun
yaninda Ust solunum yolu enfeksiyonlarindan sonrasi, hepatik yetmezlik,
Sistemik lupus eritematozus, Multiple myelom gibi hastaliklarda, C3-C5 ve C9
eksikliklerinde meningokok menenijit riski artmaktadir®®. invaziv meningokok
hastaligindan dunya genelinde baslica alti Gnemli serogrubun (grup A, B, C, Y,
X ve W135) sorumlu oldugu bilinmektedir. Serogrup dagilimi cografi bdlgelere
gore farklihik gosterdigi gibi ayni cografi bolge icinde de zaman icinde degisim
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gorilebilir®’. Serogrup A ve C Asya ve Afrika’da, serogrup B ve C Avrupa,
Kuzey ve Guney Amerika’da agirlikli olarak goérulmektedir. Toplumdaki
bireylerin %5-10’'unda meningokoklarin nazofarinks tasiyiciligi olmasina karsin,
yurt, kigla gibi kapall ve kalabalik ortamlarda tasiyicilik orani %40-50’ye kadar
yiikselebilmekle birlikte salginlarda ise bu oran %100’lere ulasabilmektedir®.
Diinya Saglik Orgiiti’'niin (DSO) verilerine gore en ylksek insidans ise 9-12
yilda bir Afrika’daki Sahraalti Ulkelerde duzenli epidemiler seklinde
gorulmektedir. Bu epidemiler sirasinda insidans orani 1.000/100.000 vaka
civarinda olmaktadir®®. 1996 yilinda baslayan en biiyiik salgin 300.000 vaka ve
30.000 &liimle sonuclanmistir?”. 2009 yilinda 14 Afrika (ilkesi tarafindan 78.416
vaka tanimlanmis ve bu vakalarin 4.053'U hayatini kaybetmistir*®. Meningokok
menenijitinin hastalardaki mortalite orani %10-14 arasinda iken hastalarda sekel
kalma orani ise %10-19 arasindadir®’.

Pnémokoksik menenijit, yenidogan donemi disinda tim yas gruplarinda
goérulur ve erigkinlerde en sik menenijit etkenidir. Kis aylarinda daha siktir.
Pnoémoni, otit, mastoidit, sintzit olmasi hastalik riskini artirmaktadir. Pnomoni
veya menenjit olugsmasinda sorumlu olan pnémokok susu, hastanin
nazofarinksine daha ®nce kolonize olmustur®. Cesitli yapilan calismalarda
dinyada her yil S. pneumoniae‘’ya bagl ¢ocuk olumlerinin sayisi 700 bin ile bir
milyon arasinda  degismektedir’®.  Splenektomi, multiple  myeloma,
hipogamaglobulinemi, malnatrisyon, kronik karaciger ve bobrek hastahgi
olanlarda enfeksiyon ciddi seyretmektedir. Kafa kaide kirigi olan ve BOS
sizintisi gelisen hastalarda ilk akla gelmesi gereken etken S. pneumoniae’dir*.
Hastanede tedavi altina alinan pnomokok menenjitlerinde mortalite yaklagik
%20-30 oraninda, intrakraniyal komplikasyonlar ise %40 oraninda
godzlenmektedir®. Bugiine kadar 90 serotipi bulunmustur. Pnémokoklara bagli
bircok hastalik 23 serotipi ile meydana gelmektedir. ABD’'de ¢ogu invaziv
pndmokokal hastaliklar serotip 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F ve 23F ile meydana
gelmektedir. En sik karsilagilan penisilin direngli serotipler ise 6B, 9V, 14, 19A,
19F ve 23Fdir”®. Tim diinyada penisilin ve Ucilinclii kusak sefalosporinlere
direncli pndmokoklara ait sistemik enfeksiyon sikhgi giderek artmaktadir. Bes
yas alti ¢ocuklarda direng oraninin daha yuksek oldugu bildiriimektedir. Bir
aydan buyuk cocuklarda travma sonrasi gelisen bakteriyel menenijitin ampirik

tedavisi vankomisin ve Ugunclu kusak sefalosporin seklinde olmalidir®®.
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Pnomokokal hastaliklarin tanisindaki kultur yontemleri ile ilgili sikintilarin
nedenleri; ge¢ Ornek transportu, yetersiz ornekler ve onceden antibiyotik
kullanilan hastalar olarak siralanabilmektedir®’.

H. influenzae c¢ocuklarin nazofarenks mukozasinin normal bakteri
florasinin bir Gyesidir. Akut purtlan menenijit etiyolojisinde 6zellikle gocuklarda
onemli rol oynayan Hib tasiyiciligi ilk alti aya kadar olan ¢ocuklarda seyrek, Uc-
bes yas grubu cocuklarda ise %3-5 civarindadir. Eriskin g¢aglara dogru
tastyicilik azalmaktadir*?. H. influenzae menenjiti eriskinlerde nadir, bes yas alti
cocuklarda ise sik gdzlenmektedir ve vyillik insidansi 31/100.000°dir*°. H.
influenzae akut otitis media, sindzit, bronsit, pnédmoni gibi solunum yolu
enfeksiyonlarinin yanisira menenijit, septik artrit, sellllit gibi enfeksiyonlara da
neden olabilmektedir*®. Hib asilamasinin baslamasindan sonra Hib’e bagli
invaziv hastaliklarin insidansinda dramatik bir sekilde dususler olmus, Avrupa
ve Amerika’daki baz iilkelerin bazi bélgelerinde neredeyse elimine edilmistir®.
Asilama sonrasi bazi ulkelerde Hib asilamasindan sonra tiplendirilemeyen
suslarin invaziv hastaliklarda goértilme orani artmaya baslamistir. Su an igin
a,c,d,ef ve tiplendirilemeyen Hib disi suslarla da hem c¢ocuk hem de
eriskinlerde invaziv hastaliklar gérilebilmektedir°.

Listeria monocytogenes Gram pozitif, fakultatif anaerop, sporsuz bir
bakteridir. Toprak, su, kokusmus sebze artiklarinda bulunur. Ozellikle hazir ve
pastorize edilmemis yiyecekler bulasa neden olmaktadir. Yaslilar, alkolikler,
kanserli hastalar, immunosupresif yetigkinler, diabet hastalari, kollajen vaskuler
hastaligi olan kisiler, kronik bobrek ve karaciger hastaligi olanlar, L.
monocytogenes menenijiti riskine sahiptirler. 1/2a, 1/2b ve 4b serotipleri
insanlarda olusan enfeksiyonlarda én plana cikmaktadir™. Vajenlerine L.
monocytogenes, Escherichia coli ve Streptococcus agalactiae ile kolonize
olmus gebe kadinlar ile dogum esnasinda gelisebilecek bulagla yenidogan
bebekte, bu bakterilere bagl sepsis, menenjit ve 06li dojguma neden
olabilmektedirler®.

S. agalactiae, yenidoganlar, sutgocugu ve gebelerde ciddi enfeksiyon
nedenidir. Cogu vakada sepsis, pndmoni ve menenjit seklinde seyreder. Erken
baslangicli S. agalactiae enfeksiyonu igin risk faktorleri maternal S. agalactiae
tastyicihgl, uzamigs membran rapturd, intrapartum ates, geng anne yasl, siyah

etnik grup olarak bildiriimektedir. Ge¢ baslangi¢li S. agalactiae enfeksiyonu igin
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risk faktorleri daha az net olmakla birlikte; maternal, nozokomiyal ya da anne
siitli kaynakli oldugu belirtilmistir>.

Staphylococcus aureus menenjiti nadir gorulmekle birlikte, genellikle
norogirurjik islemler, travma, endokardit ve bakteriyemi sonrasinda
gorulebilmektedir. Bunun diginda hastalik olusumunda basglica predispozan
faktorler arasinda diabetes mellitus, alkolizm, kronik renal yetmezlik,
hemodiyaliz, intravendz ilag bagimliligi ve maligniteler yer almaktadir®.

Gram negatif basiller (Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.
ve Pseudomonas aeruginosa) bakteriyel menenijit etkenlerinin %10’undan azini
olustururlar. Enterobacteriaceae ailesi beyin cerrahi operasyonu sonrasi en sik
goriilen menenijit etkenleridirler'’.

Akut bakteriyel menenijit olgularinin %80-85 kadarindan S. pneumoniae,
N. meningitidis ve H. influenzae sorumlu olmasina karsin, belli yaslarda ve bazi
durumlarda etkenlerin gorulme sikhginin degistigi unutulmamalidir. Etkenlerin

yasa gore dagihmi Tablo 1’de gosterilmigtir.

Tablo 1. Menenijit etkenlerinin yasa gore dagiimi®

Yenidogan 1-23 ay 2-18 yas 18-50 yas > 50 yas

B grubu B grubu S. pneumoniae | S. pneumoniae | S. pneumoniae

streptokoklar streptokoklar N. meningitidis N. meningitidis | N.meningitidis

E. coli S. pneumoniae | H.influenzae L. monocytogenes

L. monocytogenes N. meningitidis Gram negatif
E. coli basiller
H.influenzae

Tuberkuloz menenijit (TBM), Mycobacterium tuberculosis’in neden oldugu
ekstarpulmoner enfeksiyonlari arasinda sik goriilen bir tablodur. Ozellikle
gelismekte olan Ulkelerde gorulmekle birlikte, mortalite (yaklasik %30) ve sekel
oranlari oldukga yiiksektir. DSO, diinya genelinde her yil bir milyon gocugun
tuberkiloz enfeksiyonuna maruz kaldigini, bunlarin da %11’inde TBM geligtigini
bildirmektedir. HIV enfeksiyonuna sahip ve immuln yetmezlikli hastalarda risk
yiiksektir*. TBM, tiiberkiiloz gegirenlerin %5-10’'unda goriiliir. Anti-tiberkiiloz
ilaglardan dnce TBM'nin klasik seyrinde 6lum kaginilmaz son iken, son 50 yildir
hastaligin seyri degisiklik gostermis, atipik formlar daha sik gbzlenmeye
baglamistir. Tip dunyasindaki ilerlemelere ragmen TBM, gerek teshisindeki
guclikler gerekse ciddi komplikasyonlari nedeniyle hala 6nemli bir saglik

problemidir. Erigkinde TBM, tek basina veya hastaligin genellikle
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pulmoner/miliyer formuna paralel olarak gelismektedir. TBM'ye ait semptom,
belirti ve sekellerin gogu meninks enfeksiyonuna immunolojik olarak yonlenen
inflamatuvar cevabin sonucunda belirmektedir®.

Dunya genelinde aseptik menenjitin onde gelen en Onemli nedeni
enteroviruslardir®. Cocuklarda enterovirusa baglh aseptik menenijitler salginlar
seklinde karsimiza c¢ikabilmektedir. Etiyolojinin belirlendigi aseptik menenjit
olgularinin %80-95’inden polio digi enterovirus sorumlu tutulmaktadir. Bunlar
arasinda en sik rastlanilan tiplerin de Coxsackievirus B2, B5; Echovirus tip 4, 6,
9, 11, 16, 30 ve Enterovirus tip 70, 71 oldugu bildiriimektedir. Enterovirus
enfeksiyonlarinin gorulme sikligi, sicak iklimlerde yaz/sonbahar donemlerinde
artis gosterirken tropikal ve yari tropikal bolgelerde ise insidans yil boyunca
yiksektir. immiin yetmezlik (ézellikle konjenital veya edinilmis himoral
immdunite) ve yas enteroviral menenijit icin risk faktoradur. Yenidogan ve kuguk
cocuklar toplumdaki en duyarli grup olmalari nedeniyle enteroviral menenijitten
cogunlukla etkilenirler. Enterovirus eriskinlerde de en yaygin aseptik menenijit
nedenidir. Artan yasla birlikte gériilme orani azalmaktadir®”.

Fungal menenijitlerin en sik etkenleri Candida spp., Aspergillus spp. ve C.
neoformans’tir. C. neoformans menenjitlerinde hastalarin %90’in Uzerinde
immun sistemi baskilanmistir ve 6zellikle AIDS’li hastalarda gorulmektedir.
Candida spp. arasinda ise en sik etken C. albicans’tir. Kandida menenijiti
infantlarda eriskinlere gore daha sik gorulmektedir. Kandida menenjitleri bazen
saglkh bireylerde de gorulebilmektedir. Bunarin disinda fungal menenijitler
arasinda Histoplasma capsulatum, Coccoides immitis, Zygomycetes spp. de
gorilebilmektedir®®>°.

Nagleria fowleri, primer amebik meningoensefalit (PAM) etkenidir. Cogu
olgu Amerika, Avrupa ve Avusturalya’dan bildiriimistir. Parazitin giris yeri
olfaktér mukoza ve néroepitelyumdur. Ozellikle sulak yerlerde yaz aylarinda
goérilmektedir. Ug-sekiz glinliik inkiibasyon sonunda klinik tablo gelismektedir.
Klinik tablo bakteriyel ve TBM ile karisabilmektedir®.

Kimyasal menenjit nedenleri ise; metronidazol, ibuprofen, kotrimoksazol
kullanimi ile olabilmekle, aseptik menenjite neden olurlar®.

Nozokomiyal menenijitler, invaziv iglemler (kraniyotomi, ventrikiler
kateterler, lomber ponksiyon ve spinal anestezi gibi), kafa travmalari ve hastane

kaynaklh metastatik enfeksiyonlardan kaynaklanmaktadir. Nozokomiyal menenijit
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etkenlerinden 6n plana c¢ikan mikroorganizmalar, Gram pozitiflerden
stafilokoklar ve Gram negatiflerden ise ¢oklu ila¢ direncli Acinetobacter spp. ve
Enterobacteriaceae ailesi 6ne ¢ikmaktadir®.

Cesitli yas gruplari ve cografik dedisikliklere gére bakteriyel menenijit
etkenleri degisebilmektedir. Yasli hastalardaki bakteriyel menenijitlerde fokal
norolojik defisitler gen¢ hastalar gore daha fazla siklikla goriimekte iken bas
agrisi ve ense sertligi geng hastalara nazaran daha az gorulmektedir. Yasl
hastalarda en sik S. pneumoniae ve L. monocytogenes gorulmekle birlikte
immun sistem durumuna gore diger etkenler genis bir yelpazede
gozlenebilmektedir®®. Taiwan'da akut bakteriyel menenijitli 87 yasli hastada
yapilan bir calismada Gram negatif etkenler %55.8, Gram pozitif etkenler %44.2
bulunmustur. Gram negatif etkenlerden en sik Klebsiella pneumoniae, Gram
pozitiflerden ise stafilokoklar saptanmigtir. Ancak Taiwan’da ayni yas grubunda
yapllan ¢ogu c¢alismada bakteriyel menenjit etkenlerini daha ¢ok S.
pneumoniae, N. meningitidis ve L. monocytogenes olarak saptamislardir®,

immiin sistemi baskilanmig hastalarda en sik gérilen etken S.
pneumoniae olmakla birlikte, L. monocytogenes, E. coli, Salmonella spp. ve S.
aureus bakeriyel menenijit etkeni olarak gorulebilmektedir. Antiretroviral tedavi
(HAART) alan HIV’li hastalarda pndmokok menenijit riski oldukga artmistir®,

Bazi 6zel durumlarda ise 6zel menenijit etkenleri saptanir. Bu etkenler

Tablo 2’de 6zetlenmisgtir.

Tablo 2. Ozel bazi kosullarda sik rastlanan menenyjit etkenleri®

Santl hastalar S. epidermidis ve S. aureus
Kraniyal fraktir S. peumoniae

Aspleni S. peumoniae, Salmonella spp.
C3-C5 eksikligi N. meningitidis
Meningomyelosel, dermal fistul S. aureus, E. coli

1gG2 eksikligi Hib

Kronik otit, sinlizit, mastoidit S. peumoniae

Penetran kafa yaralanmalari Stafilokoklar

Menenijite neden olan enfeksiyon ve enfeksiyon digi nedenler Tablo 3'de

siniflandinimistir.
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Tablo 3. Menenijit nedenleri®

1)Enfeksiy6z Etkenler

A) Bakteriler

Neisseria meningitidis

Haemophilus influenzae

Streptococcus pneumoniae

Listeria monocytogenes

Streptococcus agalactiae

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Enterococcus faecalis

Aerobik gram negatif basiller (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae)

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella spp.

Brucella spp.

Nocardia spp.

Actinomyces spp.

Mycobacterium tuberculosis

B)Viruslar

Nonpolio entero (Echo, Coxsackie )

Arbovitus (St. Louis ensefalit virus, Kalifornia ensefaliti)

Dogu, Bati ve Venezuella beygir ensefaliti ve Kolarodo kene atesi)

Kabakulak virusu

Herpes (Herpes Simpleks virus (HSV) tip 1 ve 2, Varisella Zoster virus (VZV),
Sitomegalovirus (CMV), Ebstein Barr virus (EBV), Human Herpes virus (HHV 6 ve 7)

Lenfositik koriomeneniit virus

Human immunedeficency virus (HIV)

Adenovirus

influenza A ve B virus, Parainfluenza virus

Rubella virus, Poliovirus, Rota virus

C)Mantarlar

Candida spp.

Cryptococcus neoformans

Aspergillus spp.

Histoplasma capsulatum

Coccidioides immitis

Blastomyces dermatitidis

Sporothrix schenckii

Pseudallescheria boydii

Cladosporium spp.

Zygomycetes spp.

D)Spiroketler

Treponema pallidum

Borrelia burgdorferi

Leptospira spp.

Borrelia recurrentis

Spirillium Minus

E) Riketsiyalar

Rickettsia rickettsii, Coxiella burnetti, Rickettsia prowazekii, Rickettsia
typhi, Rickettsia tsusugamushi

F)Protozoer ve Helmintler

Naegleria fowleri

Acanthamoeba spp

Toxoplasma gondii

Taenia solium
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Trichinella spiralis

Trypanosoma spp

Paragonimus spp

Echinococcus granulosus

Strongyloides stercoralis

Schistosoma spp

Entamoeba histolytica

G)Diger Enfeksiy6z Durumlar

Parameningeal enfeksiyonlar (beyin absesi, otit, sinlizit, mastoidit, subdural abse,
epidural abse, vendz sinus tromboflebiti, kraniyal osteomiyelit, enfektif endokardit)

Bakteriyel toksinler (Streptokoksik farenjit, kizil, toksik sok sendromu, difteri, bogmaca)

Viral postenfeksiyéz sendromlar

Asi sonrasi (kabakulak, kizamik, polio, bogmaca, kuduz asilari)

2) Enfeksiyon Digi Nedenler

A) Sistemik Hastaliklar

Sistemik lupus eritematozus

Sarkoidoz

Behget hastaligi

Sjogren sendromu

Mikst konnektif doku hastaligi

Romatoid artrit

Polimiyozit

Wegener’s granulomatosis

Lymphomatoid granulomatosis

Poliarteritis nodosa

Granulomatdz anijiit

Ailevi akdeniz atesi

Kawasaki sendromu

B) ilaglar

Antimikrobiyal ajanlar (trimethoprim-sulfamethoxazol, siprofloksasin,
penisilin, izoniazid)

Nonsteroid antiinflamatuar ilaglar (ibuprofen, naproksen)

Azathioprine

Cytosine arabinoside

Carbamazepine

immunglobulin

C) Cesitli Uygulamalar

Postnérosirurjik islemler

Spinal anestezi

intratekal injeksiyonlar

D)intrakraniyal Tiimor ve Kistler

E)Maligniteler

2.3. Menenjit Fizyopatolojisi ve Patogenezi

SSS, gerek kapali anatomik yapisindan dolayl gerekse kan-beyin
bariyerinin fizyolojik 6zelliklerinden dolay! enfeksiyonlardan korunmada bir
avantaj saglarken, immun sistem fonksiyonlarini sinirlamasindan dolayr da
dezavantaj olusturabilmektedir*.

GCogu olguda kazanilmig bakteriyel ~menenjitler nazofaringeal

kolonizasyon ile baslamaktadir®. Mikroorganizmalar hematojen yola girdikten
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sonra hastalardaki Kklinik tablo septisemi veya menenijitle sonlanabilmektedir.
Kapsuler polisakkarit yapi duyarli dokulardaki adezyon ve kolonizasyonda rol
alan en giiclii inflamatuar sinyal faktoridir®.

Menenjit gelisimi icin  mikroorganizmalarin doért o6nemli asamayi
gerceklestirmesi gerekmektidir. Bunlar; kolonizasyon ve mukozal invazyon (1),
dolasima gectikten sonra, vicut savunma mekanizmalarindan kurtulma (2),
kan-beyin engelini gecis (3), BOS icinde yasamini sirdirme ve ¢ogalma (4)
basamaklarini icermektedir. Kolonizasyon ve invazyon sonrasinda kan
dolagsimina giren bakterilerin, subaraknoid alana ulasabilmesi, oncelikle konak
savunma mekanizmalarinin  Ustesinden gelmesine baghdir.  Bakteriyi
dolasimdaki antikorlara, kompleman ile gelisen oldirmeye ve notrofil
fagositozuna karsi koruyan temel mekanizma ve viriilans faktorii kapsiildiir®#2.
Mukozal epitele tutunma ve dolagima gegis icin bakterilerin, sekretuar IgA’nin
etkisinden korunmasi, siliyer temizlik mekanizmasindan kurtulmasi, apikal
yuzeye tutunmasi gerekmektedir. S. pneumoniae, Hib ve N. meningitidis gerek
kapsul yapilari ile sekretuar IgA’nin etkisinden korunurken, gerekse yapilarinda
bulundurduklari IgA proteaz ile IgA’'nin prolinden zengin “mentese” (hinge) kismi
olarak adlandirilan bolgesinden pargalayarak fonksiyon goremez hale
getirmektedirler. Klasik menenjit etkenleri olan bu U¢ mikroorganizma
intravaskuler alanda kapsulli yapilan sayesinde klasik kompleman sisteminin
etkisinden korunmaktadirlar. Bu nedenle her U¢ ajana kargi sadece alternatif
kompleman sistemi ile 6zglin olmayan cevap verilebilir. Ancak N. meningitidis’in
kapsuler yapisinda bulunan sialik asit, faktér H'nin C3b’ye baglanmasina neden
olarak, alternatif kompleman sisteminin aktivasyonu icin gerekli olan faktér B ile
C3b baglanmasini engeller ve bdylece, alternatif kompleman sisteminin
etkisinden korunmus olur. S. pneumoniae’da kapsuler yapinin 6zelligi nedeniyle
kapsul Uzerindeki faktor B ile C3b etkili sekilde baglanamaz ve C5-C9
aktivasyonu gerceklesmez. H. influenzae tip b’nin ise poliribozil fosfat (PRP)
kapsiiliine C3 baglanamadid icin alternatif kompleman sistemi aktive olamaz?.

Hematojen yolla bakteriyel invazyonun hangi anatomik bdlgeden
kaynaklandigi tam acikhga kavusturulamamis olsa da koroid pleksus ile ilgili
oldugu diistiniilmektedir®*. Bunun disinda mikroorganizmalar orta kulak iltihabi,
mastoidit ve sinuzit gibi durumlarda direkt invazyonla meninkslere kolayca

ilerleyebilmektedir'®. Menenjite neden olan mikroorganizmalar kan-beyin

20



bariyerini transsellUler, paraselluller veya enfekte ettikleri makrofajlar (Truva ati
modeli) ile gecebilmektedir. Ayrica ¢cogu calisma bu mikroorganizmalarin bu
bariyeri gecerken konak reseptorleri ile etkilesimini gdstermistir®.

Subaraknoid aralikta notrofiller ve diger kan hicreleri, kompleman
komponentleri ve immunglobulinler olmadigi i¢in bakteri BOS igine girdiginde
menenijit kaginilmazdir. Bu ortamda logaritmik olarak artan mikroorganizmalar,
|6kositlerin artisina ve enflamatuar cevaba neden olurlar?.

Lokositlerin  BOS’a gegis mekanizmsi tam olarak bilinmemektedir.
Kemotaktik faktorler, interseluler adezyon molekuli-1 gibi spesifik adezyon
molekulleri, selektin ve integrinler, aderansta ve |0kosit go¢linde dnemli olabilir.
Gram negatif bakterilerin lipopolisakkaritleri ve Gram pozitif bakterilerin
peptidoglikan ve teikoik asit yapilari meningeyal enflamasyonu gugla bir sekilde
induklemektedirler. Bakterilerin timor nekrozis faktor, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12, IL-16 gibi yerel sitokin ve kemokin salinimini artirarak enflamasyonu
indukledikleri dugtnulmektedir. Toll benzeri reseptorlerin de bakteriyel
menenjitte roll vardir. Bu reseptorler birgok mikroorganizmada ortak bulunan
molekuler yapilari taniyinca hucrelere aktivasyon sinyali gondererek
enflamatuar sitokin genlerini indiiklemektedirler*?,

Kan beyin bariyerindeki degisim bakteriyel menenijit fizyopatolojisindeki
en onemli olaydir. Nitrik oksit, sitokin veya bakteri komponentleri ile indUksiyon
sonrasi makrofajlardan, notrofillerden, damar duz kas hucrelerinden ve glial
hicrelerden Uretilir. Sonug olarak ta serebral kan akiminda degisiklige neden

olmaktadir?.

2.4. Bakteriyel Menenijit Etkenleri

2.4.1. Haemophilus influenzae

H. influenzae, Gram negatif, kiiclk hareketsiz bir kokobasildir. Aerob ve
faklltatif anaeroptur. Glikoz, ksiloz, galaktoz ve desoksiribozu kaynak olarak
kullanabilmektedir. Nitrati nitrit haline redukler, indol, Ureaz, oksidaz ve alkali
fosfataz  aktivitesine  sahiptirler**®’.  Hastallk materyalinden  yapilan
preperatlarda kuguk, yaklasik 0.3-0.5 pm eninde ve 0.5-2 pm boyunda
kokobasil gériniumundedirler. Hareketsiz ve sporsuzdur. Virulan H. influenzae
zengin besiyerlerinde kapsul olusturur. Gram boyamada bazen guclik

gosterebilirler. Aerop ve fakultatif anaerop bir bakteri olup adi besiyerlerinde
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tremezler. Ureyebilmesi icin kanda bulunan hemoglobine bagli ve isiya
dayanikh bir X faktorl (protoporfirin 1X) ile i1siya dayaniksiz bir V faktordnun
(nikotinamid adenin dindkleotid) bulunmasi gereklidir. 37°C’de pH 7.2-7.4'de
urerler. Cikolatamsi agar Uretiimesinde kullanilan uygun bir besiyeridir.
Besiyerinde kucguk, sebnem tanesine benzeyen, kenarlari diz, yuvarlak
koloniler yaparlar. Kapsul, kati besiyerinde piriltili renk gosteren kolonilerin
varhgi ile anlasilir. H. influenzae kapsul maddesine goére a, b, c, d, e, f diye
isimlendirilen alti serovara ayrilmaktadir®®. H. influenzae, S. aureus’un hemolitik
kolonilerinin etrafinda Ureyebilmektedir. Bu olaya “satellit fenomeni” veya “sut-
anne fenomeni” denmektedir. H. influenzae’nin en o6nemli virulans faktoru
kapsuldur. Diger virulans faktorleri lipooligosakarit (LOS), IgA proteaz ve
bakteriyosin’dir®. Kapsillii H. influenzae alti tipten (a-f) bir polisakkaridi icerir.
Kapsul varligi tipe 6zel antiserumlarla yapilan kapsul sisme reaksiyonu ile de
gosterilebilir. Tip b’nin kapsul antijeni PRP’dir. Bu kapsulli suslar lam
aglutinasyonu, stafilokoklar ile koaglutinasyon ve tipe 06zgul antikorlar ile
kaplanmis lateks partikiilleri ile tiplendirilebilmektedir’®. Hib asisi bulunmadan
once serotip b, invaziv enfeksiyonlarin %95’'inden sorumlu iken asi uygulamasi
baslamasindan sonra invaziv enfeksiyonlarin yarisindan c¢ogu kapsulsuz
(tiplendirilemeyen) suslarla meydana gelmektedir. Hib’deki major virulans faktor
PRP iceren antifagositik polisakkarit kapsiildir’®. Yapti§i hastaliklar arasinda
menenijit, epiglottit, septik artrit, pnédmoni ve ampiyem, bakteriyemi ve sellllit

sayilabilmektedir®®.

