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OZET

BEYIN OMURILIK SIVISI VE ORTA KULAK EFUZYONU ORNEKLERINDEN
HAEMOPHILUS INFLUENZA’NIN SAPTANMASINDA KULTUR VE PZR’NIN
KARSILASTIRILMASI

Effizyonlu otit (EOM) cocukluk ¢aginin en sik hastaliklarindan biridir. Orta
kulak efuzyonlarinda en sik karsilasilan bakteriyel ajanlar olarak Haemophilus
infuenzae (H. infuenzae), Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), ve
Moraxella (Branhamella) catarrhalis turleri tespit edilmigtir. Menenijit, beyni
cevreleyen meningeal zarlarin ve spinal kordun enflamasyonu olup ciddi
mortalite ve morbiditeye neden olan bir enfeksiyon hastaligidir. GUnumuzde
menenijit vakalarinin buyuk bir kismindan H. influenzae, S. pneumoniae ve
Neisseria meningitidis (N. meningitidis) sorumlu tutulmaktadir.

Calismamizda bakteriyel DNA’yl saptamak ve klasik kultir yontemini altin
standart kabul ederek PZR tekniginin tanisal degerini belirlemek amaciyla 117
beyin omurilik sivisi (BOS) ve 36 orta kulak eflizyonu 6rnegine kuiltir ve PZR
yontemleri uygulandi. BOS 6rneklerinin 117°sinin 3’0 (% 2.5) hem kultir hem
PZR sonucu pozitif bulunurken érneklerden 1’i (% 2.8) kulturde negatifken
PZR’'de pozitif olarak saptandi. 36 orta kulak eflizyonu o6rneginin higbirinde
ureme olmadi. Ancak oOrneklerden 1'i PZR’de pozitif (H. influenzae) olarak
saptandi.

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda BOS orneklerinin kaltir ve PZR sonugclari
karsilastirildiginda PZR’nin duyarlihgr % 100, ozgullugd % 99.12, Pozitif
Kestirim Degeri % 75 ve Negatif Kestirim Degeri % 100 olarak hesaplandi. Orta
kulak eflzyonu Orneklerinde PZR’nin 6zgullugu % 97.22 olarak saptandi.
Klltirde Gdremeyen veya zor Ureyen menenjit ve EOM etkenlerinin
saptanmasinda, PZR yoOnteminin kultird destekleyici bulgular sundugunu

dustunmekteyiz.

Anahtar sozcukler: BOS, EOM, Kultur, Menenijit, PZR Teknigi.



ABSTRACT

COMPARISON OF CULTURE AND PCR TECHNIQUES IN DETECTION OF
HAEMOPHILUS INFLUENZA IN CEREBROSPINAL FLUIDS AND MIDDLE
EAR EFFUSIONS

Otitis media with effusion (EOM) is one of the major diseases of chilhood. It
is detected that Haemophilus infuenzae (H. infuenzae), Streptococcus
pneumoniae (S. pneumoniae), ve Moraxella (Branhamella) catarrhalis are the
common bacterial pathogenes in EOM. Meningitis is inflammation of the
meninges, the lining surrounding the brain and the spinal cord. It is an infection
disease causing serious mortality and morbidity. H. influenzae, S. pneumoniae
ve Neisseria meningitidis (N. meningitidis) are common pathogenes of
meningitidis cases.

In our study, 117 (% 2.5) Cerebrospinal fluid (CSF) and 36 (% 2.8) EOM
samples were studied by PCR and conventional culture methods to detect the
significant diagnostic value of PCR technique compared to conventional culture
method as a gold standard. Three of CSF samples were detected positive both
conventional culture methods and PCR technique but only one sample was
found negative by conventional culture methods contrary to positive by PCR.
None of the EOM samples were culture positive. But only one sample found
positive (H. infuenzae) by PCR.

As a result of our study, it was estimated that sensivitiy and specifity of PCR
were % 100 and % 99.12, positive predictive value % 75, negative predictive
value % 100 in CSF samples. The specifity of PCR was found % 97.22 in EOM
samples. PCR technique could bring supportive findings in the detection of
bacterial meningitidis and EOM factors that are growing fastidious bacterias in

culture.

Key Words: CSF, Culture, EOM, Meningitidis, PCR technique.



GiRiS VE AMAC

Eflzyonlu otitis media (EOM) ¢ocukluk ¢aginin en sik hastaliklarindan biridir
(1). EOM siklikla viral Ust solunum yollariyla yakin ilgisi olan akut otitis media’yi
(AOM) takip eder ve gocukluk ¢aginin en sik isitme kaybi nedenlerinden biridir
(2). Amerika Birlesik Devletlerinde her yil 2.2 milyon EOM ataginin teshis
edildigi ve bunun yillik 4 milyar Amerikan Dolari harcamaya neden oldugu
bildirilmigtir (3).

Ulkemizde bu hastaliga sikca rastlanmaktadir (4,5,6). Yapilan ¢alismalarda
EOM prevalansinin % 5 ile % 18 arasinda oldugu saptanmistir (7,8,9). EOM
cok sik rastlanan bir hastalik olmasina ragmen etiyopatogenezi halen tam
olarak acikliga kavusturulamamigtir (10,11,12). Daha 6nceki yillarda EOM’nin
tamamen inflamatuar bir slre¢ oldugu ve efizyonun steril oldugu
dusundlmastar (13). Fakat 1958’de Senturia ve arkadaslarinin eflizyondan
yaptiklar kuilturlerde bakteri tespit etmesiyle EOM’nin enfeksiydz etiyoloji
sonucu olustugu belirlenmigtir (14). Ancak orta kulak eflzyonlarinin kultir
pozitifligi % 20-40 arasinda tespit edilmigstir (15). Gunimizde EOM tedavisinde
tam bir gorus birligi saglanamamistir. Hastaligin tedavisi medikal veya cerrahi
olabilmekte ancak tedavide her ikisi birlikte de uygulanmaktadir.

Hastaligin takibi komplikasyonlarin énlenmesi agisindan da gerekli oldugu
icin mikrobiyolojik tani onemlidir. Bdylece etkene yonelik tedavi ile direng
gelisimi gibi sorunlarin en aza indirgenmesi ve komplikasyonlarin onlne
gecilmesi amacglanmaktadir. Tanida klasik yontemlerden olan kultir ve orta
kulak eflzyonlarinda bakteriyel DNA tespit etmeye yonelik molekuler tabanli
yontemler gelistiriimistir. Bu ydntemlerle bakteri DNA’sini pozitif elde etme
oraninin % 80 (% 50- % 77.23) kadar ¢iktigi bildirilmistir (16,17). Gunumuzde
kultir ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) sonuglarina goére orta kulak
eflzyonlarinda en sik karsilasilan bakteriyel ajanlar olarak Haemophilus
infuenzae (H. infuenzae), Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), ve
Moraxella (Branhamella )catarrhalis turleri tespit edilmigtir (18).

Menenijit, beyni c¢evreleyen meningeal zarlarin ve spinal kordun
enflamasyonu olup ciddi mortalite ve morbiditeye neden olan bir enfeksiyon
hastaligidir. Bakteri, virus ve mantarlar gibi pek ¢cok mikroorganizma menenijite

yol acabilir. Gunumlizde menenjit vakalarinin buyuk bir kismindan H.



influenzae, S. pneumoniae ve Neisseria meningitidis (N. meningitidis) sorumlu
tutulmaktadir. H. influenzae oldukc¢a hassas bir bakteri olup kuruluga, yuksek ve
dusuk 1siya dayaniksizdir (19). Bu nedenle bu bakterinin klasik yontemlerle
saptanmasinda sirasinda yanlis negatif sonuclarla karsilasiimaktadir.
Gunumuzde kullanilan molekuler biyolojik yontemlerle bakterinin izolasyonunun
mumkin oldugu yapilan galismalarda bildirilmigtir.

Bakteriyel menenjit ve EOM’den sorumlu olan etkenler arasinda yer alan H.
influenzae klasik kultir yontemleriyle zor elde edilmektedir. Bu nedenle, bu tez
calismasinda bakteriyel DNA’yl saptamak ve klasik kudltir yontemini altin
standart kabul ederek Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) tekniginin tanisal
degderini belirlemek amaciyla beyin omurilik sivisi (BOS) ve orta kulak efizyonu

orneklerinde kultur ve PZR uygulanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Haemophilus:

Haemophilusar Pasteurella ve Actinobacillus’larla birlikte Pasteurellacea
ailesi iginde yer alirlar. Haemophilus kdkenlerinin insanda yerlesen ve bu turler
icerisinde insanda yerlesen énemli olan 9 turt vardir. Bunlar basta H. influenzae
olmak Uzere H. aegyptius, H. haemolyticus, H. ducreyi, H. parainfluenzae, H.
parahaemolyticus, H. aphrophilus, H. paraaphrophilus, ve H. segnis'tir (20).

Hemofil grubu bakteriler ok zor Ureyen ve gelisebilmek igin kan ve kan
faktorlerine gereksinimi olan (Haemo=kan, philus=seven) kug¢lk, pleomorfik,
Gram negatif, sporsuz, hareketsiz aerop ve fakultatif anaerob, ¢ogunlukla Ust
solunum yollarinda yerlesen kokobasil seklinde mikroorganizmalardir. Bu
bakteriler, ¢gogalabilmeleri i¢in isiya dayanikli X faktorine ve isiya duyarli V
faktorine gereksinimlerine gére birbirinden ayrilir (Tablo 1). Insanlarda

enfeksiyona neden olan en dnemli tir Haemophilus influenzae’dir (21).

Ureme Faktérii

Mikroorganizma X \") CO, Bagimhihigi | Hemoliz | Katalaz
H. influenzae + - + - +
ve H. segnis - + - - (+)/)
H. aphrophilus + - + - -

H. paraaphrophilus - + + - (+)/(-)
H. parainfluenzae - + - - +

H. haemolyticus + + - + +

H. parahaemolyticus - + - + +

H. ducreyi + - (+)/(-) (+)/(-) -

Tablo 1. Farkli Haemophilus Turlerinin Ayirt Edici Ozellikleri



2.2. Haemophilus infuenzae (H. influenzae)

H. influenzae yalniz insanda yasar ve bagka bir konakta dogal olarak
bulunmaz. Bogaz ve nazofarenkste yogun olarak bulunurken, burun, konjuktiva

ve genital sistemde nadiren kolonize olmaktadir (20).

2.21. Tarihge

Robert Koch 1882’de ilk olarak konjuktiva materyalinde bugun Haemophilus
aegyptius’ta denilen bakterileri saptamistir (22). Pleiffer 1892°’deki Avrupa
influenza pandemisi sirasinda dlen hastalarin balgam érneklerinden ve akciger
dokularindan H. influenzae'yi izole etmistir. Ancak etken o dénemde “influenza-
Bacillus” olarak isimlendirilmistir (23). 1899'da Slawyk ve 1911°de Cohen
menenijitli hastalarin beyin omurilik sivilarindan H. influenzae’y: Uretmistir.
1917°de Amerikan Bakteriyoloji Dernegdi, c¢ogalmak icin kan faktorlerine
gereksinim duyan bu bakterinin ismini, H. influenzae olarak degistirmistir (24).
Bu donemde influenza etkeni olarak kabul edilen H. influenzae’nin 1933’te
influenza virusunun kesfinden sonra, ancak ikincil bir etken olabilecegi
anlasiimistir. Pitmann 1931°de kapsulli ve kapsullsuz H. influenzae suslarini
tanimlamis ve kapsul antijenlerine gore gruplandirmistir (25). 1976’da Kilian
tarafindan biyokimyasal 6zelliklerine gore biyotip I-1V bildirilmistir. Daha sonra
bunlara biyotip V-VIII eklenmigtir (26,27). H. influenzae’nin tarihgesi ile ilgili

onemli gelismeler Tablo 2’de verilmistir.

2.2.2. Epidemiyoloji

H. influenzae, insan solunum yollarinda yaygin olarak bulunan
kommensal bir mikroorganizmadir. Bakteri nadir olarak konjuktiva mukozasinda
ve genital yolda kolonize olmaktadir. H. influenzae yalnizca insan patojenidir ve
baska bir dogal konak bilinmemektedir (3).

Cocuklarin pek ¢cogu yasamin ilk ayindan itibaren kapsulsuz kdkenlerle
kolonize olmaya baslarlar. Kiguk gocuklarin Gst solunum yollarinda % 50-80’e
varan tasinma oranlari yas ilerledikge duser. H. influenzae’nin kapsulll

sekillerinin taginma orani nadiren % 5'i gecer. Ozellikle tip b’ye (Hib) kiigiik
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Yillar Geligsmeler

1883 Koch tarafindan konjuktivitte kokobasiller gézlendi.

1892-1893 Pleiffer “influenza-bacillus” seklinde tanimladi ve kan kullanarak kiltirde Uretti.
1917 Amerikan Bakteriyoloji dernegi H. influenzae olarak isimlendirdi.

1931 Pittman tarafindan kapsulli (a-f) ve kapsulsiz suslar serotiplendirildi, serotip b ile

menenijit iliskisi belirlendi.

1953 Solunum yolu hastaliklari ile kapsulstiz suglarin iligkisi ortaya konuldu.

1972 Anti-kapsuler antikolarin koruyuculugu gdsterildi.

1974 H. influenzae tip b’nin hayvan modeli olusturuldu.

1974 Finlandiya’da ilk Gg¢lU polisakkarit agi geligtirildi.

1986 ilk Giglli polisakkarit-protein konjugat asi gelistirildi.

1990 Almanya, ingiltere, irlanda, Hollanda ve diger Avrupa Ulkelerinde konjugat asi

uygulamasi yapildi.

Tablo 2. H. influenzae’nin Tarihsel Gelisimi

¢ocuklarda % 3-4 oraninda rastlanmakta ve ileri yaslarda bu oran daha da
dusmektedir (28).

Ulkemizde H. influenzae enfeksiyonlari insidansi hakkinda kesin bilgiler
mevcut degildir (29,30). Mamal T ve arkadaslari Cerrahpasa Tip Fakultesi
Cocuk Saglgr ve Hastaliklari poliklinigine bagvuran, Ust solunum yolu
enfeksiyonu bulunan 100 ¢ocugun nazofarenks salgisi érneklerini incelemigler,
kiz gocuklarinin % 40.9’'unda, erkek gocuklarin % 53.6’sinda H. influenzae
saptamislardir. (31). Ylcel ve arkadaslari bir ilkokulun anasinifi 6grencileri
arasinda c¢ikan bir rinit salgininda 35 c¢ocuga ait burun ve bogaz salgisi
orneklerini incelemigler, burun salgisi érneklerinin % 48.6’sinda, bogaz salgisi
orneklerinin % 97’sinde Hib’in bulundugunu tespit etmiglerdir (32).

Konjuge asilarin yaygin olarak kullaniimaya baslanmasindan once,
gocuklarin nazofarenksindeki Hib tasima oranlari % 3.4 iken asilarin
kullanilmasi ile birlikte Hib’in nazofarenksteki kolonizasyon orani giderek
azalmis ve Hib ile olusan invaziv enfeksiyonlar 6nlenmeye baslanmigtir (28).

H. influenzae insandan insana damlacik yoluyla veya salgilarla dogrudan
temas yoluyla bulasir. Bu damlaciklar veya salgilardaki 10° bakteri sayisi

bulagsma ici yeterlidir. Anneden neonatal bulagma olabilir.
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invaziv Hib enfeksiyonlarinin inkiibasyon siresi bilinmemektedir.
Organizmalarla nispeten uzamis asemptomatik kolonizasyonunun 6nemli
oldugu bildiriimektedir.

H. influenzae enfeksiyonlarinin iki ana tipi tanimlanmistir:

1. H. influenzae’nin primer patojen oldugu, siklikla bakteriyemi ile gelisen
akut ve ciddi enfeksiyonlar: Bunlar genellikle 3 ay—4 yas grubundaki ¢ocuklarda
goralur. Erigkinlerde invaziv hastalik kapsulstz suslarla gergeklesir.

