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OZET

ALT SOLUNUM YOLU ENFEKSiYONLARINDA BAKTERIYEL ETKENLERIN
VE BAZI DIRENC GENLERININ POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU iLE
ARASTIRILMASI

OZLEM AYDEMIiR
UZMANLIK TEZIi
KONYA-2013

Amag: Alt solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarin solunum yolu 6rneklerinde multipleks PZR ile
bakteriyel etkenlerin saptanmasi, CTX-M, NDM ve mecA direng genlerinin tespiti ve multipleks PZR’1n
etkinliginin degerlendirilmesi amaglandi.

Yontem: Eyliil 2011-Nisan 2013 tarihleri arasinda akut alt solunum yolu enfeksiyonu belirtileri ile
Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Konya Numune Hastanesi Gogiis
Hastaliklar1 polikliniklerine bagvuran, toplum kaynakli pndmoni, KOAH alevlenmesi ve bronsiektazi
akut alevlenmesi tanis1 konulan, ayaktan veya yatirilarak tedavi edilen, 197 hasta ¢alismaya alindi.
Hastalardan alinan 6rnekler, es zamanli olarak koyun kanli agar, ¢ikolata agar ve EMB agara ekilerek
kiiltlir islemine alindi. Bakteri tip tanimlamasi, Vitek2 (Biomerieux) tam otomatik tanimlama sistemi ile
yapildi. Molekiiler olarak bakterilerin amplifikasyonu, deteksiyonu ve diren¢ genlerinin tespiti
molekiiler mikrobiyoloji labaratuvarinda CAP-Bac-PN Mix (Gen ID®; Autoimmun Diagnostika GmbH,
Almanya) kiti kullanilarak yapildi.

Bulgular: Kiiltlir yontemi ile tiim olgularin 62'sinde (% 31,5) en az bir bakteri liremesi saptanirken bu
sayr multipleks PZR ile 125'e (% 63,5) yiikseldi. PZR de en ¢ok saptanan bakteriler sirasiyla;
S.pneumoniae (% 32), H.influenzae (% 31) oldu. Coklu etken saptama oranlari agisindan PZR ile kiiltiir
arasinda anlamli farklilik vardr (p<0.005). Kiiltiirde sadece 2 olguda ¢oklu bakteri saptanirken, PZR'da
47 olguda ¢oklu etken saptandi. PZR yontemi ile CTX-M, NDM ve mecA direng geni saptanamadi.
Sonug: Alt solunum yolu enfeksiyonlarinda; kiiltiir, seroloji gibi konvansiyonel yontemler etkeni
saptamada her zaman yeterli olamamaktadir. Bu nedenle, Molekiiler testler gibi yeni tan1 yontemlerine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Multipleks PZR testleri hizli ve duyarl testlerdir. PZR testlerinin kullanima,
bakterilerin ve enfeksiyonun hizli tanisimi saglar. Tanisal testlerin kombine kullanimi, taninin hizl
konmasini saglayarak antibiyotik direncinde azalmaya katkida bulunur.

Anahtar kelimeler: Alt solunum yolu, enfeksiyon, multipleks PZR, kiiltiir



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF BACTERIAL PATHOGENS AND RESISTANCE GENES
IN THE LOWER RESPIRATORY TRACT INFECTIONS BY POLYMERASE
CHAIN REACTION

OZLEM AYDEMIiR

KONYA-2013

Objective: It was aimed to determine the bacterial pathogens and CTX-M, NDM, mecA resistance
genes by multiplex PCR in the respiratory tract samples of the patients in community acquired lower
respiratory tract infections and evaluate the efficiency of multiplex PCR.

Methods: One hundred ninety seven patients admitted to the Chest Diseases outpatient at the Faculty
of Medicine of Necmettin Erbakan University and outpatient clinics of Konya Numune Hospital with
the symptoms of acute lower respiratory tract infection, and diagnosed with community-acquired
pneumonia, acute exacerbation of COPD (Chronic Obstructive Pulmonary Disease) and exacerbations
of bronchiectasis were included in the study between September 2011 and April 2013. The respiratory
samples taken from patients were inoculated into the sheep blood agar, chocolate agar, and EMB agar
synchronously and were cultured. Bacterial type identifications were performed with fully automated
identification (Vitek2, Biomerieux, France) system. Molecular amplification, detections of the bacteria
and resistance genes were performed using CAP-Bac-PN Mix kit (Gene ID ®; Autoimmun Diagnostika
GmbH, Germany).

Results: At least one bacterial growth was determined in 62 (31.5%) of all patients with culture method.
This number increased to 125 (63.5%) with multiplex PCR. The bacterie which were most commonly
identified by PCR were S. pneumoniae (32%) and H. influenzae (31%). There was a significant
difference between PCR and bacterial culture system in terms of multi-factor detection rates (p<0.005).
Multiple bacteria were detected only 2 cases in culture method but multiple pathogens were detected in
47 cases with PCR method. CTX-M, NDM and mecA genes were not detected with PCR.

Conclusion: Conventional methods, such as culture and serology are not always adequate to detect in
lower respiratory tract the pathogens. For this reason, new diagnostic methods such as molecular tests
were necessary. Multiplex PCR tests are sensitive and rapid tests. Use of PCR, provide rapid
identification of bacteriae and diagnosis of infection. Use of combination of diagnostic tests will be
resulted rapid diagnosis and contribute to a reduction in antibiotic resistance.

Key Words: Lower respiratory tract, infection, multipleks PCR, culture
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KISALTMALAR

ASYE: Alt solunum yolu enfeksiyonu

TKP: Toplum kdkenli pndmoni

HKP: Hastane kdkenli pndmoni

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

BAL: Bronkoalveoler lavaj

KOAH: Kronik obstruktif akciger hastalig1

KOAHAA: Kronik obstruktif akciger hastali§1 akut alevlenmesi

NFS: Nazofaringeal siiriintii



1. GIRIS VE AMAC:

Alt solunum yolu enfeksiyonlar1 (ASYE), diinyada en sik goriilen ve en sik 6liime neden
olan enfeksiyon hastaligidir. WHO verilerine gore enfeksiyon kaynakli 6liimler arasinda 1.
sirada, tiim Oliimler arasinda ise 3. sirada yer almaktadir (WHO 2004). ASYE genel olarak,
akut bronsit, kronik bronsitin akut alevlenmeleri, bronsiektazi akut alevlenmeleri ve
pnomonileri kapsamaktadir. Pndmoniler ise, toplum kokenli (TKP), hastane kdkenli (HKP) ve

bagisiklig1 baskilanmis hastalardaki pndmoniler olarak siniflandirilir.

ASYE’larinin en az yarisindan bakteriler sorumlu iken, yaklasik olarak iicte birinden ise
viriisler ve atipik bakteriler sorumludur. Tiim solunum sistemi enfeksiyonlarinda en sik izole
edilen patojenler, solunum bakterileri olarak da adlandirilan Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae ve Moraxella catarrhallis’dir (Akm 2011). Son yillardaki tanisal
gelismeler ile Chlamydia pneumoniae, Legionella pneumophila ve Mycoplasma pneumoniae
gibi atipik bakterilerin de solunum yolu enfeksiyonlarmin 6nemli bir nedeni oldugu

gosterilmistir (Ozlii 2007).

ASYE’lar1 6zellikle gelismekte olan {ilkelerde morbidite ve mortalitenin en 6nemli
nedenidir. Bu iilkelerde her yil 150 milyondan fazla ¢cocuk pnomoni tanis1 almaktadir. Diinya
genelinde her y1l 11-20 milyon ¢ocugun pndmoni nedeniyle hastaneye yatirildig ve yaklasik 2
milyondan fazlasmin yagamini yitirdigi tahmin edilmektedir. Diinya saglik 6rgiitiiniin 2011 y1l1
raporuna gore 5 yas altinda her yil gerceklesen 7 milyon 6liimiin %17,5’inden solunum yolu

enfeksiyonlar1 sorumludur. (WHO 2011)

Saglik Bakanligi 2004 yili saglhk istatistikleri gozden gecirildiginde, tiim hastane
yatislarinin %1,9’unu pnémoni hastalarinin olusturdugu dikkati ¢ekmektedir (TUIK 2004).
Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) yilda yaklasik 4 milyon kiside TKP olustugu ve bunlarin
600.000 kadarmin hastanede tedavi gerektirdigi tahmin edilmektedir. Yasla birlikte insidans
artmaktadir. Finlandiya’ da yapilan bir ¢alismada her 1000 kiside yillik insidans 16-59 yas
grubunda 6, 60-74 yas grubunda 20, 75 yas ve iistii yas grubunda ise 34 olarak bildirilmistir.

Ulkemizde ASYE’lar1, 6liim nedenleri arasinda % 4,2 ile besinci sirada yer almaktadir.
Saghk Bakanligi’min 2004 yili istatistikleri incelendiginde, bir yillik donemde hastanede
gergeklesen dliimlerin % 1,8’inin pndmonilere bagl olustugu bildirilmistir (TUIK 2004).



ASYE tedavisinde etyolojik etkenin dogru tesbit edilmesi ve antimikrobiyal tedaviye
erken baglanmas1 olduk¢a 6nemlidir. Tedaviye baslamada 4-8 saatlik gecikmenin mortaliteyi
artirdig1 gosterilmistir (Houck 2004). Buna ragmen konvansiyonel tan1 yontemleri cogu zaman
etyolojik tanida yetersiz kalmakta ve klinisyenler hemen daima ampirik antibiyotik tedavi

baslamaktadir.(She 2010, Musher 2013)

Ulkemizde gergeklestirilen ¢alismalara genel olarak bakildiginda etyolojik ajan saptama

oranlarmin ortalama % 22- 35,8 civarinda seyrettigi goriilmektedir (Kurutepe 2012).

Alt solunum yolu enfeksiyonu vakalarinda, uygun antibiyotik tedavisi se¢mek icin
enfeksiyona neden olan patojeni tespit etmek gereklidir. Giinlimiizde kiiltiir, bakteriyel
etkenlerin tanisinda altin standart olmasina ragmen bazi dezavantajlar1 vardir. Bu dezavantajlar
arasinda; kiiltiir ortaminin sec¢iciligi nedeniyle birden fazla bakterinin liremesinin engellenmesi,
etkenin iiretilmesinde ve yorumlanmasinda zorluklar, farkli etkenler i¢cin farkl besiyerleri
kullanma gerekliligi, 6zellikle antibiyotik kullanan hastalarda sensitivite ve spesifitesinin diisiik

olmas1 ve sonuglar i¢in kiiltiirde en az 2 giine ihtiya¢ olmasi sayilabilir.