2.4.2. Neisseria meningitidis

Yaklasik 0.6-0.8 ym buyukliginde olan N. meningitidis genel olarak
kahve g¢ekirdegi gorinumunde birbirlerine bakan yuzleri hafif i¢ blkey ya da duz
diplokoklardir. Gerek hastalik materyalinde gerekse eski kilturlerinden yapilan
preperatlarda normal buyuUklUkte ve gorunumdeki meningokoklarin yaninda
daha buyuk, diplokoklardan birisi buyuk birisi kiiguk ve agik ya da koyu renkte
boyanmis sekilleri gdzlenebilmektedir’>. N. meningitidis aerobik, sporsuz,
hareketsiz, oksidaz pozitif, katalaz pozitiftir®>. Karbonhidratlarin oksidasyonu ile
asit Uretmektedirler. Glikozun oksidasyonu ile N. gonorrhoeae suslari asit
uretirken, N. meningitidis suglari hem glukoz hem maltoz oksidasyonu ile asit

uretirler. Diger karbonhidratlarin oksidasyonu olmaz. Neisseria turleri dig
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etkenlere kargi oldukga duyarhdir. Kultirde birkag gun icinde olurken, %75’lik
asitli agarda batirma kultira yapilarak, kurumaya kargi onlem alinarak, 37°C
etivde tutulduklarn takdirde, haftalarca canli kalabilirler. Kultirde ¢ok cabuk
Olmelerinin nedeni bilinmemekle beraber, metabolizma sirasinda olusan
amonyagin ortami kuvvetli alkali yapmasindan ileri geldigi dusunulmektedir.
Ortamin pH’sini 8.6-9.0’a kadar tolere edebilirken, 55°C de bes dakikada,
kurulukta bir—iki saatte Slmektedirler’>. Meningokok menenijitinin olasi tanisi
BOS’un Gram boya kullanilarak direkt incelemesi ile yapilabilir. Hasta ilk
antibiyoterapiyi alana kadar Gram boyamada yuksek oranda gorulebiliriler.
Neisseria turleri biyokimyasal olarak fazla aktif olmadigindan glukoz, maltoz ve
sakkaroza olan etkilerinden yararlanilarak tiplendiriimeye calisilirlar. Asitli ve
serumlu vasatlara c¢esitli sekerler ilave edilerek, biyokimyasal reaksiyonlar
incelenir. Meningokoklar, kanli agar, cikolata agar, Thayer-Martin besiyeri,
beyin-kalp agari veya zenginlestiriimis Muller Hinton agarda, 35-37°C ve %3-10
CO; iceren ortamlarda Urerler. Glikozu ve maltozu fermente eder, laktozu ve
sukrozu etmezler. N. meningitidis 18-24 saatlik kudltlrlerinde yaklasik 1mm
capinda diuzgun ve parlak yuzeyli koloniler olugturur. Kapsullu tarleri mukoid
olabilir.  N.  meningitidisin  diger Neisseria tlrlerinden ayriminda
karbonhidratlardan asit olugturmasina ilaveten nitrat reduksiyon testi, DNAz
testi, tributirin hidroliz testi gibi yontemler kullanilir. Gram boyali preperatlarda
polimorfonukleer hicrelerin iginde ve disinda Gram negatif diplokoklar seklinde
gorinmektedirler’®. Meningokokal hastaliklarin tanisinda Gram boyama, kiiltir,
lateks aglutinasyon ile antijen testi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
kullanilmaktadir®®. N. meningitidis icin major virulans faktorii polisakkarit
kapsuldir. N. meningitidis’in polisakkarit kapsulindeki antijenik farkhliklar
bakteri serotiplendirmesinin temelidir. Genel olarak dogrudan dogruya kapsulu
goérmek zor olmakla beraber, yeni izole edilen bakterilerin bagisik serumlarla
karistinimasinda, sisen kapsdullerini ayirt etmek olanakhidir (kapsil sisme
reaksiyonu). Kapsiuler polisakkarit, fimbria ya da pili, lipopolisakkarit tabaka, IgA
proteaz, Omp, dis membran vezikilleri ve demir gibi metabolik yollari, virulansta

rol oynayan énemli yapilardir®®™

. Kapsdul, bakteriyi konagin savunmasinda
onemli bir basamak olan fagositozdan korumaktadir. Menengokoklarda; A, B, C,
D, H I, K L W135, X, Y, Z ve 29 E olmak Uzere 13 farkh kapstler serogrup

tanimlanmis olmasina ragmen DSO 12 serogrup tanimlamistir’®. Bu 13
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serogruptan altisi (A, B, C, W135, X ve Y) hayati tehdit eden invaziv
enfeksiyonlara neden olmaktadir’”. Yapti§i enfeksiyonlar akut nazofarenijitler,
meningokoksemi-sepsis, epidemik menenijit, meningoensefalit ve pnémoni

olarak bilinmektedir’?.

2.4.3. Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae, Streptococcaceae ailesinden Streptococcus cinsinin bir
uyesidir. Pnomokoklar birbirine bakan yuzleri duz diger uglari sivri, 0.5-1.2 ym
boyutlarinda oval ya da lanset sekilli, kisa zincirler veya ikili koklar (diplokoklar)
halinde dizilim g0Osteren, tipe oOzgul olarak kapsulli ya da kapsulsuz
bakterilerdir. Gram boyama ile Gram pozitif boyanirlar. Balgam, irin ve ser6z
sivida kisa zincirler halinde bulunurlar. Hareketsiz, sporsuz, katalaz negatif ve
faklltatif anaeropturlar. Kapsulli suglarin kolonileri genelde, yuvarlak ve mukoid
iken kapsulstuz suslarin kolonileri daha kuglik ve duz goériUnmektedir. Tum
koloniler yagslanmayla otolizise ugramaktadirlar. Aerop kosullarda kanli agarda
alfa hemoliz yaparlar’®’®. Gram pozitif, %3 hidrojen peroksit varliginda katalaz
ve sitokrom oksidaz negatif diplokoklardir. Pnémokoklar basit besiyerlerinde
uremeyip kan, serum, haben sivisi gibi maddeler igceren zenginlestiriimis
besiyerlerinde %5-10 CO, varliginda 18-24 saatte klglk, nemli, yuvarlak ve
yuzeyden az kabarik, 0.5-1.5 mm c¢apinda koloniler olusturarak uremektedirler.
Optimal tGreme 1sisi 37°C’de pH 7.4-7.8 olarak bilinmektedir. Karbonhidratlari
laktik asite fermente ederek enerji kazanirlar. Agiga ¢ikan laktik asit ise hizlica
toksik seviyelere ulasip bakterilerin tiremelerini sinirlar’®. S. pneumoniae rutinde
kanli agardaki safrada erime testi, koloni morfolojisi, optokin duyarhligi ve
kapsuli ile tanimlanmaktadir. Optokin duyarlihdi, bir 6ze kullanilarak alfa
hemolitik organizmadan bir koloni alinarak, kanhh agara en az iki ydonde
kesisecek sekilde surulur. Optokin diski agarin yuzeyine yerlestirilir, 37°C’de 18-
24 saat CO; etuvde inkube edilir, 6 mm’lik optokin diski ¢cevresinde 14 mm ve
uzerindeki zon duyarli, 14 mm altindaki zon ara zon, hi¢ zon olmazsa direngli
kabul edilir. 10 mm c¢apinda disk kullanildiginda 16 mm ve Uzeri zon ¢apl
duyarl kabul edilmektedir’®®. Safrada erime deneyi iki sekilde yapilmaktadir.
Tlp yonteminde buyyona alinan bakteri stispansiyonu (0.5-1 McFarland ) 0.5’er
ml olarak iki tupe aktarilip, daha sonra tuplerden birine 0.5 ml %10 sodyum

dezoksikolat (safra) eklenmekte, diger tipe 0.5 ml fizyolojik tuzlu su konarak
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test kontroli hazirlanmakta ve 35°C’de U¢ saat inkibe edilmektedir.
Suspansiyon her saat kontrol edilmekte ve berraklagmasi ile test pozitif olarak
sonuglandiriimaktadir. Safra tuzlar asit ortamda presipite olduklari igin bakteri
suspansiyonunun pH’si 7.0 olmahdir. Kanli agar besiyerinde Uretildiginde (plak
yontemi) supheli koloniler Uzerine bir damla %2-10’luk sodyum deoksikolat
damlatilir ve 35°C’de 15-30 dakika normal atmosferde inkube edilir. S.
pneumoniae kolonileri gézden kaybolur®. BOS’da pnémokoklara ait bakteriyel
antijenleri arastiran  hizli  bakteriyel antijen testlerinin  klinik yarari
tartisiimaktadir. Pozitif kan kultirlerinde dogrudan saptayan nukleik asit prob
testleri ticari olarak bulunmaktadir. Bunun yaninda vucut sivilarinda pndmokok
DNA’si arastiran PZR vyontemleri BOS icin duyarli ve &zgul sonuglar
vermektedir®,

Tavsandan tipe 6zgul kapsul antijenleri ile elde edilen antiserumlarla
yapilan Neufeld’in kapsul sisme reaksiyonu (Quellung reaksiyonu) sonucu S.
pneumoniae’nin 90 serotipi belirlenmistir. Kapsul sisme deneyi, pndmokoklarin
cesitli drneklerden direkt galisilarak tanisini koymada, safrada erime ve optokin
duyarhligi supheli suslarin tanisinda ya da asi etkinligini degerlendirmede
serotip tayininde kullanilabilir. Numaralandirma sistemi Danimarka’da antijenik
benzerlie (Serogrup 19; 19F, 19A, 19B, 19C tiplerini igerir), Amerika’da ise
belirlenme sirasina gore (1-90) yapilmaktadir. Serogrup/serotiplendirmede
rakamlar serogrubu, harfler o serogruptaki serotipleri icermektedir. Ayni
serogruptaki serotipler capraz reaksiyon vermektedirler®. Bu serotiplerin bir
kismi ¢ok ciddi invaziv enfeksiyonlardan izole edilmektedir. S. pneumoniae’nin
hastalik olusturan serotipleri erigskin ve c¢ocukluk yasinda farklilik
gostermektedir. Cocuklarda olusan enfeksiyonlarin yarisindan gogunda 6A, 14,
19F ve 23F serotipleri ile 4, 6B, 9V, 12F, 18C, 19A, erigkinlerde ise 3, 19F, ve
6A serotipleri 6n planda enfeksiyon etkeni olurlar. Serotiplerin dagihmi yas
disinda, Ulkeler arasi, hatta ayni Ulkede merkezler arasinda bile bir takim
farkhliklar gostermektedir. S. pneumoniae’de saptanan serotiplerin yas, cografik
konuma bagh olarak farklilik gdstermelerinin yanisira enfeksiyonun invaziv veya
non-invaziv olmasina gére de farkli olabilir®,

Pnédmokoklarin hiicre yapisi iginde bakterinin enfeksiyonlarindan sorumlu
cok sayida virulans faktori yer alir. Bakteriyi fagositoz ve opsonizasyona

direncli kilan kapsul, virulansi saglayan temel yapidir. Kapsul bakterinin
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opsonizasyonunu ve fagositozunu engelleyerek virulansa katkida bulunur.
Kapsul polisakkaritlerine karsi olusan antikorlar tipe 6zgudur. Hucre duvari diger
Gram pozitif bakteriler gibi, birbirlerine peptid zincirleri ile baglanmis N-
asetilglikozamin ve N-asetiimuramik asitten olusan peptidoglikan tabakadan
meydana gelmektedir. Hucre duvarinin diger 6nemli komponenti galaktozamin,
fosfat ve kolinden zengin teikoik asittir. Kolin sadece S.pneumoniae’nin hicre
duvarinda bulunur ve hiicre duvarinin hidrolizinde diizenleyici role sahiptir®*.
Pnémolizin (ply), PspA (Pndmokok ylizey proteini A) ve PsaA-B-C (Pnémokok
yuzey adhezini A-B-C), hyaluronidaz, noraminidaz, otolizin (LytA), kolin
baglayan protein A (CbpA), IgAl proteaz S. pneumoniae’nin diger antijenleri ve
ayni zamanda virulans faktorlerindendir. Virulansta ylzey proteinlerinin yani
sira superoksit dismutaz, NADH oksidaz ve ¢inko metallo proteazlar da gorev
almaktadir. Pnémolizin, sitotoksik bir proteindir. Diger hucrelerdeki kolesterole
bagdlanip membranda porlar agmaktadir. PspA, virulansta ¢ok 6énemli bir role
sahiptir ve bunu da pnédmokoklari konak immin sistemden korumakla yerine
getirir. Fagositik hlcreleri ve bronglarda silier motiliteyi inhibe ederler, bazi
sitokinlerin (6zellikle IL-1, IL-8, TNF) yapimini uyarirlar ve komplemanin klasik
yolunu aktive ederler. Otolizin hlcre duvarini hidrolize eder ve bakteriyel
parcalanmaya neden olur. Hyaluronidaz ve IgA1 proteaz; bakterinin dokuda
yayllmasinda ve sekretuar IgA inaktivasyonunda rol oynamaktadirlar.
Néraminidaz A-B; adhezyonda rol oynar®>®°,

Menenijit, pndmoni, otitis media v.b ¢ok c¢esitli enfeksiyonlardan sorumlu
olan S. pneumoniae bakterisi yillarca antimikrobik maddelere duyarl bakteriler
olarak tanimlanmigtir. Ancak 1967 yilindan baslayarak penisiline direngli S.
pneumoniae suslari gittikce artan oranda bildirimege baslanmistir®®. Penisiline
duyarhihgr azalmis ilk sus 1965 yilinda Boston’da, penisiline direngli pndmokok
suslarl ise 1967 yilinda Avusturalya ve Papua Yeni Gine’den bildirilmigtir.
Bundan sonraki 10 yil boyunca penisilin digindaki antibiyotiklere karsi nemli bir
direng sorunu goérilmemesine karsin, 1977 yilinda Glney Afrika’dan penisilin
disinda eritromisin ve kloramfenikole de direng gdsteren ilk S. pneumoniae
kdkeni bildirilmistir®”. Direng oranlarinin yas gruplari ve Ulkelerle iliskili olarak
farkh oldugu gozlenmektedir. Bazi Ulkelerde antibiyotiklerin kontrolli kullanimi
basta olmak Uzere alinan bazi Onlemlerle direng artisi 6nemli Glgude

azaltilmigtir.  Penisilin  direnci, PBP’lerde meydana gelen degisiklikle
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olusmaktadir. Bu degisiklik; PBP genlerinde spontan kromozomal mutasyon
gelismesi ya da direngli farkh bir bakteriden gelen DNA segmentlerinin
pnomokoklarda PBP genlerini kodlayan DNA segmentlerinin arasina yerlesmesi
ile mozaik gen meydana gelmesi olmak {izere iki sekilde olabilmektedir®.
“Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSl)Ya gbére pnomokok
izolatlarinin oksasilin (1ug) zon g¢api 220 mm oldugunda penisiline duyarl
olarak kabul edilir. 2008 yilinda CLSI S. pneumoniae igin penisilin duyarlihgi
sinir de@erlerini degistirmistir. 2008 yili 6ncesinde penisilin E-test taramasinda
Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degeri =2 pg/ml oldugunda penisilin
direncli, 0.125-1.0 yg/ml arasinda oldugunda penisiline orta dizeyde duyarli ve
<0.06 pg/ml  oldugunda penisiline duyarh S. pneumoniae olarak
degerlendiriimekteydi. 2008 yilindan sonra yayinlanan CLSI dékumanlarinda,
BOS’dan elde edilen izolatlar igin, parenteral kullanilan penisilin MIK degeri
<0.06 pg/ml oldugunda duyarli, =20.12 pg/ml oldugunda direngli olarak
degismistir. Oral kullanilan penisilin icin MiK degerleri ise =2 ug/ml oldugunda
penislin direngli, 0.12-1 ug/ml oldugunda penisilin orta dizeyde duyarl ve <0.06
Mg/ml  oldugunda penislin  duyarli olarak degerlendiriimektedir. Penisilin
baglayan proteinler (PBP), beta-laktam grubu antibiyotiklerin dogal hedefidir ve
PBP’leri kodlayan pbpla, pbp2x ve pbp2b genlerindeki mutasyonlar, S.
pneumoniae’da beta-laktamlara karsi gelisen direngten sorumlu tutulmaktadir®.
Pnoémokoklarda ylksek diuzey penisilin direnci tum dinyada baslica serogrup 6,
9, 14, 19 ve 23 olmak Uzere birkag grupta yogun olarak gorulmekte iken orta
diizey penisilin direnci daha genis bir serogrup toplulugunda gdzlenmektedir®.
Penisilin direncinin yani sira diger antibiyotiklere 6zellikle makrolit, trimetoprim-
sulfametoksazole ve diger antibiyotiklere de diren¢ oldukca ylksek dlzeyde
saptanmaktadir. Pnomokoklarda makrolid direnci ya ribozomal metilasyon
sonucu ya da disa atim (efluks) mekanizmalari sonucu goérulmektedir.
Makrolitlere diren¢ mekanizmalarinin arastinildigi  ¢calismalarda, suslarin

cogunda direncten sorumlu erm B direng genleri belirlenmistir®™.

2.5. Menenijitin Klinik Bulgulari
Menenijite isaret eden semptom ve bulgular ates, bas agrisi, ense sertligi,
konflizyon, mental degisimler, letarji, ndbetler ve kusma olarak siralanabilir.

Klasik triad ates, ense sertligi ve mental degikliklerdir. Erken déonemde tani ve
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tedavi, prognoz agisindan son derece onemli oldugundan bulgular ¢ok dikkatle
degerlendiriimelidir. Klasik triadi olan ates, bas agrisi ve kusmaya eklenen ense
sertliginin varliginda menenjit tanisi hemen hemen kesindir*®. Klinik belirti ve
bulgular hastanin yagina, hastaligin siddetine ve immun yetmezlik durumuna
gore oldukca degisiklik gosterir. Bebek ve ¢ocuklarda menenijitin klinik bulgulari
gizli, degisken ve non-spesifik olabilmektedir. Bebeklerde ates, hipotermi, letarji,
huzursuzluk, beslenme bozuklugu, kusma, ishal, solunum sikintisi, ndbet ve
siskin fontoneller klinik bulgular arasinda yer alabilmektedir®.

Ense sertligi, subaraknoid boslukta kanama veya purulan eksudanin
yarattigr irritasyona bagli olarak ortaya c¢ilkan menenjitin patogonomik
bulgusudur®. Brudzinski fenomeni, ense gerilmesi ile meningeal irritasyon
bulgularinin degerlendiriimesidir. Ensenin pasif fleksiyona gelisi ile kalca ve
dizlerde fleksiyon gelismesi pozitif olarak degerlendirilir. Kernig fenomeninde ise
hasta sirt Ustl yatar durumda iken, bacak ve ayaklar karin Ustliinde fleksiyonda
iken ayagin 135 dereceden fazla ekstansiyona gecisine direncin s6z konusu
olmasi pozitif olarak degerlendirilir®.

Ates en sik gorilen (%90-95) belirti ve bulgudur. Istahsizlik myali,
artralji, agir halsizlik, terleme, tasikardi, hipotansiyon ve cilt dokuntuleri eslik
edebilmektedir. Menenijit tanisinda énemli olan bas agrisi, bulanti-kusma gibi
belirtiler erigkinlerde %50’den daha az oranda gézlenmektedir. Bazi hasta
gruplarinda bakteriyel meneniit klasik bulgulariyla birlikte gériilmeyebilir®.
Hastaligin baglangi¢ tablosunda stupor ve koma yaygin olmamakla birlikte
erken donemlerde koma tablosunun goérulmesi, hastaligin prognozunun kotu
olacaginin 6énemli bir isareti olabilmektedir. Fizik muayenede biling degisikligi
saptanabilir. Cocuklar laterji ve huzursuzluk saptanabilir. Ense sertligi olgularin
%60-80’inde vardir. Meningeal irritasyon bulgularindan Kerning ve Brudzinski
bulgulari bakilmalidir, ancak saptanamamasi menenjiti dislamamaktadir®®.
Fokal ndrolojik belirti ve bulgular artan kafa ici basinci veya kan akimi
bozukluguna bagl infarktlarla aciklanabilir. Papil 6demi; vendz sinlis trombozu,
beyin absesi, BOS akiminda tikanikhk veya subdural ampiyem gibi bir
komplikasyonun gelistigini gdsterir. Meningokokal menenijitli hastalarda petesi
purpura gorilebilmektedir'®. Meningkokoksik hastaliklarin daha az siklikta
gorulen ancak daha ciddi tablolara neden olan bir bulgusu hizli dolagim kollapsi

ve hemorajik dokuntulerin ortaya c¢ikmasidir. Watherhouse-Friderichsen
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sendromu meningokoksik enfeksiyonlu c¢ocuklarin yaklagsik %10-20’sinde
gorulmektedir. Bu sendrom, ciltte ve mukozalarda yaygin hemorajik petesgiler,
ates, septik sok ve dissemine intravaskiler koagulasyon bozukluklari ile
gozlenir'®. Konviilsiyon akut bakteriyel menenjitli cocuklarin %30-40’inda
genellikle ilk U¢ gunde gozlenebilmektedir. Pndmokok ve Hib menenjitlerinde
menigokok menenjitine gore dah fazla goérlulmektedir. Hib menenjitlerinin
yaklagik yarisinda hiponatremi ve uygunsuz antidiuretik hormon salinimi
olabilmektedir®. Bir plriilan menenjit olgusunda erken dénemde konviilsiyon,
subdural ampiyem, beyin 6demi gibi komplikasyonlarin ortaya c¢ikmasi,
oncelikle pndmokoksik menenijiti akla getirmelidir. Posttravmatik ve tekrarlayan
menenjitlerde de en sik etken S. pneumoniae’dir. Akut bakteriyel menenijit
supheli bir hastanin anamnezinde mutlaka asilama, altta yatan hastaliklar,

travma, kullanilan ilaclar, seyahat dykiisii, yasam kosullari sorgulanmalidir®?,

2.6. Menenijit Tanisi

Menenijitten suphelenince lomber ponksiyon (LP) yapilip BOS incelemesi
ile tani konulmaktadir. BOS'da Gram boyama ve kultur, beyaz kire sayisi ve
lenfosit-polimorfoniikleer 16kosit ayirimi, protein ve glukoz incelemeleri yapilir®.
Lomber ponksiyon oOncesi yapilmasi gereken testler planlanmali ve testlere
yetecek kadar tip hazirlanmalidir. Genlellikle ¢ yada doért tip gerekmektedir.
Birinci tip kimyasal ve serolojik testler igin, diger tupler mikrobiyolojik ve

hematolojik testler icin kullanilmaktadir®.

2.6.1. Bakteriyel Menenijit Tanisi

Bakteriyel menenjit enfeksiyonlarinin mortalitesi ylksek olmakla birlikte
erken tani ve agresif tedavi basari sansini artirmaktadir. Tanida BOS’un
incelenmesi esastir. BOS’da hucre sayimi, glukoz ve protein miktarinin
saptanmasi, Gram boyama ile mikroorganizma aranmasi tedavinin
yonlendiriimesi acisindan yol gosterici olmaktadir. Ayrica BOS kdlturl, serolojik
testler ve goruntuleme yontemleri, etkene yonelik molekiler ve biyolojik testler
yapilmasi gereken diger tani yontemleridir®.

ABM’'de BOS rengi bulanik, BOS I6kosit sayisi genellikle >1000
hiicre/mm? (polimorfoniikleer I6kosit hakim), protein yiiksek, glukoz disiik
beklenmektedir. Hastalarin %20 kadarinda BOS Ikosit sayisi <250/mm?®
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olabilmektedir. Hastanin daha dnceden antibiyotik almig olmasi Gram boyama
ve kultdr sonuglarini etkileyebilir. Uygun intravendz antibiyotik alimindan sonra
birka¢ gun nétrofil hakim hicre artisi, protein yuksekligi ve glukoz dusuklugu
devam edebilmektedir. Oncesinde antibiyotik tedavisi alanlarda BOS’da bakteri
antijenlerinin varligini saptamaya yonelik testler yapilabilir, ancak duyarhlik

9%60-90 arasinda olmaktadir®.

2.6.1.1. Lomber Ponksiyon

LP, bircok hastalik tanisinda kritik 6neme sahiptir. Bunlar arasinda
bakteriyel, viral veya fungal menenijit, ensefalit, myelit, SSS’nin diger inflamatuar
hastaliklari, malignensiler ve intraserebral kanamalar yer almaktadir®®.

LP bakteriyel menenjit tanisinda en onemli basamaktir ancak invaziv ve
agrih bir islemdir. LP igin hastanin pozisyonu 6nemlidir. Hasta mumkun oldugu
kadar yatagin kenarina gekilmeli, sirti yatak kenarina paralel duruma (dekubit
pozisyonu) getiriimelidir. Hastanin 3-4. lomber araliyi parmakla yoklanarak iki
spinal c¢ikinti arasi cilt kalemiyle isaretlenir. Bolgenin genisge povidon iyodin
veya klorhekzidin bazl solusyonla dezenfeksiyonu tamamlandiktan sonra lokal
anestezi yapilir. En ¢ok U¢ dakika kadar beklenir ve ponksiyon ignesi spinal
cikintilarin ekseni yéniinden ileri ve hafif yukari dogru ilerletilir. islem sonrasi mil
kapatilarak igne cekilir, bolge steril olarak kapatilir ve hastanin dort-alti saat
kadar yatar pozisyonda kalmasi 6nerilir, vital ve nérolojik bulgular izlenir®®,

LP, kafa i¢i basincin ¢ok arttigi, belirgin papil 6demi gorilen, serebral
kite olusturan lezyonlarda, bradikardi, trombositopeni (<50.000/mm?3),
koagulasyon bozukluklarinda kontrendikedir. SSS lezyonlari veya artmis kafa igi
basing menenijit tablosunu taklit edebildigi i¢in klinisyen menenijit ayirici
tanisinda dikkatli olmali ve gerekli gordugu durumda bilgisayarli tomografi (BT)
ile diger durumlar ekarte edildikten sonra LP yapmalidir®®’.