2. H. influenzae’nin primer etken olmadigi, ancak daha &énce hasar
goérmus dokuya kolonize olarak dnemli bir sekonder rol oynadigi enfeksiyonlar:
Bu enfeksiyonlar kronik bronsit, bronsektazi, kistik fibrozis, pnémoni, sinuzit,
orta kulak iltihabi ve konjuktivittir. Buradaki bakteriler genellikle kapsulli degildir.
Hastalar siklikla erigkindir ve enfeksiyon nadiren bakteriyemi sonucu geligir.
Kapsulsuz organizmalar erigkinlerde menenijitte yapabilir. Olgularin ¢odunda

predispozan faktorler (kafa travmasi, orta kulak iltihabi, sintizit) mevcuttur (21).

2.2.2.1. Risk Faktorleri

H. influenzae enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde yas, aile ozellikleri,
kalabalik ortamlarda bulunma, cinsiyet, mevsimler ve farkh cografik bolgelerde
olma gibi faktorler Snemlidir.

H. influenzae enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde 6nemli olan risk
faktorleri:

1. Konak faktorleri

e Yas
e Cinsiyet
e Irk/etnik grup

e Diger (malignite, orak hucreli anemi, kemoterapi vb)

2. GCevre faktorleri:
¢ Ailenin kalabalik olmasi
e Kardes sayisl ve yasi
e Okula giden kardeslerin bulunmasi
e Ebeveynin sigara icmesi

e Anne-babanin egitimi

12



e Sosyoekonomik durum
e Yuvaya devam etme

e Mevsimler

Epidemiyolojik risk faktorleri arasinda yas 6nemlidir. Yenidoganlar,
Hib enfeksiyonlarina kargi anneden gegen antikorlarla pasif olarak
korunurlar. Bununla birlikte yasamin ilk birka¢ ayindan sonra Hib
enfeksiyonlarinin sikhdi 6-11 ay arasinda dramatik bir gekilde artar.
Dogal antikorlarin gelismeye baslamasi ile yavas yavas bu siklik azalir,
yaklasik 2 yas civarinda keskin bir digsme gosterir ve besinci yasla
birlikte yasa spesifik bir siklik baglar. Cinsiyete gore dagilim genelde
aynidir (1).

Alaska Eskimo’lari, Amerika Kizilderili'leri ve Avusturalya yerlileri gibi
bazi etnik gruplarda 5 yasin altindaki her 100.000 ¢ocuktan 400 kadari
(% 1-2) hastaliga yakalanabilmektedir. Kapslle karsi koruyucu
antikorlarin bulunmamasi ¢ok 6énemli bir risk faktoriadar. 1IgG sentezinde
yetersizlikler, orak hicreli anemi, splenektomi risk faktorleri arasindadir.

H. influenzae enfeksiyonlarinda ailenin kalaballk olmasi,
kardeslerin sayisi ve yasl, ilkokula giden kardeslerin bulunmasi da risk
faktorleri arasindadir. Yedi yasindan kiglk olan gocuklar en yuksek
nazofarengeal Hib tasiyiciligi oranina sahiptirler.

H. influenzae meneniitli bir gocuk ile ayni evde bulunan ¢ocuklarda
sekonder enfeksiyon riski % 2-4 oranindadir. Kapsulstz H. influenzae ile
olusan orta kulak iltihabi bulunan kardeslerde yapilan arastirmalar, ayni
evdeki cocuklar arasinda kapsulstiz H. influenzae kdkenlerinin kisiden
kisiye gecebilecegini gostermigtir. Yuvaya devam etme durumu Hib’de
dahil olmak Uzere pek c¢ok patojen mikropla karsilagsma riskini
arttirmaktadir (3).

Hib enfeksiyonlarinin duzenli bir gekilde izlendigi Finlandiya ve
Avusturalya gibi Ulkelerde insidansta yildan yila ¢ok kuguk farkhliklar
oldugu goézlenmigtir. Ancak mevsimlere bagli insidansta daha onemli
farkliliklarin oldugu bildirilerek Hib enfeksiyonlarinin Ekim-Kasim ve Mart-

Mayis donemlerinde en vyudksek oranda saptandigr belirtilmistir.
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Ulkemizde H. influenzae enfeksiyonlari ile ilgili arastirmalar yeterli
degildir (29).

2.3. Mikrobiyolojik Ozellikler

H. influenzae solunum yolu normal florasinda bulunan ¢ocukluk ¢aginda
menenijit, orta kulak iltihabi, Ust solunum yolu enfeksiyonu ve pndémoni gibi
hastaliklarin etkenleri arasinda yer alan bir bakteridir. H. influenzae 0.5 — 2 ym
uzunlugunda 0.3 — 0.5 pm genigliginde uglari yuvarlak bir kokobasildir. Birbirine
paralel kimeler olusturur, kisa zincirler yapar, bir kismi fagosite edilmis sekilde
I6kositler icindedir. Etken hareketsiz, sporsuz, Gram negatif basildir. Bazik
fuksin ile iyi boyanmakta olup Loeffler'in metilen mavisi ile 5 dakikada, 1/10’luk
karbol fuksinle 10 dakikada boyanmaktadirlar (21).

Virulan H. influenzae 6-8 saatlik buyyon kultirinde ve 4-8 saatlik kati
besiyerlerinde kapsul olusturur. Kapsul, kati besiyerinde piriltili renk gosteren
kolonilerin varhgi ile anlasilir. Ayrica kapsul varligi tipe 6zel antiserumlarla
yapilan kapsul sisme reaksiyonu ile de gosterilebilir. H. influenzae aerop ve
fakultatif anaerob bir bakteridir. 37°C de pH 7.4 — 7.6 da urer. Bazi suslari % 5-
10 karbondioksitli ortama gereksinimi olabilir. Ureyebilmesi igin kanda bulunan
hemoglobine bagli ve i1siya dayanikli bir X faktérl (Protoporphyrin 1X) ile i1siya
dayaniksiz bir V faktorinin (nicotinamide adenin dinucleotide) bulunmasi
gereklidir (20). X faktoru bir grup 1siya direngli tetrapirol bilesiginden olugur. Bu
tetrapirol bilegiklerinin kaynagi hemin ve hematin gibi demir igeren
pigmentlerdir. Bu bilesikler bakteri tarafindan demirli solunum enzimleri,
sitokrom oksidaz, katalaz ve peroksidazin sentezinde kullanilir. Haemophilus
tirlerinin  ¢ogu nicotinamide adenin dinucleotide (NAD) (koenzim 1) ve
nicotinamide adenin dinucleotide fosfat (NADP) (koenzim IlI))den olusan V
faktorine ihtiyag duymaktadir. Koenzim | ve I'de bulunan isiya duyarli bu
faktor, 120 ° C’ de 15-30 dakika I1sitmakla parcgalanir. V faktoriini Stafilokoklar,
Neisseria, Sarcina lutea, C. diphteriae, S. pneumoniae’ de Uretmekte olup bu
faktorl besiyerine difiize ederler. H. influenzae, besiyerinde V faktéri Ureten
bakterilerin yaninda geligir (satellit veya sut anne fenomeni) (20).

Kanli agar besiyeri H. influenzae’nin Uretilmesi icin uygun degildir. CUnku

bu besiyerinde V faktéri bulunmadigi igin bakteri Greyememektedir. Bu nedenle
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cikolata agara ekim yapilir. Cikolata agar’da eritrositlerdeki V faktoru serbest
haldedir ve bu faktdér ayni zamanda kanda bulunan NADaz'i inaktive eder.
NAD’yi inaktive eden maddelerin yapisinin ve isiya duyarliliginin kanin elde
edildigi hayvana gore degistigi bildirilmistir. Koyun, kegi, sigir ve insan kaninda
NAD’yi inaktive eden maddeler belirlenmistir. Fakat fare, tavsan ve kobay
kaninda bulunmadigdi bildiriimigtir. At kanin da NADaz enzimi igermedidi igin
Haemophilus cinsi bakterilerin Uremesi i¢in uygun oldugu saptanmistir.

Haemophilus turlerinin  biyokimyasal Ozelikleri Tablo 3 ve 4’ de
Ozetlenmigtir (33,34).

Tiirler X [V | CO; | indol | Ureaz Ornitin H.S Beta Porfirin | Hemoliz
dekarboksilaz galaktosidaz testi
H. influenza + |+ - D D D - - - -
H. parainfluenza -+ - D D D + D + -
H. haemolyticus + |+ - D + - + - - +
H. parahaemolyticus - |+ - + - - ? - + +
H. aphrophilus - - + - - - - T T -
H. paraaphrophilus | - | + + - - - + + + -
H. paraprohaemolyticus - + + - + - - + + +
H.aegyptius + |+ - - + N " - - -
H. pleuroppneumonicus - + - - + - - + + +
H. haemoglobinnoph + - - + - - D D - -
H. avium - |+ - - - ? ? ? + -
H. parasius -+ - - - ? ? ? + -
H. segnis -+ - - - - N D T N
H. ducreyi + | - + - - - - - - D
H. paracuniculus - |+ + + + ? ? ? + -

Tablo 3. Haemophilus Turlerinin Biyokimyasal Ozelikleri 1
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Tirler

Katalaz

Oksidaz

A.F

Nitrat
Rediiktaz

Glikoz

Laktoz

Siikroz

Mannitol

Ksiloz

H. influenza

+

H. parainfluenza

+

H. haemolyticus

+

H. parahaemolyticus

+

H. aphrophilus

H. paraaphrophilus

H. paraprohaemolyticus

+

H.aegyptius

H. paragallinarum

Ol O

H. pleuroppneumonicus

+

H. haemoglobinnoph

H. avium

H. parasius

H. segnis

H. ducreyi

Tablo 4. Haemophilus Turlerinin Biyokimyasal Ozelikleri 2

2.4. Antijenik Yapi

Haemophilus cinsi bakterilerin hicre duvarlari Gram negatif bakterilerin

hicre duvarlarina benzemektedir. Bazi H.

influenzae kokenlerinde kalin bir

hdcre duvari bulundugu bildirilmektedir. Bazi H. influenzae kdkenleri, kendilerini
makrofaj ve notrofillerin fagositozundan koruyan 0,25 pm kalinhiginda bir
kapsule sahiptir. Kapsul negatif yUkli ve hidrofobiktir. Kapsul bulunmayan
kokenler tiplendirilemeyen (=nontypable) kdkenler olarak adlandirilirlar. Kapsdl,
polisakkarit ve teikoik asitten yapilmistir. Kapsul antijenlerinin yapisina goére
kapsulli kdkenler 1931’de Pittman tarafindan alti serotipe (a-f) ayrilmistir. Alti
antijenik kapsul tipinden her biri disakkarit alt Gnitelerinden lineer bir polimerden
olusur. Tip b kapsull negatif yuklu bir fosfodiester ile baglantili poliribozil ribitol
fosfat lineer polimerini icermektedir. Serotip a, b, ¢ ve fnin kapsul antijenleri,
teikoik asit icermektedir. Fosfat icermeyen serotip d ve e kapstulleri glikozidik
olarak baglantili polisakkaritlerdir. Tip b kapsul antijeni S. pneumoniae, S.
pyogenes, S. aureus, S. epidermidis, Enterococcus faecium ve Esherichia coli

K100 ile ¢gapraz reaksiyon verir (35).
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2.5. Patogenez ve Virulans

H. parainfluenzae ve kapsulsuz H. influenzae olmak Uzere Haemophilus
turleri butln bireylerde yasamlarinin ilk birka¢ ayi iginde Gst solunum yolunda
kolonize olmaktadirlar. Bu bakteriler lokal olarak yayilip lokal enfeksiyona veya
sistemik hastaliklara yol ag¢maktadirlar. Ancak yaygin hastaliklar nadiren
gorulmektedir. H. influenzae serotip b’nin Ust solunum yolunda seyrek olarak
bulundugu fakat epiglottit ve pediyatrik menenjitlerin sik rastlanilan
etkenlerinden biri oldugu bildirilmistir. Bu mikroorganizmalar nazofarengeal
submukozaya girip meninks ve distal kisimlara yayilarak kan dolasimina
gecmektedirler (33).

H. influenzae’'nin patogenezinde rol oynayan etmenler asagida
siralanmistir.
1. Kapsiil: H. influenzae’nin sebep oldugu sistemik hastaliklarin bayuk bir kismi
kapsullu suslar tarafindan olusturulmaktadir. Kapsul yapisi fagositozu 6nleyerek
kompleman aktivasyonunu azaltmaktadir.
2. immunoglobulin A (IgA) Proteaz: H. influenzae'nin (rettigi IgA proteaz
insan IgA1’i pargalayarak musin iginde bakterilerin tutunmasini énler. Bunun
sonucunda meydana gelen IgA yetmezligi diger bakterilerin kolonizasyonu
yaninda gesitli alerjenlerin penetrasyonuna da kolaylik saglamaktadir.
3. Bakteriyosin: Bakteriyosin yapma yetenegi kaybedilip kazanilabilir. Hemosin
adli bakteriyosin H. influenzae tip b tarafindan Uretilmektedir. Hemosin DNA
sentezini inhibe etmektedir. Bazi tiplendiriilemeyen susglarin Hemosin yaptigi
saptanmistir. Ayrica diger kapsulli ve kapsulsuz Haemophilus serotipleri ve
bazi enterik bakteriler bu bakteriyosine duyarlidir.
4. Endotoksin ve Glikopeptid: H. influenzae silier aktiviteyi inhibe eden iki
madde salgilamaktadir. Glikopeptid Isiya direngli ve dusuk molekdl agirhkhdir.
Endotoksin ise lipopolisakkarit yapidadir.
5. Fimbrialar: Fimbria agiz ve Ust solunum yolu epiteline ve insan adenoid
epiteline tutunmada rol oynamaktadir. Ayrica bu yapi eritrositleri aglutine
etmektedir.
6. Lipooligosakkaritler ve Digs membran Proteinleri: Lipopolisakkarit kanda
ve nazofarenkste ortaya gikar ve silier aktiviteyi inhibe etmektedir. Dis membran

proteinleri immun yanitta etkilidir.
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7. Noraminidaz: Bu enzim polimorf |0kositlerin kemotaktik aktivitesini inhibe
etmektedir.

8. Histamin: H. influenzae ve bazi H.parainfluenzae kokenlerinin histamin
sentezledigi belirlenmigtir. Bu madde inflamasyona ve akcigerlerde
bronkokonstriksiyona neden olmaktadir.

9. Transferin Baglama Yetenegi: H. influenzae tip b, H. parainfluenzae ve H.
paraaphrophilus’da saptanmigstir. Demir, Haemophilus'lar igin gerekli bir
elementtir. Demir miukéz membranlarda dusuk konsantrasyonda bulunmakta
olup, konagin direncini saglamaktadir.

10. Plazmidler ve Transpozonlar: H. influenzae’da plazmidler tanimlanmistir.
Buyuk (c 60 kb) konjugatif plazmidler ¢oklu antibiyotik direncinden sorumludur.
Ampisilin ve tetrasiklin direng genlerini tasiyan TnA veya Tn10-benzeri
transpozonlar plazmidler Gzerinde bulunurlar. Kuguk (< kb 10) sitoplazmik ve
konjugatif olmayan plazmidlerde kodlanan TEM-1 betalaktamazi ile ampisilin
direnci, 4.4 kb sitoplazmik plazmid araciligi ile ROB-1 betalaktamizinin Gretimi
saglanir.

11. Bakteriofajlar: H. influenzae’nin HP1 (mutantlari C1 ve C2), HP3, S2 ve N3
olmak Uzere dort bakteriyofaji vardir. Ayrica UV radyasyonuna bagli mutant
fajlar Rb ve Rd bulunmaktadir (36,37).