Bu nedenle daha cabuk sonu¢ veren ve zor iireyen bakterileri de saptayabilen tam
testlerine ihtiya¢ duyulmustur. Molekiiler teknikler, solunum yolu enfeksiyonlarmin
laboratuvar tanismin hizin1 ve duyarhiligini artirmak i¢in biiyiikk potansiyele sahiptir. Son
yillarda alt solunum yolu enfeksiyonlarinda da giivenilirligi gosterilmis bir molekiiler tani
yontemi olan PCR’in kullanim1 giderek artmaktadir (Murdoch 2005). PCR yodnteminin kiiltiire
gore en belirgin avantajlari; ¢ok az miktardaki mikroorganizmanin DNA veya RNA’sinin
cogaltilmasina dayanan bir yontem olmasi nedeniyle canli organizmaya ihtiyag duymamasi ve
boylelikle antibiyotik  kullannomindan  etkilenmemesi, c¢oklu  mikroorganizmalarin
gosterilmesinde daha duyarli olusu ve hizli sonu¢ vermesidir. (Templeton 2005, Abdeldaim
2010) Solunum yolu Orneklerinde S.pneumoniae, H.influenzae, M.pneumoniae ve
C.pneumoniae ve diger sik goriilen bakterilerin es zamanli olarak tanimlanmasi i¢in multipleks
PZR gelistirilmistir. Kiiltiir ile karsilastirildiginda PZR ile bakteri tespit edilme orani oldukga
yiiksek bulunmustur (Kurutepe 2012). Ayrica PZR ile mikst enfeksiyonlarda ve onceden

antibiyotik kullanmis hastalarda da etkenler izole edilebilmektedir.

C.pneumoniae ve M.pneumoniae gibi atipik bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tanis1 genellikle serolojik yontemlerle yapilir. Fakat serolojik sonug¢larin alinmasi uzun siireler

almakta ve hastaligin erken donemlerinde yanlis negatif test sonuclar1 sik goriilmektedir. Oysa



yeni gelistirilen niikleik asit amplifikasyon teknikleri ile dogrudan solunum yolu 6rneklerinde

C.pneumoniae, M.pneumoniae ve Legionella nin hizli ve hassas tespiti miimkiin olmaktadir.

Ampirik antibiyotik baslanmasinda o toplumda, alevlenmelerdeki mikrobiyolojik
ajanlarin sikligin1 ve direng 6zelliklerini bilmek, akilc1 antibiyotik se¢imi ve tedavi basarisi i¢in
gereklidir. Bu yiizden tilkesel ve bdlgesel olarak, ¢ok sayida kiiltiir ve serolojik temelli etkene

yonelik ¢aligmalar yapilmis ve bunlar ampirik tedavinin temelini olusturmustur.

Bu calismada; alt solunum yolu enfeksiyonlarina yol acan bakteriyel etkenlerin
saptanmasida PZR ve konvansiyonel yontemlerin karsilastirilmasi, bélgemizdeki enfeksiyon
etkenlerinin prevalansinin saptanmasi1 ve PZR ile diren¢ genlerinin saptanarak ampirik

antibiyotik tedavisine rehber olusturulmasi amaclandi.



2. GENEL BILGILER:
2.1. Alt solunum yolu enfeksiyonlari:
2.1.1. Toplum kokenli pnomoni:

Pnomoni, terminal bronsiyollerin distalindeki akciger parankimine inhalasyon,
aspirasyon veya hematojen yollarla ulasmis patojen mikroorganizmalarin yol actig1 akut bir
enfeksiyon hastaligidir. Klinik ve radyolojik olarak akciger dokusunun belirli bir alaninda,
bazen bir veya daha fazla lobunda konsolidasyon bulgularinin varlig1 seklinde tanimlanabilir

(File 2003). Toplum ve hastane kdkenli pndmoni olmak iizere iki gruba ayrilir.

Toplum kokenli pnomoniler (TKP), bilinen bir immiin yetmezligi olmayan kiside,
giinlik yasami srrasinda gelisen veya bir baska deyisle, hastane disinda ortaya c¢ikan

pnomonilerdir (File 2003).

TKP, tiim diinyada hekim bagvurularmnin, tedavi giderlerinin, ig-okul giinii kayiplarmin
ve Oliimlerin 6nemli bir kismindan sorumludur. Avrupa’da yillik insidans 9%0,5-1,1 olarak
bildirilmektedir (BTS 2001). Yasla birlikte insidans artmaktadir. Pndmonide yogun antibiyotik
kullanimmna ragmen 6liim oranlar1 oldukga yiiksektir. Ingiltere ve ABD'de tiim 6liimlerin
altinc, enfeksiydz kaynakli 6liimlerin birinci nedeni pnomonilerdir. Mortalite, ayaktan tedavi
edilenlerde %1-5, hastanede tedavi edilenlerde % 12, yogun bakim hastalarinda % 40

civarindadir.
Etyoloji:

TKP’de bakteriyolojik tan1 olgularin yaklasik yarisinda miimkiin olabilmektedir. Tiim
calismalarda S.pneumoniae en sik rastlanan etken olma 6zelligini devam ettirmektedir. ileri yas,
sigara, malniitrisyon, konjestif kalp yetmezligi gibi eslik eden risk faktorleri varliginda
pnomokoksik pnomoni riski belirgin olarak artmaktadir. Yine TKP olgularmm % 3-15’inde
H.influenzae etyolojik ajan olarak rastlanmaktadir. Ozellikle KOAH’I1 hastalarda gelisen TKP
olgularinda bu etkene sik olarak rastlanmaktadir. M.pneumoniae ve C.pneumoniae sirasiyla %
0-30 ve % 2-3 olarak bildirilmektedir. Laboratuvar olanaklarmin artmasiyla bu etkenlerin
saptanma siklig1 da artmaktadir. S. aureus TKP’lerin % 2-5’inden sorumludur. Yine bu etkenler
disinda M.catarhallis, K. pneumoniae ve diger gram negatif basiller, Legionella tiirleri ve

virlislerde TKP etyolojisinden sorumludurlar.



Laboratuvar tani:

Pnomonili olgularda balgam materyalinin Gram boyamas: ve Kkiiltiirii etken
mikroorganizmay1 belirlemek ve uygun antibiyotik se¢imi i¢in ¢ok dnemlidir. Ancak, 6zellikle
yash ve ¢ocuk hastalar yeterli ve uygun balgam 6rnegi veremez (Cunha 2004). Dogrudan
ekspektorasyonla 6rnek alinamiyorsa, hipertonik tuzlu su ile indiiksiyon veya postiiral drenaj
uygulanabilir. Balgamm mikrobiyolojik inceleme i¢in uygunlugu degerlendirilmelidir. Bunun
icin kiiclik biiylitmeli objektifte (x10) yapilan incelemede, her alanda yassi epitel hiicre
sayisinin 10'un altinda, 16kosit (PNL) sayisinin 25'in iizerinde olmasi durumunda balgamin
kaliteli oldugu kabul edilir (Niederman 2001). Gram boyamasinda baskin mikroorganizma
goriilmesi klinik destekleme acisindan yol gostericidir. Legionella spp, M.pneumoniae,
C.pneumoniae enfeksiyonlarinda hakim mikroorganizma goriilmez veya az sayida
mikroorganizma mevcuttur. Gram boyamasi sonuglariyla uyumlu kiiltiir pozitifligi taniyi

koymada ve antibiyotik se¢iminde yararl olabilir (Niederman 2001).

Tedavi:

Pnomonide mortaliteyi azaltmadaki en 6nemli faktor tedaviye erken baslamaktir.
Hastaneye yatirilan hastalarda ilk sekiz saat i¢inde uygun antibiyotik tedavisine baslamanin
mortaliteyi azalttig1 gosterilmistir (Niederman 2001). Tedavide uygun antimikrobiyal ajan

secim karar1; anamnez ve klinik 6zelliklere dayanan ampirik yaklasimla verilir.

Etken mikroorganizmaya gore degismekle beraber, genel olarak hastanin atesinin
diismesinden bir hafta sonrasina kadar tedaviye devam edilmelidir. Ortalama tedavi siireleri,
pnomokoksik pnomonide 7-10 giin, Mikoplazma ve Clamidya pndmonilerinde 14 giin,
Legionella pndmonisinde 14-21 giindiir. Agir pndmonili olgularda eger etken saptanamamissa

tedavi siiresi ti¢ haftadan az olmamalidir (Niederman 2001).



2.1.2. Kronik obstruktif akciger hastahig1 akut alevlenmesi (KOAHAA):

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), basta sigara olmak {izere zararl partikiil
ve gazlara kars1 akcigerlerde gelisen anormal inflamatuar yanitla iliskili, biitiintiyle geri dontist
olmayan, ilerleyici hava akim kisitlanmasiyla karakterize bir hastaliktir. Onemli bir kronik
morbidite ve mortalite nedenidir. KOAH nedeni ile ortalama her yil 3 milyon kisi hayatim

kaybetmektedir (Klaus 2007).