Alinan BOS 6rneklerinin incelemesi; Gram boyama, bakteriyolojik kultar,
beyaz kiire (WBC) sayimi, glukoz ve protein incelemesini icermelidir®®.

Erigkinlerde LP sonrasi normal BOS bulgulari Tablo 4’te 6zetlenmisgtir.
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Tablo 4. Normal beyin omurilik sivisinin 6zellikleri®’

Basing 6-14 mmHg

Hiicre sayisi <5/uL

Protein 15-45 mg/dL

Glukoz 45-60 mg/dL.

Kan/glukoz orani | =0.6

Gram boyama Mikroorganizma gorulmemeli
Sitoloji Atipik hiicre olmamali

2.6.1.2. Hiicre Sayimi

Total BOS hicre sayimi, diger analizlerden elde edilen verilerin
yorumlanmasina yardimci olmanin yani sira akut inflamasyonu gosteren dnemli
bir parametredir. YUksek eritrosit degerleri, kanama veya travmatik ponksiyon
ile iligkili olabilmektedir. Diferansiyel hlcre sayimi inflamasyon tipinin
saptanmasi ve ayirici tani i¢in ek bilgiler sunmaktadir (6rnegin viral enfeksiyon
ile bakteriyel enfeksiyon ayrimi)®.

BOS alindiktan hemen sonra hucre acgisindan degerlendiriimelidir.
Ortalama 30-60 dakika sonra BOS’daki I6kositler azalmaya baslamaktadirlar.
SSS enfeksiyonlarinin tanisinda ve tedaviye yanitin izlenmesinde BOS'’daki
hicre sayisi ve hucrelerin tipi ¢cok 6nemlidir. Normalde gocuk ve erigskinde
santrifiije ediimemis BOS’da hiicre sayisi 0-5/mm¥dir ve sitoplazmalari dar
kiguk lenfositlerden olusur. Buyuk lenfositler ve diger mononukleer hicreler,
notrofiller, plazma hiicreleri ve eozinofil normalde beklenmez®. Bakteriyel
menenjitli  hastalarin  %90’inda 16kosit sayisi  100/ml'den, %65-70’inde
1000/ml’den fazla 16kosit gériiliir ve polimorfoniikleer nétrofil (PNL) hakimdir®.

Akut bakteriyel menenijitlerde baskin hlcre tipi ¢ogunlukla nétrofiller
olmakla birlikte, viral ve tuberkuloz menenijitlerde de ilk donemlerde notrofil
baskinligi gdzlenebilmektedir. Bakteriyel menenijitlerde geriatrik hastalar,
yenidoganlar ve immun sistemi baskilanmis hastalarda beyaz kire sayisi

normal veya diisiik olabilmektedir’.

2.6.1.3. Gram Boyama

Gram boyama, zaman gegciriimeden hemen hazirlanabilen ve hizli tani
koymada son derece faydali olan bir ydntemdir'®. Gram boyamada bakterinin
goriilme sansi bakteri miktarina baglhdir. BOS bakteri miktari 10° ve altinda ise

gorilme sansi %25 iken, 10° ve {izerinde ise gérillme sansi %97’lere kadar
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artmaktadir. Gram boyama ile bakterilerin %60-90’ina tani konabilmektedir.
Bakteriyel menenjitte henuz tedavinin baslanmadigi donemde, Gram boyama
ile etken patojen %50-90 oraninda gosterilebilmektedir. OzglUnligu %97
civarindadir ve bunlarin %80’i de kultir yontemleri ile Uretilebilir. Santrifdj
sonrasi BOS’un incelenmesi Gram boyada tani sansini arttirmaktadir>*®. Ornek
en az 15 dakika 3000 x g. olarak santrifuj edilmelidir. Pndmokok ve stafilokok
menenijitlerinde tespit orani en yiiksektir®>. Oncesinde tedavi almamis bakteriyel
ve fungal menenjitterde Gram boyama, hem hizli hem de ucuz olmasinin
yanisira %90’lara kadar duyarllik ve 6zgiilliik oranina sahip olabilmektedir®®.
Oncesinde antibiyotik kullaniimis hastalarda Gram boyamanin duyarliigi ise

diismektedir®.

2.6.1.4. Biyokimyasal Analiz

BOS’un biyokimyasal analizi kisith olsa da bakteriyel menenjit ve diger
enfeksiyonlar ve inflamatuvar hastaliklarin ayriminda yardimci olabilmektedir.
BOS’da rutin olarak protein ve seker dizeyi 6l¢ulmesi gerekir. Bakteriyel
menenjitlerde BOS proteini artar. BOS protein yuksekligi akut bakteriyel
menenijit ve diger inflamatuvar hastaliklar i¢cin nonspesifik bir ayiractir. BOS
seker dlzeyi, kan sekerine bagli oldugundan BOS seker dizeyi mutlaka es
zamanh kan sekeri duzeyi ile birlikte degerlendiriimelidir. Es zamanl olarak
alinacak kan sekeri mutlaka LP yapilmadan hemen 6nce alinmalidir. Dusuk
BOS glukoz duzeyleri ise akut bakteriyel menenijit icin ¢ok daha faydal bir
sonugtur. Akut bakteriyel ve tuberkiloz menenjitte %90 oraninda glukoz
seviyesi diiserken, viral menejitlerde bu diisiis gdzlenmemektedir®”’.

LP yapildiktan sonra eger; Gram boyamada bakteri saptandi ise, BOS
glukozu 40 mg/dL’nin altinda veya BOS/kan glukoz orani 2/3'ten az ise, BOS
protein miktari 200mg/dL Uzerinde ise, BOS beyaz kure sayisi 1000/mL
Uzerinde ise, l6kositlerin %80’inden fazlasi PNL seklinde ise, BOS basinci 300
mm Uzerinde ise bakteriyel menenjit on tanisi ile mutlaka ampirik antibiyotik
tedavisi baglamak gereklidir®.

Bu belirteclerin diginda bakteriyel menenijitte tani degeri olan bagka
belirtecler de vardir. Bunlardan ikisi BOS laktat ve serum prokalsitonin
seviyeleridir. Bir galismada BOS laktat seviyesi 4.2 mmol/L Uzerinde olan
hastalarda bakteriyel menenijit iligkisinin duyarlihdr %96, o6zgullugu %100
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bulunmustur. Ancak unutulmamalidir ki BOS laktat seviyeleri serebral iskemi ve
anaerobik metabolik durumlarda da yukselebilir. Prokalsitonin dizeyinin
incelenmesi daha ¢ok cocuk hastalarda olmaktadir. Bir ¢alismada 5 ug/L
uzerinde serum prokalsitonin duzeyi ile bakteriyel menenijit iligkisi incelenmis ve
duyarlilik %94, 6zgiillik %100 bulunmustur®.

Cesitli menenijit tiplerinde BOS bulgulari Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Gesitli menenjit tiplerinde BOS bulgulari®*’

Basing Goriiniim Hiicre * Protein ** Glukoz ***

Akut Artmis Pdrilan >1000 / ml Artmig Azalmig
bakteriyel PNL baskin

menenjit

Tuberkiiloz Artmis Berrak, <500/ ml Artmig Azalmig
menenjit ksantokromik | MNL baskin

Fungal Artmis Berrak, <1000/ mi Artmis Azalmis
menenjit opelesan MNL baskin

Viral menenijit Normal veya Berrak 0-250 MNL Normal veya Normal

hafif artmis baskin hafifce artmis

* Viral menenjitlerin ve Tuberkiloz menenijitinin erken déneminde BOS’da PNL’ler ¢ogunlukta
olabilir (PNL: polimorfonukleer I6kosit, MNL: mononiikleer l16kosit).

** Normal BOS proteini 15-45 mg/dl'dir.

***Normal BOS glukozu eszamanli olarak bakilan kan glukozunun 2/3’G kadardir.

2.6.1.5. Kultur

BOS kulturi hemen, mumkunse hasta basinda yapilmaldir. BOS 6rnegi
rutin olarak kanli agar ve cikolatamsi agar besiyerine aerop ve %5 CO;li
ortamda ekilmeli, kan kultir sisesine 6rnek alinmahdir. Sivi besiyeri olarak
beyin-kalp inflizyonu besiyeri de kullanilabilir*?. BOS 6rnekleri mimkiinse
antibiyotik tedavi dncesi alinmalidir. Miktar en az 0.5 ml olmali, M. tuberculosis
igin ise en az bes ml olmalidir. Ornekler miimkiin oldugunca hizlica oda isisinda

100

nakledilmeli ve hemen igleme alinmalidir Bakteriyel menenjitte kesin

etyolojik tani etkenin kulturde Uretilmesi ile konur. Bakteriyolojik kultar altin
standarttir ve antibiyotik duyarlilik olanagi saglamakla birlikte klinisyeni uygun
tedaviye yonlendirmektedir. Kultirde bakteriyi Uretmede hastanin 6nceden
antibiyoterapi alip almadi§i onem kazanmaktadir. Oncesinde antibiyotik almis

7,13,16,63

hastalarda kultir sonucu negatif olabilmektedir Bakteriyel menenijit

etkenlerinin kdltirde uretiime orani 6nceden antibiyotik almamis hastalarda

33



%70-85 oranindadir. Kilturin dezavantaji mikroorganizmayi tanimlamak igin
24-48 saat gibi bir zaman dilimine ihtiyac olmasidir*®*. Bakteriyel menenijitli 128
cocuk hastada yapilan bir galismada, LP o©ncesi antibiyoterapi almayan
hastalarda kultir pozitiflik orant %97 iken, LP &ncesi oral antibiyoterapi
alanlarda kultar pozitifligi %67, parenteral antibiyoterapi alanlarda kultar
pozitifli§i %56’ya dismiistir’®®. Kan kiltiiri, menenjit siipheli hastalarda
antibiyotik kullanimindan o6nce rutin olarak alinmalidir. Birgok c¢alismada
bakteriyel menenijitli hastalarda kan kultdrinan pozitiflik orani %50-90 arasinda

bulunmustur®.

2.6.1.6. Lateks Aglutinasyon Testi

LAT ile BOS’daki kapsul polisakkaridleri ve hicre duvari komponentleri
saptanmaktadir. Bu test Hib, N. meningitidis serogrup A, B, C, Y, W135, S.
pneumoniae, grup B streptokok ve E. coli icin yapilabilmektedir". BOS'da
bakteriyel antijenlerin incelenmesi, bakteriyel menenijitin erken tani ve tedavisi

icin cok ©nemli bir basamak olusturmaktadir'®.

LAT bakteriyel menenijit
tanisinda oldukg¢a hizl bir test olmakla birlikte 15 dakikadan kisa bir surede
taniya gidebilmektedir. Cesitli ¢calismalar testin duyarliigini H. influenzae igin
%78-100, S. pneumoniae i¢in %59-100, N. meningitidis i¢in %22-93 oldugunu
gostermektedir®. Oncesinde antibiyotik tedavisi verilip hastaneye basvuran
hastalarda immunokromotografi veya LAT gibi BOS’da bakteriyel antijen tayin
testleri 6zellikle S. pneumoniae, N. meningitis ve H. influenzae’de oldukga
duyarl bulunmustur. Bu testler pahali oldugu gibi mikroskobi ve kultiri negatif

olan hastalarda taniya oldukca yarar saglamaktadir’®.

2.6.1.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SSS enfeksiyonlarinda  mikroorganizmanin  her zaman tespit
edilememesi, kultir sonuglarinin ge¢ alinmasi nedeniyle hizli tani yontemlerinin
kullaniminina yénlenilmistir. Bunlardan en umut vereni PZR ydntemleridir®.
Kaltdr yontemlerinin en az 24 saat sure aldidi ve oncesinde antibiyotik
kullaniimis hastalarda kadltir duyarlihginin belirgin bir bigcimde duastugu g6z
onune alinirsa, PZR gibi hizli tani yontemlerinin bakteriyel menenijitin hizli
tanisinda kiiltiire gore tanisal anlamda daha etkili oldugu gériilmektedir'®. Son

yillarda BOS’da mikrobiyal deoksiribonukleik asit (DNA)'i gogaltan ve belirleyen

34



PZR teknikleri gelistirilmigtir ve yayginlikla kullaniimaktadir. PZR tekniginde
uygun primer dizilerinin segilmesi onemli bir faktordir ve sinirlama
getirmektedir. Bu sinirlama bakterinin  16S rDNA bdlgesini hedefleyen
primerlerin kullaniimasiyla ¢ozimlenebilmektedir. Daha sonra bu Universal PZR
arunlerinin kesim enzimleri ile muamele edilmesinden sonra bakteriyel turler

belirlenebilmektedir'®®

. Cesitli PZR metodlari S. pneumoniae, H. influenzae ve
N. meningitidis’i tek tlp igerisinde multipleks olarak saptamak igin gelistiriimistir.
Bu yontemlerde S. pneumoniae i¢in pnomolizin (ply) gen bdlgesi, H. influenzae
icin bexA gen bolgesi, N. meningitidis i¢in porA ve ctrA gen bdlgeleri tespit
edilebilmektedir**. Ornedin pnémokok menenijitli hastalarda PZR temelli tani
testleri klinik orneklerde tespit yaparken canli bakteri gerektirmez ve yuksek

duyarlilikta pndémokok menenijit tanisi koyabilmektedir'®

. Yine pnomokok
menenijitlerinde hizli immunokromotografik testler, Gram boyama ve kulturle

kombine olarak degerlendirildiginde %100 duyarlilikta tani koymaktadirlar'®.

2.6.2. Tuberkiiloz Menenjit Tanisi

TBM tanisinda anamnezin veya klinik bulgularin yardimi ¢ok fazla
olmamakla birlikte Ozellikle gocuklarda gegirilmis tuberklloz dykusunun olmasi
¢ok anlamlidir. BOS basinci artmigtir, gérinim renksiz veya ksantakromik
olabilmektedir. Genellikle hiicre sayisi  500/mm? altindadir. Hiicrelerin
¢ogunlugunu lenfositler olusturmaktadir. BOS oda isisinda bekletildiginde fibrin
agl olusumu gozlenir. BOS proteini yuksek, glukoz seviyesi dusuktar. BOS
sedimentinde aside rezistan basil (ARB) gorilmesi erken tani agisindan
dnemlidir. ARB pozitifik orani %10-40’tir. Ust Uste dért BOS drneginin
incelenmesiyle bu oran %80-85'e c¢ikmaktadir. BOS sedimentinin ayrica
auramin-rodamin boyamasiyla incelenmesi ARB pozitiflik oranini artirmaktadir.
Tlberklloz menenjitinin  kesin tanisi BOS kultirinde tuberkiloz basilinin
liretiimesiyle konulur. Kiiltirin duyarlihgi da %20-70 arasinda degismektedir'®’.
TBM’nin erken tanisi, tedavi ve prognozda anahtar rol oynamaktadir. BOS
orneklerinden M. tuberculosisin kulturde uretilmesi 2-6 hafta zaman almakla
birlikte miktar olarak 6 ml ve alti 6rneklerin test edilmesinde kulturiin duyarhligi

108

dismektedir—". Tuberklloz menenijitinin erken tanisinda BOS’da adenozin

deaminaz (ADA) aktivitesinin ylkselmesi, LAT, ELISA yontemi, PZR ydntemi
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kullanilabilir. Ancak PZR yonteminin BOS o6rnekleri i¢in duyarhihiginin %48,

6zgulliginin ise %100 oldugdu belirtiimektedir'®”.

2.6.3. Aseptik Menenjit Tanisi
Enteroviral menenijitlerde hemen daima mononukleer pleositoz gorulur.
Hiicre sayisi 100-1000/mm®tiir. BOS glukozundaki diisme ve proteinindeki

yiikselme genellikle hafiftir*®®

. Enterovirus enfeksiyonlarinin tanisinda hucre
kUltura standart yontem olmakla birlikte ornekte yuksek miktarda canh virus
olmasi gereklidir ve bazi serotipler hucre kulturinde saptanamayabilir. Bu
sekilde virus izolasyonu orani %65-75 civarindadir. Ayrica hastanin orofarenks
ve diskisindan enteroviris izolasyonu da etiyolojik tani igin degerlidir.
Enteroviruslar farkli serotipler arasinda ortak antijen icermediginden IgM
duzeyleri degdiskenlik gostermekte ve bu nedenle antikor testleri SSS
enfeksiyonu tanisinda yaygin olarak uygulanamamaktadir. Enteroviruslarin
korunmus dizileri olan 5’NTR (non-translated region; kodlama yapmayan bdlge)
bdlgesinin hedef alindidi, klinik orneklerden viral RNA’nin arastiriimasina
yonelik ters transkripsiyon PZR (RT-PZR) teknigi ile taninin daha hizl bir
sekilde koyuldugu belirtiimektedir®’. Ozellikle herpesviruslar icin beyin biyopsisi
veya BOS’da antijen saptanabilir. Fokal tutulum yapan HSV ensefalitinde, beyin
biyopsisinden virus kultlrl ve/veya viral antijenlerin saptanmasi, bir ddnem altin
standart olarak kabul edilmesine karsin, ginumuzde yerini, BOS’da nukleik asit

saptama ydntemlerine birakmistir*®®.

2.7. Ayirici Tani

Bakteriyel menenijitin ayirici tanisi aseptik menenijitin enfeksiyoéz olan ya
da enfeksiydz olmayan tum nedenlerini igerir. Enfeksiydz nedenler arasinda en
¢ok viral etkenler, ayrica kismen tedavi edilmis bakteriyel menenijit ve fokal SSS
enfeksiyonlari gelmektedir. Mantarlar, tuberklloz, nokardia, parazitler, Lyme
hastalig, sifiliz ve atipik bakterilerle bakterilerle meydana gelen menenijitler de
ayirict tanida duasunulmelidir. Enfeksiydz olmayan nedenler arasinda malign
hastaliklar, Sistemik lupus eritematozis, Sarkoidoz, Behget hastaligi, Wegener

graniilomatozu gibi sistemik hastaliklar, kursun zehirlenmesi ve ilaglar vardir®.
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2.8. Prognoz

Akut bakteriyel menenijitin klinik seyri, yas, etken mikroorganizmanin
virulansi, altta yatan hastaliklar ve uygun tedavinin baglanip baglanmamasi gibi
bircok fakdtre bagli olarak degismektedir. Hastaya yapilan BOS tetkiklerinde
dusuk beyaz kure sayisi, dusuk glukoz seviyesi ve yuksek protein seviyesi,
hastaligin siddeti, hastada dokuntu olmasi, kan kultirinde Ureme olmasi
mortalite ve morbiditenin artigina parallelik gostermektedir. Fatalite hizi %17-37
arasindadir®?. Yapilan calismalarda en yaygin gériillen sekelin isitme kaybi
oldugu vurgulanmaktadir. Afrika’daki yapilan c¢alismalarda sekel orani en
yuksek oranda bulunmustur. Uzun dénem sekeller en sik S. pneumoniae

menejitlerinde meydana gelmektedir°.

Bunun disindaki sekeller; nobetler,
motor problemler, hidrosefali, mental retardasyon ve bunun yaninda bilissel,
davranissal sorunlar olarak siralanabilir. Bunun yaninda gocuk hastalarda yas
klguldikgce ve ileri yaslarda prognoz daha kotu olmaktadir. Etkenler
degerlendirildiginde, S. pneumoniae menenijitinin diger bakterilere gore
prognozu daha kotudur. Serebral infarkt 6zellikle pnédmokok menenijitlerinde
hastaligin ilk bes gunudnde inflamasyona bagl olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Diger bir prognostik faktdor hastada menenijit sirasinda meydana gelen petesidir.
Petesi ne kadar fazla ise prognoz daha ciddidir. Tam olarak agiklananmamis
olsa da erkek cinsiyet te menenjitte bir prognostik faktér olarak goze
carpmaktadirt****2, Pnémokokal menejit sonrasi 6lim orani %20-25 arasinda
degismektedir. Antibiyotiklerin etkin kullanima bagh olarak N. meningitidis
menenijitinde mortalite %20’nin altindadir. Ancak meningokoksemik menenijitte
Waterhouse-Friderichsen sendromu diger etkenlere nazaran daha sik olarak

gorilmektedir3,

Pnomokok menenjitlerinden sonra hastalarin yaklagik
%15’inde sok tablosu gozlenmektedir. Bakteriyel menenjit sonrasi konvulsiyon
yaklasik olgularin 1/3'inde gériilmektedir®. Menenjitte akut siirrenal yetmezIigi,
dissemine intravaskuler koagiilasyon (DiK), endokardit, septik artrit gelisebilir.
Tedavi ile fokal norolojik bulgular hizla duzelir, dizelmezse beyin hidropsu,
subdural efuzyon, hidrosefali, lokalize ventrikulit, kortikal tromboflebit ve sagittal

sinus trombozu diisiiniilmelidir®®.
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2.9. Menenjit Tedavisi

Uygun antibiyotik tedavisine ragmen akut bakteriyel meneniitli olgularda
mortalite %13-27 arasinda degistigi bildiriimektedir*>. Antibiyotik tedavisine
bagslamak icin mikrobiyolojik ve serolojik testlerin sonuglanmasi beklenmemeli
ve kullanilacak antibiyotiklerin ilk dozu 30 dakika iginde verilmelidir. Hasta
hastaneye yatirilarak, dis etken ve uyarilardan uzak tutulmalidir. Damar yolu
acllarak kaybedilen sivi yerine konulmali ve agizdan beslenemeyen hastalarda
damar yolu ile beslenme saglanmalidir®®.

Bakteriyel menenjit tedavisinde kullanilacak antimikrobiyal ajanin
laboratuvar ortaminda yani invitro bakterisidal olmasi da yeterli dedgildir.
Menenijitin gelistigi ortam kapali bir alan ve kan-beyin bariyeri gibi etkili sinir
kontrolli bulunan bir ortam oldugu igin, ajanin bu alana bakterisidal
konsantrasyonlarda ulasmasi gerekmektedir. Bakterisidal konsantrasyonun
saglanmasinda antimikrobiyal ajanin U¢ onemli 6zelligi rol oynar; kan beyin
bariyerini gecisi, purilan BOS icerisindeki antimikrobiyal etkinligi ve BOS
icerisindeki metabolizmasi ve temizlenme hizidir. BOS gegisi agisindan
antibiyotikler farkli 6zellikler gosterirler. Antibiyotigin lipid ¢ozUnurligu ne kadar
yuksekse kan beyin bariyerinden gecisi de o kadar iyidir. Antimikrobiyal ajanin
BOS’a gecisinde dnemli olmakla beraber en 6nemli faktor, kan-beyin bariyerinin
durumu, inflamasyonun varligidir. Siddetli olmayan inflamasyon varliginda dahi
kan-beyin bariyerinin gegirgenligi belirgin sekilde artar. Purilan menenijit
varliginda antimikrobiyal ajanlarin gegigleri 1.000’li katlara kadar artmigtir. Akut
bakteriyel menenjitte etken siklikla tedavinin baslanacagi donemde
belirlenemez, bu nedenle tedavinin ampirik olarak oOzellikle hastanin yas

grubuna ve bulunan bélgenin 6zelliklerine gére baslanmasi gereklidir*?.

2.9.1. Ampirik Antibiyotik Segimi

Ampirik antibiyotik seciminin olasi mikroorganizmalar ve direng paternleri
dusunulerek verilmesi gereklidir. Birgok tedaviye yonelik arastirma ilk segenek
olarak 3. kusak bir sefalosporin (seftriakson, sefotaksim) ile vankomisin
kombinasyonunu o6nermektedir. Seftriakson hastane disinda gelismis, altta
yatan hastaligi olmayanlarin akut bakteriyel menenjitinde sorumlu olan S.
pneumoniae, N. meningitidis, H. influenzae’'ya etkilidir. Ozellikle S.

pneumoniae’deki penisilin  direncinden dolayl seftriaksona vankomisin
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eklenmesi gerekliligi  dogmaktadir**. L. monocytogenes enfeksiyonu

dusundluyor ise sefalosporinlere direngli oldugu igin tedavide yuksek doz
ampisilin  veya amoksisilin, intraven6z gentamisin ile kombine olarak
kullaniimasi gerekmektedir. Sant enfeksiyonlu stafilokok menenijit siphesinde
linezolid tedavisi metisilin direncli olanlar agisindan baslanabilmektedir'’. Bircok
calismada penisilin direngli pnomokoklar %14-20 orta duzeyde direngli, %3-14
oraninda yuUksek dizeyde direngli bulunmustur. ABD’de penisilin direngli
pndmokoklarin %40’ inda 3. kusak sefalosporinlere de direng vardir. Bu penisilin
direncli suslar ayrica yuksek oranda trimetoprim-sulfometaksazol, klindamisin
ve makrolidlere de direng gostermektedir. Menenjite neden olan pnoémokoklar
genellikle vankomisin ve moksifloksasiline duyarldir. Birgok uzman bu
nedenlerden dolayr pnédmokok menenijit tedavisinde seftriaksona ek olarak
tedaviye vankomisinin de eklenmesini onermektedir. Vankomisin, kan beyin
bariyerindeki yetersiz penetrasyonu nedeniyle monoterapide énerilmemektedir?.

Cogu patojen igin 10-14 gunlik tedavi sureleri yeterli olmakla birlikte,
meningokok menejiti igin 5-7 gun, pndmokok i¢in 10-14 gun, Hib i¢in 7-10 gun,
L. monocytogenes ve Enterobacteriacae spp. i¢in ise 3-4 haftalik tedaviler
onerilmektedir®..

Gram boyama sonucunda Gram pozitif kok gértlen hastalara vankomisin
ile sefalosporin kombine olarak, Gram negatif kok gorilenlere penisilin G
baglanmalidir. Yine Gram boyamada Gram pozitif basil gdzlenen hastalara
ampisilin ve sefalosporin, eger Gram negatif basil ise sefalosporin baglanmasi
onerilmektedir*2.

Kombine antibiyotik tedavisi; tuberkdloz menenijit, brusella menenijiti,
etken saptanamayan olgularda ve yenidogan ve infant menenjitlerinde

uygulanir®®.
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Akut bakteriyel menenijit tedavisinde BOS kulturinde Ureyen bakteriye ve

direnc paternine gore antibiyotik secilmelidir. Bununla ilgili ayrintili bilgi Tablo

6’da Ozetlenmistir.