Solunum yoluyla 10° miktarinda alinan Haemophilus’lar, mukus engelini
astiktan sonra Urettigi faktorlerle titrek tuylerin hareketini bozmaktadir. H.
influenzae hem fimbrialar hem de fimbria olmayan ylzey adezinleri ile
nazofarenksteki epitel hlcrelerine yapisirak burada ¢ogalir ve kolonize olurlar.
Nazofarenksteki kolonizasyon sonucu ¢ogunlukla tasiyicilik gelisir. Bazen hafif
bir solunum yolu enfeksiyonu gelisebilir. Bazen de bu bdlgedeki kolonizasyon H.
influenzae b’nin kan dolasimina gegmesi ile sonuglanabilir. Epitel hicrelerinin
baglanma yerlerindeki bozulma ve Kirpikli epitelin dokulmesi ile belirlenen bir
sitotoksisite gelisir. Bunun sonucunda mukoza ylzeylerinde hulcrelerarasi

invazyon meydana gelir (38,39).
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2.6. Klinik

2.6.1. H. influenzae Tip B

Menenjit; 1 ay—2 yas arasindaki ¢gocuklarda gorilen bakteriyel meneniitin
en yaygin sebebidir. 6 yasindan buyuk ¢ocuklarda gortulme sikligi azalmaktadir.
Menenjit, H. influenzae tip b hastaliginin en agir tipidir. Klguk ¢ocuklarda
immun sisteminin olgunlagsmasinin tamamlanmamis olmasi nedeni ile prognoz
oldukga kétldir. Immiinize olmayanlarda hastalik nazofarenksten kaynaklanan
bakteriyemik yayilma sonucu olusur. Olgularin % 10-20’sinde selldlit, artrit ya da
pndmoni gibi eslik eden bagka bir enfeksiyon odagi mevcuttur. Erigkinde H.
influenzae menenijiti altta yatan bir hastalik veya bir predispozisyona bagli
olarak gelisir ve genellikle komsu bir enfeksiyon odagindan organizmanin direkt
invazyonu ile ortaya c¢ikar.

Epiglottit; H. influenzae enfeksiyonlari iginde ikinci sirayr alir. H.
influenzae epiglottitin en sik nedenidir.

Bakteriyemi; Sik ve erken gorulen bir klinik tablodur. Yeni doganlarda
perinatal bulasma sonucu ortaya g¢ikmaktadir. Yeni dogan déneminden sonra
gorilen bakteriyemi vakalarinin % 90-95'i tip b kdkeni tarafindan
olusturulmaktadir.

Pnémoni; Daha siklikla ¢ocuklarda gorulmesine ragmen, erigkinlerde
altta yatan hastallk durumlarinda goérulur. Sistemik enfeksiyonlarla birlikte
goraldugunde etken H. influenzae tip b’dir.

Sellilit; Ozellikle iki yas altindaki cocuklarda gorulir. Yanaklar ve
periorbital bdlgeye yerlesir. Bu vakalarda birlikte menenjit ve bakteriyemi
bulunabilir.

Septik artrit; Iki yas altindaki septik artritin en sik nedenidir. Genelikle tek
ve agirhk tasiyan blUyuk eklemleri tutar. Artrit daha buylk c¢ocuklar ve
yetiskinlerde tespit edilmekle birlikte ¢ok nadirdir ve genellikle 6nceden mevcut
harabiyeti olan eklemlerde veya immin kompremize hastalarda ortaya cikar
(37).

Osteomyelit; H. influenzae gocuklarda nadiren osteomyelite neden olur.

Perikardit, orbital sellllit, endoftalmit, Uriner sistem enfeksiyonlari,

neonatal sepsis, beyin omurilik sivisi sant enfeksiyonlari, nekrotizan fasiit,
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piyomiyozit, peritonit, skrotal abse, beyin ebsesi, poliserozit, tenosinovit,
epididimit, akciger absesi, periappendikiler abse ve bakteriyel trakeit H.

influenzae tip b tarafindan olusturulan diger enfeksiyonlardir (39).
2.6.2. H. parainfluenzae

Diger Haemophilus tarleri arasinda en sik goérllen patojen H.
parainfluenzae’dir. Enfeksiyonlari H. influenzae’ya benzer. H. parainfluenzae
farenijit, epiglottit, otitis media, konjuktivit, dis abseleri, pndmoni, ampiyem,
sepsis, endokardit, septik artrit, osteomyelit, peritonit, menenijit, beyin absesi,
uriner ve genital sistemi tutan enfeksiyonlara yol acar.
2.6.3. H. aphrophilus

Sinuzit, oftitis media, epiglottit, pndmoni, ampiyem, bakteriyemi,
endokardit, osteomyelit, yumusak doku abseleri, yara enfeksiyonlari, nekrotizan
fasiit, menenijit ve beyin abselerine yol acgabilir.
2.6.4. H. paraaphrophilus

Larenijit, endokardit, beyin abseleri, osteomyelit ve paronisia’ya yol agar.

2.6.5. H. aegyptius

Pembe g6z denilen, bulasici akut konjuktivite (Koch-Weeks konjuktiviti)

yol acabilir
2.6.6. H. haemolyticus ve H. Parahaemolyticus

Ust solunum yolu florasinda bulunurlar. Nadiren endokardit, kronik
bronsit, plrulan orofarenijit, karaciger ve pankreas abseleri, selllilit ve ampiyeme

yol acarlar. H. parahaemolyticus; agiz boslugu ve farinksin normal florasinda

bulunur. Bazi endokardit vakalarinda rol oynadigi bildirilmigtir (40).

20



2.6.7. H. haemoglobinophilus

insanlarda herhangi bir enfeksiyona yol agtigi bildiriimemistir.
2.6.8. H. paraaphrohaemolyticus

insanlarin bogaz sekresyonlari, balgam ve (retra salgilarindan izole
edilmistir. Nadiren endokardit, kronik bronsit, purtlan orofarenijit, karaciger ve
pankreas abselerine, sellllite ve ampiyeme yol acar.
2.6.9. H. pleuropneumonia

insanlarda herhangi bir enfeksiyona yol agtigi bildiriimemistir.
2.6.10. H. Segnis

Farinks normal florasinda ve 6zellikle dis plaginda bulunur.

2.6.11. H. ducreyi

insanda sankroid (yumusak yara) etkenidir. HIV 1, HIV 2 enfeksiyonu ile
birlikte sik goralur (41).

2.7. Tedavi

H. influenzae oldukga farkli klinik tablolardan sorumlu olabilen, tedavisinde
yine gok farkli antimikrobiyal ajanlardan yararlanilan patojendir. Ozellikle H.
influenzae tip b, tedavi edilmediginde fatal sonlanabilen agir enfeksiyonlara
neden olur. Bu durum &zellikle kiigik ¢ocuklarda gorulen menenijit ve epiglottit
icin gecerlidir (42).

Yenidogan doneminde agir H. influenzae enfeksiyonu saptanirsa tedaviye
parenteral yoldan Ucglncl kusak sefalosporinlerle baslanir. H. influenzae’ya

kargi etkin olan ve beyin omurilik sivisina penetrasyonu iyi olan bir sefalosporin
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secilmelidir. Bu oOzellikler géz o6nune alindiginda en sik secilen ajanlar
sefotaksim ve seftriasoksundur (43).

Bu sefalosporinler sik rastlanilan menengeal patojenlere kargi in-vitro
etkinlikleri ve BOS’ta bakterisidal etkileri agisindan digerlerinden daha
ustinduarler. Ancak daha eski antibiyotik rejimleriyle karsilagtirildiklarinda BOS
kultarlerinin daha kisa surede negatiflesmesi ya da olgularin fatalite oranlari
acisindan daha avantajli degildirler.

Segcilen rejime bakilmaksizin antibiyotik tedavisi, hastanin atesinin dismesi
ve enfeksiyonun klinik ve laboratuvar bulgularinin kaybolmasindan 3-5 gun
sonrasina kadar surdurulir. Tedavinin suresi genellikle 7-10 gun kadardir.
Endoftalmit, endokardit, perikardit ve osteomiyelit gibi komplikasyonlu
hastalarda tedavinin Ug-alti hafta surdurulmesi gerekebilir. Ge¢cmis yillarda H.
influenzae enfeksiyonu tedavisinde ampisilin ile de g¢ok iyi sonuglar
alinmaktayken, Amerika Birlesik Devletlerinde 1973 yilinda ampisiline direncli
kokenler bildirilmeye baglanmistir. GUnumuzde ampisilin direnci, giderek artarak
yaygin bir sorun haline gelmistir (3).

Amerika Birlesik Devletlerinde 1997-1998 yillarinda izole edilen H.
influenzae kokenlerinde beta laktamaz salgilama orani % 38 olarak bulunmus,
kokenlerden ancak birkaginin beta laktamaz negatif ampisiline (BLNR) direncli
oldugu bildirilmistir. Son yillarda beta laktamaz pozitif kdkenlerin prevalans artisi
nedeniyle, daha onceleri ilk secilecek ajanlar arasinda yer alan ampisilinin
kullanimi kisittanmis ve tedavide beta laktamaz enzimiyle inaktive olmayan
daha gugclu ajanlara gereksinim ortaya ¢ikmistir (44, 45, 46).

H. influenzae enfeksiyonlarinin tedavisinde, o kdkenin duyarli oldugu kesin
olarak saptanmadikca ampisilin  kullaniimamalhdir. Tedavide ampisilin
kullanildiginda da intra ven6z yoldan 200-300 mg/kg verilmeli, bu gunlik doz 6
saat arayla 4’e bdlinerek uygulanmalidir. Penisiline alerjisi olan hastalarda
kloramfenikol 75-100 mg/kg/gin, 6 saat arayla 4 esit doza bodlunerek
uygulanabilir (47,48). Kloramfenikol kullanimi sirasinda doza bagimli olarak,
reversibl kemik iligi toksisitesi ortaya cikmaktadir. Bu etki olduk¢a seyrek
rastlanilan bir sorundur, ancak yine de yeni doganlarda ve karaciger hastaligi
gibi ciddi hepatoksisite gelisebilecek olgularda, kloramfenikol kullanimi

sirasinda ¢ok dikkatli davraniimahdir. Kloramfenikol kullanimina bagh olarak
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geligebilen diger bir yan etki de irreversibl kemik iligi aplazisidir. Bu durum iyi
tanimlanmig olmasina ragmen seyrek gorulur (48).

Menenjitin akut doneminde kloramfenikolin oral yoldan uygulanmasi
Onerilmez. Bulanti, kusma ve konvulziyon tedaviyi aksatabilir. Akut donemdeki
semptomlar geriledikten sonra ayni tedavi rejiminin ayni dozda oral yoldan
verilmesi etkilidir.

H. influenzae enfeksiyonlu c¢ocukta antibiyotik tedavisi isin ancak bir
bolumadur. Destek tedavisi de oldukca onemlidir. Agir enfeksiyonlarda olaya
hipotansiyon ve asidoz gorilur. Tedavi sirasinda ventilasyon ve sivi tedavisi ile
dokularin yeterli perflizyonu saglanmalidir. Aksi takdirde anti ditretik hormonun
uygunsuz sekresyonu olayin seyrini agirlastirir ve sivi kisittanmasi gerekebilir.
H. influenzae menenjitinde konvulziyon geligebilir, bu durumda akla elektrolit
dengesizligi ya da subdural efizyon olasiligi getirilmelidir.

Birgok calismada H. influenzae tip b menenjitli hastalara kortikosteroid
verilmesinin norolojik sekel insidansini azalttigi gosterilmistir. Buradaki
mekanizma, kortikosteroidin inflamasyonu azaltmasidir. Iki ayliktan blylk
¢ocuklara 0.6 mg/kg gunlik deksametazon dozunun intra vendz yoldan ve
dorde bolunerek, dort gun sureyle verilmesi 6nerilmektedir (49, 50).

Tiplendirilemeyen H. influenzae kdkenlerinin neden oldugu otitis media ve
kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH) alevlenmeleri gibi enfeksiyonlarin
birgogu oral antimikrobiyal ajanlarla tedavi edilebilir. H. influenzae kdkenlerinde
beta laktamaz salgilama orani surekli bir artis gostermektedir. Tiplendirilemeyen
kokenlerin yaklagik % 25’inde beta laktamaz Uretimi bulunmakta ve kisa surede
kokenlerin yarisindan cogunun beta laktamaz salgilama 6zelligi kazanacagi
dusunulmektedir. Bu nedenle ampisilin ve amoksisilin ancak duyarli oldugu
saptanmig olan izolatlarin tedavisinde kullaniimalidir (47).

Klinisyenler otits media ve KOAH alevlenmelerinin tedavisinde
anitibiyotikleri ampirik olarak baglamak zorunda kalirlar. Bu durumda H.
influenzae yani sira S. pneumoniae ve Morexella catarrhalis’e karsi da etkin
oldugu dusunulen ajanlar secilmelidir (46).

Tiplendirilemeyen H. influenzae kdkenlerine kargi etkin oral antimikrobiyal
ajanlar arasinda trimetoprim sulfametoksazol, eritromisin-sulfisoksazol,

amoksisilin klavulonat; siproflaksisin, klaritromisin gibi yeni makrolitler ve
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sefiksim, sefpodoksim, sefaklor, lorakarbef, sefuroksim gibi genis spektrumlu
sefalosporinler sayilabilir (45).

Tiplendirilemeyen H. influenzae kdkenleri tarafindan olusturulan daha agir
enfeksiyonlarda parenteral antibiyotik tedavisi endikedir. Bu durumda parenteral
kullanilabilecek etkin antimikrobiyal ajanlar ise seftriakson, sefuroksim,
seftazidim, sefotaksim, gibi yeni sefalosporinler; ampisilin sulbactam,
florokinolonlar ve azitromisindir.

Bagisiklik sistemlerinde yetmezlik olan kisilerde, tiplendirilemeyen H.
influenzae enfeksiyonlarna kargi artmis bir duyarlilik s6z konusudur. Bu kisiler
IM ve IV yoldan verilen immunglobulin preparatlarindan yarar gérirler. Bu
sekilde immunglobulin takviyesi yapilmasi bu Kkigilerde tipilendirilemeyen H.
influenzae sistemik enfeksiyonlarinin hem insidansini hem de alt ve Ust

solunum yolu enfeksiyon epizotlarinin sayisini azaltir. (49)

2.8. Korunma

Hib cocukluk yas grubunda menenjit, pndmoni ve epiglottitin énemli bir
sebebidir.Tum dinyada bes yas alti ¢ocuklarda her yil iki milyondan fazla
invaziv hastaliga sebep olmaktadir. Bunlarin 300.000’nin élimle sonuglandigi
saptanmigtir. Hib enfeksiyonu orani, Hib konjugat asi uygulamalariyla
azalmigtir. A.B.D.’de on yillik Hib konjugat asiI uygulamasi sonrasi, bes yas alti
¢ocuklarda yillik Hib menenijiti sayisi 10.000 olgudan 200°’Un altina dasmustar.
Asinin, Hib invaziv hastaligin 6nlenmesinin yani sira nazofarengeal
kolonizasyonu azaltmada da etkili oldugu bulunmustur. Hib tasiyiciligini
azaltabilecegi i¢in Hib kolonizasyonun invaziv hastaliga déndsme riski azalmig
olmaktadir. Butin bu nedenlerden dolay! Hib enfeksiyonlarinin énlenmesi blyuk
onem tasimaktadir. Hib’e karsi korunmada dogal immunite, kemoprofilaksi ve

aktif immunizasyon dnemli rol oynamaktadir (50).
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2.8.1. Dogal immiinite

Hib’e karsi dogal immunite, immun sistemin mukéz membran immunitesi,
humoral immdanite, inflamatuar cevabin aktivasyonu, fagositoz ve hucresel

immunite gibi bircok faktoére baglidir.

2.8.2. Aktif immiinizasyon

invaziv Hib enfeksiyonlarina karsi imminite, purifiye yiksek molekiler
agirlikh H. influenzae tip b polisakkaritiyle olugsur. Hib’de kapsdul, riboz ve ribitol
molekullerinin fosfat baglari ile badlanmasinin tekrarindan olugan poliribozitol
fosfattan (PRP) meydana gelir. H. influenzae tip b enfeksiyonlarina karsi
bakterisidal etkiden sorumlu olan ve bagisiklik saglayan antikorlar kapsul
polisakkaritine karsi olugsmaktadir. PRP’nin 18 aydan buyuk c¢ocuklarda
koruyucu oldugu bildirilmigtir. Yardimci T hudcrelerinin  immunolojik yanit
olugsmasinda ve rapel asilamalara daha ¢abuk yanit vermesinde rolG vardir. Bu
nedenle T'den badimsiz immunojen denilen polisakkaritleri kiigik cocuklarda
yeterli bir bagisiklik cevabi, antikor yapimi ve daha sonra yapilacak rapellere
veya dogal yoldan alinan enfeksiyonlara kargi immin bellek olugsmaz.
Polisakkarit antijenler spesifik B hucrelerinin olgunlagmasi, farklilasmasi ve
¢ogalmasinda rol oynayan yardimci T hucrelerini 2 yasin altinda aktive
edemezler. Ancak ciddi Hib enfeksiyonlarinin buaylk kismi 2 yasin altindaki
cocuklarda gorulmektedir. Bu nedenle asil korunmasi gereken bu yasin
altindaki cocuklardir (48).