KOAH'da akut alevlenme; giinliik degisimlerin 6tesinde ve tedavi gerektirecek diizeyde,
nefes darligi, balgam miktar1 ve piiriilansinda artma olarak tanimlanmaktadir (GOLD 2011).
Hastaligin seyri swrasinda yilda ortalama 1-3 arasinda alevlenme olmaktadwr. KOAH evresi
ilerledik¢ce alevlenme sikliginda ve siddetinde artma goriilmektedir (Klaus 2007). En sik
goriilen alevlenme nedenleri trakeabrongiyal enfeksiyonlar (bakteriyel, viral) ve hava
kirliligidir. Alevlenme tadavisinin etkinligi agisindan etkenin tesbit edilmesi dnemlidir (Klaus
2007, Rodriguez-Roisin 2000). Alevlenmelerin %50-60’1 enfeksiyon kaynaklidir. Kronik
sigara dumanina maruz kalmak hava yolu savunma mekanizmalarinda hasar olusturur,
mukosilier klirensi bozar, mukus vizkozitesini artirir. Bunun sonucunda, distal hava yollarinda
bakteriyel kolonizasyon gelisir. Kolonize olan bakteriler mukus {retimini stimiile eder,
epitelyal hiicreleri hasarlandirir, sililerin vuru sikligini azaltir ve immiin sistem hiicre
fonksiyonlarmi bozar. Bakteriyel proteazlar lokal immunglobinlerde hasar meydana getirir ve
ayni zamanda inflamatuar hiicreleri bu bdlgeye toplar. Proteazlar ve toksik oksijen radikalleri
epitelyal tabaka hasarmi daha da artirir. Bakteriyel kolonizasyon da hava yolunu hasara
ugratarak inflamasyonun ve bakteriyel kolonizasyonun daha da yogunlagsmasina neden olur ve

boylece bir kisir dongii meydana gelir (Sherk 2000).

Stabil KOAH’l1 hastalarda alevlenmeler, savunma mekanizmalarindaki yetersizlik
sonucu endojen mikroorganizma artisina baglanir. Alevlenme donemi ile stabil hastalarin
karsilastirildigi calismalarda, bakteri tespit edilen hasta sayis1 2 kat, kiiltlirlerde bakteri yiikii
ise 5 kat daha fazla bulunmustur (Miravitlles 2002)

Infeksiyon nedenli alevlenmelerin %40-50’si bakteriyel, %30’u viral, %5-10"u atipik
bakteri kokenlidir; %10-20’sinde ise birden fazla patojen bulunmaktadir. Bakterilerden en sik
saptananlar S.pneumoniae, H.influenzae ve M. catarrhalis’tir. Rinoviriisler basta olmak tizere
influenza, parainfluenza ve koronaviriisler genellikle alevlenmelerden sorumlu viriislerdir

(Wedzicha 2002). Alevlenmelerin bakteriyel enfeksiyona bagli olup olmadigini anlamada, en



yararl inceleme balgamin Gram boyamasidir. Piiriilan balgamli hastalarda Gram boyamada
bakteri sayisinin belirgin sekilde artmasi, ndtrofil sayisininn da stabil doneme gore en az iki kat

artig gostermesi, bakteriyel enfeksiyonu destekler (Wedzicha 2002).
2.1.3.Bronsiektazi:

Bir veya birden fazla bronsta patolojik olarak ortaya ¢ikan ve genellikle brong duvarinda
kalinlasma ile beraber goriilen geri doniisiimsiiz bronsiyal dilatasyonlar, bronsiektazi olarak
adlandirilir. Genellikle, cocukluk caginda gecirilen, nekrotizan ve/veya piriilan akciger
enfeksiyonlari sonrasi, brons duvarinda yogun inflamasyon ve destruksiyonun ardindan gelisir.
(Pappalettera 2009). Etyolojik ajanlar arasinda; adenoviriis, kizamik ve kabakulak viriisii,
K.pneumoniae, S.aureus ve anaerob bakteriler gibi bakteriyel etkenler bildirilmistir (Angrill

2002).

Gelismekte olan iilkelerde bronsiektazi 6nemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam
etmektedir. Ulkemizde de halen énemli bir mortalite ve morbidite nedenidir. Klinik olarak bu
hastalarda, kronik oksiiriik, bol mukopiiriilan balgam ve sik tekrarlayan enfeksiyonlar goriiliir.
Cogu zaman balgamli 6ksiiriigiin en az 4 hafta veya daha uzun siire devam ettigi durumlarda

akla getirilmelidir (Pappalettera 2009).

Saglikli kisilerde alt solunum yollar1 tamamen steril iken bronsiektazili kisilerde alt
solunum yollar1 siklikla patojenik mikroorganizmalarla kolonizedir. Bronsiektazide esas olay;
mukosilier klirensin bozulmasidir. Bu durum mukus ve mikroorganizmalarin bronglarda
normalden daha uzun siire kalmalarina yol agmaktadir. Bazi mikroorganizmalarin toksinlerinin,
siliyer fonksiyonlar1 ve mukus transportunu inhibe edici, mukus sekresyonunu uyarici etkisi
vardir. Bu durum mukosiliyer klirensi daha ¢ok bozar ve mikroorganizmalar bronslarda
kolonize olmaya baglar. Bu kolonizasyon epizodik enfeksiy0z ataklara sebep olabilir. Baslica
kolonize olan mikroorganizmalar olarak vakalarin % 47-55’inde Haemophilus tiirleri ve % 18-

26’sinda Pseudomonas tiirleri saptanmistir (Angrill 2002).

En sik goriilen semptomlari; kronik Oksiiriik, balgam ¢ikarma, hemoptizi ve nefes
darligidir. Oksiiriik tekrarlayici ve devamli prodiiktif 6zellik gosterebilir. Kolonize brons
tikaglarmin neden oldugu enfeksiyon ataklarinda; ates, Oksiiriik, balgam miktarinda artis ve
nefes darlig1 ortaya cikar. Bronsiektazinin bu alevlenme donemlerinde en sik dispne goriiliir

(Angrill 2002).



2.2. Alt solunum yolu enfeksiyonlarindaki bakteriyel etkenler:
2.2.1. Streptococcus pneumonia:
Laboratuvar tan::

Mikroskopi: Pnomokok enfeksiyonlarinin tanisi i¢in 6rneklerin Gram boyamasi yapilir.
Prensip olarak ornekler antibakteriyel ila¢ verilmeden dnce incelenmelidir. Mikroorganizma
tipik olarak uzams gram pozitif koklar seklinde goriiliir (lanset seklinde diplokok). Ozellikle
eskimis kiiltiirlerde iyi boyanmadigindan gram negatif gibi goriilebilir. Gram boyama quellung
ile konfirme edilmelidir. Quellung testinde polivalan antikapsiil antikorlar1 bakteri ile karistirilir
ve karisim mikroskopik olarak incelenir. Bakteri etrafinda 11k kirilmasi olmayan bélgenin daha

da genislemesi pozitif reaksiyonu gosterir (Murray 2009).

Kiiltiir: Balgam ornekleri, zenginlestirilmis ve kan eklenmis nutrient besiyerine ekilmelidir.
Pnomonili hastalari yaklasik yarisinda S.pneumoniae iiretilebilir. Cilinkii mikroorganizmanin
besinsel gereksinimleri kompleksdir ve oral floradaki hizli lireyen mikroorganizmalar

tarafindan tiremeleri inhibe olur (Murray 2009).

Niikleik asit temelli testler: Solunum sistemi enfeksiyonlarinin etyolojik tanisinda PZR
calismalarinin tarihi ¢cok eski degildir ve son yillarda bir artig goriilmektedir. PZR ¢ok diistik
miktarlardaki DNA ya da RNA’y1 sinirsiz sayida ¢ogaltmaya yarayan hizli ve duyarlh bir tani
yontemidir (Curran 2007). Bu teknige ilginin artmasinin nedeni tani oranmin ¢ok yiiksek
olmasidir. Grainer ve arkadaslar1 gercek zamanli PZR ile 195 ¢ocugun nazofarengeal
sekresyonlarinda S.pneumoniae nin kantitatif tespitini yapmislar ve PZR’nin sensitivitesini
%100, spesifitesini % 96 bulmuslardir (Grainer 2001). Curran ve arkadaslarinin yaptig1 bir
calismada otuz olgudan alman balgam orneklerinin PZR sonuglari, kiiltiir sonuglar1 ile
karsilagtirilmis ve PZR ile saptanma oranlar1 oldukea yiiksek bulunmustur (Curran 2007). Bu
yontemlerin en 6nemli iki avantaji; bu yontemin duyarliliginin kiiltiire gére daha yiiksek olmasi,

daha hizli sonug elde edilmesidir (Curran 2007).

Antijen saptama: Pnomokok C polisakkariti idrarla atilir ve ticari olarak bulunan
immunassay ile saptanabilir. Duyarliligi pndmokok pnomonisi nedeniyle bakteriyemisi olan
hastalarda %70 olarak bildirilirken 6zgiilliigii diistiktiir. Menenjitli hastalarda BOS da calisilirsa
ozgiilliik %100’ e ¢ikar (Murray 2009).



2.2.2. Haemophilus influenzae:
Laboratuvar tani:

Mikroskopi: Eger mikroskopi dikkatle yapilirsa duyarlilig1 ve spesifitesi yiiksektir. Sekil
olarak kokobasilden uzun pleomorfik flamentlere kadar degisen gram negatif comaklar tespit

edilebilir. Gram boyama 6zellikle alt solunum yolu hastaliklarinin tanisinda faydalidir.

Kiiltiir: Bakterinin iiretilmesi i¢in klinik 6rnekler hastalara antibiyotik verilmeden alinmali,
hizla laboratuara ulastilmalidir. Kan, BOS ve diger viicut sivilar1 ¢ikolatamsi1 agar besiyerine
ekilmelidir. Eger cikolatamsi1 agar hazirlik asamasinda c¢ok isitilirsa V faktorii tahrip olur.
Bakteriler 35-37 °C’ de, %3-5 CO; li ortamda 24 saatlik inkiibasyondan sonra 1-2 mm ¢apinda,
diiz, opak koloniler olusturur. Koloniler isitilmamis kanli agarda S. aureus kolonilerinin

etrafinda tiremis kiiclik koloniler olarak tespit edilebilir (satellite-uydu fenomenti).

Molekiiler tetkikler: Son yillarda daha sensitif, spesifik, erken ve hizli tan1 koyduracak
niikleik asit temelli testler gelistirilmistir. Bu metotlarin duyarliligi ve 6zgiilliigii oldukg¢a

yiiksektir (Marty 2004).

Antijen tespiti: H.influenzae antijeninin, spesifik olarak poliribitolfosfat kapsiiler
antijeninin immiinolojik tespiti, H.influenzae tip b hastaliginin tanis1 i¢in hizli ve duyarl bir
yoldur. Antijen BOS ve idrarda tespit edilebilir. Bu test sadece as1 programinin uygulandigi

iilkelerdeki serotip b tespit edebildigi i¢in oldukg¢a smirli bir kullanima sahiptir (Murray 2009).