Tablo 6. BOS kiiltiiriinde iireyen bakteriye gore spesifik antibiyotik segimi'®*

Mikroorganizma

Standart tedavi

Alternatif tedavi

Haemophilus influenzae
B-laktamaz negatif

B-laktamaz pozitif

Ampisilin

Uglincii kusak sefalosporin

Uclincii kusak sefalosporin;
sefepim;

kloramfenikol; aztreonam
Sefepim; kloramfenikol;
aztreonam;

florokinolon

Neisseria meningitidis
Penisilin MiK <0,1ug/ml
Penisilin MIK 0,1-1,0ug/ml

Penisilin G veya ampisilin
Ucglincu kusak sefalosporin

Uclincii kusak sefalosporin;
kloramfenikol
Kloramfenikol; florokinolon

Streptococcus pneumoniae
Penisilin MIK<0,1ug/ml

Penisilin MIK 0,1-1,0ug/ml
Penisilin MIK 22,0ug/ml

Penisilin G veya ampisilin

Ucglincii kusak sefalosporin
Vankomisin + Gglnci
kusak sefalosporin

Uclincii kusak sefalosporin;
vankomisin

Meropenem; vankomisin
3.kusak sefalosporin +
florokinonolon

Enterobactericeae

Ucglincii kusak sefalosporin

Aztreonam; florokinolon; SXT;
meropenem

Pseudomonas aeruginosa Seftazidim veya sefepim Aztreonam; florokinolon;
meropenem
Listeria monocytogenes Ampisilin veya penisilin G SXT
Streptococcus agalactiae Ampisilin veya penisilin G Uglinci  kusak sefalosporin;
vankomisin
Staphylococcus aureus
Metisilin duyarh Nafsilin veya ofloksasin Vankomisin
Metisilin direngli Vankomisin SXT, Linezolid
Staphylococcus epidermidis Vankomisin Linezolid
Treponema pallidum Penisilin G Seftriakson

Borrelia burgdorferi

Uglincii kusak sefalosporin

Penisilin G; doksisiklin
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Yas gruplarina ve etkenlere gore ampirik menenijit tedavisi tablo 7’de

verilmistir.
Tablo 7. Yas gruplarina ve etkenlere gére ampirik menenjit tedavisi'’®
Yas Sik gorilen | Ampirik tedavi Ek tedavi
etkenler
Yenidogan (0-30 | Grup B Streptokok, | Sefotaksim+Ampisilin L. monocytogenes slphesi
gln) Escherichia coli, L. varsa Gentamisin eklenir
monocytogenes
Siat ¢ocugu (1-24 | Grup B Streptokok, | Sefotaksim+Vankomisin Direncli  S. pneumoniae
ay) Escherichia coli, N. suslarinda Vankomisin eklenir
meningitidis, H.
influenzae, S.
pneumoniae
Cocuk (2-18 yas) N. meningitidis, H. | Seftriakson+Vankomisin Meningokok riski yiksek ise
influenzae, S. asllama dusindlmelidir
pneumoniae
Eriskin (18-65 | S. pneumoniae, N. | Seftriakson+Vankomisin Meningokok riski yiksek ise
yas) meningitidis asllama dugundlmelidir
Yash (>65 yas) S. pneumoniae, L. | Seftriakson+Vankomisin+ | L. monocytogenes etken ise
monocytogenes, Ampisilin Ampisiln eklenmelidir

Escherichia coli,
diger Gram negatif
bakteriler

Bakteriyel menenjitte kortikosteroid kullanimi konusunda bir fikir birligine
varilamamistir.  Kortikosteroidler, bakteriyel menenjitte beyin o6demini,
intrakraniyal hipertansiyonu ve meningeal inflamasyonu azaltmaktadir®’. Gram
boyamasinda bakteri gériinen, BOS hiicre sayiminda 1000/mm? I6kosit olan
hastalarda antibiyotigin ilk dozu ile birlikte veya oOncesinde verilen steroid
tedavisinin mortaliteyi %15’ten %7’ye disirdiigii vurgulanmaktadir'*®. Steroid
tedavisi Ozellikle H. influenzae menenijitli hastalarda isitme bozuklugu ve

norolojik hasarlarda faydali olabilmektedir'’.

Steroidlerden ampirik olarak
verilen deksametazonun (0.15 mg/kg/doz gunde 4 defa) antibiyotik
kullanimindan 12 saat sonra baglanmasi ve 2-4 gun boyunca devam edilmesi
onerilmektedir*'®. Hayvanlar iizerinde yapilan calismalarda steroid tedavisinin
pnomokok menenijitlerindede serebral 6demi, BOS basincini ve BOS laktat
seviyesini disurdigu gézlenmistir. Onbir galismanin metaanalizinin sonuglarina
gore deksametazon kullaniminin isitme kaybi disinda diger nérolojik defisitleri
azaltmadigi bildiriimistir®. Son yillarda H. influenzae insidansinin azalmasi ile
birlikte cocuk hastalarda steroid kullanimi sorgulanmaya baslamigtir. Ancak

erigskin toplum kokenli menenijitlerde antibiyotigin ilk dozu ile birlikte steroid
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verilebilmektedir. Deksametazonun antibiyotiklerle beraber verilmesinin
beraberinde bazi terapotik hatalarda artisa neden olabilecegi endisesi vardir.
Bunun da nedeni deksametazonun antibiyotiklerin BOS’daki seviyelerini
distirdigii ydniindedir ancak mekanizmasi net degildir***®.

Enterovirus menenijitlerinin spesifik tedavisi yoktur. Herpes virus aseptik
menenijiti igin ampirik tedavide asiklovir kullaniimaldir. Yine mantarlardan C.
neoformans menenijitinde amfoterisin B ve flusitosin kullanilabilmektedir”.

TBM'li hastalara tani konulduktan sonra hizla tedavi baglanmasi gerekir.
TBM ic¢in yapilan anti-enfektif tedavi en az 9-12 ay surdurtlmelidir. Tedavide
Onerilen en az 3 ilacin birlikte kullaniimasidir ancak primer izoniazid direncinin
yuksek oldugu bolgelerde bunlara 4. bir ilag eklenmelidir. Antibakteriyel
tedavideki temel ilag izoniaziddir. izoniazid meningial inflamasyon varliginda 10
mg/kg/gun dozunda verilir. BOS’a iyi gecen bir diger ila¢ pirazinamiddir.
Eriskinlere agiz yolundan 2 gr/gun verilir. Rifampisin’in kan beyin bariyerini
gecme yetenedi koétudidr. Ancak meninkslerde inflamasyon varliginda yeterli
seviyede BOS’a ulasmaktadir. izoniazid, rifampisin ve pirazinamid tedavide
olmalidir. Etambutol tedaviye 4. ilag olarak eklenebilmektedir. Tedaviye 15
mg/kg dozunda baslanir. En 6nemli yan etkileri optik nevrit ve urik asit
dizeyinde ylUkselmedir. Steroidlerin beyin édemini, intrakranial basing artisini
azalttigr calismalarda gosterilmistir. Tedavinin ilk 6—-8 haftasina deksametazon
eklenmesi mortaliteyi ve norolojik sekelleri azaltmakta ve basari sansini

artinr*t®,

2.9.2. Kemoprofilaksi

Eger meningokoksik hastalik suphesi varsa veya tani kesin ise hasta ile
ev ici yakin temasta olan kisilere rifampin (erigkinlerde 2x600mg, ¢ocuklarda 10
mg/kg, yenidoganlarda 5mg/kg iki gun sure ile), seftriakson (eriskinde 250mg,
cocuklarda 125mg tek doz) veya siprofloksasin (sadece eriskinlerde 750 mg tek
doz) kullaniimaktadir. Okul, is ortami ya da hastarin nakli sirasindaki
temaslarda korunma 6nerilmemektedir'®. Hastanin solunum yolu sekresyonlari
ile cok yakin temasi olan saglik personeline profilaksi 6nerilmektedir®®. H.
influenzae kemoprofilaksisinde hastanin birlikte yasadigi ev halkina ve hasta ile
yakin temasta olanlara uygulanmaktadir. Temas ile hastalik gelisme riski iki yas

altindaki asilanmamis ¢ocuklarda en ylUksektir. Kemoprofilaksi icin 20 mg/kg
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dozunda rifampin dort gin sure ile kullanilir. S. pneumoniae ve Gram negatif
basil menenijitlerinde kemoprofilaksi onerilmez. Ancak yuksek riskli hastalarda
koruyucu etkinligi tam olarak kanitlanmamig olmakla birlikte pnomokok asisi

yapilmasi énerilmektedir'.

2.10. Korunma ve Asilama

Hib konjuge asisinin uygulanmaya baglamasi ile bu mikroorganizma ile
gelisen menenijit olgularinda blylk azalma olmustur. Konjuge pnémokok asisi
ile de menenijit dahil invaziv pndmokok hastaliklarinda %90’dan fazla azalma

saptanmistir®.

2.10.1 Haemophilus influenzae Tip b (Hib) Asisi

Hib, ¢ocukluk yas grubunda menenjit, pndmoni ve epiglottitin dnemli bir
sebebidir. ABD'de asilamadan once her yil bes yas alti 20.000 g¢ocuk Hib
hastalai§ina yakalaniyor ve bunlarin yaklasik 1.000’i hayatini kaybediyordu™®.

Asllanmamis dort yas altindaki (evde veya kreste yasayan) cocuklar
diginda asplenik, sickle cell anemili, HIV’li, diger immun yetmezlikli, malign
neoplazmali gibi 6zel durumlardaki gocuklar da invaziv Hib enfeksiyonu igin
riskli hastalardir. Hib konjuge asisinin uygulanmaya baslanmasiyla bebekler ve
cocuklardaki invazif Hib enfeksiyonu %99 azalmis ve bes yas altinda invaziv
Hib enfeksiyonu sikhigi 1/100.000°’den az gorulmeye baslanmistir. Asilama
nazofaringeal tasiyiciliga da etkilidir'*.

Hib’'in kapsul polisakkaridine bir protein tasiyici baglanmasiyla etkin
koruyuculuk saglayan asi elde edilmistir. Hib’in purifiye kapsuler polisakkaridi
olan PRP T hlicre bagimsiz humoral immun cevap olusturdugundan 18 aydan
klguk ¢ocuklarda yeterli koruyucu dizeyde anti-PRP antikorlari olusturmaz. Bu
nedenle PRP bir taslyici proteine kovalant baglanarak konjuge asi elde
edilmistir. Butun Hib asilari PRP icermektedir. 1985’de ilk lisans olan Hib asisi
18-24 ay ve lzerindekilere dnerilmekte idi. ilk asi polisakkarid asisi seklinde
mevcutken daha sonra hazirlanan konjuge polisakkarid asilari ise erken
bebeklikten itibaren kullanilmaya baglanmistir. Hib’le rutin asilama 2 aydan
sonraki bebeklere (biitiin asilar 0.5 ml. intamiskiiler) uygulanmaktadir?*,

2006 yilinda Turkiye’de butun saglik kuruluslarinda Hib asisi yapiimaya

baslanmistir. 2008 yili bagindan itibaren DaBT-iPA-Hib asilari (difteri, aselliiler
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bogmaca, tetanoz, inaktif polio ve Hib asisi) tek enjektor icine doldurulmus
olarak kullanima hazir bir sekilde temin edilmis ve bu sekilde bir seferde bes

hastali§a karsi asilama yapilmasi saglanmistir'?2.

2.10.2. Meningokok Asilari

Meningokok enfeksiyonlari asi ile engellenebilir hastaliklar arasinda ust
siralarda yer almaktadir. Epidemiyolojik ve yasa bagh meningokok
serogruplarindaki degisimlerden dolayi ulkelerin meningokok asisi tercihinde,
ulkedeki meningokok seroepidemiyolojisi temel Olgut olmalidir. Halen tim
meningokok serogruplarini kapsayan ve tum cografi bolgelere uygun bir
meningokok asisi yoktur'?>.

Ulkemizde gecmis yillarda gelismis Ulkelerde simdi gorildugu gibi
serogrup C hastaligi yayginken, son yillarda muhtemelen Hac’dan tasinan
suslara bagh olarak W135 enfeksiyonlarinda artis goézlenmistir. Meningokok
hastaliklarindan korunma igin 6nce polisakkarid asilar gelistiriimis, daha sonra
bu asilarin etkinliginin yetersiz olmasi nedeniyle konjuge asilar uretilmistir.
Polisakkarid asilar T-hicre bagimh olmadigindan, immaunolojik hafiza
olusturmaz ve iki yas altinda etkili degildir. Bu nedenle aralikli olarak
tekrarlanmalari gerekir. Konjuge asilarda ise polisakkarid antijen bir tasiyici
proteine baglanmis, bu sayede T-hicre bagimh hale gelmis, dolayisiyla kiguk
bebeklerde etkili ve uzun siireli bagisiklik olusturabilmektedir'?*.

Yaygin olarak ilk kullanilan agi olan A-C polisakkarid asl serogrup A ve
C’nin polisakkaridini icerir ve bu iki gruba bagli enfeksiyonlara kargi ug yil
boyunca %85 koruyuculuk saglamaktadir. Daha sonra tetravalan polisakkarid
as! geligtirilmis olup serogrup A, C, Y ve W-135 polisakkaridlerini iceren bu asi
sik gorulen dort serogruba karsi da koruyuculuk saglamakta, ancak koruyuculuk
kisa sureli olmakta ve bu asi da iki yas altindaki c¢ocuklara
uygulanamamaktadir. Ayrica tekrarlanan asilarda cevabin giderek azaldigi
gOsterilmigtir. Serogrup B’nin kapstler polisakkaridinin antijenik 6zelligi ¢ok
zayif oldugundan, henlz bu gruba kargi ¢ok etkili bir asi gelistirilememigtir.
Ulkemizde son vyillarda kullanilmaya baslanan polisakkarid tetravalan asinin
uygulama sekli, dozu ve yan etkileri A-C asisi gibidir. Asinin tek doz olarak 0.5
ml deri altina uygulanmasi onerilmektedir. Polisakkarid meningokok asisi diger

agilarla ayni zamanda ancak farkli bir anatomik boélgeden yapilabilmektedir.
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Koruyucu antikor seviyesi genellikle asidan sonraki 7-10 gun igerisinde gelisir.
Polisakkarid meningokok asisi ile gelisen istenmeyen tepkimeler genellikle
hafiftir. Asi uygulanan yerde agri ve kizariklik gibi yerel tepkimeler en sik
gorulen yakinmalardir, agilananlarin %5-10’'unda gérulur. Hafif ates, bas agrisi,
halsizlik gibi sistemik tepkimeler asi uygulanan g¢ocuklarin  %Z2-5’inde
gorilmektedir’®24,

Meningokok enfeksiyonlarinin en sik goéruldigld yas gruplarindan birinin
iki yasindan klguk ¢ocuklar olup polisakarit asilarin bu yas grubunda etkisiz
olmasi konjuge asilarin gelistirilmesi calismalarini hizlandirmistir. ik olarak
monovalan konjuge meningokok C asilari gelistiriimis, ABD ve birgok Avrupa
llkesinde rutin asi takvimine girmistir. ingiltere’de konjuge meningokok C
asisinin rutin  uygulamaya girmesini takip eden dénemde, meningokok
enfeksiyonlarinin sikliginda belirgin azalma saglanabilmistir'?®,

Tetravalan konjuge asida serogrup A, C, Y ve W-135 polisakkaridleri
difteri toksoidi, mutant difteri toksoidi (CRM197) veya tetanoz toksoidi ile
konjuge edilmistir. Asi 2005 yilindan dnce adolesanlarda ve yetigkinlerde (11-55
yas) uygulanmak Uzere ABD’de ruhsat almigtir, daha sonra risk gruplarinda alt
yas siniri ikiye inmistir. Asinin tek doz, 0.5 ml kas i¢i olarak deltoid bdlgeye
uygulanmasi Onerilir. Koruyucu antikor seviyesi genellikle asidan sonraki 7-10
giin igerisinde gelismesi beklenir*?*1?°,

11-18 yas arasindaki tum adodlesanlara, 2-55 yas arasinda invaziv
meningokok enfeksiyonlari icin risk grubundaki kigilere, Universiteye baslayan,
bes yil veya daha 6nce polisakarid/konjuge meningokok asisi olmus kisilere
dort degerlikli (A, C, W, Y) konjuge meningokok asisinin yapilmasi
onerilmektedir. Yirmi bir yasindan buyuk olan ve meningokok enfeksiyonu igin
tanimlanmis  risk grubunda olmayanlara rutin  meningokok  asisi
onerilmemektedir. Terminal kompleman eksikliklerinde (C5-C9, properdin,
Faktor H, Faktor D eksikligi) ve aspleni durumlarinda iki ay ara ile iki doz
meningokok asisi yapilmasi, her bes yilda bir ise rapel doz yapilmasi
onerilmektedir. 11-18 yas arasi HIV pozitif addlesanlarda da iki ay ara ile iki doz
primer asilama o6nerilmektedir. Meningokok laboratuvarlarinda ¢alisanlarda,
hacilarda ve Sahra Afrikas’'na seyahat edenlerde tek doz asi yapilmasi

dnerilmektedir. Ulkemizde konjuge meningokok asisi bulunmamaktadir. Haci ve
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Umre nedeni ile Suudi Arabistan’a gideceklere ve askerlere rutin dort degerlikli

polisakarit meningokok asisi uygulanmaya devam edilmektedir'®.

2.10.3. Pnomokok Asilari

Pnomokokal invaziv hastaliklar c¢ocuklarda yuksek mortalite ve
morbiditeye sahiptir. ABD’de yedi valanl konjuge asilarin kullanimindan 6nce
her yil ortalama 5-7 milyon akut otitis media, 71.000 pnoémoni, 17.000
bakteriyemi, 1.400 civart S. pneumoniae’ye bagli menenjit vakasi
gériilmekteymis. immiinizasyon sonrasi ise bu sayilar dramatik bir sekilde
dists gostermistir'?®. Ulkemizde yedi bilesenli konjuge pnémokok asi (KPA-7)
uygulamasi oncesi surveyans yapilmadigl igin KPA-7 asisi Oncesi invaziv
pnomokokal hastalik sikli§i konusunda giivenilir bilgi bulunmamaktadir'?’.

Polisakkarid yapida farkli antijenik 6zelliklere dayanan 90’dan fazla
kapsuler serotipi vardir. Klinik kullanimda iki tip asi bulunmaktadir: Pnémokokal
polisakkarit asi (PPA) ve konjuge pnomokok asisi (KPA). Polisakkarid asilar
1980’lerin ortasindan beri mevcuttur ve 23 serotipten elde edilen kapsuler
polisakkaridleri icerir. Polisakkaridlerin baslica B-hlicre bagimli immin cevap
olusturmasi nedeniyle bu asilar immudn sistemleri hendz immatir sayilan iki
yasindan kugUk c¢ocuklara uygulanamamaktadir. Polisakkarid asilar mukozal
immuniteyi indUklemez ve tasiyicilik oranlarini etkilemez. PPA23 asisinin
endikasyonlari arasinda =65 erigkinler, immun yetmezligi olanlar, asplenikler,
kronik hastaligi olanlar ve HIV enfeksiyonu olanlar vardir*?®,

Bu kisitlama, asi antijenlerinin tasiyici bir proteine baglanip, T-hicreye
bagimh hale getiriimesi ve bellek hucrelerinin olusumu ile agilimistir. 7-Valanl
Konjuge Pndmokok Asisi (KPA7 [Prevnar Wyeth]) 2000 yilinda FDA tarafindan
onaylanmis ve ¢ocukluk doneminde en sik rastlanan serotiplerden yedi tanesine
ait kapsuler polisakkaritleri icermektedir (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F ve 23F). Bu
polisakkaridler toksik olmayan bir difteri toksoid proteini olan CRM197 ile
konjuge edilmistir. Ug doz (2, 4 ve 6. aylarda) KPA7 uygulamasinin tim asi
serotiplerine kargi %82-100 oraninda antikor yaniti sagladigi, 12. ayda
uygulanan rapel doz ile antikor yanitinin pekistirildigi, diger tim ¢ocukluk ¢agi
asilari ile birlikte giivenle uygulanabildigi gdsterilmistir?®1%°.

DSO, KPA7nin etkili ve glvenli oldugunu onaylayarak 2007 yilinda

ulusal agilama programlarina KPA'nin dahil edilmesini 6nermistir. Ulkemizde de
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KPA7 Saglik Bakanhgr tarafindan yayinlanan “Genisletiimis Bagisiklama
Programi Genelgesi” ile Kasim 2008’den itibaren ulusal asilama takvimine dabhil
edilmistir. Pnomokok suglarinin penisiline duyarliliklarinda azalma olmasi tim
dinyada gozlenen bir sorun olmaya devam etmektedir. Asinin kullanima
girmesi ile penisiline duyarli olmayan pnomokok enfeksiyonlarinda da belirgin
azalma oldugu kaydedilmistir. Penisiline duyarli olmayan suslarla olusan
enfeksiyonlarda iki yas alti ¢cocuklarda 70.3/100.000 vakadan 13.1/100.000
vakaya azalma ile %81 diisis gdzlenmistir*°.

KPA7 asilamasinin uygulandigi bodlgelerde asilama sonrasi serotip
dagilimlarinda degigsimler oldugu bildiriimigtir. Serotip 19A Turkiye'de ve
yurtdiginda yapilmis birgok calismada KPA7 asisinin kapsami disinda kalan
serotipler icinde en yaygin goériileni olmustur. invaziv pndémokokal hastalik
etkeni serotiplerin dagilimindaki degisiklik ve 19A serotipi basta olmak Uzere
KPA7-digiI serotiplerin 6n plana g¢ikmasi KPA7’den daha genis bir serotip
kapsamasi gosteren bir aslya ihtiya¢ duyulacagini gdstermekteydi*?®*3°,

Bu amacla Uzerinde c¢alisilan 10-Valanhh Konjuge Pnomokok Asisi
(KPA10) 2009 yili Ocak ayinda European Medicine Agency (EMEA) tarafindan
onaylanmis ve Ulkemiz de dahil olmak Uzere bir¢gok Ulkede ruhsat almistir.
KPA-10 asisi KPA-7 asisinin igerdigi pndmokok serotip 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F,
23F’e ek olarak 3 yeni serotipi (1, 5, 7F) de icermektedirt?3*".

2008 yil sonlarinda kullanima giren 13-Valanli Konjuge Pnodmokok Asisi
(KPA13), 50°’den fazla Ulkede ruhsatlandirilmis olup Subat 2010°da T.C. Saglik
Bakanhgi tarafindan ruhsatlandiriimistir. KPA13 asisi, KPA7 ile ayni prosesle
formule edilmis ve uretilmigtir. KPA7’nin guvenilirligi ve etkinliligini gosteren
calismalar temel alinarak altt hafta-59 aylik cocuklarda KPA7 yerine
uygulanmak Uzere onay almistir. KPA13 asisi, KPA7 iginde bulunan 7 serotipe
(4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F) ilave olarak 6 serotip daha icermektedir (1, 3, 5,
6A, 7F, 19A). Ulkemizde KPA13 asisi Nisan 2011’den itibaren de Tirkiye ulusal
as! takviminde KPA7’nin yerini almistir. KPA13’Un ulusal agi programlarina dahil
edilerek iki yas alti cocuklara uygulanmasi ve KPA7 dozlarini tamamlamis olan
cocuklara da 5 yasina kadar ek bir doz yakalama asisi 6nerilmektedir™*°.

KPA, ¢ok sayida ulkede iki, dort, alti ve 12-15. aylarda olmak Uzere dort
doz olarak vyapilmaktadir. Asi c¢ocuk alti haftalik oldugundan itibaren

yapilabilmektedir. Endikasyonlari arasinda; yasi 23 ay ve altinda olan tim
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cocuklar, orak hucre hastahgr ve diger orak hicre hemoglobinopatiler,
konjenital veya akkiz aspleni veya splenik disfonksiyon, HIV ile enfekte
cocuklar, immun yetmezlik durumlari (bdbrek yetmezligi, maligniteler, uzun
sureli kortikosteroid kullananlar, solid organ transplantasyonu yapilanlar), kronik

hastaliklar (diabet, astim, BOS kacag!, kalp hastaliklar) vardir*?®,
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Calisma Grubu ve Ornekler

Bu tez caligmasi, Mersin Universitesi Tip Fakultesi Dekanligi Bilimsel
Arastirmalari Degerlendirme Komisyonu'nun 02.03.201 tarih ve 2011/45 sayili
karari ile “Etik Kurul Onay1”ni almistir.

Calismamiza, Mart 2011-Ocak 2013 tarihleri arasinda Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi yenidogan dis
kliniklerden Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvar’na goénderilen

bakteriyel menenijit supheli 137 BOS 0ornegi dahil edilmistir.

3.2 Kullanilan Cihazlar ve Geregler

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

e PZR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler)
e Guvenlik Kabini (Heraeus-HERA safe)

e Sogutmali Mikrosantrifuj (Hettich-Universal 32 R)

e Derin Dondurucu (Ugur)

e Etlv, inkibatdr (Memmert)

e Otoklav (NUve-OT 020)

e Hassas Terazi (Scaltec)

e Buzdolabi (Indesit)

e Vortex (NM-110)

e Su Banyosu (Memmert)

e Distile su cihazi (Nive NS 108)

e Mikropipet Seti (Gilson-Pipetman-P 10-P100-P1000)

e Isi blogu (Techne DB-2D)
e Mikroskop (Olympus)
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3.2.2. Bakteriyolojik Tani igin Kullanilan Besiyerleri, Boyalar ve
Kimyasallar:
Calismamizda kullandigimiz besiyerleri asagida anlatildigi sekilde

hazirlandi.

e Kanli Agar (Biomerieux Lot: 825273801):
Bu besiyerinin igerigi agagidaki sekildedir.

Blood agar 409
Kan 40ml
Distile su 1000 ml

Besiyeri otoklavlanip 42°C’ye geldikten sonra defibrine steril koyun kani
eklenir ve karistirihir. Steril ortamda 90 mm c¢apindaki petrilere 20-25 ml, 150

mm ¢apindaki petrilere ise 45 ml dagitilir.

e Cikolata Agar (Biomerieux Lot: 825273801):
Bu besiyerinin icerigi asagidaki sekildedir.

Blood agar 409
Kan 40ml
Distile su 1000 ml

70 C'ye sogutulunca icine 40 ml defibrine steril koyun kani eklenir ve
karigtinlir. Steril ortamda 90 mm c¢apindaki petrilere 20-25 ml, 150 mm
capindaki petrilere ise 45 ml dagitilir.

e Eozin Metilen Blue Agar (Biomerieux Lot: 51033):
Bu besiyerinin icerigi asagidaki sekildedir.

Dehidrate EMB agar 37.5¢
Distile su 1000 ml
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Besiyerleri 90 mm capindaki steril plastik petrilere kalinhigi 4 mm olacak

sekilde dokuldukten sonra kalite kontrolleri yapilarak, kullanilincaya kadar
+4°C’de buzdolabinda saklandi.

Miiller-Hinton Agar (Oxoid Lot: 654362):
Bu besiyerinin igerigi asagidaki sekildedir.

Dehidrate EMB agar 389
Distile su 1000 ml

Besiyerleri 90 mm capindaki steril plastik petrilere kalinhg 4 mm olacak

sekilde dokuldukten sonra kalite kontrolleri yapilarak, kullanilincaya kadar
+4°C’de buzdolabinda saklandi.