Birinci jenerasyon PRP asisinin 18 ayin altindaki ¢ocuklarda etkisiz olmasi
ikinci jenerasyon asilarin gelistiriimesine yol ag¢mistir. PRP’nin tasiyici
proteinlerle konjugasyonu ile konjuge PRP asilari gelistiriimigtir. Tablo 5'te bu
agilar 6zetlenmigtir. Proteinlerle kovalen olarak PRP’nin konjugasyonu agsiya
kargi T hucresine bagl imminite olusmasina yol agarak PRP antijenine karsi

gelisen immunolojik cevabi arttirir (51).
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Asi Ticari isim Polisakkarit Tastyici protein Onerilen Doz
(10 ug)
PRP-T Act HIB (Pasteur | Native PRP Tetanoz toksoidi 10
Merieux )
HbOC HibTITER (Lederle- | Oligosakkarit Mutant Difteri Toksin | 10
Praxis) Proteini
PRP- PedvaxHIB (Merck | Native PRP N.  meningitidis dis | 15
OMPC Sharp) membran proteini
PRP-D ProHIBIT PRP’nin bir | Difteri toksoidi 25
(Connaught Lab.) boélima

Tablo 5: Lisans Alan Konjuge Hib Asilari*

Baglangigta PRP asisi daha sonra konjuge asilarin kullaniimasi
nedeniyle invaziv Hib enfeksiyonlarinin 4 yas alti ¢cocuklarda sikhigi buyuk
oranda azalmigtir. Konjuge Hib asisi kullaniimasiyla Ust solunum yollarinin
Hib’le kolonizasyonu azalmaktadir ve gogu menenijit ve pnémonileri engelledigi
belirlenmistir. Ayrica konjuge asilarin, orta kulak enfeksiyonlarina karsi
koruyucu olup olmadigi bilinmemektedir. Hib asis’nin  diger tip

Haemophilus’lara karsi koruyuculugu yoktur (49).

2.9. MENENJIT

Beyin ve spinal kordu ¢evreleyen pia ve araknoid zarin inflamasyonuna
menenijit denir. inflamasyon sonucu araknoid zardaki kilcal damarlarin
batanlGguindn bozulmasi ile kan-beyin bariyerinin gecirgenligi artar, sivi, protein
ve |Okositlerin beyin omurilik sivisina gegmesi kolaylasir. Bu arada beyin
omurilik sivisina gecen bakteriler, savunma mekanizmasinin olmamasindan
faydalanarak hizla gogalirlar. Sonug olarak % 10-60 6limle sonuglanabilecek,

akut ciddi serebral enfeksiyon tablosu ortaya ¢ikar (51).
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2.9.1. Etiyoloji

Menenijitlerin etiyolojik dagilimi; yas gruplarina, cografi farkhliklara,
mevsimlere, toplumun gesitli etkenlere karsi asili olup olmamasina goére farklilik
gOstermektedir. Toplumun genetik yapisi ve sosyoekonomik kosullari da,
toplumdan topluma sik gorilen etkenlerin farkli olmasinda etkili olmaktadir.

Menenjit esas olarak bir pia-araknoidittir. Menenijit ¢ok cesitli
mikroorganizmalar ile olusabildigi gibi enfeksiyon disindaki hastaliklarin bir
belirtisi de olabilir. Menenijite neden olan enfeksiyon ve enfeksiyon disi nedenler

Tablo 6’ da siniflandiriimistir.

1)infeksiydz Etkenler

A) Bakteriler
Neisseria meningitidis
Haemophilus _nfluenzae
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 enteroviruslar (Echo, Coxsackie viruslar)

Arboviruslar (St. Louis ensefalit virus, Kalifornia ensefalit viruslari,
Dogu, Bati ve Venezuella beygir ensefalit viruslari ve Kolarodo kene
atesi)

Kabakulak virusu

Herpes viruslar (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 koriomenenijit virus

Human immunedeficency virus (HIV)

Adenovirus

influenza A ve B virus, Parainfluenza virus

Rubella virus

Poliovirus

Rota virus
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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
Trichinella spiralis
Trypanosoma spp
Paragonimus spp
Echinococcus granulosus
Strongyloides stercoralis
Schistosoma spp
Entamoeba histolytica
G)Diger infeksiydz Durumlar
Parameningeal enfeksiyonlar (beyin absesi, otit, sinlzit, mastoidit,
subdural abse, epidural abse, vendz siniis tromboflebiti, kraniyal osteomiyelit), infektif endokardit
Bakteriyel toksinler (Streptokoksik farenijit, kizil, toksik sok sendromu, difteri, bogmaca)
Viral postenfeksiy6z sendromlar
Asi sonrasi (kabakulak, kizamik, polio, bogmaca, kuduz asilari)

2) Enfeksiyon Disi 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 anjiit
Ailevi akdeniz atesi
Kawasaki sendromu
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B) ilaglar

Antimikrobiyal ajanlar (trimethoprim-sulfamethoxazol, siprofloksasin,
penisilin, izoniazid)
Nonsteroid antiinflamatuar ilaglar (ibuprofen, naproksen)

Azathioprine

Cytosine arabinoside
Carbamazepine

immunglobulin

Phenazopyridin
C) Cesitli Uygulamalar
Postnorosirurjik islemler

Spinal anestezi

_intratekal injeksiyonlar
D)intrakraniyal Tiimor ve Kistler

E)Maligniteler
F)Digerleri

Serum hastaligi
Yumusgak metal zehirlenmesi

Tablo 6 : Menenijite Neden Olan Etkenler

Bakteriyel menenijite patojenik veya non-patojenik bakteriler neden olmaktadir.

Cocuklarda cesitli yas gruplarinda etkili olan bakteriler Tablo 7’deverilmistir (51).

Yenidogan 1-3 ay 3 ay-15 yas 15- 50 yas > 50 yas

B grubu B grubu streptokoklar | H. influenzae S. pneumoniae S. pneumoniae
streptokoklar S. pneumoniae S. pneumoniae N. meningitidis N.meningitidis

E. coli Salmonella tirleri N. meningitidis L. monocytogenes

L. monocytogenes
H. influenzae

M. tuberculosis

Gram
gomaklar

negatif

Tablo 7: Menenjit Etkenlerinin Yasa Gore Dagilimi

2.9.2. Epidemiyoloji

Dunyada, bakteriyel menenijit insidansinin 100 bin kiside % 4.6-10 oldugu

bildirilmistir. TUm olgularin % 70 kadarinin bes yas alti ¢ocuklarda goéraldugu
bildirilmistir (52). A.B.D.'inde 1978-1981 yillari arasinda 27 eyalette yapilan bir

arastirmada, bakteriyel menenijit olgularinda % 80 oraninda H.influenzae, N.

meningitidis ve S. pneumoniae saptanmigstir. Ancak son 15 yil igersinde

bakteriyel menenijitin epidemiyolojisinde buyuk dedisiklikler meydana gelmigtir.

1995 yilinda yapilan bir ¢alismada bakteriyel meneniit insidansinda bir azalma

oldugu izlenmigtir. Bu dusustn en énemli nedeni konjugatif H. influenzae tip b

(Hib) agisinin rutin asilama programina dahil edilmesidir. Hib asilamasindan
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sonra bakteriyel menenjit insidansinin yari yariya azaldigi bildirilmistir.
Asillamanin bir diger etkisi olgularin yas dagiliminda izlenmigtir. Hib
asllamasindan ©Once olgularin 2/3’G ilk bes yas icinde gorulirken artik
¢ogunlugu eriskin yas grubunda gelismektedir (49).

Sosyoekonomik kosullarin  menenjit insidansi Uzerine etkisi iyi
bilinmektedir. Yoksulluk, kalabalik yasam, saglik hizmetlerine ulagmadaki
gucluk ve ebeveynlerin dusik egitim duzeyi, menenjit insidansini artiran
faktorler olarak belirlenmistir (51).

Ulkemizde menenijitle ilgili yapilan az sayidaki ¢alismada, akut menenijit
olgularinda Haemophilus influenzae izolasyonunun, dustk oldugu goézlenmigtir.
Bunun nedeni olarak olgularin kayitlarinin sistematik bir sekilde yapilmamasi
gOsterilmistir. Akut bakteriyel meneniit olgulari daha ¢ok sonbahar sonu, kis ve
ilkbahar baslangicinda gorulmektedir.

H. influenzae bebeklerle birlikte, humoral immunitesi zayif olan (diabetis
mellitus, splenektomi yapilanlar, hipogamaglobilunemi bulunan) buylik
cocuklarda da oldukga sik gorulmektedir (52).

S. pneumoniae yetiskin  menenijitlerinde 6nemli  bir etkendir.
Pndmokoksik menenijit, pndmoni, otitis media, mastoidit, sinlizit, endokardit gibi
pndmokok enfeksiyonlarinin seyri sirasinda komsuluk veya kan yoluyla uzak bir
odaktan kaynaklanabilir. Splenektomi, multipl myeloma, hipogamaglobulinemi,
malnatrisyon, kronik karaciger ve bobrek hastaligi olanlarda enfeksiyon ciddi
seyretmektedir (53).

N. meningitidis menenjiti epidemilere neden olabilmesi ile diger
etkenlerden ayrilir. N. meningitidis A grubu, epidemilerin ¢ogundan; B,C,Y
grubu ise sporadik olgulardan sorumludur. Meningokok meneneijitinin diger adi
“‘epidemik menenijitdir’. Ancak askeri birlikler, okul yatakhaneleri ve hapishane
gibi toplu yasanilan yerlerde lokal epidemiler gikabilir. Son 15 yilda bakteriyel
menenijit epidemiyolojisindeki bir diger 6nemli degisiklik adolesan ve geng
eriskin  yas grubunda meningokokal menenjit vakalarinda insidansin
yukselmesidir (54).

L. monocytogenes enfeksiyonunun yenidoganlarda ¢ok yaygin oldugu
bildirilmistir. Gebelerin genital sistemi ve rektumunda asemptomatik olarak
bulunabilmektedir. Vakalarin % 10’nun yeni dodanlarda goruldugu bildirilmistir.

Yaslilar, alkolikler, kanserli hastalar, immunosuprese bireyler, diabet hastalari,
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kollajen vaskuler hastaligi olan kigiler, kronik bdbrek ve karaciger hastaligi
olanlarin, L. monocytogenes menenjitine yakalanma acisindan risk grubunda
olduklari bildirilmigtir ( 55).

Streptococcus agalactiae, asemptomatik gebe kadinlarin % 15-40’inin
vajinal veya rektal kulturlerinde izole edilmistir. Anneden bebegde etken bu yolla
gegmektedir. Altta yatan hastaligi olan vyetiskinlerde de gorllebilecegi
bildirilmistir (56).

Gram negatif aerobik bakteri menenijitleri, kafa travmasi veya norosirurjik
operasyonlar sonrasi ve yagsli, immunsupresif bireyler, Gram negatif bakteri
sepsisli hastalarda sik gorulmektedir. Staphylococcus aureus menenijiti,
genellikle norosirurjik islemler ve travma sonrasinda gorulmektedir (57, 58).

Tlberklloz menenijit, toplumda tuberkllozun yayginligina paralel olarak
gorulmektedir. Cocukluk c¢aginda, oOzellikle ilk 5 yasta sikga goéruldugu ve
genellikle primer enfeksiyonun komplikasyonu olarak gelistigi belirlenmigtir.
Erigskin yas grubunda her yasta gorulebilir, en fazla 25-45 yaslar arasinda
rastlanmaktadir (59, 60).

Viruslar aseptik menenijitin en dnemli nedeni olarak kabul edilmektedirler.
A.B.D.’de aseptik meneniitlerin yilda 10.9/100.000 kiside goéruldugu bildirilmistir.
Aseptik menenijit olgularinin % 80-85’inden enteroviruslar ve butin aseptik

menenijit olgularinin % 0.5 -3’nden HSV tip 1 ve tip 2 sorumludur (51).

2.9.3. Patogenez

Menenijitler cok sik olmamalarina ragmen, halen normal konakta gelisen
en ciddi enfeksiyonlardir. Mortalite ve morbidite oranlari ¢ok yuUksektir; her 10
menenijit vakasindan biri kaybedilmekte ve her 7 vakadan birinde ciddi sekeller
kalmaktadir. Bakteriyel menenijitin gelismesi igin patojen mikroorganizmalarin
subaraknoid bosluga kadar ulagsmasi gereklidir. Genellikle bakterilerin, korunma
mekanizmalarinin oldukga sinirh oldugu bu vicut bosluguna gecisleri,
hematojen yolla olur. Ozellikle nazofarenkste kolonize olan bakterilerin cesitli
nedenlerle (siklikla viral Gst solunum yolu enfeksiyonundan sonra) dolasima

gecigleri ile hematojen yayilimlari gergeklesir (52,53).
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Menenijit gelisimi i¢cin  mikroorganizmalarin  dort ana asamayi
gerceklestirmesi gerekir. Bunlar; kolonizasyon ve mukozal invazyon, dolasima
gegis ve vucut savunma mekanizmalarindan kurtulma, kan-beyin engelini gegis,
BOS iginde yasamini surdirme ve c¢ogalma olmak Uzere doért asamada
gerceklesmektedir. Bu basamaklara kargi avantajli morfolojik veya fonksiyonel
Ozelligi olan mikroorganizmalar daha sik menenijit etkeni olarak kargimiza
ctkmaktadir (58).

Bakteriyel menenjitlerin en sik etkeni olan S. pneumoniae, H. influenzae,
N. menengitidisin noérotropik potansiyelleri konakginin defansindan kurtulma
yetenegi ile iligkilidir. Etken patojen, konakginin mukozal epitelinde kolonize
olduktan sonra intravaskuler bosluga gecger ve orada canli kalir, daha sonra da
kan-beyin bariyerini gecerek BOS iginde yasamaya baslar (52).

Patojen mikroorganizmanin konakg¢i mukozasina yerlesmesinden BOS
icinde c¢ogalmasina kadar gelisen bakteriyel ndrotropizm mekanizmasi tablo

8’de gosterilmigtir (53).

Norotropik Durum Konagin Savunmasi Patojenin Stratejisi
Kolonizasyon veya Mukozal Sekretuar IgA IgA proteaz sekresyonu
invazyon Silier aktivite Siliostaz

Mukozal epitelyum Adeziv pili
intravaskiiler yagsama Alternatif kompleman yolu | Polisakkarid kapsul
Kan-beyin bariyerinin gegilmesi Serebral endotel Adeziv pili
BOS iginde yasama ZayIf opsonik aktivite Bakteri cogalmasi

Tablo 8: Bakteriyel Norotropizmin Patogenetik Mekanizmasi

2.9.4. Klinik

Klinik belirti ve bulgular hastanin yasi ve hastaligin siddetine gore
oldukga degisiklik gosterir. Erken donemde tani ve tedavi, prognoz agisindan
son derece oOnemli oldugundan bulgularin ¢ok dikkatle degerlendiriimesi
gerekmektedir.

Bakteriyel menenijitin baslangici genellikle ani ve yavas olarak iki sekilde
goralur. Ani baslangig gosteren seklinde, semptomlar akut olarak ortaya gikar
ve hizli bir seyir gosterir. Hastalarda genellikle beyin ddemi, transtentoriyal ve
serebellar herniasyon vardir. Yavas baslangic gosteren hastalarda ise

semptomlar 1-7 gun icinde ortaya c¢ikar. Siklikla dst solunum yolu
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enfeksiyonunun bazi semptomlari da birlikte bulunur. Daha nadir olmak Uzere
semptomlar bazi hastalarda solunum yolu hastaliklarindan 1-3 hafta sonra
ortaya cikar (61).