2.2.3. Moraxella catarrhalis:
Laboratuvar tani:

M.catarhallis’e bagh alt solunum yolu enfeksiyonlarinda, balgam 6rneklerinin gram
boyal1 yaymalar1 incelendiginde, bol 16kosit, fazla sayida gram negatif diplokoklarin bulunmasi
tan1 i¢in onemlidir. Kiiltiirde secici besiyerlerinde 1yi lirerler. Koloniler, oksidaz ve katalaz
pozitiftir. M.catarhallis’1 diger Neisseria tiirlerinden ayirt etmek i¢in kullanilan oldukg¢a hizli
ve giivenilir indoksil-biitirat hidroliz spot testi tanimlanmistir ve ticari olarak bulunmaktadir.

M.catarhallis’i izole eden nikleik asit temelli ticari kitler bulunmaktadir.



2.2.4. Mycoplasma pneumoniae:
Laboratuvar tani:

Mikroskopi: Tanisal degeri yoktur. Mikoplasmalar hiicre duvarma sahip olmadiklarindan

zayif olarak boyanirlar.

Kiiltiir: Bogaz yikantilarindan, brons lavaji veya balgamdan izole edilebilirler. Ornekler,
serum, maya extresi, glikoz, bir pH indikatorii ve penisilin igeren 6zel besiyerine inokiile
edilmelidir. M.pneumoniae, yavas iireyen bir mikroorganizmadir. Besiyerinde, M.pneumoniae
kolonileri 5-14 giin sonunda goriilmeye baslar. En 1yi kosullarda bile kiiltiirle izolasyon 2-3
haftay1 bulur; bu durum, enfeksiyonun erken doneminde mikroorganizmay1 saptayip, tedaviyi
yonlendirmeye yardimci olacak tanisal yontemlere gereksinim oldugunu gésterir (Baum 2000).
Kiiltiir pozitifligi hastaligin kesin bir kanit1 olsa da duyarlilig: diisiiktiir (Murray 2009). Yapilan
bir calismada serolojisi pozitif bulunan hastalarin kiiltiirlerinin sadece %64’ i pozitif olarak

sonug¢lanmistir.

Spesifik antikor tayini: Immunofloresan, presipitasyon, biiyiime inhibisyonu, indirekt
hemaglutinasyon, mikoplasmasidal antikor, kompleman fiksasyon, ELISA, adherans
inhibisyonu, radioimmunopresipitasyon, radioimmunoassay M.pneumoniae tanisinda serum
antikorlarmi 6lgmek i¢in kullanilabilirler. Tek yliksek titreler (>1:256) genellikle yakin
gecmisteki enfeksiyonu belirler, nadiren kesin M.pneumoniae enfeksiyonunu gosterir.
M.pneumoniae enfeksiyonlari, uzun bir inkiibasyon donemini takiben olusur ve antikor
olusumu akut hastalik sirasinda anlamli diizeylere erisir. Akut donemde 5-7 giin ara ile alinan

serum Orneklerinde, antikor titresinde 4 kat artis saptanirsa tani kesinlesir.

ELISA: ELISA ile IgM, IgG ve IgA tipi antikorlar saptanir. M.pneumoniae enfeksiyonu
sirasinda; IgM, hastalarin yaklasik %80’inde 1. haftada pozitiflesmekte ve 10-30. giinlerde en
yiiksek diizeylere ulagmaktadir. Spesifik [gM’in tespitinde, ELISA yOnteminin duyarlilig
%90,5 ve dzgiilliigii de %93,2 olarak (Oztiirk 2000, Ertem 2002).

Soguk agliitinasyon testi: Hastaliga 6zgiil degildir ve pndmonili hastalarin %30-50’sinde

pozitif bulunur. Yine de 1/32 ve iizerindeki titreler anlamlidir (Jacobs 1993).

Molekiiler yontemler: Atipik bakterilerin hizli tespiti i¢in PZR gibi yeni molekiiler

yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerin sensitivite ve spesifitesi, serolojik yontemlerle esit
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veya daha yiiksektir (Boman 1999, Dorigo-Zetsmal999). Bu yontem sayesinde cok az bir
numune ile birden fazla patojen ayni anda saptanabilmektedir (Edwards 1994). Klinik tam

laboratuarlarinda multipleks PZR yontemleri alternatif hale gelmistir ( Hayden 2001).
2.2.5. Chlamydia pneumoniae:
Laboratuvar tan::

Tani, organizmanm izolasyonu, serolojik incelemeler ve niikleik asit arastirma
yontemlerine dayanmaktadir. C.pneumoniae, tim klamidya tiirleri arasinda izolasyonu en zor
olandir. Izolasyonu i¢in en uygun 6rnekler nazofaringeal siiriintiiler ve bronkoalveoler lavaj
swvisidir. Organizma ayrica balgam ve plevral kiiltiiriinden de tiretilebilir. C.pneumoniae; HeLa

229, HL, NCI-H 292 ve Hep-2 hiicrelerinde iiretilebilir (Koneman 1997).

Seroloji: Bakterinin izolasyonunun giic olmasi nedeniyle, enfeksiyon tanisinda serolojik
incelemelere daha ¢ok basvurulmaktadir. Bu amacla en giivenilir test mikroimmunfloresans
(MIF) testidir. MIF, cinse 6zgii antijenleri icermeyen, sadece tiire ve tiirler arasindaki
serovarlara ait antijenleri kapsayan, 6zgiil ve duyarl: testlerdir. Primer enfeksiyonda, hastaligin
baslangicindan yaklasik 3 hafta sonra I[gM antikorlari, 6-8 hafta sonra da IgA ve IgG antikorlar
ortaya ¢ikar. Akut C. pneumonia tanisi i¢in kriter ya tek bir >1:16 IgM titresi veya IgG titresinde
4 kat yiikselmedir. Tek bir yiiksek Ig G titresi kullanilamaz. infeksiyondan 6-8 hafta sonraya
kadar IgG antikorlar1 olusmadigi i¢cin akut enfeksiyonun serolojik tanisinda testin degerliligi

disiiktiir (Ertem 2002).

ELISA: ELISA yontemi de C.pneumoniae tamisinda kullanilan yOntemlerdendir. Testin
sensitivitesi yapilan ¢alismalarda %70 ile %100 arasinda degismektedir. MIF ile karsilastirmali
yapilan caligmalarda sensitivite benzer bulunmustur. Ancak testin spesifitesi daha diistiktiir.
Kiiltiir ile karsilastirildiginda %57 olarak bulunmustur. Bazi arastirmacilar spesifiteyi arttirmak
icin ELISA ile pozitif ¢ikan orneklerin, direkt immunofloresan yontemi ile incelenmesini

onermislerdir, ancak bu da maliyeti arttrmaktadir (Numazaki 2000).

Molekiiler yontemler: Ozellikle izolasyonunun giic olmas1 ve bazi hastalarda serolojik
yanitin gec¢ ortaya ¢ikmasi veya hi¢c olusmamasi nedeniyle, PZR ile hastaligin erken ve hizli

tanimlanmasina olanak saglamistir (Ertem 2002, Kuoppa 2002).
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2.2.6. Legionella pneumophila:
Laboratuvar tani:

Mikroskopi: Gram boyama ile zayif boyanirlar, bu nedenle dieterle giimiis veya gimenez
boyasi kullanilabilir. Klinik 6rneklerde bakteriyi mikroskopik olarak tanimanin en duyarli roli,
dogrudan floresanla isaretli monoklonal ve poliklonal antikorlar1 i¢eren direkt florasan antikor

(DFA) testinin kullanimidir. Bu testin duyarhiligi da (%20-75) disiiktiir (Ttinger 2005).

Idrarda antijen arama testi: Enfekte hastalarin idrarlarindan atilan ¢oziiniir haldeki
Legionella serogrup 1°e spesifik lipopolisakkarit antijenlerini saptamak i¢cin kullanilir. Bu
testlerin duyarliligi ve 6zgiilliigii yiiksektir (%60-90), ancak diger serogruplarda kullanilmaz
(Tiinger 2005, Murray 2009). Antijen tedaviden haftalar veya aylar sonrada pozitif olarak

bulunabilir.

Kiiltiir: Testin duyarliligi %80-90’dir. Kiiltiir i¢cin en sik L-sistein iceren buffered charcoal
yeast axtract agar (BCYE) besiyeri kullanilir. %3-5 CO; li ortamda 35 ‘C’de 3-5 giinde
iireyebilir (Tlinger 2005).

Seroloji: Hasta serumunda spesifik IgM ve Ig G antikorlar1 cesitli yontemler ile
arastirilabilir. 1/256 ve iizerindeki titreler veya ardisik calisilan 6rneklerde dort kat titre artigi
tan1 i¢in degerlidir. Saglikli insanlarda 1/128’e kadar pozitiflik olabilir. Antikorlar genellikle
gec olusur ve hastalik gecirildikten sonra uzun siire yiiksek titrelerde devam edebilir (Tiinger

2005).

Niikleik asit cogaltma yontemleri: Solunum sekresyonlarinda bakterinin saptanmasinda
kiiltiire esdeger bir duyarliliga sahiptir. Kiiltiire gére en onemli avantaji saatler igerisinde
sonu¢lanmasidir. Dogru uygulamalarla molekiiler tan1 yontemlerinin kiiltiirden daha duyarli
sonug vermektedir. Testin duyarliliginin alt solunum yolu 6rneklerinde %80-90, serumda %30-
50 ve idrarda %50-90 arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Testin 6zgiilliigiiniin ise %90

iizerinde oldugu ileri siiriilmektedir (Murdock 2003).
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2.2.7. Klebsiella pneumoniae:
Laboratuvar tani:

Klebsiellalar her tiirlii besiyerlerinde iyi iirerler. Izolasyon besiyerinden hazirlanan saf
kiiltiirde bakterinin morfolojisi ve biyokimyasal 6zellikleri incelenebilir. Hareketsiz olmasi,
glikoz ve laktozu asit ve gaz olusturarak fermente etmesi, oksidaz deneyinin negatif olmasi,
sitrat1 tek karbon kaynagi olarak kullanmasi, H>S olusturmamasi, iireaz olusturmasi, lizini
dekarboksile edip ornitini etmemesi, jelatini eritmemesi gibi 6zellikleri ile K. pneumoniae ve
K. oxytoca diger gram negatif comaklardan ayrilabilir. K. pneumoniae ve K. oxytoca birbirinden

indol testi ile ayrilabilir (Tiinger 2005).
2.2.8. Staphylococcus aureus:
Laboratuvar tani:

Kiiltiir: Klinik 6rnekler koyun kan1 eklenmis zengin besiyerlerine ekilmelidir. Aerobik ve

anaerobik kosullarda 24 saat i¢cinde hizla tiremektedirler.