Gram Boyama:

Gram boyamada kullanilan kimyasallar ve icerikleri agagida verilmistir

Kristal Viyole (Merck Lot: ZC255240)

Kristal viole 209
Amonyum oksalat 8¢9

% 96 Etil alkol 200 ml
Saf su 800 ml

Lugol

Stok Lugol

iyod (Merck Lot: B962361) 59
Potasyum iyodur (Merck Lot: B339840) 109
Saf Su 100 ml

Sulu Fuksin
Bazik fuksin (Merck Lot: ZC262337) 2 ml

Distile su 18 ml

131
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Kimyasallar

» Sodyum deoksikolat (Merck Lot: VM302204 120)

Sodyum deoksikolat 29
Distile su 100ml

Oksidaz (Merck Lot: L54982202 423)
Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 0.1g
Distile su 10 ml
3.3 Yontemler

3.3.1 Orneklerin Bakteriyolojik Kiiltiirii ve Tiir Tanimi

3.3.1.1. BOS Hiicre Sayimi

BOS 06rnegi laboratuvara ulastigi anda vakit kaybetmeden BOS miktari

yeterli ise 4000 rpm’de 5 dakika santriflij edilerek ¢oktirme islemi uygulandi.

Ust kisim atildiktan sonra hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayiminda BOS’un bir

milimetre kupundeki I6kosit miktari tespit edildi. Hucre sayimi icin Thoma lami

kullanildi. Sayim su sekilde yapildi:

BOS o6rneginden bir iki damla atildiktan sonra, Uzeri lamel ile kapatilan

Thoma laminin iki tarafindan tasirmadan dolduruldu.

Thoma laminda tek buylk kare icindeki lIokositler mikroskobun 40x

bayutmesi kullanilarak sayildi. Sayima Thoma laminin yukar siralardaki

kliguk karelerde soldan saga, alt siraya gegince sagdan sola olmak

uzere devam edildi. Sadece klcluk karelerin ici ile sol ve Ust gizgide

bulunan hucreler sayima alindi.

3.3.1.2. BOS Gram boyama

Gram boyama igin ayrilan BOS 6rneklerine BOS miktari yeterli ise 4000

rom'de 5 dakika santrifij edilerek ¢oktiirme islemi uygulandi. Ust kisim

atildiktan sonra Gram boyama igin temiz bir lam Uzerine ¢ok fazla dagitmadan
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BOS 0Ornegi damlatildi ve kurumaya birakildi. Gram boyama igin su yontem

izlendi*®?:

Lam Gzerindeki BOS 6rnegi havada kurutuldu.
e Kuruyan drnekler alevden 3 defa gecirilerek tespit edildi.

o Hazirlamig oldugumuz preparatin tzerine Kristal Viyole boyasini dokup 1
dakika bekletildi.

e Lami pens ile tutarak Uzerindeki boyayi yikamadan dokup preparatin

Uzerine lugol boyasi dékip 1 dakika bekletildi.

e Preparat Uzerindeki boya dokulerek % 96’lik etil alkol konuldu. Daha

sonra su ile yikandi.

e Preparat Uzerine sulu fuksin dokulerek 10-15 saniye beklendi ve su ile

yikandi.

e Havada kurutularak 100x immersiyon objektifi ile incelendi. Gram

olumlular mor, Gram olumsuzlar pembe-kirmizi renkte goruldu.

3.3.1.3. BOS Kiiltiiru

BOS o6rnekleri steril tlp icerisine alindiktan sonra laboratuvara gonderildi.
Gelen 6rneklerde BOS miktari yeterli ise 4000 rpm’de 5 dakika santrifuj edilerek
coktirme islemi uygulandi. Ust kisim atildiktan sonra tiplin dibinde kalan
kisimdan bakteriyolojik kdltur igin kanl, cikolata ve Eozin metilen blue (EMB)
agara inokule edildi. Ekim esnasinda alev basinda ve alevden yaklasik olarak
15-20 santimetrelik bir alanda calisildi. Orneklerin geri kalan kismi molekdler
analizlerde kullaniimak Uzere steril ependorfa alinarak —80°C’de saklandi. Ekim
yapilan petriler 24-48 saat sureyle 37°C’de hem aerob ortamda hem de %5

CO,'li ortamda inkibe edildi*®®*3,

3.3.1.4. Bakteri Tanimlamasi
Ureme olan kiiltirlerdeki stipheli kolonilere Gram boyama yapildi.
Gram boyamada gérilen Gram negatif kokobasil kolonilerine ilk olarak

oksidaz testi yapildi. Oksidaz pozitif koloniler serum fizyolojikte sUspanse
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edildikten sonra X ve V faktor disklerinin yerlestirildigi Muller-Hinton agara ekildi.
Hem X hem de V faktére gereksinimi olan bakteriler H. influenzae olarak
tanimlandi*®*.

S. pneumoniae tanimlanmasinda, kanli agar besiyerinde alfa hemolitik,
yesil renkte gorulen kuguk kolonilerin Gram boyamasi yapildi. Gram boyamada
Gram pozitif diplokok morfolojisinde olan koloniler igin katalaz testi yapilarak
katalaz enziminin varligini arastirildi. Katalaz testi negatif ¢ikanlar i¢in optokin
ve safrada erime testi uygulandi. Optokin testi icin %5 koyun kanli agarda saf
olarak treyen pnomokok kolonilerinden tek tek treyen birka¢ koloni 6ze yardimi
ile alinarak %5 koyun kanli agar besiyerine homojen olacak sekilde ekildi. Ekimi
yapilan plaklar Gzerine 6 mm caph ve 5 ug optokin iceren antibiyotik diski
(Oxoid) vyerlestirilerek 35°C’de %5 CO’li etivde 18-24 saat inkiubasyona
birakildi. Diskin etrafinda 14 mm'’ye esit ya da daha fazla inhibisyon zonu
olusan plaklarda Ureyen bakteriler S. pneumoniae olarak tanimlandi. Optokin
duyarlilik testine ek olarak calismada pnémokoklarin tanimlanmasinda safrada
erime testi yapildi. S. pneumoniae kolonileri %5 koyun kanli agarda uretilerek
sonrasinda bu kolonilerin Uzerine %2’lik sodyum deoksikolat damlatildi ve
plaklar 35°C’ye ayarli CO;'li etuve ters cevriimeden konularak yarim saat
bekletildi. Sodyum deoksikolat damlatilan kisimda bulunan bakteriler lizise

ugrayip eridiklerinde, pnémokok olarak yorumlandi***.

3.3.1.5. Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Suslarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde disk difizyon ve E-
test yontemleri kullanildi.

Antibiyotik disklerinin potenslerini koruyabilmek amaciyla +4°C’de
saklandi ve Uretici firma tarafindan belirtilen son kullanma tarihini agsmamaya
0zen gosterildi. Disklerin potenslerini kaybetmemeleri icin kapali kutuda
muhafaza edilmeleri saglandi, nemli ortamdan korundu ve su ile temas

etmelerinden kaginildi.
» Disk difuzyon testi
Antibiyotik duyarhlik testleri CLSI kriterlerine gore Kirby-Bauer disk

difuzyon yéntemi ile degerlendirildi. 24 saatlik taze kultlr pasajindan saf olarak
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elde edilen bakteri kolonileri deneylerde kullanildi. Bu kolonilerden triptik soy
buyyonda 0.5 McFarland bulanikliginda bakteri sUspansiyonu hazirlandi.
Suspansiyonun bulanikhdini ayarladiktan sonra en fazla 15 dakika igerisinde,
icine steril bir eklvyon daldinldi ve fazla inokulumu dénlemek igin tapun sivi
ustiinde kalan bolumuunde ekutvyonu tup duvarinda sikica bastirarak birkag kez
donduaruldu. Hazirlanan eklvyon ile %5 koyun kanh agar plaginin tamamina
ekim yapildi. En fazla 30 dakika icerisinde diskler yerlestirilip 35°C’ye ayarli %5
CO;'li etiivde 18-24 saat inkube edildi. inkiibasyon sonunda CLSI kriterlerine

gore inhibisyon zonlarinin ¢aplarina gére antinbiyotik duyarlliklari belirlendi**®.

» Streptococcus pneumoniae suslarinda penisilin direnci bakilmasi

Calismamizda penisilin Minimal inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerlerini
belirlemek Uzere PenisilinG E-test (Biomerieux, Fransa, Lot: 502658) kullanildi.
CLSl'ya gore oksasilin duyarlihk zonu 220 mm olan suslar penisiline duyarli
kabul edildi. Zon ¢api <19 mm olanlar ise ylksek duzey penisilin direngli, orta
diizey penisilin direncli veya duyarli olabileceginden, bu suslar icin penisilin MiK
degeri belirlendi. 24 saatlik taze kuiltlr pasajindan saf olarak elde edilen bakteri
kolonilerinden triptik soy buyyonda 0.5 McFarland bulanikliginda bakteri
suspansiyonu hazirlandi. Steril ekuvyon yardimiyla %95 koyun kanl agar
plaginin tamamina ekim yapildi. -20°C’de muhafaza edilen E-test seritleri oda
Isisina gelmeleri i¢cin 30 dakika kadar beklendikten sonra steril edilmis pens
yardimi ile plaklara yerlestirilip 35°C’ye ayarli %5 CO.li etuvde 18-24 saat
inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda yerlestirilen E-test seritlerinin
cevresinde olusan Ureme inhibisyon alanlarinin E-test seritlerini kestigi
noktadaki en dusuk antibiyotik konsantrasyonlari saptandi. Suslarin, %5 koyun
kanli agarda yapilan testte MIK degeri <0.06 pg/ml olan suslar duyarl, =0.12

ug/ml olan suslar direncli olarak degerlendirildi**’.

3.3.1.6. Suslarin Serotiplendirmesi

» Hamophilus influenzae suslarinin serotiplendirmesi
Kllturde Ureyen H. influenzae suslarinin serotiplendirmesi kapsuler

polisakkarit antijenlerini arastirmak suretiyle, spesifik antiserumlar ile (Antisera
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set Denka Seiken, Japonya, Lot: 135086) lam aglutinasyon yontemiyle yapildi.
Suglar sirasiyla a, b, ¢, d, e, f antiserumlariyla karigtirildi. Aglutinasyon gosteren

suslar pozitif olarak kabul edilerek tiplendirmesi yapildi.

» Streptococcus pneumoniae suslarinin serotiplendirilmesi
Kllturde Ureyen S. pneumoniae suslarinin serotiplendirmesi; Tarkiye
Halk Saghgr Kurumu’'nda, bulasici hastaliklar surveyansi galismasi dahilinde

yapildi.

3.3.2. Lateks Agliitinasyon Testi

Calismada BOS orneklerinden lateks aglutinasyon testi BioMerieux
Slidex meningite-Kit 5 Lyon, Fransa (Lot: 1205106350) kiti ile calisildi*38.

Slidex meningite-Kit 5 reaktifleri, 6zel antiserumla duyarlilastiriimis lateks
partiktlleri icermektedir. Bunlar beyin omurilik sivisinda kart Uzerinde hizh
aglutinasyon teknigi ile ilgili antijenin saptanmasina olanak tanimaktadir.

Kit icerigi:

e R1 reaktifi (H. influenzae tip b) (Renksiz kapakli damlalkli sise):
Kullanima hazirdir. Anti-H. influenzae tip b antikorlari ile duyarlihgi
artinimis polistiren mikropartiktl suspansiyonu igcermektedir.

e R2 reaktifi (S. pneumoniae) (Kirmizi kapakli damlalikh sise): Kullanima
hazirdir. Anti-S. pneumoniae antikorlari ile duyarlihg artirilmis polistiren
mikropartikul sispansiyonu igermektedir.

e R3 reaktifi (N. meningitidis A) (Mavi kapakh damlalikli sise): Kullanima
hazirdir. Anti-N. meningitidis A antikorlart ile duyarlihgr artinimis
polistiren mikropartikul suspansiyonu icermektedir.

e R4 reaktifi (N. meningitidis B ve Escherichia coli K1) (Yesil kapakli
damlalikli sise): Kullanima hazirdir. Anti-N. meningitidis B monoklonal
antikorlari ile duyarlih@i artiriimis polistiren mikropartikil stspansiyonu
icermektedir.

e R5 reaktifi (N. meningitidis C) (Sari kapakh damlalikh sise): Kullanima
hazirdir. Anti-N. meningitidis C antikorlari ile duyarhihgr artirimis

polistiren mikropartikil sispansiyonu igermektedir.
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e RG6 reaktifi: Pozitif kontrol sisesidir. Liyofilize halde bulunur. H. influenzae
tip b, S. pneumoniae, N. meningitidis A ve C, Escherichia coli K1 antijen
ekstrelerini icerir ve kullaniimadan once 1 ml. distile su ile
sulandinimahdir.

e 6 reaksiyon alanh 30 tek kullanimhk kart

o 3x50 tek kullanimlik karistirici gubuk

Tam reaktifler prospektiste yazdigi gibi 2-8°C’de muhafaza edilmistir.

» BOS orneklerinin galigma igin hazirlanmasi
e Sistematik olarak BOS o6rnekleri 100°C’de 5 dakika isitiimigtir.
¢ Daha sonra 10 dakika 2.000 rpm’de santrflij edilmistir.

e Santrifij sonrasi Ustte kalan sivi ¢alisiimak Uzere elde edilmigtir.

» Lateks agliitinasyon testinin yapiligi ve sonuglandiriimasi

Testin yapiligi kit prospektlisine uygun olarak asagidaki sira ile yapimistir.

e Oncelikle reaktiflerin oda 1sisina (18-25°C) gelmesi beklendi.

o Lateks reaktifleri karistinldi. Lamlaticida kalan hava kabarciklari
uzaklastirildi.

e Tek kullanimlik kart alinarak, bir reaksiyon alanina bir damla R1 reaktifi
damlatildi, diger alanlara bir damla R2, R3, R4 ve R5 olarak devam
edildi.

e Sonra her damla lateks reaktifi yanina 30 pl elde ettigimiz BOS 6rnegi
damlatildi.

e Bir kanigtirici yardimi ile dairenin tum ylzeyi kaplanarak, her dairenin
icerigi ayri karistiricilarla kanigtirildi.

e Kart nazikge maksimum 2 dakika donduruldi.

e Aglutinasyon olup olmadigi buyute¢ kullanmadan normal 1gik sartlarinda
okundu.

e Aglutinasyon yok ise negatif olarak yorumlandi.

¢ Net bir aglitinasyon gorulmesi pozitif olarak yorumlandi.
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Ayni anda 2 veya daha fazla reaksiyon goérlilmesi durumunda ise
prospektisin de onerdigi gibi farkh bir yontemle (bakteriyolojik kualttr
veya PZR) dogrulamaya gidildi.

Testin kalite kontrolU her kit agildiginda R6 pozitif reaktifi ile yapildi.

3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

3.3.3.1. DNA Ekstraksiyonu
Calismaya dahil edilen BOS oérneklerinden DNA ekstraksiyonu Roche

High Pure PZR Template Preparation Kit (Roche Lot: 11 796 828 001)i

kullanilarak uretici firma oOnerileri dogrultusunda gercgeklestirildi. Calismaya

baslamadan 6nce “Inhibitor Removal Buffer’a 20 ml ve yilkama tamponu (wash

bufferyna 80 ml. absolut etanol eklendi. Liyofilize olan proteinaz K, 4.5 ml.

DNase/RNase icermeyen distile suda ¢o6zuldi ve 50 ul'lik hacimlere ayrilarak -

20°C’de galisilincaya kadar saklandi

139

Steril 1.5 ml'lik ependorf tlptne 200 pl binding buffer ve 40 ul proteinaz
K konuldu.

Bunun tzerine 200 pl BOS 6rnegi ilave edildi ve vortekslendi.

70°C’de 10 dakika bekletildikten sonra tzrene 100 ul izopropil alkol ilave
edildi.

Her bir hasta igin ekstraksiyon kitinin i¢erisinde bulunan toplama tupu ve
filtreli tUpten bir adet hazirlandi ve ependorf tlpteki sivinin tamami filtreli

tuplere aktarildi.
Toplama tupu ve filtreli tip 9.000 rpm’de 2 dakika santriftj edildi.

Santrifij sonrasi toplama tupu atilarak vyenisi Afiltreli tUpun altina
yerlestirildi ve filtreli tipe 500 ul “inhibitor removal buffer’ eklenerek
tekrar 9.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi toplama tupu atillarak yenisi filtreli tGpin altina
yerlestirildi ve filtreli tipe 500 yl yikama tamponu eklenerek tekrar 9.000
rpm’de 2 dakika santriftij edildi.
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e Bu basamak bir kez daha tekrarlandi.

e Santrifij sonrasi toplama tlipU atilmadan icerisindeki sivi atik kabina
dokuldu, toplama tupu tekrar filtreli tipun altina yerlestirilerek 12.000

rom’de 10 saniye yuksek devirde santrifuj edildi.

e Santrifij sonrasi toplama tupu atilarak filtreli ttp steril 1.5 ml'lik ependorf
tipune vyerlestirildi ve Uzerine 70°C’de bekleyen “elution buffer’dan 150

pl ilave edilerek oda isisinda 3 dakika beklendi.

e Sure sonunda 9.000 rpm’de 2 dakika santriflj yapilarak filtreli tlpte

bulunan sivinin ependorf tipe gegmesi saglandi.

e Edle edilen DNA calisilincaya kadar -80°C’de sakland.

3.3.3.2. DNA Amplifikasyonu ve Strip Test Yontemi

Roche High Pure PZR Template Preparation Kit kullanilarak elde
ettigimiz ekstraksiyon orneklerinin amplifikasyonu icin Vircell Microbiologists
Speed-Oligo Bacterial Meningitis kiti (ispanya, Lot: 10SPBME001) kullanildi.
Teknik G¢ ana adima bdlinmustir: DNA ekstraksiyonu, spesifik oligo ciftiyle
amplifikasyonu ve ¢ogaltilmis UrGnlerin belirlenmesi. Belirleme daldirma seriti ile
gerceklestiriimektedir. Kit DNA amplifikasyonu ve hibridizasyon prensiplerine
dayanmaktadir*°.

Kit igerigi;

e 1A VIRCELL BME PZR MIX A: Liyofilize PZR tamponu, MgCI2, S.
pneumoniae igin spesifik primerler, dNTP’ler, Taq polimeraz ve
amplifikasyonu icin spesifik primerler ile birlikte PZR amplifikasyon
kontrolu igin DNA fragmanlari iceren 3 sise.

e 1B VIRCELL BME PZR MIX B: Liyofiize PZR tamponu, MgCI2, H.
influenzae ve N. meningitidis igin spesifik primerler, dNTP’ler, Taq
polimeraz igceren 3 sise.

e 2 VIRCELL BME POSITIVE CONTROL: Pozitif kontrol olarak kullanilan
enfekte olmamis liyofilize DNA iceren 1 sise.

e 3 VIRCELL NEGATIVE CONTROL: Negatif kontrol olarak kullanilan 200

Ml deiyonize su iceren 1 gige.
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4 VIRCELL BME STRIPS: Spesifik DNA belirlenmesi icin 24 strip.

5 VIRCELL PZR MIX RECONSTITUTION SOLUTION: Triton X-100
iceren, PZR kariGimini kullanima hazirlamak igin 1 ml sulu ¢ozelti 1 sise.
6 VIRCELL POSITIVE CONTROL RECONSTITUTION SOLUTION:
Triton X-100 igeren, pozitif kontrolU kullanima hazirlamak i¢in 500 pl sulu
cOzelti 1 sige.

7 VIRCELL BME RUNNING SOLUTION: Proklin i¢ceren hibridizasyon
gozeltisinin 1 ml'sini igeren 1 sise. Kit, 2-8°C’de muhafaza edildi. Vircell
BME PZR Mix A, B ve Vircell BME Positive Kontroller hazirlandiktan

sonra -20°C’de muhafaza edildi.

Amplifikasyon igin dnce su 6n hazirliklar yapildi:

1A Vircell BME PZR Mix A sisesi icerisine 150 pl Vircell PZR Mix

Reconstitution Solution’dan eklenerek 10 saniye vortekslendi.

1B Vircell BME PZR Mix B sisesi icerisine 150 pl Vircell PZR Mix

Reconstitution Solution’dan eklenerek 10 saniye vortekslendi.

Vircell Positive Control sisesi 5000 rpm’de 5 saniye santirifjlendikten
sonra igerisine 100 pl Vircell Positive Control Reconstitution Solution
eklenerek 10 saniye vortekslendi. 5000 rpm’de 5 saniye santrifljledikten

sonra 3 dakika oda isisinda beklendi ve kullanima hazir hale getirildi.

Her hasta 6rnegi icin 1A ve 1B olmak Uzere iki ayri 200 pl’lik ependorf

tup hazirlandi ve bu tuplerin Ustlerine hasta sira numaralari yazildi.

Amplifikasyon igin;

Her hasta icin hazirlamisg oldugumuz tupler igerisine A tipline mixA, B

tupune mixB’den 15 yl dagitildi.

Hasta, negatif kontrol ve pozitif kontrollerden de bu misklerin tzerine 10

pI eklendi.

Daha oOnceden amplifikasyon protokolinlu kaydetmis oldugumuz isi
dongu cihazi igerisine tlpleri vyerlestirerek c¢alismaya bagslandi.

Amlifikasyon protokolu Tablo 8’'de verilmigtir.

60



Tablo 8. Vircell Microbiologists Speed-Oligo Bacterial Meningitis kiti amplifikasyon

protokolii
1 déngli 92°C 1 dakika
40 dongii 92°C 20 saniye
55°C 20 saniye
72°C 20 saniye
1 déngii 72°C 1 dakika
1 déngii 95°C 1 dakika

Amplifikasyon islemi devam ederken kuru 1si1 blogunu 55°C’ye ayarlandi.

Her hasta igin bir tane olmak Uzere steril 1500 pl'lik ependorf tup
hazirlandi ve Uzerine hasta numaralari yazildi. Bu ependorf tuplerin
icerisine 35 ul Vircell Running Solution eklendi ve amplifikasyon isleminin

bitimine yakin kapaklarini kapatarak kuru isi blogunda 2 dakika bekletildi.

Thermal cyclerda amplifikasyon islemi sonrasinda PZR urunlerini hemen

buz Uzerine alindi.

Kuru 1s1 blogunda 2 dakika sureyle bekletilen ependorf tlplerinin
kapaklarini teker teker agarak her hastanin mixA ve mixB amplifikasyon

artnlerinden S’er pl pipetaj yaparak tuplere eklendi.

Bu karisimin Ustlne stripleri ok yonunde olacak sekilde tlplerin igerisine
birakildi ve 5 dakika slreyle kuru 1s1 blogunun ustlinde bekletildi.

Surenin sonunda stripleri gikartarak hemen degerlendirmeye alindi.

Strip testin degerlendirilmesi

Vircell Microbiologists Speed-Oligo Bacterial Meningitis kitinde PZR-

tabanli metot ile daldirma seriti birlestiriimistir, serebrospinal sivi 6rneklerinde H.

influenzae, N. meningitidis ve S. pneumoniae’nin hizh, ytksek duyarlilikta ve

spesifik olarak belirlenmesi amacglanmistir. S. pneumoniae’nin belirlenmesi igin

IlytA genine, H. influenzae belirlenmesi icin bexA genine ve N. meningitidis

belirlenmesi igin ctrA genine 6zgul bdlgeler secilmistir. Hedef genleri igin

tamamlayici problari iceren ayn seritleri tek test stribine yerlestirerek bu ¢

bakterinin tespiti saplanmistir. Calismaya dahil ettigimiz drnekte amplifikasyon

inhibitorlerinin olup olmadiginin kontrolt igin kullandigimiz kit igerisinde i¢
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amplifikasyon kontrolu icermektedir ve dogru amplifikasyon olusmaktadir.

Kontrol, DNA fragmani ve onun amplifikasyonu igin spesifik oligo giftinden

olusmaktadir.

Uriin kontrol gizgisi test dogru olarak galisildiginda pozitif ve okunakli
olmahdir. Bu ¢izgi kolloidal altinin dogru olarak c¢aligtigini, prob
uygulanabilirligi yeterli ve c¢alisma tamponu uygun bir sekilde aktigini
gOsterir.

PZR amplifikasyon kontrol ¢izgisi: Kirmizi seritin olmamasi durumu
ornekte amplifikasyon reaksiyonu ile girisim yapabilecek inhibitorlerin
bulundugunu gosterir. O takdirde numuneden alinan ikinci bir ornek veya
yeni numune tekrar test edilmelidir. giddetli pozitif 6érneklerde ornekteki
spesifik hedefin ylksek iceriginden dolay ¢izgi zayif veya negatif olabilir
ama son sonucu gecgersiz kilmaz. (Sekil 1)

Test cizgisi: Alttan Uste dogru N. meningitidis (Test cizgisi 3, TL3), H.
influenzae (Test gizgisi 2, TL2) ve S. pneumoniae (Test ¢izgisi 1, TL1)'e
karsilik gelen 3 farkh serit icerir. Test gizgisinde kirmizi serit (TL1, TL2
veya TL3) o6rnekte N. meningitidis, H. influenzae veya S. pneumoniae
genetik materyali bulundugunu gosterir. Test gizgisinde birden fazla serit
ortaya ¢ikmasi durumunda sonu¢ gegersiz olacaktir. O durumda orijinal
ornek ile testin tim adimlar tekrarlanmalhdir. Yorumlama kartinda test
gizgisi pozisyonunda sadece bir gserit ortaya c¢ikar, U¢ test gizgisinden
sadece biri pozitif sonug gostergesi olarak ortaya ¢cikmalidir. (Sekil 2)

Kullandigimiz bu kitin analitik duyarhhgdi; S. pneumoniae, N. meningitidis

serogrup A, N. meningitidis serogrup B, N. meningitidis serogrup C, H.

influenzae bakterilerinin saflastirilmis DNA’larinin  seri dulUsyonlari negatif

orneklerde yapilmis ve kitin her reaksiyonunda DNA’nin 50 parcasina kadar

belirleyebilmisgtir.
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Sekil 1. Vircell Speed Oligo Bacterial Meningitis kiti strip degerlendirmesi 1

The Product Control Line
: must be always present

PCR Amplification Control Line i aala b, ol
the assay is invalid.

Test line.

Product Control Line

LY

. {3

/
Positive Positive Negative Invalid

Sample Sample Sample Assay*
‘possible presence of PCR inhibitors

Uriin kontrol cizgisi, PZR amplifikasyon kontrol gizgisi ve test gizgisi pozitif ise érnek pozitif
kabul edilir. PZR amplifikasyon ¢izgisi olmadan, uriin kontrol gizgisi ve test gizgisi pozitif ise
drnek pozitif kabul edilir. Sadece PZR amplifikasyon ¢izgisi ve Urtn kontrol gizgisi pozitif ise
Ornek sonucu negatiftir. Sadece Urin kontrol gizgisi pozitif ise érnek sonucu gegersiz kabul

edilir.

Sekil 2. Vircell Speed Oligo Bacterial Meningitis kiti strip degerlendirmesi 2

/Colloidal gold

Product Control Line ’ﬁlml .
PCR Amplification Control Line .W v 1T ..
Test Line 1 TIIITT] .