Yeni doganlarda menenjit non-spesifik bulgularla seyretmektedir.
Norolojik bulgular silik ya da yoktur. Ates olmayabilir. Genellikle sit emmeme,
kusma, huzursuzluk, aglama, uyuklama, solunum dlzensizlikleri ile sepsise
benzeyen tablo vardir. Yeni doganda sepsis dusunulen her durumda lomber
ponksiyon yapiimaldir. Blyuk ¢ocuklar ve yetiskinlerde akut bakteriyel meneniit
genellikle ates, titreme, siddetli bas agrisi, kusma ve fotofobi ile prodromsuz
baslamaktadir. Konvulziyonlar menenijitin ilk isareti olabilir. Menengial irritasyon
bulgulari (ense sertligi, Brudzinski belirtisi, Kernig belirtisi, tlfek tetigi biciminde
yatig, opistotonus) cogunlukla pozitiftir. Reflekslerin siddeti degisebilir, patolojik
refleksler (Babinski belirtisi, Gordon belirtisi, Oppenheim belirtisi, Chadock
belirtisi, Schaefer belirtisi) ortaya cikabilir. Menenijitte kafa ici basincin artmasi
onemlidir. Bas agrisi, projektil kusmalar, bradikardi, bradipne, epileptiform
konvulziyonlar, respiratuvar aritmler ve papil 6demi basing artisinin klinik
belirtilerini olusturabilirler. Hastalarda motor ve mental bozukluklar da
(konvulziyon, ajitasyon, konflzyon, stupor, koma) ortaya cikabilir. Bakteriyel
menenijitte % 5- 40 oraninda isitme kaybi goruldr. En ciddi isitme kaybi siklikla
pndomokok menenjitinde gozlenir.  Ayrica meningokok menenijitli olgularin
hemen hemen yarisinda makulopapuler, petesiyel, purpurik ddkuntuler
gorulebilir. Adrenokortikal nekroz gelisirse deride yaygin kanamalar olusabilir.
Yuksek ates ve karin agrilan ile birlikte sok (Waterhouse-Friederichsen
sendromu) gelisebilir. Birgok bakteriyel menenjitli hastada, asiri antidilretik
hormon salinimina bagli olarak hiponadremi ile birlikte uygunsuz antiditretik
sendromu gelisebilir (52).

Viral menenijitlerde baslangi¢ akut olmakla beraber menenjit belirtileri
ortaya c¢lkmadan 6nce, hastalarda prodromal grip benzeri bir sendrom
bulunabilir. Menengeal irritasyon bulgulari vardir. Klinik tablo bakteriyel
menenijitlere gore daha hafiftir (51).

Tuberkiloz menenijiti bazi farklarla klinik olarak diger menenijitlere
benzerlik gosterir. Sinsi bir gelisim gosterir. Cogu olgunun kendisinde veya

ailesinde tuberkuloz dykusu bulunur. (60)

33



2.9.5. Tani

Ates, bas agrisi, bulanti-kusma ve biling degisikligi olan bir hastada
menenijit dislnerek hareket etmek bir zorunluluktur. Tani LP yapilarak alinan
BOS’un incelenmesi ile konur. Dikkatli yapilan LP’nin kontrendikasyonlari
oldukga azdir. Her LP yapilisinda mutlaka dnce basing dlgulmeli, sonra hlcre
sayimi, biyokimyasal inceleme (seker, protein) ve mikrobiyolojik incelemeler igin
ornekler alinmalidir (61).

Menenjitte BOS renginin bulanik olmasi, sekerin disuk olmasi ve pargali
ndveli 16kositlerden zengin pleositoz olmasi temel bulgulardir. BOS normalde
berrak goérinimdedir. Kan glukoz dizeyi normal (70-120 mg/dl) oldugunda
normal BOS/serum glukoz orani 0.6’dir. BOS/kan glukoz oraninin 0.5’den kiguk
olmasi anormal kabul edilir. Bakteriyel menenijitlerde bu deger genellikle 0.3'den
kugukttr. BOS protein duzeyinin 50 mg/dl Gzerinde olmasi anormal kabul edilir.
LP travmatik oldugunda BOS’taki her 1000 eritrosit icin 1 mg/dl protein artisi
oldugu g6z o6nune alinmalidir. Cocuklarda BOS’'ta 0-5 mononukleer hucre
(lenfosit ve monosit) olabilir. Normalde BOS’ta polimorfontkleer I6kosit (PMNL)
yoktur. Bakteriyel menenijitli vakalarin % 90’iInda BOS’ta |0kosit sayisi
100/ml'den, % 65-70’inde 1000/ml’ den fazladir ve PMNL hakimiyeti (total
hiacrenin % 75-95'i PMNL’dir) vardir. Hastaligin erken doneminde lenfosit
hakimiyeti gorulebilir. Viral menenijitli vakalarin % 20-75’'inde de hastaligin erken
doneminde PMNL hakimiyeti goraltr. Yenidogan, ¢ocuk ve erigkinlerdeki normal
BOS bulgulari tablo 9'da gdsterilmistir (62,63).

Bazen hastaligin erken doneminde BOS bulgulari normal olabilir; bu
sebeple supheli durumlarda 12-18 saat sonra yeniden LP vyapilarak
degerlendiriimesi faydali olur. Tablo 10’da menenijitli hastalardaki BOS bulgulari

verilmistir (52).
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Gorinim

Berrak, Su Gibi

Renk Renksiz

Dansite 1.006-1.008

pH 7.31

Hucre sayisi 0-5 Lenfosit/Mm3

Protein Lomber 20-40 Mg/DlI, Sisternal 15-25 Mg/DlI,
Ventrikil 5-10 Mg/Dl

Albumin % 50-55, Gamaglobulin % 8-10, 6 Gunlluge
Kadar Olan Cocuklarda 70 Mg/DlI, 4 Yasina
Kadar Olan Cocuklarda 24-25 Mg/DlI

Glukoz Aclik Kan Sekerinin 1/2-2/3 Kadari. 45-60
Mg/DlI. Diabetlilerde Daha YUksektir

Klorur 113-127 Meq/L

Sodyum 117-137 Meq/L

Potasyum 2.3-4.6 Meqg/L

Kalsiyum 2.3 Meqg/L

Magnezyum 2.2 Meg/L

Ure 8-28 Mg/DlI

Laktik 8-50 Unite/L

dehidrogenaz

Tablo 9 : Normal Beyin Omurilik Sivisinin Ozellikleri

Akut bakteriyel | Viral aseptik Tbc menenjit
Gordnim Bulanik Berrak opakt Berrak opakt
Renk Samani, yesilimsi | Renksiz Ksantokromik
Lokosit sayisi | >1000/mm?° < 1000/mm° < 1000/mm°
Lokosit tipi PMNL Lenfosit Lenfosit
Protein 100-400mg/dl 45-100mg/dl 100-500mg/dl
Glukoz < 40mg/dl Normal < 40mg/dl

Tablo 10: Menenijitli Hastalarda BOS Bulgulari
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Akut bakteriyel menenjitli bir hastada ilk 12 saatte BOS bulanik
olmayabilir. Tuberkdloz menenijitli hastalarin BOS’larini da her zaman
ksantokromik renkte goérmek mumkuin olmayabilir. Bazi aseptik viral menenijitli
hastalarin BOS’unda ilk etapta PMNL'’lerin gogunlukta oldugu gorulebilir. Aksine
listeria, brusella akut bakteriyel menenijitlerinde BOS’ta lenfositler PMNL’lerden
fazladir, gérunum bulanik degildir. Glukoz konsantrasyonu normal kalabilir (62).
BOS alindiktan sonra ilk yapilmasi gereken igslemlerden biri de 1 ml BOS’un
santrifij edilerek tipun dibinden yayma yapilip, Gram boyasi ile boyanmasidir.
BOS’ta bakteri gorinme orani bakteri sayisina baglidir. Direkt boyall
preparatlarda bakteriyi goérme sansi % 50-80 civarindadir. Akut bakteriyel
menenijitli hastalarda BOS’un rutin olarak ekilebilecedi en uygun besiyeri,
cikolata agar veya Thayer-Martin agar'dir. Haemophilus influenzae’nin
Uremesini saglamak igin ayni besiyerine hematin ve nikotinamid igeren
“Haemophilus supplement” eklenmesi vyeterlidir. Inkiibasyonun % 10
karbondioksit iceren ortamda yapilmasi N. meningitidis ve B. abortus’'un
uremesini kolaylastirir, diger bakterilerin Uremesini ise engellemez. N.
meningitidis kolayca otolize ugrayacagindan BOS bekletimeden ekim
yapiimahdir (52). Akut bakteriyel menenijitli hastalarda tim enfeksiyonlarda
oldugu gibi tam kan, idrar, diski ve balgam incelemeleri indirekt olarak taniya
yardimci olur. Bakteriyel menenjitte genellikle I16kositoz ve sola kayma vardir.
Hastalidin ilk 48 saati icinde I6kositoz gorulmeyebilir. Uygunsuz antiditretik
hormon (ADH) salinimi olan hastalarda hiponatremi, serum ozmolaritesinde
azalma, idrarla sodyum kaybinda artma ve yuksek idrar ozmolaritesi gorular.
BOS’ta yapilan 06zel tetkikler Counter immunelektroforez ve lateks partikdl
aglutinasyon testi ile kapsuler polisakkarit antijenlerinin aranmasi, BOS’ta akut
faz reaktanlarinin, LDH ve laktik asit duzeylerinin saptanmasi olarak sayilabilir.
Bir diger 6zel tetkik PZR’dir. PZR 6zellikle kultlir negatif bakteriyel menenjitlerde
etkenin tespiti icin kullanilabilir. Ayirici tanida, viral aseptik menenijit ve
ensefalitler, fungal menenijit, amip meningoensefalitleri, subaraknoid kanama,
intraserebral anevrizma perforasyonu ilk dusunulmesi gereken hastaliklardir.
Ayrica norosifiliz, Lyme hastaligi, MSS belirtilerinin agir seyrettigi tifo,
enfeksiydz mononukleozis, riketsiya enfeksiyonlari akut bakteriyel meneniitleri
taklit edebilir. BOS bulgulari herhangi bir infektif menenjite uymayan hastalarda

serebral l6semik tutulum, menengeal karsinomatozis, glioma sarkoidozis,
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vaskulit, infektif endokarditli hastada septik emboli hatirlanmasi gereken diger
hastaliklardir (63).

2.9.6. Tedavi

Antimikrobiyal ajanlarla menenjitlerin mortalitesinde belirgin dususun
saglanmasina ragmen, morbiditesi bugun igin de ciddi problem olmaya devam
ettigi icin tedaviye erken donemde baslanmasi dnemlidir.

Akut bakteriyel menenjit tedavisinde antibiyotikler intravendz yoldan
uygulanmali, bakterisidal antibiyotikler tercih edilmelidir. Altta yatan hastaligi,
immun yetersizligi olanlarda, travmatik ve postoperatif gelisen menenijitlerde
ampirik tedavide daha genis antibakteriyel spektrum saglayacak antibiyotik
kombinasyonu dugunulmelidir ve BOS’a iyi gectigi bilinen antibiyotikler tercih
edilmelidir. lyi bir menenijit tedavisi igin kullanilan antibiyotigin, tretilen bakteri
icin saptanan minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) degerinin 10-30 kat
konsantrasyonu BOS’ta elde edilebilmelidir. Genel olarak kabul gérmus tedavi
surelerinden dnce tedavi kesilmemelidir (64).

BOS, metilen mavisi ve Gram boyasi ile boyandiktan sonra mikroskopta
gorllen bakteriye gore antibiyotik secimi asagidaki sekilde yapilabilir.
1-Gram pozitif diplokok (S. pneumoniae). Vankomisin+Seftriakson veya
Sefotaksim.
2-Gram negatif diplokok (N. meningitidis): Kristalize Penisilin G veya ampisilin.
Penisilin alerjisi olanlarda kloramfenikol.
3-Gram pozitif basil (L. monocytogenes). Ampisilin (veya Kristalize Penisilin
G)+Gentamisin.
4-Gram negatif kokobasil (H. influenzae): Sefotaksim veya Seftriakson.
5-Gram negatif basil: (Enterobacteriaceae) Seftazidim+Amikasin veya
gentamisin olabilir (65).

Asagida BOS kulturinde Ureyen bakteriye gore antibiyotik secim ilkeleri
verilmigtir:

I- S. pneumoniae: Vankomisin+Seftriakson veya Sefotaksim.
lI-N. meningitidis: Kristalize Penisilin G kristalize veya ampisilin.
llI-H. influenzae: Seftriakson, veya sefotaksim (Ampisilin+kloramfenikol uzun

yillar kullaniimigtir).
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IV-L. monocytogenes: Ampisilin+gentamisin.
V-B grubu streptokok: Ampisilin+gentamisin.
VI-Enterobacteriaceae: Seftriakson veya sefotaksim (alternatif: sefepim,
meropenem).

Akut bakteriyel menenijitin tedavisinde kortikosteroidler kullaniimaktadir.
Kortikosteroidlerin akut bakteriyel menenijitteki kullaniminda amag, subaraknoid
bdlgedeki inflamasyonu 6nleyerek beyin dokusunda olusabilecek zedelenmeyi

engellemek, mortaliteyi ve norolojik sekelleri azaltmaktir (64).

2.10. EFUZYONLU OTITiS MEDIA (EOM)

Eflzyonlu otitis media (EOM) orta kulak boslugunda ser6z veya mukoid
bir sivinin birikmesi sonucu igitme kaybi ile karakterize olan bir hastaliktir.
GUnumuzde EOM’nin etiyopatogenezi tam olarak aydinlatiiamamistir. EOM
gocuklarda Ust solunum vyolu enfeksiyonlarindan sonra en sik gorllen
enfeksiyondur. Gergek insidans agiri tani konulmasina veya taninin gézden
kaciriimasi gibi nedenlerle her zaman dogru olarak saptanamamaktadir. Akut
inflamasyon (Akut otitis media) sonrasinda uygun tedavi almig ¢ocuklarda bile
orta kulak eflizyonu belirli bir sire devam eder, bu nedenle bir sire izlem

gerekir (3).

2.10.1. Etiyoloji

Otitis media (OM); akut otitis media (AOM), efuzyonlu otitis media (EOM)
veya kronik eflzyonlu otitis media (KEOM), kronik supuratif OM (KSOM)
(koleastomali veya koleastomasiz) gibi adlar alabilir. AOM etkenleri siklikla
nasofarinkste kolonize bakterilerden kaynaklanir. Bunlar arasinda en énemlileri;
S. pneumoniae (pnémokok, olgularin % 30-50), H. influenzae (% 20-30) ve M.
catarrhalis (% 10-20)’dir (65). Daha sonra grup A streptokok (yaklasik % 5), S.
aureus (< % 1) ve diger etkenler gelir. Yenidoganda Gram negatif ve grup B
streptokoklar dnemlidir. AOM’ larin % 10-40’inda etken izole edilemedigi icin
bundan viral etkenlerin sorumlu oldugu distunulmektedir. Viral etkenler arasinda
dzellikle Respiratuvar Sinsitial Virus, Rinovirus, Adenovirus, ve influenza virus
onemlidir (66).
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Kronik eflzyonlu otitis media etkenleri AOM ile aynidir ama izolasyon
orani daha dusuktur ve siklik sirasi degiskendir; H.influenzae (% 12-13), M.
catarrhalis (% 6-9), S. pneumoniae (% 6-8) etkendir. Steril veya patojen
saptanamama orani AOM’dan daha yuksektir (% 25-66). KSOM ; perfore kulak
zarindan 6 haftayr gecen purulan akintiyla karakterizedir. Drenaj mikrobiyolojisi,
siklikla polimikrobik olup Gram negatifler 6n plandadir. Pseudomonas spp (%
64), S.aureus (% 18 ), anaeroblar (% 33-70), izole edilebilir. Anaeroblarin AOM,
OME, KEOM ve KSOM patogenezindeki rolleri kesin belilenmemistir (67) .

2.10.2. Epidemiyoloji

AOM’ye en sik 3 ay- 3 yas arasi ¢ocuklarda rastlanmaktadir; 7 yasina
kadar % 84 bir kez AOM gegirilir. Olgularin 1/3’Gnde birden fazla atak meydana
geldigi belirlenmistir (3).