Molekiiler tetkikler: izolatlar1 alt tiir diizeyinde tanimlama ve direng genlerini gdstermede
daha hizli ve duyarhdirlar. Klinik 6rneklerden direk metisilin direngli S. aureus suslarini
saptamada ve bu direncli suslardaki dirence yol agcan mecA genini saptamak i¢in kullanilabilir

(Murray 2009).
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2.3. Bakteriyel direnc¢ genleri:
2.3.1. NDM ve CTX-M geni:

Antibakteriyel direng, farkli mekanizmalar ile gelisebilir. Baz1 mikroorganizmalar bir
ka¢c mekanizmay1 barindirarak ¢ok ilaca direncli olma potansiyeli tasirlar. Beta-laktamaz
iretimi ile gelisen direng, Gram negatif enterik bakterilerde en 6nemli direng mekanizmasidir.
Enterobacteriaceae’larda yeni beta-laktamazlar olarak adlandirilan plazmid kaynakh
sefamisinazlar, genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) ve karbapenemleri hidrolize
eden enzimler (karbapenemazlar) 6ne ¢ikmaya baslamistir. GSBL grup beta-laktamazlar,
oksimino sefalosporinlere (sefotaksim, seftazidim, seftriakson, sefuroksim ve sefepim) ve
monobaktamlara (aztreonam) dirence neden olurken, sefamisinler (sefoksitin, sefotetan) veya
karbapenemlerde dirence neden olmazlar. Bu enzimler klasik beta-laktamaz inhibitorleri
(sulbaktam, klavulanik asit, tazobaktam) ile inhibe edilir (Tasova 2011). GSBL ilk kez
Almanya’da 1983°de tanimlanmistir. GSBL 1980-1990 yillar1 arasinda K.preumoniae’de
baskin iken, 2000’11 yillarda E.coli’de de giderek artarak saptanmaya, hatta one ge¢meye
baslamistir. GSBL iireten Klebsiella tiirleri genelde nozokomiyal enfeksiyonlardan izole
edilirken, E.coli daha siklikla toplum kokenli enfeksiyonlarda goriilmektedir (Pitout 2010).
Onceleri TEM ve SVH enzimleri tiim diinyada yaygin iken, son yillarda CTX-M enzimleri en
yaygin GSBL tipi olmaya baslamistir (Taslt 2010). CTX-M tipi genislemis spektrumlu beta-
laktamazlar (GSBL) diinyadan yaygin bir sekilde bildirilmekte ve Enterobacteriaceae’de
plazmidler {izerinde tasinmaktadir. Bugiine kadar E.coli, K. pneumoniae ve Salmonella enterica
serovar Typhimurium basta olmak {izere bir¢ok Enterobacteriaceae iiyesine ait ¢esitli klinik
izolatlarda 40 kadar farkli CTX-M enzimi saptanmistir. CTX-M tipi enzimlerin genel olarak
sefotaksime kars1 seftazidimden daha biiyiik hidrolitik aktivite gosterdigi bilinmektedir (Aktas
2005).

NDM-1, yeni tanimlanan bir karbapenemaz’dir. NDM-1 enzimine sahip bakteriler ayni
zamanda GSBL ve karbapenemaz da iretir. Bu bakterilerin sahip oldugu direng, transfer
edilebilen molekiiler olarak B sinifi (Cinko metallo-) beta laktamaz grubuna dahildir. Bu
enzimlerin aktif kisminda ¢inko iyonlar1 bulunur, serin bulunmaz. ik kez 2008’de
K.pneumoniae ve E.coli izolatinda izole edildi (Yong 2009). Yeni Delhi’de hastanede yatarken
Isveg’e transfer edilen bir hastadan izole edilen NDM-1, diger metallobetalaktamazlar gibi
aztreonam hari¢ tiim beta-laktamlar1 hidrolize eder. Diger diren¢ mekanizmalarmin birlikteligi

ile NDM-1, cogu Enterobacteriaceae’yi, antibiyotiklerin ¢coguna direncli, sadece kolistin ve
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daha az olarak tigesikline duyarli hale getirir (Yong 2009). Giinimiizde cok sayida
mikroorganizmanin bu enzimi tasidigi yaymlanmistir. K. pneumoniae, K.oxytoca, E.coli,
Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Providencia spp, Proteus spp. ve Morganella
morgannii bakterileri 6rnek verilebilir (Leverstein 2010). Bu direnci tastyan mikroorganizmalar
hem hastane hem de toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olabilir ve baglica iiriner sistem
enfeksiyonu, sepsis, pulmoner enfeksiyonlar, peritonit, cihazla iliskili enfeksiyonlar ve

yumusak doku enfeksiyonlarindan izole edilmistirler (Leverstein 2010).

2.3.2.mecA geni:

Staphylococcus aureus’a bagl gelisen 6liimciil enfeksiyonlar, 1941 yilinda penisilin G’nin
klinik kullanima girmesinden sonra azalma gostermistir. Ancak bundan ¢ok kisa bir siire sonra
penisiline direng gosteren S. aureus’lar ortaya ¢ikmig, bunu takip eden 20 yil igerisinde hastane
ve toplum kaynakli S. aureus izolatlarinin yaklasik %80°1 penisiline direngli hale gelmistir.
Beta-laktamaz enziminin yol actig1 bu diren¢ sorunu, 1959 yilinda beta-laktamaz enzimine
dayanikli semisentetik bir penisilin olan metisilinin klinikte kullanimmin baslamasiyla
asitlmistir.  Ancak, S. awureus enfeksiyonlarinin tedavisinde metisilin  kullanimmin
baslamasindan sadece iki yil sonra, 1961 yilinda ilk metisiline direncli S. aureus (MRSA)
izolat1 tanimlanmistir (Appelbaum 2007). Giinimiizde MRSA tiim diinyada yaygin olarak
goriilmekte olup, prevalansi iilkeler arasinda oldukg¢a farklilik gdstermektedir (Appelbaum
2007). Stafilokoklarda metisilin direncinden Staphyococcal cassette chromosome mec
(SCCmec) ad1 verilen 21-67 kb bir DNA bolgesinde yer alan mecA geni sorumludur (Hiramatsu
2002). Bu gen bolgesi bakterinin tiim beta-laktam yapisindaki antibiyotiklere ve hatta
klindamisin, gentamisin ve florokinolon gibi diger ilaglara kars1 da direng gostermesini
saglamaktadir (Shorr 2007). Glinlimiize kadar, sinif A’dan sinif E’ye kadar bes farkli mec gen
kompleksi tanimlanmigtir (Lim 2003). Gliniimiizde metisilin direncinin saptanmasinda mecA
geninin molekiiler yontemlerle saptanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu
yontemlerin klinik labaratuvarlarda uygulanmasi olduk¢a zor ve pahalidir. Bu nedenden dolay1
klinik labaratuvarlarda S. aureus izolatlarinda metisilin direncinin saptanmasinda; oksasilin
disk diflizyon yontemi, sefoksitin disk difiizyon yontemi, sivi mikrodiliisyon yontemi, E-test

yontemi kullanilmaktadir.
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2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR):

Polimeraz zincir reaksiyonu, niikleik asitlerin in vitro olarak, uygun kosullar altinda
cogaltilmas1 esasina dayanan bir test sistemidir. PZR teknigi, tek veya ¢ift sarmalli DNA ya da
RNA i¢in kullanilabilir. Yontemin temeli, ¢cogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgiil, bu
bolgedeki baz dizilerini tamamlayici olan bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer kullanarak, bu
iki primer ile smirlandirilan bdlgenin enzimatik olarak sentezlenmesi esasma dayanir. Bu
teknik, hiicre icinde gerceklesen dogal replikasyonun bir tiip icinde taklit edilmesi esasina
dayanir. Bir gesit in vitro klonlamadir. Ozellikle kiiltiirii yapilamayan mikroorganizmalarin

direkt tanisinda oldukca basar1 saglamaktadir (Durmaz 2001).

Biyoteknolojide 1990’larmn ikinci yarisinin sonlar1 ve 2000’lerin baslarindaki biiyiik
gelismeler, simdi enfeksiy6z hastaliklarin tanisinda uygulanan modern tekniklerin gelismesi ve
belirgin 6l¢iide hassaslastirilmasi ile sonug¢lanmistir. Bu teknikler molekiiler biyolojinin 6nemli
malzemeleridir ve diinya genelinde hastaliklarin tanisinin konulmasi, antimikrobiyal tedavinin
yonlendirilmesi ve hastane epidemiyolojisi ve enfeksiyon kontrolii i¢in klinik laboratuarlarda

diizenli olarak kullanilirlar (Pfaller, 2001; Wolk, 2001; Raoult, 2004).

Molekiiler tanisal yoOntemler, geleneksel yontemler kullanarak bulunmasit ve
belirlenmesi zor veya imkénsiz olan enfeksiydz ajanlarin tanimlanmasinda halen en degerlisidir
ve bu teknikler ile medikal uygulamada sik karsilasilan patojenlerin hizli (ayn1 giin) ve dogru
olarak belirlenmesini saglanmistir (Alvarez-Barrientos, 2000; Houpikian, 2002; Mezzasoma,

2002; Hazelton, 2003; Cockerill, 2004; Raoult, 2004).