Test Line 2
E jSpeofnc oligonucleotide
bound to colioidal gold

Test Line 3

Specific oligonucieotide
bound to the nitrocellulose
membrane

VIRCELL
ALLES 5,

s [ [ | ]

Alttan Uste dogru N. meningitidis (Test gizgisi 3, TL3), H. influenzae (Test gizgisi 2, TL2) ve S.

pneumoniae (Test gizgisi 1, TL1)'ye karsilik gelmektedir.
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3.3.3.3. Repetitive Extragenic Palindromic Element (Rep)-PZR

Diversilab Sistemi ile Molekiiler Tiplendirme

Calismaya dahil edilen BOS 6rneklerinden izole edilen 4 S. marcescens
susunun hastane kdkenli olabilecegi dusunulerek bu suslar arasindaki klonal
benzerlik Rep-PZR Diversilab sistemi ile arastirildi.

Rep-PZR yonteminde, epidemiyolojisi arastirilan mikroorganizmalarin
kromozomlari Gzerinde bulunan, kisa, tekrarlayan ve konservatif yapilari hedef
alan kisa primerler kullanilir. Bu bolgelerin birbirlerine yakinligina bagli olarak iki
ekstragenik bolge arasinda kalan kisim amplifiye edilir ve elde edilen PZR
urtnleri agaroz jel elektroforezinde degerlendirilir. Diversilab sistemine bagl
Rep-PZR uygulamasi asamalari; DNA ekstraksiyonu, diversilab parmak izi
kitleri ile Rep-PZR; diversilab c¢ipleri ile mikroakiskan elektroforez ve internet
tabanl yazilim programi ile sonuglarin degerlendiriimesini takip eden

asamalarindan olugsmaktadir.

> DNA izolasyonu
DNA ekstraksiyonu yapilacak ornekler kanh agara tek koloni ekimi
yapilarak 35°C’de 18-24 inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda &rnekler
ikinci kez pasajlanarak elde edilen kulturlerden DNA ekstraksiyonu yapildi. DNA
ekstraksiyonu UltraClean Microbial DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories,

ABD) ile Uretici firmanin dnerdigi DNA izolasyon protokolline gore yapildi.

» DNA miktarlarinin ol¢lilmesi
Ekstrakte edilen DNA’larin miktarlari nanodrop cihazi (NANODROP
2000, Thermo scientific) ile 6lguldl. Miktari fazla olan 6rneklerin DNA’lari,
Diversilab dilisyon hesaplama (dilution calculator) programi ile dilusyon igin
gereken DNA ve su miktarlari hesaplanarak, nukleaz icermeyen steril su ile 35

ng/uL olacak sekilde seyreltildi.

» Rep-PZR Uygulamasi
Rep-PZR uygulamasi diversilab Serratia DNA fingerprinting kit ( Lot:
SE101101, Biomerieux SA, Fransa) ile yapildi. Reaksiyon bilesenlerinin

hazirlanmasi ve 1s1 dongu cihazi programinin olusturulmasi diversilab sistemi
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Rep-PZR worksheet programinda belirtildigi gibi uygulandi. (Tablo 9 ve Tablo
10)

Tablo 9. Rep-PZR amplifikasyonunda bir 6rnek i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
Rep-PZR MM1 18 L
GeneAmp 10X PZR Buffer | 2,5 pL
Primer Mix 2 uL
AmpliTag DNA polimeraz | 0,5 pL
Ekstraksiyon Urin0 2 uL
35ng/uL
Toplam 25 uL

Tablo 10. Rep-PZR amlifikasyon kosullari

: Siire A
0,
Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) (saniye) Dongii Sayisi
On |S|tm? (Baglangi¢ 94 120 1
denatirasyonu)
Denatiirasyon 94 30
Primer baglanmasi (annealing) 50 30 35
Zincir uzamasi (extension) 70 90
Son uzama (Final extension) 70 180 1
Muhafaza 4 o0 o0

» Diversilab DNA Labchip Uygulamasi
Rep-PZR ile amplifiye edilen Serratia DNA’lari Diversilab labchip kitine
(Biomerieux Sa-Fransa) yuklenerek Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Tecnologies, USA) ile mikroakiskan elektroforez uygulandi. Labchip
elektroforez islemi tamamlandiktan sonra elde edilen ham grafikler internet
tabanli diversilab yorumlama ve yazilim programi (DiversiLab, version 2.1.66,

BioMerieux, Fransa) ile degerlendirildi.

> lzolatlarin Rep-PZR Parmak izi iliskilerinin Degerlendirilmesi

e Ayirt edilemez orneklerin benzerlik yuzdeleri (benzerlik >%97) yuksektir.
Bu grupta yer alan Ornekler genellikle %97°nin Uzerinde benzerlik
gOsterirler ve bant farkliligi yoktur. Calismada bu grupta yer alan érnekler

ana klonun alt tipi olarak (alt klon) olarak degerlendirildi.
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Benzer orneklerin benzerlik oranlari (benzerlik %95-97 arasinda, 1-2
bant farki) biraz diguktur. Genellikle %95’in Uzerinde benzerlik gosterirler
ve 1-2 bant farkhhg! vardir. Calismada bu 6zellige sahip ornekler ana
olarak degerlendirildi.

Farkli 6rnekler diguk benzerlik oranina (benzerlik <%95 ve >2 bant farki)
sahiptir. Benzerlik orani genellikle %95’'in altindadir ve bant farkhlig
fazladir. Bu grupta yer alan ornekler c¢alismada farkli klon olarak

degerlendirildi.

3.3.3.4. Arbitrarily Primed Polimerase Chain Reaction (AP-PZR)
Yoéntemi

Calismada hastane kokenli oldugu dusunulen ve galismaya dahil edilen

BOS orneklerinden izole edilen 7 koagllaz negatif stafilokok (KNS), 2 S.

aureus, 2 P. aeruginosa ve 2 A. baumannii suglari arasindaki klonal benzerligin

varh@i Arbitrarily Primed Polimerase Chain Reaction (AP-PZR) yoéntemi ile

arastinidi.

>

Hizli DNA izolasyon Metodu

Besiyerinde Ureyen bakteri kolonilerden bir 6ze dolusu (Genelden bir
petrinin 2’0 supuruluyor) alinarak, 1.5 mllik plastik tiplerde 1 ml steril
distile su icerisinde slispanse edildi.

Tapler, 80°C’de 20 dakika (veya 30 dk) tutularak (su banyosu)
bakterilerin pargalanmasi saglandi.

Sure sonunda tupler su banyosundan gikarilarak oda isisina gelmesi
beklendi.

Daha sonra ependorf tupu 12.000 x gravity (g)de 10 dakika santrifdj
edilerek supernatant atildi.

Pellet Gzerine 200 ul kloroform ve 200 pl steril distile su ilave edildikten
sonra karigsim 12.000 x g’de 10 dakika tekrar santrifuj edildi.

Siipernatant PZR reaksiyonunda kalip olarak kullanildi***.
Arbitrarily-primed polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PZR), M13 primer

dizisi kullanilarak gerceklestirildi. Herbir 6rnek igin, toplam 50 pl'lik hacimde 75
mM Tris-HCI pH 8.8, 0.2 mM dNTP karigsimi (Sigma, DNTP-100), 1.5 mM MgCl,
(Promega, A3513), 05 uM of universal M13 primeri (5-
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GAGGGTGGCGGTTCT-3’) ve 1 U Taq polymerase (Sigma, D1806) iceren
reaksiyon karisimi hazirlandi. Orneklerin  “thermal cycler’da (Eppendorf,
Mastercycler, Germany) amplifikasyon kosulari ise, 2 siklus 94°C’de 5 dk, 40°C
ve 72°C’de 5 dk baslangi¢ reaksiyonunun arkasindan 40 siklus 94°C’de 60 sn
denaturasyon, 40°C’de 60 sn baglanma ve 72°C’de 60 sn uzama basamaklarini
icermektedir. PZR drunleri, %1’lik agaroz jel elektroforezinden sonra 0.5 pg/mL
ethidyum  bromide ile boyandiktan sonra UV transiluminatorde

gorintiilenmistirt#2.

3.4 istatistiksel Analiz

Calismamizda kultir referans test kabul edilerek PZR ve LAT'In tanisal
performansini degerlendirmek amaciyla duyarlilik, 6zgullik, pozitif prediktif
degeri (PPD), negatif prediktif degeri (NPD) ve %95 guven araliklari hesaplandi.
Ayrica PZR ve LAT sonuglariyla kaltir sonuglari arasindaki iligki Ki-kare testiyle
degerlendirildi.  istatistiksel —anlamlilk  seviyesi olarak %5 alindi.

Degerlendirmelerde Medcalc versiyon 12.1.3 kullanild1.
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4. BULGULAR

> Hastalarin Genel Ozellikleri

Calismamiza gesitli kliniklerden Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvar’'na gonderilen yenidogan digi menenijit
supheli hastalardan 137 BOS 6rnegi dahil edildi.

Calismaya dahil edilen 137 menenijit supheli hastanin 87 (%63.5)’si erkek
ve 50 (%36.5)’si kadin hastadan olugmaktaydi.

Menenijit supheli 137 hastanin yaslari bir ay-83 yas araliginda olup yas
ortalamalari 18.4 olarak bulundu. Hastalarin 79 (%57.7)’u gocuk yas grubunda
(bir ay-18 yas) iken, 58 (%42.3)’i erigkin yas grubunda (19-83) idi.

Calismaya dahil edilen 137 hastanin kliniklere gére dagilimi Tablo 11’'de

verilmektedir.

Tablo 11. Calismaya dahil edilen hastalarin kliniklere gére dagilimi

Klinik Sayi (%)
Cocuk Acil Klinigi 31 (%22.6)
Beyin Cerrahisi Klinigi 23 (%16.8)
Erigkin Acil Klinigi 21 (%15.3)
Erigskin Enfeksiyon Hastaliklari Klinigi 20 (%14.6)
Cocuk Hastaliklari Klinigi 15 (%11)
Cocuk Yogun Bakim Kilinigi 8 (%5.8)
Cocuk Enfeksiyon Kilinigi 6 (%4.4)
Erigkin Noroloji Klinigi 4 (%2.9)
Cocuk Hematoloji Klinigi 3 (%2.2)
Kulak Burun Bogaz Klinigi 2 (%1.5)
Erigkin Hematoloji Klinigi 1 (%0.7)
Cocuk Cerrahisi Klinigi 1 (%0.7)
Erigkin Onkoloji Klinigi 1 (%0.7)
Erigkin Yogun Bakim Kilinigi 1 (%0.7)
Toplam 137
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Hastalarin timunun Kklinik bulgulari degerlendirildiginde; 90 (%65.7)
hastada ates, 51 (%37.2) hastada bas agrisi, 45 (%32.8) hastada bulanti-
kusma ve 35 (%25.5) hastada meninks irritasyon bulgulari (ense

sertligi/kernig/brudzinski) oldugu saptandi.

» Hiicre Sayimi Sonuglari
BOS I6kosit sayisi galismaya dahil edilen 137 hasta igin ortalama
737/mm?3 (10-14000/mm?®) olarak bulunurken, 10-500/mm?® 106 (%77.4) hastada,
501-1000/mm® 16 (%11.7) hastada, >1000/mm?® 15 (%10.9) hastada tespit
edildi.

» Gram Boyama Sonuglari
Calismaya dahil edilen 137 hastanin BOS 6rneginin Gram boyama ile
incelenmesi sonucunda toplam 12 drnekte mikroorganizma tespit edildi. Bu 12
ornegin altisi Gram negatif basil, besi Gram pozitif diplokok ve biri Gram pozitif

kok olarak saptandi (Resim 1).

Resim 1. BOS’un Gram boyamasi sonucunda Gram pozitif diplokoklarin goriintiisii

-
.

-
L

» Kiiltur Sonuglan
Hastalardan alinan 137 BOS 06rneginde bakteri kdltura ile toplam 21
(%15.32) 6rnekte bakteri Uretildi. Bu bakteriler sirasiyla yedi (%5.1) koagulaz
negatif stafilokok (KNS), dort (%2.92) S. marcescens, U¢ (%2.19) S.
pneumoniae, iki (%1.46) S. aureus, iki (%1.46) A. baumanii, iki (%1.46) P.
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aeruginosa ve bir (%0.73) H. influenzae olarak tespit edildi (Tablo 12) (Resim

2). Klltur sonuglarina gére N. meningitidis hi¢ghbir BOS 6rneginde uretilmedi.

Tablo 12. Calismaya dahil edilen 137 BOS 6rneginin kiiltiir sonuglan

Mikroorganizma Kiiltiir pozitifligi
say! (%)
KNS 7 (%5.10)
S. marcescens 4 (%2.92)
S. pneumoniae 3 (%2.19)
S. aureus 2 (%1.46)
A. baumanii 2 (%1.46)
P. aeruginosa 2 (%1.46)
H. influenzae 1 (%0.73)
N. meningitidis -
Toplam 21 (%15.32)

Resim 2. Kanl agarda iireyen S. pneumoniae kolonileri

Kaltir ile BOS odrneklerinden izole edilen U¢ pndmokok susunun
serotipleri tip 6A/B, tip 23F ve tip 8 olarak belirlendi. Yine kultirde izole edilen
bir H. influenzae susunun serotipi ise tip b olarak belirlendi.

izole edilen l¢ S. pneumoniae susunun penisilin direnci E-test yontemi

ile belirlendi. Serotip 6A/B ve 23F suglarinin penisilin E-test MIK degerleri
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sirasiyla 0.50 pg/ml ve 1.50 pg/ml direngli olarak tespit edilirken, serotip 8
susunun E-test MiK degeri 0.06 ug/ml duyarh olarak belirlendi (Resim 3).

Resim 3. %5 Koyun kanli agarda iireyen S. pneumoniae
susunun Penisilin G E-test goriintiisii

~

BBBRaBEEISI e soeNS

» LAT Sonuglari
Calismada 137 BOS 6rneginin timine hedefledigimiz G¢ etkene yodnelik
(H. influenzae, S. pneumoniae, N. meningitidis) LAT uygulandi. LAT sonugclari
ile 17 (%12.4) hastanin sonucu bakteriyel menenjit olarak tanimlandi. LAT ile
tani alan hastalarin 16 (%11.7)'si S. pneumoniae, biri (%0.7) H. influenzae

olarak tanimlanirken, N. meningitidis higbir hastada saptanmadi (Resim 4).

Resim 4. LAT (BioMerieux Slidex meningite-Kit 5) degerlendirilmesi

R1 reaktifi (H. influenzae tip b), R2 reaktifi (S. pneumoniae), R3 reaktifi (N. meningitidis A), R4
reaktifi (N. meningitidis B ve Escherichia coli K1), R5 reaktifi (N. meningitidis C). Resimde S.
pneumoniae LAT pozitif (R2) BOS érnegi gorilmektedir.
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» PZR Sonuglan
Calismada 137 BOS 6rneginin timine hedefledigimiz ¢ etkene ydnelik
(H. influenzae, S. pneumoniae, N. meningitidis) PZR uygulandi. PZR sonuclari
ile 18 (%13.1) hastanin sonucu bakteriyel menenijit olarak tanimlandi. PZR ile
tani alan hastalarin 16 (%11.7)'s1 S. pneumoniae, ikisi (%1.5) H. influenzae

olarak tanimlanirken, N. meningitidis higbir hastada saptanmadi (Resim 5).

Resim 5. Vircell Speed Oligo Bacterial Meningitis kiti strip degerlendirmesi

Alttan Uste dogru N. meningitidis (Test ¢izgisi 3, TL3), H. influenzae (Test cizgisi 2, TL2), S.
pneumoniae (Test cizgisi 1, TL1), PCRCL (PZR amplifikasyon cizgisi) ve PCL (uriin kontrol
cizgisi)’ye karsilik gelmektedir. Resimde H. influenzae PZR pozitif (TL2) BOS &rnegi
gOrulmektedir.

Bunun yaninda kultirde izole edip hedefledigimiz G¢ etken disinda kalan
ve hastane kokenli olabilecegini dugindigumuz diger suglara, Rep-PZR veya
AP-PZR yontemlerini uygulayarak bu suglar arasindaki klonal benzerlik
degerlendirildi. Kultirde S. marcescens izole edilen dort susa Rep-PZR
Diversilab sistemi ile molekuler tiplendirme yapildiginda dort susun ugu klonal
olarak iligkili bulunurken bir sus klonal olarak farkli bulundu (Sekil 3). Dért S.
marcescens susunun disinda kalan suslarin hepsinin hastane kokenli
olabileceg@i dusunuldu ve bu suglar arasindaki klonal benzerlik AP-PZR yontemi
ile arastinldi. AP-PZR sonucunda iki (2/7) KNS ve iki (2/2) S. aureus susu
klonal olarak kendi aralarinda benzer bulunurken diger bes (5/7) KNS, iki (2/2)
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P. aeruginosa ve iki (2/2) A. baumannii susu kendi aralarinda klonal olarak farkh
bulundu (Resim 6).

Sekil 3. Dort S. marcescens susunun Rep-PZR ile klonal benzerliginin goriintiisi

Diversilab u3.4
PC

#ag Key Sample ID

1S9 I
L2 = I 1
3 510 .
4 S I

——————
&5 490 92 94 98 95 100
% Similarity

Resim 6. Klonal olarak iligkili bulunan iki KNS ve iki S. aureus sugsunun AP-PZR agaroz
jel elektroforez goriintiisii

1000 bg

600 bg
500 bg
400 bg
300 bg
200 bg

RARIIL

100 bg

Kolon M: 100 baz ¢ifti DNA molekiler agirlik standardi (GeneRuler
100 bp DNA Ladder, SM0241, Fermentas)

Kolon 1, 2: KNS suslarinin AP-PZR goérintiisu

Kolon 4,5: S. aureus suslarinin AP-PZR gorintisu

> Calismamizda Hedefledigimiz Ug¢ Etkene Yénelik Sonuglarin
Karsilastiriimasi

Calismada en sik bakteriyel menenjit etkeni olan S. pneumoniae, H.

influenzae ve N. meningitidis bakterilerine yoénelik kaltir, LAT ve PZR

yontemleri karsilastirildi. Bu Ug yontemle, laboratuvarimiza gonderilen menenijit
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supheli 137 BOS oOrneginden ug etken igin toplam 19 (%13.87) (kultar ile dort
hasta, PZR ile 18 hasta, LAT ile 17 hasta) hastaya bakteriyel menenijit tanisi
konuldu.

Calismada hedefledigimiz U¢ etken icin kultir yontemi ile dort (%2.92)
sus izole edildi. Bu suslarin G¢l (%2.19) S. pneumoniae, biri (%0.73) ise H.
influenzae susu iken N. meningitidis susu kultirde hi¢cbir BOS 06rneginde
uretilmedi. PZR ile 18 (%13.14) hastaya tani konulurken, kiltirde Ureyen tim
bakteriler PZR ile de pozitif bulundu. LAT ile 17 (%12.40) hastaya tani
konulurken, kultirde Ureyen U¢ S. pneumoniae susu LAT ile pozitif iken, bir H.
influenzae susu LAT ile negatif bulundu. Bir S. pneumoniae sugu kultir ve PZR
ile negatif bulunurken, LAT ile pozitif bulundu.

Tdm bu veriler dogrultusunda klasik kultar yontemi altin standart yontem
olarak kabul edilerek PZR ve LAT’In bakteriyel menenijit tanisindaki gugleri
istatistiksel olarak analiz edildi. Buna gére PZR’nin duyarlihdr %100, 6zgulligu
%89.5, pozitif prediktif degeri (PPD) %22.22 ve negatif prediktif degeri (NPD)
%100 bulundu. LAT’In ise duyarlihgr %75, 6zgulligu %89.5, PPD %17.65 ve
NPD %99.17 olarak bulundu (Tablo 13).

Tablo 13. Calismada hedeflenen li¢ etkene yonelik 137 hastanin kiiltiir, PZR ve LAT
sonuglarinin istatistiksel karsilastiriimasi

Kaltir Duyarhlik | Ozgiilliik PPD NPD
Test Toplam
Pozitif Negatif (%95 GA) (%95 GA) (%95 GA) (%95 GA)
Pozitif 4 14 18
%100 %89.5 %22.22 %100
PZR | Negatif 0 119 119
(39.76-100.00) | (82.97-94.12) | (6.41-47.64) |(96.95-100.00)
Toplam| 4 133 137
Pozitif 3 14 17
. %75 %89.5 %17.65 %99.17
LAT | Negatif 1 119 120
(19.41-99.37) |(82.97-94.12)|(3.80-43.43) | (95.44-99.98)
Toplam 4 133 137

PPD: Pozitif Prediktif Degeri
NPD: Negatif Prediktif Degeri
%95 GA: %95 Giiven Aralig
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Uc etken icin bakteriyel menenijit tanisi konulan 19 hastanin demografik
verileri, hucre sayimi, biyokimya analizleri, Gram boyama sonuglari, 6ncesinde
antibiyotik kullanim oOykuleri, klinik bulgulari ve prognozlari asagida maddeler
halinde verilmistir.

e Hastalarin 12 (%63.2)'si erkek, yedisi (%36.8) kadin hasta iken yas

ortalamasi 23.75 olarak bulundu.

e Hastalarin BOS Iékosit sayilarinin ortalamasi 2169/mm? (10-14000/mm?®)
olarak bulunurken, BOS I8kosit sayisi 10-500/mm?® 10 (%52.6) hastada, 501-
1000/mm? iki (%10.5) hastada, >1000/mm? yedi (%36.8) hastada tespit edildi.
Bu hastalarin BOS I6kosit tipi degerlendirmesinde ise 17 (%89.5)'sinin PNL

agirlikh 16kositlerden olustugunu belirlendi. (Tablo 14)

e Hastalarin biyokimyasal sonuglari BOS/kan glukoz degerleri ve BOS
protein (mg/L) degerleri yoninden degerlendirildi. Calismadaki 19 hastanin 15
(%78.9)inde BOS/kan glukoz degerleri <0.6 iken, bir (%5.3) hastanin BOS
glukoz degerinin sonucuna ulasilamadi. Bunun yaninda 19 hastanin 13
(%68.4)'Unde BOS proteini >450 mg/L iken, iki (%10.5) hastanin BOS protein

degerinin sonucuna ulagilamadi. (Tablo 14)

e Hastalarin besinde Gram boyama ile etken mikroorganizma (bes Gram
pozitif diplokok) saptandi. Kiltlr pozitif dort hastanin Gg¢lnde (GU¢ Gram pozitif
diplokok) Gram boyama ile de etken mikroorganizma tespit edilirken, kulttirde
ureyen bir H. influenzae susu Gram boyama ile tespit edilemedi. Bunun yaninda
kaltur negatif ancak PZR vel/veya LAT pozitif iki (iki Gram pozitif diplokok)

hastada ise Gram boyama ile mikroorganizma tespit edildi. (Tablo 14)

e Hastalarin 13 (%68.4)'Unin 6zgec¢misinde antibiyotik kullanim &ykusu
tespit edildi. BOS 6rneginde Gram boyama ile mikroorganizma tespit edilen bes
hastanin ikisinde (%40) 6nceden kullaniimis antibiyotik dykist mevcutken,
Gram boyama ile mikroorganizma tespit edilemeyen 14 hastanin 11
(%78.6)'inde Onceden antibiyotik kullanim Oykisu oldugu belirlendi. Kultar
pozitif dort hastanin (U¢ S. pneumoniae, bir H. influenzae) ikisinde (%50), kaltar
negatif-PZR pozitif 14 hastanin 10 (%71.4)unda, kultir negatif-LAT pozitif 14
hastanin 10 (%71.4)’'unda hastalarin hastanemize basvurmadan bir-yedi gin

oncesinde antibiyotik kullanim dykuleri oldugu saptandi. Ayrica kultir negatif,
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PZR ve LAT pozitif g (%15.79) hastanin ise oncesinde antibiyotik kullanip
kullanmadigi tespit edilemedi (Tablo 14).

e Hastalarin klinik bulgular degerlendirildiginde; 18 (%94.7) hastada ates,
15 (%78.9) hastada bas agrisi, 12 (%63.2) hastada bulanti-kusma ve 15
(%78.9) hastada ise meninks irritasyon bulgularinin oldugu tespit edildi.

e Hastalarin sekizinde (%42.1) altta yatan hastalik veya predispozan faktor
Oykusu saptandi. Bunlar beyin cerrahi operasyon Oykusu, spinal anestezi
oykusu, burun ameliyati oykusu, mukopolisakkaridoz ve oncesinde menenijit
Oykusu olarak bulundu (Tablo 14).

e Hastalarin 16 (%84.2)'s1 aldiklar tedavi sonucunda sifa ile taburcu
olurken, iki (%10.5) hastada norolojik sekel gelistigi ve bir (%5.3) hastanin ise

tedavisinin ilk guninde hayatini kaybettigi belirlendi.
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Tablo 14. Calismada hedeflenen li¢ etkene yonelik Gram boyama, kiiltiir, PZR, LAT sonuglari ile
tani alan 19 hastanin 6ncesinde antibiyotik kullanimi, altta yatan hastalik, BOS
biyokimyasi ve BOS |6kosit sayisi yoniinden incelenmesi

Hasta Oncesinde Altta yatan BOS BOS protein BOS Gram boyama Kiiltiir PZR LAT
yasi/ antibiyotik hastalik veya glukoz /kan (mg/L) (150- I6kosit
cinsiyet kullanimi predispozan glukoz* 450)** sayisi/
faktor mm?®
9 ay/E + _ 33/99 (0.33) Ulagilamadi 10 Gram (+) diplokok Ureme olmadi S. pneumoniae S. pneumoniae
8/E + _ 5/156 (0.03) 1481 1980 Mikroorganizma Ureme olmadi S. pneumoniae S. pneumoniae
gorilmedi
2.5/E Bilinmiyor _ 60/81 (0.74) 120 10 Mikroorganizma Ureme olmadi S. pneumoniae S. pneumoniae
gorilmedi
11/E + Beyin cerrahi 72/80 (0.9) 286 10 Mikroorganizma Ureme olmadi S. pneumoniae S. pneumoniae
operasyonu gorilmedi
Oykusu
37/K + Spinal anestezi 2/219 8400 2500 Gram (+) diplokok | S. pneumoniae S. pneumoniae S. pneumoniae
ile operasyon (0.009)
Oykusu
14/E + _ Ulasilamadi Ulagilamadi 10 Mikroorganizma Ureme olmadi S. pneumoniae S. pneumoniae
gorilmedi
43/K Bilinmiyor _ 74/98 (0.75) 208 20 Mikroorganizma Ureme olmadi S. pneumoniae S. pneumoniae
gorilmedi
68/E Bilinmiyor _ 180/360 1069 520 Gram (+) diplokok Ureme olmadi S. pneumoniae S. pneumoniae
(0.5)
29/E + Beyin cerrahi 1,45/ 150 4588 7300 Mikroorganizma Ureme olmadi S. pneumoniae S. pneumoniae
operasyonu (0.01) gorilmedi
Oykisu
15/K + _ 40/100 (0.4) 2223 360 Mikroorganizma H. influenzae H. influenzae Negatif
gorilmedi
55/E + _ 19/258 2223 14000 Mikroorganizma Ureme olmadi Negatif S. pneumoniae
(0.07) gorilmedi
2/IK _ Muko- 7,45/125 793 10 Gram (+) diplokok | S.pneumoniae S. pneumoniae S. pneumoniae
polisakkaridoz (0.06)
22/K + Spinal anestezi 41/69 (0.6) 1249 70 Mikroorganizma Ureme olmadi S. pneumoniae S. pneumoniae
ile operasyon gorilmedi
Oykisu
35/K _ Burun ameliyati 66 /145 1168 1020 Mikroorganizma Ureme olmadi S. pneumoniae S. pneumoniae
oykusu (0.45) gorilmedi
4 ay/E + _ 7,98/78 1250 650 Mikroorganizma Ureme olmadi H. influenzae H. influenzae
0.1) gorilmedi
17/E _ 3 ay 6nce 1/123 3629 2280 Gram (+) diplokok | S. pneumoniae S. pneumoniae S. pneumoniae
menenijit 6ykisu (0.008)
40/E + Beyin cerrahi 33/103 4320 10240 Mikroorganizma Ureme olmadi S. pneumoniae S. pneumoniae
operasyonu (0.32) gorilmedi
oykusu
12/K + _ 54/97 (0.55) 409 130 Mikroorganizma Ureme olmadi S. pneumoniae S. pneumoniae
gorilmedi
39/E + _ 35/135 2225 100 Mikroorganizma Ureme olmadi S. pneumoniae Negatif
(0.26) gorilmedi

* Normal BOS/kan glukoz (mg/dL) orani 2/3 (0.6) olarak kabul edildi.