OM tanilarinin gogu AOM seklindedir. Bebek ve kiguk gocuklarda risk en
fazladir, pik donem 6-13 aylar arasidir, insidans 6 yastan sonra azalir. Stk OM
geciren ¢ocuklarda (6 yasina kadar 6 ve Uzerinde atak) otite meyilli (otitis prone)
tanimlamasi yapilmistir. Orta kulak efizyonu, AOM atagindan sonra gocuklarin
% 40''nda 4 hafta, % 10'unda 3 ay persiste eder. insidansi arttiran risk
faktorleri; erkek cinsiyet, yarik damak veya diger kraniofasiyal anomalilerin
mevcudiyeti, kres-yuva gibi kalabalik ortamlarda bulunma, pasif sigara igimi,
anne sutu almama, ailede (kardegler veya ebeveyn) OM o&ykusu varligi
sayilabilir (Tablo 11). Ust solunum yolu enfeksiyonu ataklari (viral veya
bakteriyel), AOM riskini arttirdigi icin Ust solunum yolu enfeksiyonlarinin sik
goraldugu kis mevsimlerinde OM riski artar. Viral etiyolojiyle komplike olmus
bakteriyel otitlerde semptomlar daha uzun devam etmektedir (68).

Gelismis Ulkelerde toplum sagligi ve Ulke ekonomisi Uzerindeki etkileri
g6z onune alinarak EOM prevalansi ve risk faktorleri ile ilgili yapilan
¢alismalarda EOM’lu g¢ocuklarin oraninin % 14 ile % 40 arasinda degistigi
bildiriimektedir. Ulkemizde bitiin tlke ¢apinda EOM prevalansini gdsteren ya
da kumdlatif insidans bildiren c¢alismalar mevcut dedildir. Ancak yapilan
calismalarda EOM prevalansi % 11.2 ile % 18.3 arasinda degismektedir
(67,69).
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Dogumda Mevcut Risk Faktorleri | Edinsel Risk Faktorleri

Kraniofasyal anomali Allerji
Ostaki tiip anomalisi Anne sttt almama/biberonla besleme
Ailede rekirren AOM 6ykusu Kres/yuva vs gidisi
immun yetmezlik ik atagin erken gegirimesi
Erkek cinsiyet Ostaki tiip disfonksiyonu
Solunum yolu viral enfeksiyonu
Kardes sayisi

Pasif sigara i¢imi

Tablo 11: EOM Risk Faktorleri

2.10.3. Patogenez

AOM veya rekurren OM insidansinin artigl; Ozellikle Ostaki tubu
disfonksiyonu ve rekidrren solunum yolu enfeksiyonuna duyarliidin arttigi
durumlar olmak Uzere, bircok faktorin kombinasyonuna baglidir. Cocuklarda
Ostaki borusu daha kisa, daha horizontal ve nazofarengeal yerlesimlidir.
Adenoid vejetasyon veya viral enfeksiyonlar sirasinda gegici gelisen
nazofarengeal lenfoid hiperplazi dstaki agzini mekanik olarak tikar. Adenoidit;
ddem ve enfeksiyonun yayilabilmesi acgisindan da risk olusturabilir. Ostaki
borusunun saglikli galismasi orta kulak saghgi agisindan ¢ok énemlidir. Ostaki
borusu; istirahatte normalde kapali olup, yutkunma ile M. tensorveli palatini
kasinin yardimiyla agilir. Ostaki borusu normalde nazofarengeal sekresyonlarin
orta kulaga ulasmasini engeller, ayrica orta kulak sekresyonlarinin
nazofarenkse iletilmesini (drenajini) saglar ve orta kulak havalanmasinin
atmosfer ile dengelenmesine yardimci olur. Ostaki borusunun mekanik veya
fonksiyonel obstruksiyonu, orta kulakta negatif basing ve tip disfonksiyonuna
yol agar. Mekanik obstruksiyon; allerji, enfeksiyona bagli 6édem gibi faktorlere
bagl olarak intrensek olabilir veya adenoid veya enfeksiyona bagli lenfoid
hiperplazi gibi faktdrlere badli olarak ekstrensek olabilir. Fonksiyonel
obstruksiyon; Ozellikle kiguk bebek ve ¢ocuklarda sik olup, tipun gerginligini
saglayan kartilajin yeterince gelismemesine baglidir, ayrica kafa kaidesi ve
yarik damakla birlikte giden malformasyonlarda o6staki tubuntn fonksiyonu

etkileyen kaslardaki sorunlar nedeniyle fonksiyonel obstruksiyon gelisebilir (66).
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Negatif basing devam ederse transtda niteliginde orta kulak efizyonu
geligir. Efuzyonun nazofarenkse drenaji, mukosilyer aktivitenin bozuklugu ile
veya artan orta kulak negatif basinciyla iligkili olarak inhibe olabilir. Tup
inkomplet tikali ise, nazofarenksten orta kulaga sekresyon reflisu olabilir. Bu
refluyld kolaylastiran etkenler arasinda; timpanik membranda delik veya tup
varligina bagl reflt, negatif orta kulak basincina bagl aspirasyon veya aglama,
burun ¢ekme, hapsirma veya burun tikali iken yutkunma gibi durumlardaki
havanin orta kulakta artmasi sayilabilir. Pasif sigara icimi; respiratuvar epitele
irritan etki, silyer fonksiyon inhibisyonu gibi etkilerle risk olugturabilir. Allerjisi
olan ¢ocuklardaki OM insidansinin non-allerjiklerle benzer bulunmasina ragmen
alerjinin bireysel bazda kolaylastirici etkileri olabilir. immunolojik immaturite

Ozellikle kugcuk bebeklerde kolaylastirici bir faktor olabilir (70).

2.10.4. Klinik

iIk sikayet devamli ve ciddi kulak agrisidir. Isitme kaybi olabilir.
Cocuklarda ateg, bulanti, kusma ve ishal meydana gelir. Birlikte USYE, 6 aydan
kuguklerde bronsiolit ve pndmoni gorilebilir. Ates, 40.5°C’ye kadar yuUkselebilir
(% 30-60 olguda ates olmayabilir, 6zellikle iki aydan kiguk gocuklarda atese sik
rastlanmaz). Sut gcocugu ve kuguk gocukta bulanti, kusma, ishal, irritabilite, asiri
aglama yakinmalari vardir. Timpanik membran eritemli ve disa dogru sigkinlik
yapar; anatomik sinirlar belirsizlesir. Timpanik membranin spontan
perforasyonunu sonunda kanli, serosangindz veya purulan otore gorulur (39).

Otitis Media, orta kulak ve temporal kemigin havali bosluklari ile ostaki
borusunu kaplayan mukozanin enfeksiyonudur. Orta kulak ve bunun ile irtibat
halinde bulunan bogluklarin enfeksiyonu ile karakterize olan pek ¢ok klinik tablo
vardir ve bu tablolar zaman iginde birbirine donusebilirler. Hastaligin baslangi¢
tarzina ve suresine gore OM' leri akut, subakut ve kronik olarak siniflandirmak
mumkunddar:

1- Akut

Ani olarak baglayan ve 3 hafta iginde sonlanan OM' ler akut otitis media
olarak tanimlanir. AOM’nin evreleri; Hiperemi, eksudasyon, supurasyon,

rezollsyon, koalesans ve mastoidit ve komplikasyondur.
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2- Subakut

Uc¢ hafta ile (i¢ ay arasinda devam eden OM' lerdir. Ug hafta icinde
iyileflemeyen AOM'’ler, AOM atagi sonrasinda devam eden orta kulak
eflizyonlari bu grupta degerlendirilir.

3- Kronik

Orta kulak ve bagh booslularinin mukozasinin, U¢ aydan daha fazla
devam eden enfeksiyon ve enflamasyonlarini ifade eder. Kronik OM' ler iki ana
gruba ayrilir:

a) Kronik Sdpuratif OM (KOM): AOM atagi sonrasinda ortaya ¢ikan
perforasyon ve enfeksiyon-enflamasyon bulgularinin G¢ aydan daha fazla
devam etmesidir.

b) Kronik Eftizyonlu OM (SOM): AOM atagi sonrasinda veya AOM atag

olmaksizin olusan efuzyonun U¢ aydan daha fazla devam etmesidir (23).

2.10.5. Tani

Pnémotik otoskopla yapilan muayenede, timpanik membranin hiperemik,
bombe, mat ve hareketsiz gértilmesiyle tani konulur. Pnémotik otoskopun, AOM
tanisinda sensitivitesi % 90, spesifisitesi yaklasik % 80’dir (68,71). Pnomotik
otoskopi etkili olarak kullanilamiyorsa timpanometriden, timpanik membran
kompliansini d6lgmek ve orta kulakta sivi varhigini goéstermek amaciyla
yararlanilabilir (70). AOM’nin mikrobiyolojik tanisi; orta kulaktan timpanosentez
ile alinan sivinin kdltdrintn yapiimasidir. Uygun antibiyotik tedavilerine 1srarla
yanit vermeyen olgularda, ¢ok siddetli ve toksik tablonun varliginda, mastoidit
gibi supuratif komplikasyonlarin varliginda, yeni doganlar ve bagigik yetmezlikli
hastalar gibi etkenin kestirilemedigi durumlarda timpanosentez yapiimasi
onerilir (61).

GUnumuzde EOM’den sorumlu etkenlerin izole edilmesinde molekuler
biyolojik yontemler kullaniimaktadir. Multipleks, Nested, PZR ve hibiridizasyon
yontemlerinden faydalanilarak EOM’nin major etkenleri olan H. influenzae, S.

pneumoniae ve M. catarrhalis saptanabilmektedir (16,17,72,73,74).
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2.10.6. Tedavi

Medikal tedavide, en onemli faktor antibiyotiklerdir. Oral amoksisilin
oncelikle segilecek ilagtir. Tedaviye cevap alinamamasi durumunda sefuroksim
aksetil, sefaklor, klaritromisin, sulbaktam-ampisilin, amoksisilin-klavulanat
verilebilir. Tedaviye 10 gun devam edilmeli ve iyilesme acisindan kontrol
yapiimahdir. Oral veya topikal dekonjestan veya antihistaminikler medikal
tedavide kullaniimaktadir. Analjezik ilaglar da kullanilir (3).

Cerrahi tedavide, Akut otitis medianin kapali bir boslukta abse
bulgularina sahip oldugu duslunulerek, eksudasyon safhasinda purilan
materyalin drenajini saglamak icin parasentez yapilmalidir. Ayrica medikal

tedaviyle dizelmeyen ve immun yetmezIigi olan kisilere de uygulanabilir (67).

2.10.7. Korunma

lyi beslenme (st cocuklugu déneminde anne sitiinin yeterli sire
verilmesi), uygun agiz hijyeni, USYE’nin uygun tedavisi ve evde sigara
icilmemesi EOM’den korunmada ilk basamaklari olusturmaktadir. immun
yetmezligi olanlara profilaktik antibiyotik; amoksisilin, 10-20 mg/kg/gin verilir. Ik
yasta iki atak veya alti ayda Ug¢ atak veya bir yilda dort atak varsa 20 mg/kg
amoksisilin gunde bir kez veya sulfisaksazol 50 mg/kg yararl olabilir. Hib
polisakkarit asisi, proteinle birlestiriimis S. pneumoniae asisi ve sonbahar

aylarinda influenza agisi1 uygulanmasi yararli olmaktadir (42).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Galisma Grubu ve Ornekler

Calismamizda, Mersin Universitesi Tip Fakdltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi kliniklerinden (Kulak-Burun-Bogaz AD, Klinik Bakteriyoloji ve
Enfeksiyon Hastaliklari AD ve Cocuk Sagligi ve Hastaliklari AD) Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina gonderilen 117 BOS ve ortak kulak

eflizyonu 36 drnek incelenmigtir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Geregler

e Otomatik Pipetler
o Tek kanalli 20 pl, 200 pl ve 1000 ul lik Eppendorf (Eppendorf
Reference, Germany) marka pipetler, kullanildi. Steril pipet ucu
olarak 2 ul, 10 ul, 200 pl ve 1000 upllik filtreli plastik pipet
(Eppendorf Reference, Germany) ugclari kullanildi.
e Thermal Cycler
o PZR islemlerinin yapilmasinda programlanabilen Ust kapak
Isitmali otomatik thermal cycler (Eppendorf, Mastercycler Gradient
22331, Germany) kullanildi.
o Elektroforez Tanki ve Gii¢ Kaynagi
o Agaroz jel elektroforez (Biometra) islemlerini gerceklestirmek
amaciyla kullanildi.
e Jel Goriintuleme ve Analiz Sistemi
o UV transliminatorlu  (Salubris-technica)  bilgisayarh  jel
dokimantasyon sistemi elde edilen jeldeki bantlarin
goruntilenmesinde kullanildi.
e Hassas Terazi

o Kimyasal maddelerin tartiminda hassas terazi (Scaltec) kullanildi.
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Vorteks (Mekanik Karistirici)
o PZR islemleri sirasinda o6rneklerin ve PZR komponentlerinin
karistirilmasi icin Vorteks (Nuve) cihazi kullanildi.
Sogutmali Santrifij
o Orneklerin santriflij edilmesi ve PZR islemleri sirasinda santrifij
isleminin gerekli oldugu durumlarda ¢ozelti ve karisimlarin
cOkturilmesi amaciyla sogutmali santrifij cihazi (Hettich)
kullanildi.
inkiibatér
o Ekimi yapilan besiyerlerinin inkiibasyonu igin inkiibator (Memmert)
kullanildi.
Otoklav
o Besiyerlerinin ve solusyonlarin sterilizasyonu igin otoklav (Nuve)
kullanildi.
Steril laminar akimh glivenlik kabini
o Ekimlerin, besiyerlerinin steril bir bi¢cimde hazirlanmasi, ayni
sekilde DNA ekstraksiyonu, PZR ve kesim reaksiyonunun steril bir
ortamda gergeklestirilebilmesi igin steril laminar akimli glvenlik
kabini (Heraeus, Germany) kullanildi.
Benmari
o Ben-mari (Memmert), DNA ekstraksiyonunda ve hazirlanan
solUsyonlarin isi ile ¢ozllmesinde kullanildi.
Mikroskop
o Gram boyama ile vyapilan preparatlarin incelemesi 1sik
mikroskobunda (Olympus) yapildi.
Mikrodalga Firin
o Elektroforezde kullanilan agarozun tampon sollsyonu igerisinde
eritimesinde mikrodalga firin (Beko, MD 1500) kullanildi.
Derin Dondurucu
o DNA ekstraksiyonu, PZR ve kesim sonucu elde edilen drneklerin

saklanmasi igin derin dondurucu (- 20 °C, Ugur, 2005) kullanildi.
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3.2. Orneklerin Kiiltiirii ve identifikasyonu

3.2.1. BOS Kiilturu

BOS oOrnekleri steril tUp igerisine alindiktan sonra laboratuara
génderilmistir. Gelen érnekler kanli ve cikolata agara inokiile edildi. Orneklerin
geri kalan kismi molekuler analizlerde kullaniimak Uzere steril ependorfa
alinarak — 70 C” de saklandi. Ekim yapilan petriler 24—48 saat sireyle 37 °C’

de hem aerob ortamda hem de % 5 CO’li ortamda inktbe edildi.

3.2.2. Orta Kulak Eflizyonu Kultiiru

Orta Kulak Efuzyonu o6rnekleri, steril tlp icerisine alindiktan sonra
laboratuvara gonderildi. Gelen o&rnekler, kanh ve c¢ikolata agara ekildi.
Orneklerin geri kalan kismi, molekuler analizlerde kullaniimak Gzere, 0,5 ml
steril serum fizyolojik ile slispanse edilerek steril ependorfa alinip ve — 70 C® de
saklandi. Ekim yapilan petriler, 2448 saat sireyle 37 °C'’de hem aerob

ortamda hem de % 5 CO5'li ortamda inkiibe edildi.