Rutin klinik muayenelerde hastalik ajanlarinin izolasyon ve identifikasyonlar1 olduk¢a
zaman almakta ve bazen de herhangi bir etken ayrilamamaktadir. Serolojik testlerde, siipheli
veya negatif sonuclar verdigi gibi yanlis negatif ve pozitif reaksiyonlar da elde edilebilmektedir.
Bunun gibi olgularda PZR biiyiik kolayliklar saglamaktadir. Amplifikasyondan sonra isaretli
problarin kullanilmasi veya elektroforezden sonra olusan kanitlarin boyanarak (ethidium
bromidle) goriintiilenmesi, taniy1 kolay hale getirmektedir. PZR yontemi giinlimiizde; kiiltirti
yapilmasi, izolasyonu ve identifikasyonu ¢ok zor veya yapilamayan mikroorganizmalarin (M.
lepra, M. tuberculozis, T. pallidum, C. trochomatis, M. pneumonia, C. Burnetti vb.) teshisinde,
toksin olusturan ajanlarin, saptanmasi gii¢ olan toksinlerin ortaya konulmasinda, antimikrobial
ilaclara kars1 direngli olan bakterilerin belirlenmesinde (MRSA, VRE vb.), mikroorganizmalar

icinde alt tiplerin saptanmasinda, gidalarda, sularda ve yiyeceklerde bulunan
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mikroorganizmalarin tanisinda, diger mikrobiyolojik arastirmalar (molekiiler immunoloji ve
epidemiyoloji, parazitoloji, bakteriyoloji, viroloji, vs.) yaygin olarak kullanilmaktadir (Durmaz
2001). Molekiiler yontemler giivenilir testler olup, duyarlilik ve 6zgiilliikleri oldukca yiiksektir.
Tan1 i¢in az miktarda klinik materyal gerektirmeleri ve klinik materyallerde bulunan inhibitor
maddelerden etkilenmemeleri nedeniyle izolasyonlari, iiretilmeleri veya identifikasyonlar1 ¢ok
zor olan bakteriyel ve viral ajanlarm belirlenmesinde biiyiik yararlar saglamaktadirlar (Tarhan

2002) .

PZR, istenilen sayida tekrarlanabilen sicaklik dongiilerinden olusur. Bir PZR dongiistii
her biri farkli sicaklik derecelerinde gerceklesen sirastyla, DNA’ nin iki zincirinin birbirinden
ayrilmasi (denatiirason), sentetik oligoniikleotidlerin (primer) hedef DNA ya baglanmasi
(baglanma-annealing) ve zincirin yeni ¢ift zincirli DNA lar olusturacak sekilde uzamasi

(uzama-extension) agamalarindan meydana gelir.

PZR ile DNA'nin ¢ogaltilabilmesi i¢in reaksiyon karisiminda; ¢ogaltilacak olan kalip
DNA; bu DNA’da cogaltilmas: planlanan bdlgenin iki ucundaki DNA dizisini 6zgiil olarak
tantylp, ona baglanacak olan DNA primerleri; primerlere baglanip bunlara 3' ucundan
niikleotidleri ekleyerek sentez yapacak olan DNA polimeraz; sentezde kullanilacak
deoksiniikleotid trifosfatlar; polimerazin calismasi i¢in gerekli tampon gorevi yapacak

maddeler ve tuzlar; enzimin ¢alismasi i¢in 6nemli bir kofaktor olan Mg"™" iyonlar1 gerekir.

Denatiirasyon asamasinda, biitiin gerekli materyaller ¢ok kiiclik miktarlarda mikrofij
(Ependorf, vs.) tiiplerine konduktan sonra 6zel bir aletin (Thermal cycler) gozlerine yerlestirilir.
Alet otomatik olarak 1s1y1 95°C’ye yiikselterek bu 1sida hedef DNA’larin denatiirasyonu
(ntikleik asitin iki iplik¢iginin birbirlerinden ayrilarak tek iplik¢ik haline gelmesi) saglanir. Bu

islem i¢in, materyalin tiiriine gore degismek tizere 3-5 dakika kadar bir siire yeterli olmaktadir.

Primerlerin baglanmasi asamasinda, ayarlanmis olan siire sona erdikten sonra, alet 1s1y1
50-52°C ye indirerek ortamda bulunan iki tiir primerin, her birinin komplementeri oldugu tek
iplikcik hedef DNA iizerindeki spesifik sekanslara baglanmasi gerceklestirilir. Ugiincii
basamak olan sentez basamaginda primerin baglandigi yerden itibaren 5'-3' yOniinde
komplementer DNA sentezi baslar. DNA sentezinin baglayabilmesi icin sicakligin, Taq
polimeraz enziminin optimum ¢alisma sicakligi olan 72°C'ye getirilmesi gerekir. Boylece Taq
polimeraz, hedef DNA'ya tutunmus olan primerin 3' ucundan itibaren zincire yeni niikleotidler

ekleyerek komplementer zincir sentezine baglar. Her yeni eklenen niikleotidin 3' hidroksil ucu

17



aciktadir ve bir sonraki niikleotid bu uca baglanir. Boylece, PZR’in 3 asamadan olusan ve
yaklasik olarak 10-15 dakika kadar devam eden birinci amplifikasyon asamasinin 25-30 kez
tekrarlanmasi ile tek bir hedef DNA segmenti, 2" formiiliine gore yaklasik 33,6 milyon
cogaltilmis olur. PZR i¢in her tiirlii kaynaktan temin edilen DNA (veya RNA) kullanilabilir.
Kan, serum, viicut sivilari, dokular, organlar, fikse edilmis dokular, vs. ¢cok fazla yararlanilan
materyaller arasindadir. PZR’nin ¢ok duyarli olmasi sayesinde ¢ok az miktarda ornek yeterli

olmaktadir (Durmaz 2001).

2.4.1 Multipleks PZR:

PZR teknolojisinin bir versiyonu olan yOntem, bircok enfeksiyonun tanisinda
kullanilmaya baglanmistir. Bu yoOntemle; amplifikasyon tiipii icerisine klinik Ornekte
bulunabilecek her mikroorganizma veya ayni bakteri geni lizerindeki farkli hedef bolgeleri i¢in
0zgil olan primerler kullanilarak, ¢ok sayida hedef ayni zamanda g¢ogaltilabilmektedir. Bu
teknik  Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Mycoplasma pneumoniae, Legionella

pneumophila gibi bir¢ok patojenin tanisinda kullanilmistir (Durmaz 2001).
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3. GEREC VE YONTEM:

Eyliil 2011-Nisan 2013 tarihleri arasinda akut alt solunum yolu enfeksiyonu belirtileri
ile Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Konya Numune Hastanesi
Gogiis Hastaliklar1 polikliniklerine bagvuran, toplum kokenli pnodmoni, KOAH alevlenmesi ve
bronsiektazi akut alevlenmesi tanis1 konulan, ayaktan veya yatirilarak tedavi edilen, 197 hasta

calismaya alindi.

TKP tanis1 i¢in akut baslangi¢cl 6ksiiriik, yeni veya artmig mukopiiriilan balgam, 37.8 C
iizerinde veya 36. C altinda viicut sicakligi, pleurotik gdgiis agrisi, dispne, artmis CRP ve
sedimentasyon hizi, periferal kan lokosit degeri 10.000 tizeri veya 4.000 alt1 olmasi, yaygin kas
agrisi, infiltrasyon veya konsolidasyon seklinde radyolojik bulgularin olmasi sartlari arandi. Bu

kriterlerden en az 3 tanesiyle uygun klinik bulgularin varligi, TKP kabul edildi.

Hastalara KOAH tanilari, GOLD 2011 kriterlerine gore uygun anamnez fizik muayene
ve solunum fonksiyon testi ile konuldu. Akut alevlenme tanisinda; dispne, balgam miktar1 ve

balgam piiriilansinda artis olarak dnceden tarif edilmis olan her 3 kriterin de varlig1 arandi.

Brongiektazi tanilari, uygun anamnez ve fizik muayene bulgular1 ile yiiksek

rezolusyonlu toraks tomografisi ile konuldu.

Son 10 giin icinde hastaneye yatis ve antibiyotik kullanma Oykiisii, eslik eden
immiinsupresyon, solunum yetmezligi, malignansi, konjestif kalp yetersizligi olan hastalar

calismaya dahil edilmedi.

Tim hastalar ¢aligma hakkinda bilgilendirildi ve yazili onamlar1 alindi. Calisma
1215180030 nolu projeyle Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
koordinatorliigli tarafindan desteklenmis ve Meram Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun 02.03.2012

tarih ve 2012/33 sayili karar1 ile onay almaistir.
3.1. Kiiltiir:

ASYE tanis1 alan erigkin hastalardan balgam ve BAL, ¢ocuk hastalardan nazofarengeal
stiriintli 0rnekleri alindi. Steril kaba alinan balgam 6rnekleri, fiberoptik bronkoskopi ile alinan
BAL o6rnekleri ve nazofarengeal siirlintii 6rnekleri bekletilmeden Gram boyanarak mikroskobik

olarak degerlendirildi.
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Balgam numunesi alimi:

Balgam alinmadan 6nce hastanin agzi steril su ile ¢alkaland1 ve gargara yapildi. Balgam
almamayan hastalardan indiiklenmis balgam numunesi toplandi. Bunun i¢in gogiis hastaliklari
hekimi gdzetiminde hastaya steril, 1lik, aerosolize hipertonik tuzlu su (%10 NaCl) inhalasyonu
yapildi. Bu soliisyon hastaya nebulizator yardimi ile 10 dakika kadar derin ve yavas solutuldu,

sonra derin ve kuvvetli bir 6ksiiriik ile balgam alind1 ( Pin 1992; Paggiaro PL 2002).