** Normal BOS protein degeri 150-450 mg/L olarak kabul edildi.
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5. TARTISMA

Bakteriyel menenijit 6zellikle kiigik gocuklarda ve yaslilarda mortalitesi
yiiksek bir hastaliktir'*®. Yas, altta yatan hastaliklar, toplumun sosyo-ekonomik
yapisi enfeksiyon tipinde énemli faktorlerdir®. Bakteriyel menenjit hemen her
yas grubunda gorulebilen bir hastalik oldugundan, hastalarin yas ortalamasi
cesitli calismalarda farkli olarak bulunabilmektedir. Gurley ve ark. yaptiklar
calismada 189 bakteriyel menenijit olgusu saptamiglar ve bu olgularin 136
(%72)'sinin erkek hastalardan, 53 (%28) Unun kadin hastalardan olustugunu ve

43 Mani ve ark.

yas ortalamasinin da 19.5 oldugunu belirtmiglerdir
calismalarindaki 385 hastanin %76.1’inin erkek, %23.9’'unun kadin hastalar
oldugunu ve bu hastalarin 51 (%13.2)'inin 12 yas alti cocuklar ile, 334
(%86.8)'lUinlin eriskin hastalar tarafindan olustugunu bildirmislerdir***. Silva ve
ark. yaptiklari tg¢ yillik calismada akut bakteriyel menenjitli 168 hastanin 107
(%63.7)'sinin erkek hastalar, 60 (%35.7)inin kadin hastalar tarafindan
olustugunu, bir hastanin da kayitlarina ulasamadiklarini, hastalarinin yas

ortalamasini ise 22.48 olarak bildirmislerdirt*®

. Celik ve ark. calismalarindaki
bakteriyel menenijitli hastalari %57.3 erkek, %42.7 kadin, yas ortalamasini 36.8
olarak saptamislardir'®®. Yamazhan ve ark. calismalarinda hastalari %71.3
erkek, %28.7 kadin, yas ortalamasini 38.12 olarak bulmuslardir**’. Demiroglu
ve ark. calismalarindaki hastalari %58.6 erkek, %41.4 kadin ve yas
ortalamasini da 42.7 olarak bulmuslardir'*®
(%63.5)’si erkek, 50 (%36.5)’si kadin hastadan olugsmaktaydi. Hastalarin yas

ortalamasi 18.4 (2 ay-83) olarak tespit edildi.

. Calismamizda 137 hastanin 87

Menenjit genellikle ates, bas agrisi, bulanti, kusma, bilin¢g degisikligi ve
ense sertligi yakinmalari ile baslamaktadir*®®. Gurley ve ark. 189 bakteriyel
menenijitli hastanin bulgularini Gg¢ bakteri igin (N. meningitidis, S. pneumoniae
ve H. influenzae) ayri ayri sirasiyla degerlendirmiglerdir. Klinik bulgularinin
bulunma yuzdelerini ates igin (%100, %100, %100), kusma icin (%80, %61,
%56), bas agrisi igin (%82, %52, %28), ense sertligi icin (%71, %43, %24),
konviilsiyon icin (%43, %78, %92) olarak bulmuslardir'*®. Vashishtha ve ark. 67
cocuk hastada yaptiklari galismada hastalarin bulgularini sirasiyla, ates (%91),
biling bulanikhgr (%62.7), kusma (%50.8), konvilsiyon (%47.8) olarak

149

bildirmislerdir™". Celik ve ark.’nin ¢alismasinda 75 bakteriyel menenijit tanisi
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konan hastanin sirasiyla klinik bulgularinin pozitifliklerini; %93.3 meninks
irritasyon bulgusu, %89.3 bas agrisi, %86.7 ates, %76 kusma, %18.7
konviilsiyon, %13.3 dokiinti olarak bildirmislerdir**®. Taskesen ve ark.
calismalarinda santral sinir sistemi enfeksiyonlu 73 hastanin hastaneye
bagvurduklarinda sikayetlerini %90.4 ates, %73.9 kusma, %32.8 bas agrisi,
%23.2 havale gecgirme, %15 ishal ve %4.1 oksuruk olarak bildirirken, hastalarin
%57.5’inde meninks irritasyon bulgulari (ense sertligi, kernig belirtisi, brudzinski
fenomeni) ve %9.5’inde biling degisikligi bulundugunu vurgulamislardir'®®.
Demiroglu ve ark. ¢alismalarinda ates, ense sertligi ve biling degisikligini akut
bakteriyel menenijit olgularinin %69’unda saptamislardir**®. Ozdemir ve ark. 44
hastada yaptiklari ¢alismada en sik semptomlari sirasiyla ates %90.9, kusma
%61.4, uykuya meyil %40.9, bas agrisi %38.6 ve konvilsiyon %25 olarak,
meninks irritasyon bulgularini ise sirasiyla ense sertligi %56.8, kernig belirtisi
%45.5 ve brudzinski belirtisi %43.2 olarak belirtmislerdir*>!. Yamazhan ve ark.
94 purldlan menenjit olgusunun bulgularinin sirasiyla ates %100, bas agrisi
%96.8, biling degisikligi %76.6, bulanti-kusma %74.5, dokintl %8.5, meninks
irritasyon bulgularini ise ense sertligi %100, kernig belirtisi %73.4, brudzinski
belirtisi %53.2 olarak bildirmislerdir**’. Calismamiza dahil ettigimiz 137 hastanin
tumUnin klinik bulgulari degerlendirildiginde; 90 (%65.7) hastada ates, 51
(%37.2) hastada bas agrisi, 45 (%32.8) hastada bulanti-kusma ve 35 hastada
(%25.5) meninks irritasyon bulgulari (ense sertligi/kernig/brudzinski) oldugu
saptandi. Hedefledigimiz Uc¢ etkene (S. penumoniae, H. influenzae, N.
meningitidis) yonelik tani alan 19 hastanin klinik bulgulari degerlendirildiginde;
18 (%94.7) hastada ates, 15 (%78.9) hastada bas agrisi, 15 (%78.9) hastada
meninks irritasyon bulgulari ve 12 (%63.2) hastanin ise bulanti-kusmasinin
oldugu tespit edildi. Sonuc¢larimiza goére bakteriyel menenjit tanisi alan
hastalarimizin en sik semptomu literatirle uyumlu olarak ates, ardindan ise
meninks irritasyon bulgulari ve bas agrisi olarak bulundu.

Bakteriyel menenjitlerde BOS |6kosit sayisi gesitli ¢alismalarda farkli

k.146

oranlarda bulunmustur. Celik ve ar ortalama 906+793.6/mm?, Demiroglu ve

k.’! ortalama 1.860/mm?, Gurley ve

ark.1*® ortalama 4.254/mm?, Ozdemir ve ar
ark.}*® ortalama 9.455/mm® ve bunlarin %80’ini PNL, Oztirk ve ark.'®
hastalarinin %80’inde >1.000/mm? ve %97 oraninda PNL, Taskesen ve ark.'*

ortalama 1.095/mm?, Fisgin ve ark.** %40.9 oraninda >1.000/mm?® %20.9 500-
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1000/mm?®, %25 100-500/mm® arasinda bulmuslardir. BOS Idkosit sayisi
calismaya dahil ettigimiz 137 hasta icin ortalama 737/mm?® (10-14.000/mm®)
olarak bulunurken, 10-500/mm® 106 (%77.4) hastada, 501-1.000/mm® 16
(%11.7) hastada, >1.000/mm?® 15 (%10.9) hastada tespit edildi. Hedefledigimiz
uc etkene yonelik bakteriyel menenjit tanisi konulan 19 hastanin BOS I6kosit
sayllarinin ortalamasi 2.169/mm?® (10-14000/mm?®) olarak bulunurken, BOS
I6kosit sayisini 10-500/mm?® 10 (%52.6) hastada, 501-1.000/mm?® 2 (%10.5)
hastada, >1.000/mm? 7 (%36.8) hastada tespit edildi. Bu hastalarin BOS I6kosit
tipi degerlendirmesinde ise 17 (%89.5)'sinin PNL agirlikl 16kositlerden olustugu
belirlendi. Tum bu veriler deg@erlendirildiginde genel olarak literatir
calismalarinda oldugu gibi bakteriyel menenjitlerde Iokosit tipinin PNL
agirhginda olmasi galismamizla uyumluydu. BOS I6kosit sayilari da ¢ogunlukla
literatUr ile calismamiz arasinda uyum gosterse de hedefledigimiz U¢ bakteriye
yonelik tani alan 19 hastamizin altisinda (%31.6) I6kosit sayisi 10-50/mm? gibi
dusuk degerlerde tespit edildi.

Gram boyama bakteriyel menenijit tanisinda oldukga 6nemli bir testtir.
Gram boyama ile etken patojen %60-90 oraninda gosterilebilmektedir.
Oncesinde antibiyotik kullanimi ile bu oran %20’lere kadar diismektedir®. Gram
boyama H.influenzae’yi ¢ocuklarda %50-65, erigkinlerde %25-33, S.
pneumoniae’yl  %69-93 oraninda, N. meningitidisi %30-89 oraninda
saptayabilmektedir®®. Hindistan’da Mani ve ark.larinin 385 piyojenik menenijitli
hastada yaptiklari ¢alismada suslari %65.7 oraninda Gram boyama ile tespit
ettiklerini bildirmislerdir***. Silva ve ark. yaptiklari tc yillik calismada 168 akut
bakteriyel menenjit hastanin tanisinda Gram boyama ile yedi olguda (%4.1)
mikroorganizma tespit edebilmislerdir**>. Akut bakteriyel menenijitli 67 hastada
yapilan bir diger calismada Gram boyama ile hastalarin 29 (%43.3)'unda

149 Ulkemizde yapilan bir calismada akut

mikroorganizma saptanabilmistir
purtilan menenjiti 94 hastanin 38 (%40.4)inde Gram boyama ile etken
mikroorganizma gdzlenebilmistir**’. Calismaya dahil edilen 137 hastanin BOS
orneginin Gram boyama ile incelenmesi sonucunda toplam 12 &rnekte
mikroorganizma tespit edildi. Bu 12 6rnegin altisi Gram negatif basil, besi Gram
pozitif diplokok ve biri Gram pozitif kok olarak saptandi. Hedefledigimiz Ug¢
etkene yonelik bakteriyel menenjit tanisi konulan 19 hastanin beginde Gram

boyama ile mikroorganizma (bes Gram pozitif diplokok) saptandi. Kultir pozitif
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dort hastamizin Ggunde (U¢ Gram pozitif diplokok) Gram boyama ile de etken
mikroorganizma tespit edilirken, kiltirde Ureyen bir H. influenzae susu Gram
boyama ile tespit edilemedi. Bunun yaninda kiultlir negatif ancak PZR ve LAT
pozitif iki (iki Gram pozitif diplokok) hastamizda Gram boyama ile
mikroorganizma tespit edildi. Gram boyama ile tespit ettigimiz bes hastanin
ikisinde onceden kullaniimis antibiyotik oykisu mevcutken, tespit edemedigimiz
14 hastanin 11’inde 6nceden antibiyotik kullanim o6ykisi mevcuttu. Sonug
olarak Gram boyama sonuglarimizin dusik olma nedeninin; ©6nceden
kullanilmis antibiyotik tedavisi, BOS’daki bakteri yogunlugunun azhgi ve
laboratuvarimiza gonderilen BOS oOrneklerinin  bazilarinin  miktarinin  az
olmasindan kaynakl santriflij edilemeden preperat hazirlanip incelenmek
durumda kalinmasi gibi durumlarin sebep olabilecegini dUgsunmekteyiz.

BOS, pek ¢cok énemli metabolik islevi olan dnemli bir vicut sivisidir. BOS
degerlendirmesinde protein, albumin, glukoz, immunglobulin, laktat, hicresel
degisiklik, enfeksiy6z ajanlara ait antijenler gibi bircok degisenin beraber
incelenmesi tanisal duyarlihd ve 6zgullugu artirmaktadir. Normal BOS protein
miktar1 yetiskinlerde 23-38 mg/dL arasindadir. BOS protein konsantrasyonu
bakteriyel menenjitte 40-440 mg/dL araliginda degismekle birlikte, >150 mg/dL
degerleri %98 oraninda 6zgul olsa da duyarlihdi disik olabilmektedir. Bundan
dolayi diger parametrelerin de birlikte dederlendiriimeleri gereklidir. Normal BOS
glukozu ise kan glukozunun %50-60"1 kadardir. BOS glukozu kan glukozuna
bagimh oldugu icin BOS alindiktan hemen sonra glukoz degerine hizlica
bakilmalidir. Bakteriyel menenjitte BOS glukoz degeri diismektedir>'*3. Onal ve
ark. istanbul’da 30 menenijitli hastanin (16 bakteriyel menenijit, 14 viral menenijit)
laboratuvar bulgularini degerlendirmiglerdir. Bu 16 bakteriyel menenitili hastanin
protein duzeyi 10 mg/dL Uzerinde olan hasta sayisini 14/16 (%87.5), BOS
glukoz/kan glukoz orani <0.6 olan hasta sayisini ise 13/16 (%81) oraninda
bulduklarini bildirmislerdir. Ayrica ¢alismalarinda prokalsitonin duzeyinin glukoz,
protein, lokosit sayisindan daha 6zgul oldugunu ancak BOS I6kosit PNL
oranindan daha az 6zgiil oldugunu da vurgulamislardir®*. Brezilya'da yapilan
bir calismada 28 cerrahi sonrasi menenijitli hastada laboratuvar testlerin
sonugclari degerlendirlmis, bakteriyel menenijit tanisinda BOS glukoz, protein ve
laktat sonugclarinin duyarliligi sirasiyla %86, %28.6, %86 bulunurken
ézglilliikleri sirasiyla %90.5, %90.5 ve %90.5 bulunmustur*>>. Viallon ve ark.

81



1997-2009 yillari arasinda yaptiklari galismada direkt BOS incelemesi negatif
olan toplam 254 menenjit (35 bakteriyel, 181 viral) hastasinin laboratuvar
sonuglarini ele almiglardir. BOS glukoz degerlerinin bakteriyel menenijit
grubunun %25’inde dusik olmadigini, viral menenijit grubunun ise %5’'inde BOS
glukoz degerlerinde dusme oldugunu vurgulamiglardir. BOS protein
seviyelerinin ise bakteriyel menenijit grubunun %%’inde normal oldugunu, viral
menenjit grubunun ise %25’'inde ylksek bulundugunu bildirmiglerdir.
Caligmalarinin  sonucu olarak ise serum prokalsitonin (duyarlihdr %95,
Ozgulligu %100) ve BOS laktat duzeylerinin (duyarhligi %94, 6zgulligu %92)
bakteriyel ve viral menenjitlerde kullanilabilir parametreler oldugu sonucuna

varmislardir®®

. Hedefledigimiz ¢ etkene yoOnelik bakteriyel menenjit tanisi
konulan 19 hastanin biyokimyasal sonuglari BOS/kan glukoz degerleri ve BOS
protein (mg/L) degerleri yonunden degerlendirildi. Calismamizdaki 19 hastanin
15 (%78.9)inde BOS/kan glukoz deg@erleri <0.6 iken, bir (%5.3) hastanin BOS
glukoz testinin sonucuna ulasilamadi. Bunun yaninda 19 hastanin 13
(%68.4)'Ginde BOS proteini >450 mg/L iken, iki (%10.5) hastanin BOS protein
testinin sonucuna ulasilamadi. Bakteriyel menenijit tanisi alan hastalarimizda
genel olarak bakteriyel menenijitlerde gézlenen BOS/kan glukoz <0.6 degerinin
ve BOS protein yuksekliginin literatar bilgileriyle uyumlu oldugu tespit edildi.
Cho ve ark. dokuz vyillik 17 JUniversite hastanesinin katildigi
calismalarinda yenidoganlarin da dahil oldugu 0-18 yas arasi 402 menenijitli
hastayl degerlendirmislerdir. Tum yas gruplarinda en sik etkeni S. agalactiae
(%24.6), daha sonra etkenleri sirasiyla S. pneumoniae (%22.6) ve H. influenzae
(%16.7) olarak bulmuglardir. Ancak yenidogan disi yas gruplarini
degerlendirdiklerinde en sik etkeni S. pneumoniae olarak belirtmislerdir'’.
Gurley ve ark. 766 menenijitli hastanin BOS’unu incelemisler ve 189 hastada
kaltur, PZR veya LAT ile bakteriyel menenijit tanisi koymuslardir. Kuilturde
urettikleri etkenleri sirasiyla, 136 (%18) hastada N. meningitidis, 25 (%3)
hastada Hib ve 23 (%3) hastada S. pneumoniae olarak bulmuslardir**®. Mani ve
ark. 10 yillik bir retrospektif aragtirmada 385 piyojenik menenjit hastasinin 284
(%73.8)’Unu Gram boyama, kultir, PZR ve LAT ile bakteriyel menenijit lehine
tanimlamiglardir. Bu calismalari sonucunda S. pneumoniae’yi en sik etken
olarak belirtmiglerdir. Bundan sonra gelen etkenleri sirasiyla diger Gram negatif

basiller, Streptococcus spp., S. aureus, H. influenzae ve N. meningitidis olarak
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bildirmislerdir***. Silva ve ark. yaptiklari (i¢ yillik calismada 168 akut bakteriyel
menenijit etkenlerini %24.4 S. pneumoniae, %10.7 N. meningitidis, %2.4 Hib ve
%>5.4 diger bakteriler olarak saptamislardir**>. Giiglii ve ark. 889 BOS 6rnegini
incelemigler ve 74'Unde (%8.3) mikroorganizma izole edilmislerdir. S.aureus
(%33.8) ve KNS (%14.9) en sik izole edilen etkenler olarak tespit edilirken
bunlari sirasiyla S. pneumoniae (%8.1) ve N. meningitidis (%6.7)’in izledigini
bildirmislerdir®. Celik ve ark. 75 bakteriyel menenjitli hastada yaptiklari
calismada BOS kulturlerinin 41 (%54.7)inde pndmokok, 17 (%22.7)'sinde
meningokok, ikisinde (%2.7) S. aureus, ikisinde Brucella spp. (%2.7)
liretmislerdir*®. Demiroglu ve ark. yaptiklari bes yillik retrospektif calismada 51
eriskin menenijit/meningoensefalit hastasini degerlendirmislerdir. Elli bir olgunun
29 (%56.9)'una akut bakteriyel menenijit tanisi konulup, 15 (%51.7)’inde kaltur
pozitifligi saptamiglardir. On hastada S. pneumoniae, U¢ hastada L.
monocytogenes, bir hastada S. aureus, bir hastada ise S. pyogenes
saptamislardir'®®. Ozdemir ve ark. yas araligi 1 ay-13 yas arasinda degisen 44
menenijitli hastada yaptiklari calismada en sik saptanan bakteriyel menenijit
etkenlerini sirasiyla S. pneumoniae (%27,3), H. influenzae tip b (%11,4) ve N.
meningitidis (%11,4) olarak bulmuslardir'>*. Yamazhan ve ark. akut piriilan
menenjiti 94 olguda yaptiklari ¢alismada BOS kulturlerinden izole edilen
etkenleri sirasiyla, S. pneumoniae, N. meningitidis, Acinetobacter spp., S.
aureus ve L. monocytogenes olarak belirtmislerdir**’. Ceyhan ve ark. 1 ay-17
yas arasl ¢ocuklarda yaptiklari gok merkezli ¢galismada, Turkiye'yi 7 cografik
bdlgeye ayirmislardir. Toplam 408 BOS 6rnegi toplamislar; kiltar, PZR ve LAT
ile 243 ornekte bakteriyel etken saptamislardir. Bu etkenleri sirasiyla 138 (%
56,5) hasta ile N. meningitidis, 55 (% 22.5) hasta ile S. pneumoniae, 50 (%20.5)
hasta ile Hib olarak belirlemislerdir. Ayrica galismalarinda 7 cografik bdlgede,
Akdeniz bélgesi haricinde, en ¢ok goérulen akut bakteriyel menenijit etkenini N.
meningitidis olarak bulurken, Akdeniz bodlgesinde ise en sik etkeni S.
pneumoniae olarak bulmuslardir*>®. Bu calismadaki epidemiyolojik veriler en sik
gorulen U¢ etkene yonelik degerlendirildiginde ¢alismamizla uyumlu olarak
bulundu. Calismamizda hedefledigimiz U¢ etken igin kultur pozitiflik orani dort
(%2.92) olarak bulunurken, en sik etken olarak S. pneumoniae'yi, daha sonra
H. influenzae’yi tespit ettik. N. meningitidis’e hicbir hastamizda rastlamadik.

Sonu¢ olarak yurtdigi ve vyurtici calismalarin birgogu ile g¢alismamizda
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buldugumuz bakteriyel menenjit etkenlerinin uyumlu oldugunu, ancak etkenlerin
bdlgesel olarak da degisebildigini sOylemek mumkundar. Kultir pozitiflik
oranimizin PZR ve LAT’a gére daha dusuk olmasinin nedenlerinden birinin bu
u¢ yontemle toplam tespit ettigimiz 19 hastanin 13 (%68.4)'inde hastanemize
basvurmadan oOnce antibiyotik kulanim oOykusu olmasinin etkili oldugunu
dugunmekteyiz. Yine kuiltur pozitifliginin diger yontemlere goére daha dusuk
olmasinin bir diger nedeninin ise laboratuvarimiza génderilen BOS 6rneklerinin
bazilarinin ¢ok az miktarda olmasindan dolayr bu &rneklerin santrifij
edilemeden kultlr ekimlerinin yapilmasi olabilecegini dusinmekteyiz.

S. pneumoniae c¢ocukluk c¢adinin sik goértlen enfeksiyon etkenleri
arasinda yer almaktadir. Yillardir ¢ocuklarda morbidite ve mortalite nedeni
oldugu bilinmektedir*®. Yedi valanli konjuge pnémokok asisinin kullanimindan
Once bes yas alti ¢cocuk hastalarda en sik invaziv hastaliga neden olan
serotipler 6A, 6B, 19F, ve 23 F iken erigkinlerde 3 ve 23F olarak biliniyordu.
Asllama sonrasi ise bunlarin yerini 19A, 6C, 11A, 15A ve 15 B/C almis ve
menenjitli hastalarda dzellikler 19A ve 22 F’de artis saptanmistir™®. Cin’de bes
yas alti ¢ocuklarda yapilan bir g¢alismada 61 invaziv pndmokokal hastalik
ornegindeki serotipler siklik sirasina goére 19A, 14, 19F, 23F, 8, 9V, 1, 4, 6B ve
20 olarak bulunurken, penisilin direnci %42.6 olarak bulunmus ve en sik
penisilin direncinin saptandi§i serotip 19A olarak belirtiimistir'®®. Azzari ve ark.
invaziv pnomokok enfeksiyonlarina yonelik yaptiklari ¢alismada PZR ile
pndmokok serotiplerini arastirmiglardir. Calismalari sonucunda doért menenijit
olgusunun serotip sonuglarini tip 4, 6A/B, 23F ve 9V/A bulmuslardir®®.
Verhaegen ve ark. Belgika’da 1997-2000 yillari arasinda 240 menenijit susunda
14, 6, 9, 19 ve 23 serotiplerini en sik rastlanan serotipler olarak

saptamislardirt®

. Wasfy ve ark.’nin Misirda yaptiklari bes yillik bir galismada
toplam 205 pnoémokok menenijitli hastayr degerlendirmisler ve en sik gorulen
serotipleri 6B, 1, 19A, 23F, 6A olarak bulmuslardir. Bu izolatlarin %49’unda
penisilin direnci (%46 orta diizeyde, %3 yiiksek diizey) saptamislardir'®?. Zissis
ve ark. 65 invaziv pndmokok hastaligi olan ¢ocukta en sik serotipleri 14, 6B, 1
ve 19F olarak bulmuslardir'®®. Yildirim ve ark. yaptiklari ¢alismada serotiplerin
invaziv hastaliga yol agma potansiyelinin en ytksek olanlarini 3, 7F, 18C, 19A,
22F ve 23F olarak bildirmislerdir'®*. Cavusoglu ve ark. izole ettikleri 84 susun

271’ini penisiline direngli olarak saptamis; bu suslarin gogunun serotipini 6, 9 ve
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14 olarak bulmus ve 11 susu tiplendirememislerdir’®. Firat ve ark. pnémokok
menenijitli hastadan elde edilen 72 susun serotip daglimlarini sirasiyla 23, 19,
14 olarak bulurken, alti serotipte E-test yontemiyle yuksek duzeyde penisilin
direnci saptamislar ve bunlarin da ugunu serotip 23, digerlerini 11, 14 ve 19

166

olarak bulmuslardir Gozel ve ark. pnomokok menenijiti 15 hastayi

degerlendirmigler ve bu suslarin besinde (%33) yuksek duzey penisilin direnci

saptamiglardirt®’

. Aslan ve ark. Mersin’de 1440 saglikli ¢ocukta yaptiklari
calismada nazofaringeal tasiyiciigi 201 (%13.9) olarak bulurken, penisilin
direncini ise 26 susta saptamislardir. Bu 26 susun 24’0 orta duzeyde direngli
iken, iki susu yuksek duzeyde direncli bulmuglardir. En sik rastlanan serotipleri
ise sirasiyla 6, 19, 1, 23, 20 ve 17 bulmuslardir. Penisilin direncli suslari ise 20,
23, 14, 6 ve 19 olarak bildirmislerdir'®®. Calismamizda BOS’dan izole ettigimiz
Uuc pndmokok susunun serotiplerini tip 6A/B, tip 23F ve tip 8 olarak belirledik.
Genel olarak literatirde invaziv pnomokokal hastaliga neden olan suglar
irdelendiginde tip 8 disinda diger iki susun (tip 6A/B, tip 23F) uygunluk
gosterdigi tespit edildi. Suslarin penisilin direncini E-test yontemi ile belirledik.
Serotip 6A/B ve 23F suslarin penisilin E-test MiK sonuglarini sirasiyla 0.50
ug/ml ve 1.50 pg/ml direngli olarak tespit ederken, serotip 8 susunun E-test MiK
sonucunu 0.06 pg/ml duyarli olarak belirledik. Bolgemizde ve diinyada yapilan
literatUrlerle karsilastirdigimizda tip 6A/B ve 23F’de gdrilen direncin ve tip
8'deki duyarlihgin uyumlu oldugu gorulmektedir. Su an 13-Valanli Konjuge
Pndémokok Asisi (KPA13)'nin igeriginde tip 6A/B ve tip 23F mevcut iken tip 8
mevcut degildir. Ancak tip 8 Pnédmokokal polisakkarit asi 23 (PPA23) icerisinde
mevcuttur. Serotip 8 buldugumuz hastamiz 17 yasinda ve altta yatan burun
kirig1 6ykisu mevcuttu. Bélgemizde Aslan ve ark. tarafindan yapilan galisma ile
bizim g¢alismamizi karsilastiracak olursak galismamizda buldugumuz tip 6A/B
ve 23F serotiplerimiz bu ¢alismadaki en sik gorulen serotipler arasinda yer
alirken, calismamizda buldugumuz tip 8 serotipi ise Aslan ve ark.nin
calismasinda %2.95 oraninda (5/169) nadir gézlenen serotipler arasinda yer
almaktaydi. Yine Aslan ve ark.’nin ¢calismasindaki tip 6 ve tip 23F’deki penisilin
direnci ile galismamizdaki diren¢ durumunun uyumlu oldugu gézlenmektedir.
Hib asisi bulunmadan énce serotip b, invaziv enfeksiyonlarin %95’inden
sorumlu iken asi uygulamasi baslamasindan sonra invaziv enfeksiyonlarin

yarisindan c¢ogu kapsulsuz (tiplendirilemeyen) suslarla meydana gelmeye
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baslamistir’. lto ve ark. éncesinde saglikli iki yasindaki bir kiz gocugunda
tiplendirilemeyen H. influenzae’ye bagli menenjit ve septisemi olgusu
bildirmislerdir*®®. Asilama sonrasi Hib’e bagli menenijit azalsa da nadir de olsa
as! sonras! menenjit vakalari gorilebilmektedir. Odek ve ark.’nin gcalismasinda
asllama sonrasi iki cocukta Hib menenijiti bildirmislerdir. Bunun nedenini de
immuan yetmezlik varhidinda spesifik antikor yaniti yetersiz olabileceginden

invaziv Hib enfeksiyonlarinin gériilebilecegini vurgulamislardir*™

. Calismamizda
tum yontemler ile iki hastada H. influenzae saptanirken, bunlarin biri kultirde
uretildi ve bu susun da serotipi, tip b olarak belirlendi.