3.2.3. identifikasyon

identifikasyonda, H. influanzae ATCC 49247 susu kontrol olarak
kullanildi. Ureme olan kiiltiirlerdeki stipheli kolonilere Gram boyama yapildi.
Gram negatif kokobasiller, serum fizyolojikte sispanse edildikten sonra X ve V
faktor disklerinin yerlestirildigi ¢ikolata agara ekildi. S. pneumoniae
identifikasyonunda, Gram boyama yapildi. Gram pozitif diplokoklar, serum
fizyolojikte stuspanse edildikten sonra % 5 koyun kanli agara ekildi. Kalttr pozitif
orneklere Optokin testi yapilip, optokine duyarli érnekler S. pneumoniae olarak

tanimlandi.
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3.2.4. Bakteriyolojik Tani igin Kullanilan Besiyerleri ve Boyalar:

3.2.4.1. Kanh Agar (Biomerieuks 825273801):
Bu besiyerinin icerigi asagidaki sekildedir.

Distile su 1L

Blood agar 40 g

Kan 40ml (Besiyeri otoklavlanip 42 °C’ye geldikten sonra
eklenir)

3.2.4.2. Thayer Martin Agar (Fluka 1152133):

Bu besiyerinin icerigi asagidaki sekildedir.

Proteaz pepton 15¢g
Bugday nisastasi 19
K2HPO4 49
KH,PO4 19
NaCl 59
Agar 10g
Saf su 500 mi

Thayer-Martin Supplement | (Fluka 44051)

Vankomisin 1,59
Colistin methane sulphanate 3,75 mg
Trimethoprim 2,5mg
Niyastin 6250 Unite

Thayer-Martin Supplement Il (Fluka 90541)

Vitamin B12 0,1 mg
L-Glutamin 100 mg
Adenin sulfat 10 mg

Guanin hidroklorid 0,3 mg

Paraaminobenzoik asit (PABP) 0,13 mg
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L-Sistein 11 mg

NAD (Koenzim) 2,5mg
Kokarboksilaz 1mg
Ferrik nitrat 0,2 mg
Tiyamin Hidroklorid 0,03 mg
Sistein Hidroklorid 259mg
Dekstrose 19
Distile su 10 ml

3.2.4.3. Gram Boyama

Gram boyamada kullanilan kimyasallar ve igerikleri asagida verilmistir.

Kristal Viyole (Merck ZC255240)

Kristal viole 20 g
Amonyum oksalat 849

% 96 Etil alkol 200 ml
Saf su 800 mi
Lugol

Stok Lugol

iyod (Merck B962361) 59
Potasyum iyodur (Merck B339840) 109
Saf Su 100 ml
Sulu Fuksin

Bazik fuksin (Merck ZC262337) 2ml
Distile su 18 ml
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3.2.5. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin Fenol-Kloroform yontemi kullanildi (75)

a)

b)
c)
d)

e)

f)

g)

h)

)

Bunu icin 1,5 ml’lik steril eppendorf tuplere;

e 100 ul 6rnek (BOS/orta kulak efuzyonu 6rnegi)

e 300 ul lizis buffer

e 0,5 ul proteinaz K eklenmistir (stok 100 mg/ml).

e Benmari'de 56 °C’ de 4 saat inkiibasyon yapildi.
Toplam hacmin iki kati fenol-kloroform ¢dzeltisi eklendi.
+ 4 °C’de 30 dakika bekletildi.
Karisim + 4 °C’de 15.000 rpm’de 15 dakika sireyle santrifiij edildikten
sonra supernatant steril bir eppendorfa aktarildi.
Supernatant Uzerine hacmin iki kati fenol-kloroform eklenerek
vortekslenip, + 4 °C’de 30 dakika bekletildi ve 15.000 rpm'de 15
dakika sureyle santrifuj edildi.
Supernatant steril bir eppendorfa aktarilip ve hacmin iki kati kloroform
eklendi. Alt-Ust edilip karistirildiktan sonra 4 °C’de 15.000 rpm’'de 15
dakika sureyle santrifuj edildi.
Supernatant steril bir eppendorfa aktarilip Gzerine 1000 ul etil alkol
(%99’luk) eklenmistir ve 1 gece — 20 °C’de bekletildi.
— 20 °C’den cikarilan ornekler 4 °C’de 15.000 rpm’'de 15 dakika
sureyle santrifuj edildi.
Etil alkol iceren supernatant atiip DNA pelleti 37 °C’de kurumaya
birakildi.
Kuruma islemi bittikten sonra sediment Uzerine 25 pl steril distile su
eklenerek slUspanse edilip, ektraktlar PZR isleminde kullaniimak

Uzere — 20 °C’de muhafaza edildi.
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3.2.5.1. DNA izolasyonu igin Kullanilan Kimyasallar

e Sivi Fenol (Sigma- 125K0707) :

e Proteinaz-K (10mg/ml): Hazir olarak alinan liyofilize 10 mg
Proteinaz-K (Sigma) 1 ml steril distile su ile ¢ozulerek 10
mg/ml’lik konsantrasyona getirildi. 50 ul’lik porsiyonlara ayrildi.
-20 °C’de saklandi.

e Fenol-Kloroform (100ml igin): 1:1 olacak sekilde 50 ml fenol
ve 50 ml kloroform karigtirildi. Karisim ekstraksiyon isleminin
gerceklestirilecedi gun hazirlandi.

e % 70’lik etil alkol ( 100 ml i¢in): 70 ml absolu etil alkol 30 ml
distile su ile karistirildi ve +4 °C’de saklandi.

e % 95’lik etil alkol (100 ml i¢in): 95 ml absolu etil alkol 5 ml

distile su ile karistirildi ve +4 °C’de saklandi.

3.2.5.2. Elektroforetik Analiz Sollisyonlari

a) 10 X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Stok solisyonu
e 108 g Tris-base(Sigma T-1503, USA) (0,9 M)
e 55 g Borik asid (Merck 2993665, USA) (0,9 M)
e 8,39 EDTA (Sigma E-6788, USA) pH 8,0 (20mM)
e Distile suile 1000 ml'ye tamamlandi.
e Manyetik karistiricida ¢ozllerek pH 8,0’e ayarlandi.

e Otoklavda sterilizasyon yapilarak oda isisinda saklandi (75).

b) 1X TBE (Caligsma solisyonu)
e 100 ml 10 X TBE Uzerine, 900 ml distile su eklendi.

e Elektroforez tankina konularak kullanildi.
c) Etidiyum Bromid Soliisyonu (10mg/ml)

e 0,1 g Etidiyum bromid (Sigma E-9884, USA) 10 ml distile su

icinde ¢ozulda.
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e Isiga hassas oldugu igin aliminyum folyo ile sarilarak + 4 ° C’

de saklandi.
d) Yukleme tamponu (6X) (86):
e 1XTBE

e % 40 Sukroz (Sigma S-7903, USA)
e % 0,025 Brom fenol mavisi (Sigma B-0126, USA) .
e) Bromtimol mavisi:
e 0,4 gr bromtimol (Merck 64271, Darmstad, Germany) mauvisi

100 ml distile su igerisinde ¢ozuldu.

3.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Teknigi

PZR ile forward ve reverse primerler kullanilarak H. influanzae’ya ait gen
bdlgesi ¢ogaltildi. PZR kosullarinin standardizasyonu amaciyla 6n denemeler
yapildi. PZR karigimi kontaminasyonun o©nlenmesi amaciyla steril, temiz
kabinlerde hazirlandi. PZR karisimi 50 ul olacak sekilde steril distile su, tampon
(1X) (promega), MgCl, (2.5 mM) (promega), dNTP (200 ul) (promega), primerler
(Forward (HI-I): 5V ACT TTTGGC GGT TAC TCT GC 3’, Reverse (HI-ll): 5V
TGT GCCTAA TTT ACC AGC AT 3’), Taq polimeraz (2.5 U/ul) (Promega) ve
ekstrakte edilen DNA’ si konularak hazirlandi (76). Amplifikasyonda kullanilan
PZR programi Tablo 12’de verilmigtir.

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) | Siire (dakika) | Déngii Sayisi
ilk Denatiirasyon 94 5 1
Denatiirasyon 94 1 35
Primer Baglanmasi 56 1

Zincir Uzamasi 72 1,5

Son Uzatma 72 5 1

Tablo 12: PZR Programi

PZR ile ¢ogaltilan bolgelerin amplifikasyon Urlnleri % 2’lUk agaroz jele

yiiklenerek elektroforez yapildi. Ornekler agaroz jelde yriitiilerek elde edilen
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bant uzunluklari molekuler agirlik markera goére pozitif ve negatif kontrollerle

karsilastirilarak identifikasyon yapildi.

3.2.7. Elektroforez

PZR programi tamamlandiktan sonra amplifiye olan bdlgeler % 2’lik
agaroz jelde analiz edildi. % 2’lik agaroz jel icerisine 0,5 mg/ml etidiyum bromur
eklendi. Daha sonra, PZR reaksiyonu UrlUnlerine 6X yukleme tamponundan 1/5
oraninda (1 hacim yUkleme tamponu, 5 hacim PZR reaksiyonu urinu) eklendi.
Ornekler agaroz jele yiiklendikten sonra 100 mA, 70 Voltta 35 dakika
elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonucu, UV transliminatorli (Salubris-
technica) bilgisayarli jel dokumantasyon sistemi ile fotografi c¢ekilerek
yorumlandi. Primerlerin ¢ogalttigi bodlge 273 b¢’lik olup, beklenen bant
uzunlugu, molekuler marker (Roche’dan DNA 100 base pair ladder (katalog

no:1721933) yardimiyla yorumlandi.

273 bp

Sekil 1: Elektroforez GoruintlsU

52



4. BULGULAR

Mersin Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
laboratuarina, EOM tanisi konan hastalardan alinan 36 orta kulak efizyonu
ornedi ile menenjit Ontanisi alan hastalardan alinan 117 BOS 0rnegi
calismamiza dahil edildi.

Caligilan 153 hastanin 80'i erkek (% 52,3) ve 73’0 (% 17,7) kadindir. 117
BOS 6rnegdinin 60’1 (% 51,3) erkek ve 57’si (% 48,7) kadindir. 36 OKE 6rneginin
ise 20’si (% 55,6) erkek ve 16’s1 (% 44,4) kadindir (Sekil 2).

60+

50+

401

O Erkek
= O Kadin

30

20

10

BOS OKE

Sekil 2: Cinsiyete Gére Orneklerin Dagilimi

153 hastanin yaslari 1-87 arasinda olup yas ortalamasi 19,91 olarak
bulundu. 117 BOS 06rneginin yaslan 1-87 (ort: 19,64) ve 36 OKE Orneginin
yaslari 2-55 (ort: 20,78) arasindadir.

153 6rnegin 69'u (% 45,1) Cocuk Saghg! ve Hastaliklari AD, 1’i (%0,7)
Psikiyatri AD, 25’i (% 16.3) Klinik Bakteriyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari AD,
13’0 (% 8.5) Acil Tip AD, 7’si (% 4.6) Noroloji AD, 2’si (1.3) Norosirurji AD, 28'i
(% 18.3) Kulak-Burun-Bogaz AD ve 8'i (% 5.2) Mersin Devlet Hastanesi’nden
alindi. 117 BOS 6rneginin 69’u (%59,0) Cocuk Sagligi ve Hastaliklari, 1'i (%0,9)
Psikiyatri AD, 25’i (%21,4) Klinik Bakteriyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari AD,
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13’0 (% 11.1) Acil Tip AD, 7 (% 6 ) Noroloji AD, 2 (% 1.7) Norosirurji AD’dan
alindi. 36 OKE o6rneginin ise 28'i (%77,8) Kulak-Burun-Bogaz AD’dan ve 8'i (%
22,2) Devlet hastanesinden alind1.

153 6rnegin 11'i (%7,2) Ocak, 18'i (%11,8) Subat, 18'i (% 11.8), 12’si (%
7.8) Mart, 21’i (% 13.7) Nisan, 7’si (% 4.6) Mayis, 9'u (% 5.9) Haziran, 4’'U (%
2.6) Temmuz, 1’i (% 0.7) Agustos, 15'i (% 9.8) Eylul, 12’si (% 7.8) Ekim, 16’si
(% 10.5) Kasim, 27’si (% 17.6) Aralik aylarinda toplandi. BOS ve OKE

orneklerinin aylara dagilimi tablo 13’de verilmigstir

Grup Ay Frekans | Yiizde (%) | Grup Ay Frekans | Yiizde (%)
BOS | Ocak 6 5.1 OKE | Ocak 5 13.9
Subat 9 7.7 Subat 9 25.0
Mart 7 6.0 Mart 5 13.9
Nisan 18 15.4 Nisan 3 8.3
Mayis 7 6.0 Temmuz 3 83
Haziran 9 7.7 Eylil 3 8.3
Temmuz 1 0.9 Ekim 2 5.6
Agustos 1 0.9 Kasim 4 11.1
Eylil 12 10.3 Aralik 2 5.6
Ekim 10 8.5
Kasim 12 10.3
Aralik 25 21.4
Toplam 117 100.0 Toplam 36 100.0

Tablo 13: Orneklerin Aylara Gére Dagilimi

117 BOS drneginden, 43’Une (% 36,8) Menenijit disi tanilar konmustur.
Menenijit tanisi konulan 74 hastanin 41’inde (% 55,4) hi¢bir Greme olmadi. Diger
orneklerden ise 3'Unde (% 4,1) H. influenzae, 11’inde (%14,9) M. tuberculosis,
4’inde (% 5,4) S. pneumoniae, 1'inde (% 1,4) Metisiline Direncli S. aureus

uredi. Ayrica BOS o6rneklerinin 14’ne (%18,9) aseptik meneniit tanisi kondu.
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O M. tuberculosis
m Viral

O S. pneumoniae
O H. influenzae
W S. aureus

@ Ureme yok

Sekil 3: BOS Orneklerindeki Etkenlerin Dagilimi

4.1. Kiiltur ve PZR Sonuglari:

Bu calismada 117 BOS o6rneginin 3’Unde (% 2.5) H. influenzae uredi.
BOS o&rneklerinin 117’sinin 3’4 hem kdltir hem PZR pozitif bulunurken
orneklerden 1’i kultirde negatifken PZR’de pozitif olarak saptandi. Ayrica
orneklerin 113’0 kultir ve PZR’de negatif olarak bulundu. Kuiltarin pozitif,
PZR’nin negatif oldugu 6rnek saptanmadi.

36 orta kulak eflzyonu Orneginin higbirinde Ureme olmadi. Ancak
orneklerden 1'i PZR’de pozitif (H. influenzae) olarak saptandi. 35 orta kulak
eflizyonu 6rnegi kultar ve PZR’de negatif olarak bulundu.

Capraz tablolardan vyararlanarak BOS orneklerinin  kiltir ve PZR
sonuglari karsilagtinidiginda PZR’nin duyarlihgr % 100, 6zgullugu % 99.12,
Pozitif Kestirim Degeri (PKD) % 75 ve Negatif Kestirim Degeri (NKD) % 100
olarak hesaplandi.

Orta kulak eftizyonu drneklerinin higbiri klltirde Gremedi ancak 1 6rnek
PZR ile pozitif olarak bulundu ve orta kulak efuzyonu drneklerinde PZR’nin

O6zgulligu % 97.22 olarak saptandi.

BOS ve orta kulak efiizyonu orneklerinde kulturlerde elde edilen ¢alisma

digi etkenlere tablolarda ve istatiksel hesaplamalarda yer verilmedi.

55



Sekil 4: Kultur ve PZR Sonuglari

Kultiir .
Duyarlilik tlliik PKD NKD
Pozitif | Negatif | Toplam tyaril Ozgulld
Pozitif 3 1 4 100,00 99,12 75,00 100,00
BOS |Negatif| 0 113 113 (30,48- (95,19— (20,34— (96,76—
Toplam| 3 114 117 100,00) 99,85) 95,88) 100,00)
o Pozitif | 0 1 1 97,22 0,00 100,00
S| OKE |Negatif| 0 35 35 - (85,42— (0,00— (89,90—
Toplam| 0 36 36 99,54) 83,45) 100,00)
Pozitif 3 2 S 100,00 98,67 60,00 100,00
TOPLAM |Negatif | 0 148 148 (30,48— (95,26 (15,40 (97,51
Toplam| 3 150 153 100,00) 99,80) 93,51) 100,00)
Tablo 14: Kultar ve PZR Sonuglari
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Sekil 5: Cikolata AgardaUreyen Haemophilus Kolonileri.