Daha sonra alinan balgamin kalite yoniinden incelemesi yapildi. Belirgin olarak
tiikkriikten ibaret oldugu goriilen balgamlar incelemeye alimmazken balgamin piiriilan yerinden
yapilan Gram boyali preparatlarin incelemesinde 100 kez biiyiitme ile incelenen bir
mikroskopik alanda 10’dan fazla epitel hiicresi goriilen balgamlar incelemeye alinmadi. 25
iizerinde l6kosit, 10’un altinda epitel goriilen balgamlar kaliteli balgam ©rnegi olarak

degerlendirildi (Bilgehan 2009).
Nazofarengeal siiriintii numunesi alinisi:

Nazofarengeal siirlintii alinacak ¢ocuk hasta sirtiistii pozisyonda yatirildi, ekiivyonla
burundan girilerek nazofarenksin her iki tonsil mediali ve uvula arkasi1 bolgelerinden siiriintii
ornegi alind1. Bu sekilde alman drnekler eSwap Liquid Amies (Copan, italya) transport besiyeri

ile labaratuvarimiza ulastirild1.
BAL numunesi alinisi:

Gogilis hastaliklar1 hekimi tarafindan Olympos marka steril edilmis fiberoptik
bronkoskop ile, radyolojik olarak enfeksiyon belirtileri olan brons agzindan steril distile suyun
verilerek tekrar steril kaba aspire edilmesi ile BAL 6rnekleri alindi. BAL s1vis1 6rneklerinden
ilk olarak gram boyama yapildi. Boyama sonucunda bakteri ve 16kosit goriilen numuneler

calismaya alind1 (Murray 2009).
Kullanmilan besiyerlerinin hazirlanmas ve icerigi:

Koyun kanh agar: Hazir ticari olarak satilmakta olan ve 90 mm capinda petri igerisinde, %5

koyun kani iceren Mueller Hinton agar kullanildi1 (Biomerieux, Fransa).

Eosin Metilen Blue Agar: Toz halinde ticari olarak satilmakta olan EMB agar, bir balon

icerisinde 1 It distile suya 36 gr eklenip 12 C”de 15 dakika otoklavlanarak hazirlandi. El
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yakmayacak sicaklifa (40-50°C’ye) diistiiglinde daha 6nceden steril etmis oldugumuz cam
petrilere (70-90mm c¢apinda) 0.4mm kalinlikta olacak sekilde dokiildii ve besiyeri oda 1sisinda
donduktan sonra plaklar1 ters ¢evirerek buzdolabinda +4 °C *de muhafaza edildi. Oda 1sisinda

bir siire beklettikten sonra ekimler yapildi.

Cikolatams1 Agar: Toz halinde ticari olarak satilmakta olan Gelose Mueller Hinton 2 (MH2-
D) agardan (Biomérieux, Fransa) steril bir balon igerisine 1litre suya 38 gram olacak sekilde
konuldu ve 121 “C’de 15 dakika otoklavland1. Otoklavdan ¢iktiktan sonra besiyerinin sicaklig
50-55 "C’ye diistiigiinde % 5 oraninda insan kani (tam kan) eklendi. Kan1 ekler eklemez balonu
yavas hareketlerle alev lizerinde calkalayarak isiin etkisiyle eritrositlerin par¢alanmasi ve
sonucta besiyerinin renginin kahverengi olmasini saglandi. Steril cam plaklara besiyerini
dokerek besiyerinin donmas1 saglandi. Daha sonra buzdolabinin +4 C° bolmesinde muhafaza

edildi. Ekim yapilmadan 6nce oda 1sisinda bir siire bekletildi ve daha sonra ekimleri yapildi.
Konvansiyonel yontemler:

Katalaz Testi (Gunn ve ark 1987)

- Kat1 besi yerinde (kanli agar hari¢) iiremis olan mikroorganizma kolonilerinden platin 6ze ile

yeterli miktarda alinarak temiz bir lamin iizerine konuldu.
- Uzerine, % 30’luk hidrojen peroksitden bir damla damlatildu.

- Hidrojen peroksit katilmasindan sonra hava kabarciklarin gériilmesi pozitif reaksiyon olarak

degerlendirildi.

Koagiilaz Testi: Calismamizda lamda koagiilaz testi yapildi. Lam iizerine bir damla latex
koagiilaz (Oxoid) damlatildi. Uzerine test edilecek bakteri ile siispansiyon yapildi. lyice

karigtirildiktan sonra agliitinasyon varlig1 pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.

Oksidaz deneyi: Kovak aywraci (%1.0 tetramethyl-p phenilenediamine hydrochlorid), steril
emici kagit serit iizerine damlatildi. Sonra 6ze ile incelen koloniden almip islatilmis kagida

stiriildii. Olusan koyu mavi-mor renk, testin pozitif oldugunu gosterdi (Bilgehan 2009).

Gram boyal preparat: Balgamdan boyali preparat hazirlamak icin 6ze ile irinli kistmlarindan

alinan balgam temiz bir lamin iizerine birakildi. Oze ile dairesel hareketlerle homojen ve ince
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bir tabaka halinde yayildi. Havada kurutulan ve alevde tespit edilen preparat Gram yontemi ile

boyandi (Bilgehan 2009). Immersiyon yag1 damlatilarak incelendi.

Hastalardan alinan balgamin piiriilan veya varsa kanli kisimlari, BAL ve nazofarengeal
siriintii ornekleri koyun kanli agar, EMB agar ve c¢ukulata agar besiyerlerine ekildi.
H.influenzae i¢in koyun kanli agara ayrica ekim yapildi. Yapilan ekim c¢izgisine dik olarak
ATCC 29213 standart S. aureus susu ekildi. 48 saatlik inkiibasyon sonunda satellit (siitanne)

fenomeni yoniinden degerlendirildi.

Balgamda ve diger solunum Orneklerinde birden ¢ok sayida bakteri olabildiginden
baskin bakteriyi belirleyebilmek i¢in standart ydntemlerle ¢caprazlama ekim yapildi. Once 6ze
ile plagin bir kenarmna birbirine paralel birkac ¢izgi ¢izildi. Bundan sonra 6ze alevde steril
edildi. Daha sonra 6ze ile ilk ¢izilen ¢izgileri, her ¢iziste bir genis ag¢1 olusturacak sekilde
caprazlayarak ekim tamamlandi. Plaklar 37 °C’de, %5-10 CO>’ li ortamda 24-48 saat inkiibe
edildi. ilk cizgi ekimlerinde bol ve sonraki ekim cizgilerinde gittikge azalan sayida bakteri
kolonileri arasinda baskin koloni arastirildi. Ik ¢aprazlama ekim ¢izgisi bdlgesinde 10 ve daha
cok, ikinci ¢aprazlama ekim bolgesinde 5 ve daha ¢ok, iiglincii caprazlama ekim bdlgesinde
toplam 5 ten az koloni olusturan bakteriler ekim egemen bakteriler olarak kabul edildi

(Bilgehan 2009).

Inkiibasyon sonunda kanli agar plaklarinda kiiciik, parlak, yesil hemolizli (alfa hemoliz)
koloniler baskin ise S.pneumoniae diisiiniilerek optokin duyarliligi bakildi. Bunun i¢i koyun
kanli agara slipheli koloniden ekim yapilarak icinde 5 pg optokin (ethylhydrocupreine
hydrochloride) iceren hazir ticari optokin diski yerlestirildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda
optokin diskinin etrafindaki duyarlilik zonu 6l¢iildii. 16 mm ve daha biiyiik ¢apta ise duyarl
kabul edildi (Bilgehan 2009). Ayni koloniden Gram boyama yapilarak gram negatif diplokoklar
goriildii. Daha sonra optokin duyarli olan koloninin Vitek 2 Compact (Biomerieuks, Fransa)

tam otomatik tanimlama sistemi kullanilarak identifikasyonu yapildi.

Kanl1 agar besiyerinde 1-2 mm capinda sar1 veya beyaz, mat ve beta hemoliz olusturan
koloniler baskin ise S. aureus yoniinden degerlendirildi. Gram boyama yapildi. Katalaz ve
koagulaz testi yapildi. Her iki test pozitif olan bakterinin Vitek 2 Compact (Biomerieux, Fransa)

tam otomatik tanimlama sistemi kullanilarak tanimlamasi ve antibiyotik duyarlilik testi yapildi.
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EMB besiyerinde iireyen Gram negatif bakterilerin de benzer sekilde Vitek 2 Compact
(Biomerieux, Fransa) tam otomatik tanimlama sistemi kullanilarak tanimlamasi ve antibiyotik

duyarlilik testi yapildi.

Cikolata agara ekim yapidiktan sonra plagin ortasina, ¢ap boyunca S. aureus ATCC
29213 standart susundan ¢izgi ekimi yapildi. 24- 28 saatlik inkiibasyon sonunda S. aureus

hemoliz zonu boyunca iiremenin olup olmadigi kontrol edildi ( Bilgehan 2009).

BAL kiiltiirlerinde 24 saatlik inkiibasyon sununda 10° ve daha fazla iireyen bakteriler

etken kabul edildi (Murray 2009).
Bakterilerin Biyokimyasal Ozellikleri

Bakterilerin biyokimyasal 6zellikleri Vitek 2 (Biomerieux, Fransa) tam otomatik bakteri
tanimlama sistemi ile belirlenmistir. Vitek 2 sistemi bakterilerin ve mayalarin tanimlanmasinda
kullanilan, kolorometrik, bilgisayar destekli bir yontemdir. Tanimlama liyofilize kartlara, 0,5
McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonunun dagitilmasi, 8-16 saat 35,5+1,0 °C’de
cthazim inkiibatoriinde inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki biyokimyasal verilerin toparlanip,
veri tabanindaki datalarla karsilastirilmasiyla yapilir. Tanimlama amaciyla, GN (Gram negatif)

tanimlama karti, GP (Gram pozitif) tanimlama kart1 kullanilmistir.
3.2. Multipleks PZR:

Bu ¢alismada bakterilerin amplifikasyonu CAP-Bac-PN Mix (Gen ID®; Autoimmun
Diagnostika GmbH, Almanya) kiti kullanilarak multipleks PZR yontemi ile calisildi. PZR
yontemi i¢in 6nce DNA izolasyon islemi yapildi, daha sonra multipleks PZR basamaklarina
gecildi. Calismada RDB 2246/ RDB 2246X BAC HOSPITAL multipleks PZR kiti kullanilda.
Yapilan PZR reaksiyonundan sonra Reverse Hibridization Assay (Ters Hibridizasyon Testi)
RDB 2245 kiti (Gen ID®; Autoimmun Diagnostika GmbH, Almanya) kullanilarak yapildi. Tiim
islemler glivenlik kabini bulunan ortamda steril sartlara uyularak yapildi. Tiim kit malzemeleri

2-4 °C’de sakland.
Calisma 3 asamada gerceklestirildi:
-Bakteri DNA izolasyonu

-PZR asamasi
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-Hibridizasyon agamasi

3.2.1. DNA izolasyonu:
Kit icerigi;

1. Lysis Buffer 30 ml

2. Binding buffer 40 ml

3. Washing Buffer A 30 ml
4. Washing Buffer B 10 ml
5. Elution Buffer

6. Spin Columns
Protokol:

1.1000 ml distile su ile vortekslenerek homojenize edilen balgam 6rneklerinden 300 pl alinarak

1,5 ml’lik tiip i¢ine aktarildi.