Menenijit tanisinda bakteri kudltura altin  standart metod olarak
dusundlmelidir, ancak antimikrobiyal tedavi bakteri kilttirl ve diger yontemlerin
duyarliligini distirmektedir**®. Son zamanlarda gelistirilen molekiiler yontemler
menenjit  etkenlerinin  erken ve dogru tanimlanmasina  olanak
saglamaktadirlar'”*. Almanya’da yapilan bir galismada Boden ve ark. SSS
enfeksiyonu stpheli 26 hastanin 6rneklerini kiltir ve 16S rDNA-PZR yoninden
incelemigler ve bir hastada kultir ve PZR’yi birlikte pozitif bulurlarken, alti
hastada kultur negatifken sadece PZR'yi pozitif bulmuslardir. Bunun nedeni
olarak ta hastalarinin 10 tanesinde 6nceden antibiyotik kullanim 6ykusunun
oldugunu vurgulamislardir'’. Yunanistan’da dokuz yillik bir ddSnemde yapilan
calismada Papavasileiou ve ark. 289 menenijitli hastanin 56 (%19.37)’sina
kaltar veya PZR ile bakteriyel menenjit tanisi koymuslar ve bu 56 hastanin 12
(%21.4)'sini kultur ve PZR ile tanimlarken 44 (%78.6)'Unu ise sadece PZR ile
tanimladiklarini bildirmislerdir'”®. Hindistan’da yapilan bir calismada Chakrabarti
ve ark. 16S rDNA tabanli multipleks PZR teknigi kullanmislardir. Kalttra altin
standart olarak kabul etmigler ve PZR’nin duyarlihdini %79.24, 6zgulligunu
%97.6, pozitif prediktif degerini 89.36, negatif prediktif degerini 94.88 olarak
bulmuslardir'®. Sarookhani ve ark. calismalarinda bakteriyel menenjit siipheli
100 BOS o6rnegini incelemisler ve 36 (%36) hastalarinin kiltlirG pozitifken, 64
(%64) hastalarinin kultirini negatif bulmuslardir. Kiltar pozitif 36 hastanin
hepsinin PZR sonucu da pozititken, kiltur negatif 64 hastanin 38 (%59.4)'nin
PZR sonucunu pozitif bulmuslar. Bu sonuglara gore de PZR duyarlihigini %100,
O6zgulligund %40.6, pozitif prediktif degerini %48.6 ve negatif prediktif degerini
%100 olarak tespit etmislerdir’. Tzanakaki ve ark. iki yillik bir periyod icinde

toplam 336 hastadan, 227 kan 6rnegi ve 194 BOS 06rnegini incelemiglerdir.
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Tanida tek tlpte S. pneumoniae igin ply gen bdlgesine, N. meningitidis igin ctrA
gen bdlgesine, H. influenzae i¢in bex gen bodlgesine goére multipleks PZR
yontemini uygulamiglardir. Sonuglarina gore PZR duyarhligini N. meningitidis
icin %93.9, S. pneumoniae igin %92.3, H. influenzae igin %88 olarak, u¢ etken
icin de dzgulliiklerini %100 olarak belirtmislerdir'’*. isvec’te 345 hastada yapilan
bir galismada bakteriyel menenjit tanisi konululan 74 hastanin 25’i hem kaltur
hem de PZR ile pozitif bulunurken, 26’s1 sadece PZR ile, 14’l sadece kultlr ile
pozitif bulunmus. Sonug olarak PZR ve kilturin duyarhligini sirasiyla %59 ve %
43 bulurlarken, 6zgullliklerini  sirasiyla %97 ve %97  bulduklarini

bildirmislerdir*”

. Wu ve ark.’nin 451 BOS o6rneginde yaptiklari ¢alismada kaltur,
Gram boyama ve real-time PZR yodntemlerini karsilastirmiglardir.
Calismalarinda 451 drnekten 80 (%17.7)'inde kultir pozitifligi, 113 (%25.1)'Unde
real-time PZR pozitifligi tespit etmiglerdir. PZR’nin duyarhligi ve ézgulliguna ise
sirastyla %95 ve %90 olarak bulurken 6ncesinde antibiyotik kullanan hastalarin
tanisinda PZR ve Gram boyamanin kiltire gére daha az etkilendigini

belirtmislerdir'"®

. Calismamizda hedefledigimiz U¢ etken igin kiltar yontemi ile
dort (%2.92) sus izole edildi. Bu suslarin Ggl (%2.19) S. pneumoniae, biri
(%0.73) ise H. influenzae susu iken N. meningitidis susu kultlrde hi¢bir hastada
uremedi. PZR ile 18 (%13.14) hastaya tani konulurken, kultirde Ureyen tim
bakteriler PZR ile pozitif bulundu. Klasik kultir yontemi altin standart yontem
olarak kabul edildiginde PZR’nin duyarlihdi %100, 6zgullugu %89.5, pozitif
prediktif degeri %22.22 ve negatif prediktif dederi %100 bulundu.

Menenjitin  erken tanisi ve uygun tedaviye baslanmasi fatal
komplikasyonlarin azaltilmasi agisindan ¢ok dnemlidir. Erken ampirik antibiyotik
tedavisi icin bakteriyel antijen tayini erken tanida ¢ok onemli bir basamaktir.
Ayrica LP oOncesi antibiyotik kullanmig hastalarda antijen testleri faydali
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olmaktadir=". Bu testlerin duyarliligi ¢esitli ¢alismalarda %50-100 arasinda

degisebilmektedir'’”

. Finlay ve ark. 48 bakteriyel menenijit tanisi konmus
hastaya LAT yaparken; bes S. pneumoniae menenijitinde ¢ olguda (%60) LAT
ile pozitiflik, 15 H. influenzae menenijitinde 14 olguda (%93) LAT ile pozitiflik, 18
N. meningitidis menenijitinde 7 olguda (%39) LAT ile pozitiflik saptamislardir'™.
Begum ve ark. menenijit sipheli 45 hastada yaptiklari ¢calismada, kultlr pozitiflik
oranint 13 (%28.89) olarak bulurken LAT pozitifik oranini 18 (%40) olarak

bulmuslardir. Bu c¢alismada ayni zamanda 45 hastanin 34 (%75.5)'Unde
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hastaneye gelmeden 6nce  antibiyotik  kullanim  hikayesi  oldugu
vurgulanmistir'®. Awari ve ark. klinik siipheli 150 piyojenik menenijitli hastanin
50 (%33.3)'sine bakteriyel menenijit tanisi koymuslar ve 50 hastanin 35
(%70)inin kaltir ve Gram boyamasini pozitif olarak bulurken kualtir negatif
hastalarin 6 (%12)'sinda LAT ile pozitiflik saptamiglar ve LAT duyarlihdini %92
olarak bildirmislerdir'”®. Surinder ve ark. 65 bakteriyel menenijit siipheli hastada
mikroskobik inceleme, klasik kultur ve LAT yontemlerini karsilastirmiglardir.
Kaltdr pozitifligi 15 (%23.1) hastada, Gram boyama pozitifligi 11 (%16.9)
hastada, LAT pozitifligi ise 10 (%15.4) hastada bulmuslardir. Calismada kulttr
negatif iki (%3.1) hastada (N. meningitidis A) LAT pozitif bulunmus ve bu iki
hastanin da o©ncesinde antibiyotik kullanim 6ykisi oldugu belirtilmistir'®.
Camargos ve ark. 166 kanli BOS 6rnegini incelemeye almiglardir. Kultara altin
standart metod olarak degerlendirmigler ve LAT’In duyarhligini ve 6zgulligunu
siraslyla %83.8 ve %94 bulmuslardir'®. Hacimustafaoglu ve ark. ¢ yillik bir
suredeki 40 purulan menenjiti  hastayr kdltur ve LAT yonunden
degerlendirmiglerdir. Kultar pozitifligini 14 (%35), LAT pozitifligini 21 (%52.5)
olarak belirtirken kulturde Ureyen 14 hastanin sekizinde LAT pozitifligi, altisinda
LAT negatifligi gozlendigini bildirmiglerdir. Sonug¢ olarak kultire gore LAT'In
duyarllik, 6zgullik, pozitif ve negatif prediktif degerlerini sirasiyla %57, %50,
%38 ve %68 olarak belirlemislerdir'®. Ayaslioglu ve ark. yaptiklari calismada
kiltarle izole ettikleri 20 purtulan menenjitli olguda LAT ile 18 (%90) olguda

pozitiflik saptamislardir*®®

. Calismamizda hedefledigimiz U¢ etken igin kultar
yontemi ile dort (%2.92) (U¢ S. pneumoniae, bir H. influenzae) sus izole
edilirken LAT ile 17 (%12.40) hastaya bakteriyel menenijit tanisi konuldu.
Kultirde Ureyen U¢ S. pneumoniae susu LAT ile pozitif iken, bir H. influenzae
susu LAT ile negatif bulundu. Klasik kultar yontemi altin standart yontem olarak
kabul edildiginde LATIn duyarlihdr %75, o6zgulligu %89.5, pozitif prediktif
degeri %17.65 ve negatif prediktif degeri %99.17 olarak bulundu.

Turkiye’de Ceyhan ve ark.’nin bir yillik sirede ¢ok merkezli yaptiklar
calismada bir ay-17 yas arasindaki ¢ocuklarda goérulen bakteriyel menenijit
etkenlerine yodnelik 243 tanisi dogrulanmis hastanin sonuglari Gram boyama,
kaltur, LAT ve PZR yoninden degerlendiriimigtir. Calismalarinin sonuglarina
gore 243 hastanin kiltlr pozitifligini 41 (%17), LAT pozitifligini 56 (%21.8), PZR
pozitifligini ise 243 (%100) olarak bulmuslardir. BOS kultird negatif olan 202
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hastanin 111 (%54.9)inde Onceden antibiyotik kullanim 6ykusu oldugunu
vurgulamiglardir. Bu yontemler icinde ise kultiran altin standart oldugunu ancak
antibiyotik kullanimindan etkilenmesinden dolayi en guvenilir yontemin PZR

158 Ghotaslou ve ark.’nin Iran’da 277 bakteriyel

oldugunu vurgulamiglardir
menenijit supheli ¢cocuk hastada yaptiklari ¢alismada S. pneumoniae, H.
influenzae, N. meningitidis ve S. agalactiae etkenlerine yénelik kultir, LAT ve
PZR vyontemlerini karsilastirmiglardir. Toplam 277 supheli hastanin 11
(%3.97)'inde kultlr pozitifligi, 14 (%5.05)’Unde LAT pozitifligi ve 19 (%6.8)’unda
PZR pozitifligi bulmuslardir. Tum bu sonuglara gore de PZR'nin hi¢ yalanci
pozitifik vermedigini, PZR'nin en faydali ve duyarli metod oldugunu ve
bakteriyel menenjit tanisinda kuiltir ve PZR’nin beraber degerlendiriimesi
gerekliligini vurgulamislardir’®®. Kennedy ve ark. yaptiklari calismada bakteriyel
menenijit tanisinda S. pneumoniae ve Hib icin klasik kultlir, LAT ve PZR'yi
incelemiglerdir. PZR’de S. pneumoniae igin ply, Hib icin bexA gen bdlgelerine
bakmiglardir. Hib icin PZR, LAT ve kultartn duyarhhklarini sirasiyla %100, %40
ve %57.5 olarak bulurken, S. pneumoniae icin ise sirasiyla %100, %58.3,
%66.7 bulmuslardir. Sonug¢ olarak ise PZR’nin kultur ve LAT’tan daha duyarl
oldugunu bildirmislerdir'®. Brezilya'da S. pneumoniae menenijitlerine ydnelik
yapilan bir calismada tanida Gram boyama, kultir, LAT ve PZR (ply gen
bdlgesine ybnelik) testlerinin karsilastiriimalar yapilmis. Buna goére kaltlrin
duyarhligini %59, Gram boyamanin duyarlihgint %66, LAT in duyarlihgini %78
ve PZR'nin duyarliigini %96, ézgilligini ise %100 olarak belirtmislerdir'®.
Yaptigimiz calismada hedefledigimiz G¢ etken icin kaltir, LAT ve PZR
yontemlerinin tanisal performanslarini tekrar degerlendirecek olursak; kultir
yontemi ile dort (%2.92) (U¢ S. pneumoniae, bir H. influenzae), PZR ile 18
(%13.14), LAT ile 17 (%12.40) hastaya bakteriyel menenijit tanisi konuldu.
Klltirde Ureyen tium bakteriler PZR ile pozitif bulundu. Kiltlirde treyen ¢ S.
pneumoniae susu LAT ile pozitif iken, bir H. influenzae susu LAT ile negatif
bulundu. Bir S. pneumoniae susu kultir ve PZR ile negatif bulunurken, LAT ile
pozitif bulundu. Tim bu veriler dogrultusunda klasik kultir yontemi altin standart
yontem olarak kabul edilerek PZR ve LATIn bakteriyel menenijit tanisindaki
glgleri istatistiksel olarak analiz edildi. Buna goére PZR’nin duyarliigi %100,
O0zgulligu %89.5, pozitif prediktif degeri %22.22 ve negatif prediktif degeri %100
bulundu. LAT’In ise duyarhligi %75, 6zgullugu %89.5, pozitif prediktif degeri
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%17.65 ve negatif prediktif degeri %99.17 olarak bulundu. Kultir oranimizin
PZR ve LAT’a gore dusuk olma sebebini irdeleyecek olursak; 19 tani konulan
hastanin 6zge¢misinde antibiyotik kullanim dyklUsunuan 13/19 (%68.4) oldugu
tespit edildi. Kaltir pozitif dort olgunun (U¢ S. pneumoniae, bir H. influenzae)
ikisinde (%50), kultir negatif-PZR pozitif 14 hastanin 10 (%71.4)’'unda, kaltur
negatif-LAT pozitif 14 hastanin 10 (%71.4)’'unda hastalarin hastanemize
bagsvurmadan 1-7 gun oncesinde antibiyotik kullanim o&ykulerinin oldugu
saptandi. Ayrica kultir negatif, PZR ve LAT pozitif U¢ (%15.79) hastanin ise
oncesinde antibiyotik kullanip kullanmadigi tespit edilemedi. Oncesinde
antibiyotik  kullaniminin  kdlturdeki dremeyi ciddi oranda etkiledigini
disunmekteyiz. Calismamizda ulastigimiz tim bu bulgular ve istatistiksel
verilerin 1s19inda, yapilan diger ¢alismalarla uyumlu olarak PZR’nin bakteriyel
menenijit tanisindaki yuksek duyarliligi bizim galismamizda da gézlenmektedir.
LAT'In ise gesitli calismalarda duyarliligi %30-80 arasinda degismekle birlikte,
bu caligmalar ile kiyaslandiginda bizim c¢alismamizdaki duyarliik sonucu
uyumlu olarak degerlendirildi. Bu sonucglara gore de LATIn bakteriyel
menenjitin hizli tanisinda faydali olabilecegi gorulmektedir. PZR ve LAT’
kargilastiracak olursak; bakteriyel menenijitin hizli tanisinda her iki yontemin de
kullanilabilecek yontemler oldugunu ancak PZR’nin hem bizim c¢alismamizda
hem de diger calismalar goz onune alindiginda bu U¢ yontem iginde ozellikle
oncesinde antibiyotik kullanilan hastalarda imkanlar dahilinde LAT’a gore daha
¢ok tercih edilmesi gereken yontem oldugunu dastinmekteyiz.

Nozokomiyal menenijitler invaziv iglemler (kraniyotomi, ventrikiler
kateterler, lomber ponksiyon, spinal anestezi), kafa travmalari, intartekal
medikasyon, metastatik enfeksiyonlar sonucunda gdézlenebilmektedir*®’. Turung
ve ark. nozokomiyal menenjit tanisi almig 12 olguyu incelemisler ve bu
hastalarin altisina ventrikulo-peritoneal sant konuldugunu, iki hastaya da cerrahi
girisim uygulandidini belirterek izole ettikleri etkenleri sirasiyla MRSA (%50), K.
pneumoniae, P. aeruginosa ve A. baummanii olarak bulmuslardir*®®. Kim ve ark.
Kore’de 91 nozokomiyal menenijitli hastada yaptiklari calismada en sik etkenleri
sirasiyla KNS, Acinetobacter spp. ve bu hastalarin da %85.7’sinde eksternal
venrikiiler diren oldugunu vurgulamislardir®. Sautter ve ark. ise 1984 yilinda cilt
dezenfeksiyonu sirasinda kullanilan  kontamine benzalkonyum  klorid
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solusyonuna bagh ilk S. marcescens vakasini tanimlamiglardir=". Spinal
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anestezi sonrasi Serratia marcescens menenijiti nadir kargilasilan bir durumdur.
Hadzic ve ark.’nin yaptiklari bir galismada artroskopi iglemi igin spinal anestezi
yapilan ve 24 saat sonrasinda ates ve bas agrisi gelisen S. marcescens
menenjiti gelisen bir olguyu ele almiglardir. Bu durumun 3 sebebinin
olabilecegini vurgulamiglardir. Bunlar; hastada hematojen yolla disseminasyon
gelismis olabilecegini, spinal iglem sirasinda spinal igne araciigi ile
olabilecegini ve son olarak da enfeksiyon kontrol o&nlemlerine dikkat
edilmedigini, ekipmanlar veya hastane c¢alisanlarinin agiz florasindan
kaynaklanabilecegini  vurgulamislardir'®®.  Chakrabarti ve ark. yaptiklari
calismada 267 menenjit supheli hastanin 117 (%43.8)'sine beyin cerrahi
kliniginden gelen orneklerden tani koymuslardir. Bu 117 hastanin 32
(%27.3)'sinde kultirde Ureme olmus ve etkenleri sirasiyla S. aureus, P.
aeruginosa, Acinetobacter spp., E. coli, K. pneumoniae ve P. vulgaris olarak
bildirmislerdir’®. Calismamizda kiiltirde, hedefledigimiz lic etken disinda izole
edilen bakteriyel etkenlerin sayisi 17 (%12.41) olarak bulundu. Bu 17 etken
bakteri degerlendirildiginde; yedi (%5.10) hastada KNS, dort (%2.92) hastada S.
mercescens, iki (%1.46) hastada A. baummanii, iki (%1.46) hastada P.
aeruginosa ve iki (%1.46) hastada S. aureus izole edildi. Kultirinde S.
mercescens izole edilen dort hastada, ayni donemde ayni hastanede spinal
anestezi ile dogum Oykusu mevcuttu. Bu dort S. mercescens susuna Rep-PZR
Diversilab sistemi ile molekuler tiplendirme yapildiginda dort susun ugu klonal
olarak iliskili bulurken bir sus klonal olarak farkh bulundu. Kultiriinde KNS izole
edilen yedi hastanin hepsinde beyin cerrahi operasyon Oykusu ve ventrikilo-
peritoneal sant oldugu belirlendi. Kultirinde S. aureus izole edilen iki menenijit
hastasinin birinde ventrikilo-peritoneal sant dykusl, A. baummanii izole edilen
iki menenjt hastasinin ikisinde de beyin cerrahi operasyon o6ykusu ve P.
aeruginosa izole edilen iki menenjit hastasinin birinde ventrikilo-peritoneal sant
Oykusu, digerinde ise beyin cerrahi operasyon dykisu mevcut oldugunu tespit
edildi. Kuilturde dreyen bu 13 susun hepsinin hastane kokenli olabilecegdi
dlisundldi ve bu suslar arasindaki klonal benzerlik AP-PZR ybéntemi ile
arastinldi.  AP-PZR sonucunda iki KNS ve iki S. aureus susu klonal olarak
kendi aralarinda benzer bulunurken diger bes KNS, iki P. aeroginosa ve iki A.
baumannii susu kendi aralarinda klonal olarak farkli bulundu. Nozokomiyal

menenijitlerle ilgili tim bu veriler degerlendirildiginde, ¢alismamizdaki

91



nozokomiyal menenijit etkenlerinin literaturlerle benzer sekilde oldugu tespit
edildi.

92



6. SONUG ve ONERILER

Calismada bakteriyel menenijit etkenlerinin hizli ve dodru bir sekilde
saptanmasinda yeni kullanima giren molekuler yontemlerin tanisal
performanslari, klasik tani yontemleri ile kargilastirmali olarak degerlendiriimesi
ve bolgemizdeki bakteriyel menenijit etkenlerinin epidemiyolojik verilerinin
olusturulmasi amagclandi. Hedeflenen ug¢ etkene (S. pneumoniae, H. influenzae,
N. meningitidis) yonelik bakteriyel menenijit tanisinda klasik kalttr yontemi altin
standart kabul edilerek PZR ve LAT’In tanisal degeri irdelenirken bu etkenler
disinda kultirde Ureyip hastane kdkenli olabilecedi dusunulen bakterilerin
arasindaki genetik iligkinin varliginin molekuler yontemler ile arastirildi.

Hedeflenen U¢ etken igin ¢alismada dort (%2.92) kaltur pozitifligi, 18
(%13.14) PZR pozitifligi, 17 (%12.40) LAT pozitifligi, bu G¢ ydontemle tani alan
hasta sayisi 19 (%13.86) olarak bulundu. Kultirde Ureyen G¢ S. pneumoniae
susunun serotipleri 6A/B, 23F ve 8, bir H. influenzae susunun serotipi ise tip b
olarak bulundu. Calismanin sonucunda PZR’nin duyarliigi %100, 6zgullugu
%89.5, pozitif prdiktif degeri %22.22 ve negatif prediktif degeri %100 olarak
bulunurken, LATIn duyarlihdi %75, 6zgullugu %89.5, pozitif prediktif degeri
%17.65 ve negatif prediktif degeri %99.17 olarak tespit edildi. Hedeflenen Ug¢
etken digsinda kulturde yedi (%5.10) koagulaz negatif stafilokok (KNS), dort
(%2.92) Serratia marcescens, iki (%1.46) Staphylococcus aureus, iki (%1.46)
Acinetobacter baumannii ve iki (%1.46) Pseudomonas aeroginosa uredi.
Kllturde izole edilen dort S. mercescens susunun hastane enfeksiyonu
yonunden aralarindaki klonal benzerliklerinin varligi Rep-PZR Diversilab sistemi
ile arastirildi ve dort susun Ugu klonal olarak benzer bulunurken bir sus klonal
olarak farkl bulundu. Kiltlrde treyen diger suslarin ise klonal benzerliklerinin
varligi AP-PZR yontemi ile arastirildi. AP-PZR sonucunda iki KNS ve iki S.
aureus susu klonal olarak benzer bulundu.

Gunumuzde bakteriyel menenjite neden olan bakteriyel etkenlerin
izolasyonunda ve tiplendiriimesinde kultur altin standart olarak kabul
edilmektedir. Ancak kultirde N. meningitidis, H. influenzae gibi etkenlerin zor
uremesi ya da Urememesi, BOS miktarinin azhdindan dolayl santrifuj
yapillamadan kudltir ekimlerinin yapilmak zorunda kalinmasi, BOS igerisinde

bakteri yogunlugunun azhgi, oncesinde antibiyotik kullanilmis hastalar

93



nedeniyle zaman zaman negatif sonuclar elde edilebilmektedir. Bu durumlarda
PZR ve LAT gibi yontemler bakteriyel menenijitin hizli tanisinda oldukga fayda
saglamaktadirlar. Ayrica kultir yontemleri ile en az 24-48 saat sonra sonug
alinmaktadir. Molekuler yontemler ise ayni gun igerisinde sonuglanabilmektedir.
Molekuller yontemlerin en 6nemli dezavantaji yanhs pozitif ve yanlis negatif
sonuglardir. Bundan dolayi kultir altin standart olarak yerini korumaktadir.
Menenjit mortalite ve morbiditesi yuksek bir hastalik oldugundan,
mumkun olan en kisa surede tani konmasi ve tedavinin baglanmasi en dogru
yaklasimdir. Bu nedenle LAT ve PZR ekonomik olarak Gram boyama ve
kultirden pahal olsa da riskli hastalarin erken tanisinda, Gram boyama ve
kltdr sonucu negatif, dncesinde antibiyotik tedavisi almisg, klini§i menenijitle

uyumlu olan hastalarda mutlaka uygulanmalidir.
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