Sekil 6: Mueller-Hinton’da XV Disklerinin Etrafinda Ureyen Haemophilus influenzae Kolonileri.
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Calisma grubunun demografik 6zelliklerinin sunumunda tim drnekler igin ve
BOS ile OKE gruplari icin ayri ayri olmak Uzere tanimlayici istatistikler
hesaplandi. Demografik 6zelliklerin sunumunda slrekli degiskenler igin
minimum, maksimum degerler ve ortalama * standart sapma kullanildi.
Kategorik verilerin 6zetlenmesi amaciyla ise frekans ve yuzdeler tablo halinde
verildi. Kultir ve PCR yontemlerinin karsilastirilmasinda c¢apraz tablolardan
yararlanildi. Capraz tablolardan yararlanarak Duyarlilk (Sensitivity), Ozgullik
(Specificty), Pozitif Kestirim Degeri (Positive Predictive Value, PPV) ve Negatif
Kestirim Degeri (Negative Predictive Value, NPV) hesapland. istatistik analizler
MedCalc v.10.0.1 ve SPSS v.11.5 paket programlari kullanilarak yapilmistir.
Grafik cizimlerinde ek bir ara¢c olarak Microsoft Office Standard Edition for

Students and Teachers, Microsoft ® Office Excel 2003 modulunden yararlanildi.
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5. TARTISMA

Vucutta blyuk yikimlara yol agan bakteriyel menenijit gibi hastaliklarda,
mortalite ve morbiditeyi dnlemek igin, erken tani ve tedavinin 6nemi buyuktir.
Menenijitlerin tanisi igin birgok yontem gelistiriimistir. Semptom ve klinik bulgular
tanida 6nemli olmakla birlikte, BOS’un rutin biyokimyasal ve mikrobiyolojik
tetkikleri taniy1 koydurabilir. Ancak bazen BOS’un rutin tetkikleri tani igin yeterli
olmayabilir. Bu nedenle, BOS’un molekller biyolojik yodntemlerle de
degerlendiriimesi gerekmektedir (51). Menenijit olusturan etkenler; bakteriler,
virisler, mantarlar, spiroketler, riketsiyalar, protozoa, helmintler ve diger
etkenler olabilir. Akut bakteriyel menenijit olgularinin, % 80-85 kadarindan S.
pneumoniae, N. meningitidis ve H. influenzae sorumlu olmasina karsin, belli
yaslarda ve bazi durumlarda etkenlerin gorulme sikhidi degisir. Yeni doganlarda
B grubu Streptekoklar, menenijitin birincil etkeniyken, 3—15 yas arasinda en sik
H. influenzae, 15 yas Uzerinde ise S. pneumoniae yer almaktadir (52).

Cocukluk cagi orta kulak hastaliklar arasinda, sik gorulen ve genel
anlamiyla orta kulakta sivi toplanmasiyla karakterize olan, eflizyonlu otitis
media’nin etiyolojisi, patogenezi, tani ve tedavisi ydonunden hala tartismaya agik
pek c¢ok yonu bulunmaktadir. Cocukluk c¢aginin en sik isitme kaybi
sebeplerinden biri olan EOM’nin, gerek medikal gerek cerrahi tedavisi,
sosyoekonomik agidan onemli olup, yeni tedavi protokolleri, dzellikle asi ile
onleme gibi girisimlere her gegen gun ilgi artmaktadir. EOM’den sorumlu olan
veya patogenezde rol oynayan mikroorganizmalarin, prevalansi hakkinda
edinilecek bilgiler, en uygun antibiyotigin secilmesine ve dolayisiyla cerrahi
gerektiren komplikasyonlarin azaltiimasina yardimci olabilecektir (3).

GUnumuzde, gerek Kkuiltir gerekse PZR gibi ydntemlerle, EOM
mikrobiyolojisi ile ilgili epidemiyolojik c¢aligsmalar icin 6nemli sonuglar elde
edilmigtir  (16). Onceden enfeksiydz kabul ediimeyen, bu hastaligin
etyopatogenezi, kultir yontemleriyle orta kulak eflzyonlarinda % 20-30
arasinda Ureme saptanmasiyla buylk oranda aydinlatiimigtir (17). Molekuler
biyolojik yontemler icerisinde yer alan, PZR’'nin OKE’de bakteriyel DNA'yI
saptama oranlari % 75’e kadar c¢ikmistir. Kultur ve PZR ile orta kulak
eflzyonunda en sik saptanan patojenler H. influenzae basta olmak Uzere S.

pneumoniae ve Morexella (Branhamella) chatarrhalis’tir (73).
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Bu ¢alismada 117 BOS 6rneginden, 43’Une (% 36,8) Menenijit digi tanilar
konmustur. Menenijit tanisi konulan 74 hastanin, 41’inde (% 55,4) hi¢bir Greme
olmamigtir. Diger 6rneklerden ise 3'Unde (% 4,1) H. influenzae, 11’'inde (%14,9)
M. tuberculosis, 4'unde (% 5,4) S. pneumoniae, 1'inde (% 1,4) Metisiline
Direngli S. aureus uredi. Ayrica BOS orneklerinin 14’Une (%18,9) aseptik
menenijit tanisi kondu.

Calismamizda, 117 BOS 6rneginin 3’Unde (% 2.5) H. influenzae Uredi.
Bu ornekler PZR ile de pozitif bulunurken, 6érneklerden 1’i kultirde negatitken
PZR’de pozitif olarak saptandi. Ayrica érneklerin 113’ kiltur ve PZR’de negatif
olarak bulundu. Kiltartn pozitif, PZR’nin negatif oldugu érnek saptanmadi. BOS
orneklerinde, kultur ve PZR sonugclari karsilastirildiginda, PZR’nin duyarhhdr %
100, 6zgulligu % 99.12 olarak belirlendi.

36 orta kulak efiuzyonu orneginin higbirinde Ureme olmadi fakat
orneklerden 1'i PZR’de pozitif (H. influenzae) olarak saptandi. 35 orta kulak
eflizyonu 6rnegi, kiltir ve PZR’de negatif olarak bulundu. Orta kulak efiizyonu
orneklerinde, PZR’nin 6zgulliglu % 97.22 olarak saptandi. BOS ve orta kulak
eflizyonu orneklerinde, kultirlerde elde edilen ¢alisma disi etkenlere tablolarda
ve istatiksel hesaplamalarda yer verilmedi.

Hotomi ve arkadaslari, EOM’li hastalarda yaptiklari ¢alismada, H.
influenzae’ytr orta kulak efiuzyonu O&rneklerinde major patojen olarak
belirlemiglerdir. Bu calismada, H. influenzae EOM’li hastalarin orneklerinin
kaltarinde negatif olup PZR'de saptanmigtir ve PZR’nin duyarliliginin yuksek
oldugu bildirilmistir (16).

Hendolin ve arkadaslari, 25 hastanin EOM &rneklerinde Alloiococcus
otitidis, Haemophilus influenzae, Morexella catarrhalis ve Streptococcus
pneumoniae  patojenlerini  multipleks PZR ve kdltir yontemleriyle
arastirmiglardir. 25 6rnegin 2’si hem PZR hem kultur pozitif, 11’i sadece PZR
pozitifken kaltir negatif, 4’40 hem kiltur hem PZR negatif olarak bildirilmigstir.
Hastalarin kiltdr ve PZR sonuglari karsilastirildiginda, H. influenzae igin 2 (% 8)
hastanin kultart pozitif olarak belirlenmis olup buna karsin 13 (% 52) hastanin
PZR’si pozitif olarak saptanmigtir (17).

Ueyama ve arkadaslar’nin 80 hastanin orta kulak efuzyonu 6rneginde

yaptidi ¢calismada, orneklerin 9'unda (% 11) H. influenzae Urerken, PZR'de 9
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ornegi pozitif olarak saptamistir. Ancak kaltarin negatif oldugu, 71 hastanin (%
89) 37’si PZR ile H. influenzae pozitif olarak bildirilmistir (77).

Rayner ve arkadaslari, 93 orta kulak efuzyonu 6rneginin, 11’ni (% 11.8)
hem kultirde hem de PZR’de H. influenzae pozif olarak bulurken, kiltur negatif
29 (% 31.2) 6rnedin PZR sonucu, H. influenzae pozitif olarak belirlenmistir (78).

Post ve arkadaslari, 97 EOM ‘li hastanin orneginin, 28’'inde (% 28.9) hem
kultir hem PZR ile H. influenzae, M. catarrhalis ve S. pneumoniae etkenlerini
saptamislardir. Bu c¢alismada, her U¢ mikroorganizma agisindan 97 ornegin
47’si (% 48.0) PZR pozitifken, kultir negatif olarak bildirilmistir (18).

Liederman ve arkadaslari, ¢ocuklarda klltir negatif olan 19 orta kulak
eflizyonu 6rnegini PZR ile incelediklerinde, 15 6rnegi pozitif olarak bulmuslardir.
15 érnegin 5'i Haemophilus influenzae olarak saptanmigstir (79).

Matar ve arkadaslari, efuzyonlu otitis media tanisi konmus 47 ¢ocugun,
orta kulak eflzyonu oOrnegini kualtir ve PZR ile c¢alismiglardir. Calisma
sonucunda, kultur pozitif 10 érnegin, 9’'u (% 90) H. influenzae pozititken PZR ile
35 6rnegin 33’0 (% 94.3) pozitif olarak belirlenmistir (80).

Kalcioglu ve arkadaslari, medikal tedaviye yanit vermeyen 32 ¢ocugun,
54 orta kulak efuzyonu oOrneginde, H. influenzae, M. catarrhalis ve S.
pneumoniae etkenlerini arastirmislardir. Kiltirde H. influenzae Uretilememistir
ancak PZR ile 7 6rnekte pozitiflik saptanmistir (81).

GOk ve arkadaslari, isitme kaybi olan 20 gocugun 37 orta kulak eflizyonu
ornegini H. influenzae, M. catarrhalis ve S. pneumoniae bakterileri agisindan
PZR ve kultar yontemleriyle incelemislerdir. 2 (% 22.2)6rnekte H. influenzae
urerken 11 (% 31.4)6rnek PZR ile pozitif olarak bulunmustur (82).

Yukarida verilen g¢alismalarin sonuglarina paralel olarak yaptigimiz
calismada, orta kulak efuzyonu orneklerinin, sadece 1'i PZR ile pozitif olarak
bulundu. GunUimuzde konvansiyonel kultur yontemleri altin standart olarak
kabul edilmektedir. PZR ile H. influenzae gibi nazl Ureyen bakteriler hizli ve
duyarl bir sekilde saptanabilmektedir. Ancak, PZR hem canli hem de olu
bakterileri saptayabildigi icin, aktif enfeksiyonun belirlenmesinde hala yeterli
degildir.

Kanra ve arkadaslari tarafindan, akut bakteriyel menenijitli ¢ocuklarda
gorulen H. influenzae’'nin ve diger mikroorganizmalarin sikhgr Gram boyama,

kiltiir ve lateks agliitinasyon ydntemleriyle arastiriimistir. Orneklerin % 64.4°0
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kultar pozitif bulunmus olup, H. influenzae’nin siklig1 % 10.3 olarak belirlenmistir
(83).

Jang-Jih Lu ve arkadaslari, bakteriyel menenijit tanisi konmus 150
hastanin BOS 6rnegininin, kultirinde (13 6rnek) E. coli, A. baumanniii, P.
mirabilis, S. aureus, S. epirdemidis, M. tuberculosis, B grubu streptokoklar, P.
aeruginosa etkenlerini saptamiglar ve ayni zamanda PZR pozitif olarak
belirlemiglerdir. Ancak H. influenzae kiltirde Urememis fakat PZR pozitif olarak
bulunmustur (84).

Corless ve arkadaslari, menenijit 6n tanili ve sepsisli 4113 hastanin
sadece birinde PZR ile Haemophilus influenzae’yi belirleyebilmiglerdir. Bu
hastanin kiltirt negatif olup bu ¢alismada PZR’nin menenjitli hastalarda erken
tanida yol gosterici olabilecegi vurgulanmistir (85). Benzer sonug farkli
arastirmacilar tarafindan da dogrulanmis olup kdltirin altin standart olmasina
ragmen, PZR’nin duyarlihdinin ve 6zgulligunin bu olgularda ylksek oldugu
bildirilmistir (86,87,88).

Shoma ve arkadaslar tarafindan, BOS 6rneklerinde yapilan ¢alismada,
H. influenzae kiltur pozitif 15 drnek, PZR ile de pozitif bulunurken, kultir negatif
8 ornek PZR ile pozitif olarak saptanmistir. Ancak BOS ile PZR sonuglari
karsilastirildiginda, 8 hastanin kultir sonucu negatif oldugu icin PZR pozitifligi
yanlg pozitiflik olarak degerlendirilmistir (89).

Pandit ve arkadaglari, 43 BOS 06rneginin 21'ni PZR ile pozitif olarak
saptamislardir. Menenijitli hastalarin 7’sinde, M. tuberculosis, 4’inde H.
influenzae PZR ile tespit edilmis olup, kultirde Haemophilus influenzae
urememistir (90).

Jbara ve arkadaslar tarafindan, BOS ve orta kulak efuzyonu
orneklerinde yapilan galismada, 53 BOS 6rnegdinin sadece 1’nin kultirinde S.
pneumoniae urerken, H. influenzae Urememistir ve PZR negatiftir. Daha 6nce
yapilan galismalara paralel olarak, kiltar altin standart olarak kabul edilerek
PZR’nin zor Ureyen bakteriyel menenjit etkenlerinin tanisinda, hizli ve duyarli
oldugu belirlenmigtir (91).

Calismamizda BOS drneklerinde kultir ve PZR  sonuglarini
karsilastirdigimizda, PZR’nin duyarlihg % 100, 6zgulligu % 99.12 olarak
bulundu. Buldugumuz sonuglar daha o6nce farkli arastirmacilar tarafindan

yapilmis calismalarla uyumlu olarak degerlendirilmigtir.
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6. SONUG VE ONERILER

Mersin Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji AD laboratuvarina,
EOM tanisi konan hastalardan alinan 36 orta kulak efuzyonu drnegi ile menenijit
ontanili hastalardan alinan 117 BOS 6rnegi kabul edildi. Bu 6érneklere, kultar ve
PZR yontemleri uygulandi.

BOS orneklerinin, 117’sinin 3’4 hem kultir hem PZR pozitif bulunurken,
orneklerden 1'i kultirde negatifken PZR’de pozitif olarak saptandi. 36 orta kulak
eflzyonu 6rneginin higbirinde UGreme olmadi. Ancak o6rneklerden 1'i PZR’de
pozitif (H. influenzae) olarak saptanirken, 35 orta kulak efiuzyonu 6rnegi kultar
ve PZR’de negatif olarak bulundu.

Yaptigimiz galisma sonucunda, BOS 6rneklerinin kaltir ve PZR sonuglari
karsilastiriidiginda, PZR’nin duyarlihg % 100, 6zgulligd % 99.12, Pozitif
Kestirim Degeri (PKD) % 75 ve Negatif Kestirim Degeri (NKD) % 100 olarak
hesaplandi. Orta kulak efuzyonu orneklerinde, PZR’nin 6zgulluigu % 97.22
olarak saptandi.

GUnumuzde, menenjit ve  EOM’ye neden olan bakteriyel etkenlerin
izolasyonunda ve tiplendiriimesinde, kultur altin standart olarak kabul
edilmektedir. Ancak kultirde Haemophilus influenzae gibi etkenlerin zor
Uremesi ya da Urememesi nedeniyle zaman zaman negatif sonuglar elde
edilmektedir. Ozellikle kiiltir negatif olan olgularda ortamda bulunan bakteri
sayisi dusuk oldugunda, PZR gibi molekuler yontemlerle etkenlerin saptanmasi
mumkin olmaktadir. Ancak, birgok ¢alismada, molekuiler yontemlerin en énemli
dezavantajinin, yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglar oldugu bildirilmigtir.
PZR’'de ortaya ¢ikan yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglarin, yontemin
standardize olmamasindan, ortamda bulunan inhibitér, kontaminant maddeler
ve DNA izolasyonundan kaynaklanan hatalardan oldugu dustnulmektedir.

Sonug olarak, PZR yonteminin, yukarida bahsedilen dezavantajlarindan
dolayl, ginUmuzde kultlran altin standart olarak yerini korudugunu ve kiltarde
Uuremeyen veya zor Ureyen menenijit ve EOM etkenlerinin saptanmasinda, PZR

yonteminin kultirh destekleyici bulgular sundugunu disinmekteyiz.
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