2. 500 pl buffer VL ( kristalize olmus ise 37 derecede 15 dakika bekletilerek ¢oziildii) tiip

icersine pipetlendi ve 10 saniye vortekslendi.

3. Oda sicakliginda (15- 25 “C) 10 dakika inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonunda 700 pl buffer RBI tiip igerisine pipetlendi ve 10 saniye vortekslendi.
5. 750 pl lizat spin kolona aktarildi ve 12.000 rpm de 20 saniye santrifiijlendi.

6. 4. Basamakta elde edilen lizatin kalan kismi spin kolona aktarildi ve 12.000 rpm de 30 saniye
santrifiijlendi.

7. Kolona 500 pl buffer RBW pipetlendi ve 12.000 rpm’ de 30 saniye santrifiijlendi.
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8. Kolona 500 ul buffer RBW pipetlendi ve 12.000 rpm’ de 30 saniye santrifiijlendi
9. Kolon bos olarak 12.000 rpm’ de 1 dakika santrifiijlendi

10. Kolona 40 pl niikleaz free water pipetlendi ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten
sonra 12.000 rpm’ de 1 dakika santrifiijlendi

11. Elde edilen DNA’lar -20 ‘C’de saklandu.

3.2.2. PZR asamasi:

RDB2246 amplifikasyon (cogaltma)
Kit Icerigi

1. Primer Niikleoitid karigimi

2. PN-Mix Hosp 1: 300 nl

3. PN-Mix Hosp 2: 300 pl

4. Kontrol DNA

Gerekli Ekipmanlar ve Materyaller
1. DNA izolasyon kiti

2. Thermalcycler

3. Termstabil DNA Polimeraz Enzimi ve buffer, MgCL
4. PZR tiipii, filtreli pipet ucu

Testin prensibi:

Klinik 6rnekten izole edilen bakteriyal DNA’ dan PN-Mix Hospital 1 ve 2 karisimlar1

kullanarak yapilan multiplex PZR ile S.pneumoniae, H.influenzae, M. catarrhallis,
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C.pneumonaie, M. pneumoniae, L. pneumophila, S. aureus, K. pneumoniae, Escherichia coli,

E. cloacae, bakterilerinin tespiti yapild1.

Testin duyarhh@:: Calismamizda kullanilan kit 10° ve fiizeri bakteri DNA’sm1

saptayabilmektedir

Tim kit igerigi 2- 8 C de saklandu.

95 °C -==m--mmmmmmm - 05: 00 dakika
95 °C -==m--mmmmmmm - 00: 30 saniye
60 °C ------mmmmmmm- 02: 00 saniye
95 °C -==m--mmmmmmm - 00: 10 saniye
55 °C ===mm-mmmmmmm - 00: 30 saniye
72 °C ==mmmmmmmmmmm - 00: 30 saniye
72 °C ==mmmmmmmmmmm - 08: 00 dakika

PZR iiriinleri uzun siireli saklamalarda -70 C de, kisa siireli saklamalarda 2-8 C° de saklandi.
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3.2.3. RDB2245 hibridizasyon asamasi:

Kit icerigi:
RDB2245 RDB2245X
12 test 60 test
Nitrocellulose strips,(gen 12 strip 60 strip
probu ile kapl)
Denatiirasyon reaktifi 0.6 ml 3ml
Hibridizasyon solusyonu 15 ml 70 ml
Stringent yikama 40 ml 80 ml
solusyonu
Rinse, 5x concentrated 20 ml 80 ml
Konsantre konjligat 0.2 ml 0.75 ml
solusyonu
Konjiigat solusyonu 15 ml 75 ml
Substrat 15 ml 75 ml
Inkiibasyon tepsisi 1 5

Test prosediirii:
On hazirhk:
Kit i¢gindeki malzemeler firma oOnerileri dogrultusunda uygun olarak hazirland:.

1. Hibridizasyon buffer ve kati1 yikama solusyonu 47 “C’ye, diger tiim solusyonlar oda
sicakligina getirildi. Calisilacak 6rnek sayisina gore inkiibasyon tepsileri hazirlandi. Kullanilan

kuyucuklarm kenarlari isaretlendi. Daha 6nce kullanilan kuyucuklar tekrar kullanilmada.
2. 40 pl denatiirasyon solusyonu striplerin yerlestirildigi kuyucuklarinin koselerine eklendi.

3. 20’ ser ul PZR ile ¢ogaltilmis iirtinden (toplamda 40ul iiriin) denatiirasyon soliisyonuna

pipetlenerek karistirildi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
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Bu sirada pens ile her bir 6rnek i¢in bir strip alind1 ve bu strip’in isaretli ucu kursun kalem ile

numaralandirildi.

4. Tray’in 6rneklerin konuldugu kuyucuklarmna dikkatlice dnceden 1sitilmig 1 ml hibridizasyon

tamponu koyuldu ve homojen renk elde edilene kadar yavasca ¢alkalandi.
5. Forseps ile stripler tiipten ¢ikarildi ve inkiibasyon tepsisine koyuldu.
6. Inkiibasyon tepsisi 47 "C’de 30 dakika ¢alkalanarak su banyosu i¢inde inkiibe edildi.

7. Hibridizasyon tamponu tamamen atild1 ve stripler 1 ml 6nceden 1sitilmis karisik kati yikama
solusyonu ile yatay bir c¢alkalayici lizerinde hafif hareketlerle oda sicakliginda 2 kez birer

dakika yikandu.

8. Her stripe onceden 1sitilmis 1 ml kat1 yikama soliisyonu 2 defa eklendi ve 47 “C su

banyosunda 15 dakika hafifce calkalanarak inkiibe edildi.

9. Bundan sonraki igslemlere oda sicakliginda devam edildi. Soliisyon dokiildii ve 1 ml diliie

durulama solusyonu ile 1 dakika boyunca seritler 2 kez yikandi.

10. Striplerin her birine 1 ml hazirlanmis konjugat (konsantre konjugat 1/100 konjiigat
solusyonu ile diliie edildi) eklendi ve oda sicakliginda yatay c¢alkalayicida 30 dakika inkiibe
edildi.

11. Inkiibasyon déneminden sonra konjugat cikarild1 ve striplerin her biri 3 kez 1 ml diliie

durulama suyu ile yatay calkalayicida yikandi.

12. Her bir strip lizerine oda sicakligina getirilen 1 ml substrat eklendi ve iyice pipetlendikten
sonra karanlikta bantlarin olugsmasma gore 5-7 dakika inkiibe edildi. Cok uzun siireli
inkiibasyonlar stribin kararmasina sebep olabilecegi ve de yanlis degerlendirmelere yol
acabilecegi i¢cin bu basamak, inkiibasyon siiresi kontrollii bir sekilde takip edilerek

sonlandirildi.
13. 1 ml distile su ile 2 kez yikanarak reaksiyon sonlandirilda.

14. Son olarak, stripler kuyucuklardan alinarak kurutma kigidinin arasina konularak kurutuldu

ve degerlendirme agamasina gegildi.
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Sonug¢larin yorumlanmast:

Conjugate control
Amplification control
S pneumoniae

H. infuenzae

H. infuenzae type b
M. catarrhaliz

C. pneumoniae

M. pnsumoniae

L. pneumophila

S. aureus

mecA

K. pneumoniae

E. cok

E. cloacae

CTX-M

NDM-1

Konjugat Kontrol

Her zaman goriilmelidir. Hibridizasyon asamasinin basarili oldugunu gosterir

Amplifikasyon Kontrol

Insan genomik DNA’smda bulunan Housekeeping gene GAP-DH igerir. izolasyon ve
amplifikasyon agamasinin kontroliinii saglar. Bakteri i¢in bant olusumunun goriilmesi o bakteri

DNA’snin veya o bakteriye ait direng geninin varligini gostermektedir.
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Conjugate control E E D H
Ampilification control

5. pneumoniag [—
H. influenzae —
H. influenzae type B
M. caftzmhalz

C. pnewmonige

M. pneumonias J—
L. pnaumophila
5. auwreus u
mach,

K. pnaumoniss

E. colf D

E. doacae
CTX-M j—
ND&A-1

a) by ¢ d)
Sekil 3.1: Striplerin degerlendirilmesi
a) H.influenzae ve M.pneumoniae saptanmis
b) S. aureus ve mecA geni saptanmis
¢) S.pneumoniae saptanmig

d) K. pneumoniae, E.coli ve CTX-M geni saptanmig

3.3 istatistiksel analiz:

Istatistiksel analiz i¢in SPSS 21 programu kullanildi. Parametrik verilere sahip gruplarm
karsilastirilmasinda Independent-Samples T test, coklu nonparametrik grup karsilastirmalarda
x? testi ve Mann-Whitney U testi kullanild1. Istatistiksel anlamlilik i¢in p< 0.05 smir1 kabul
edildi.
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4. BULGULAR:

4.1. Genel ozellikler:

Calismaya yaslar1 4 ile 88 arasinda degisen, 117 erkek, 80 kadin olmak tizere 197 hasta
dahil edildi. 147 TKP, 42 KOAH akut alevlenmesi, 8 bronsiektazi tanis1 alan hastalardan, 141
balgam, 45 NFS ve 11 BAL 6rnegi calisildi. Hastalarin genel 6zellikleri tablo 4.1'de verilmistir.

Tablo 4.1. Calismaya alman 6rneklerin genel 6zellikleri

n (%) Ortalama
Hasta 197
Erkek 117(59,4)
Kadin 80(40,6)
Tam
TKP 147(74,6)
KOAHAA 42(21,3)
Brongsiektazi 8(4,1)
Ornek
NFS 45(22,8)
Balgam 141(71,6)
BAL 11(5,6)
Yas 40 (£23)
CRP 45,4 (£58)
Lokosit 11,0 (+4,5)
Sedim 37 (£25)

2. Kiiltiir sonuclar::

Tiim olgularin 62'sinde (% 31,5) kiiltiirde en az bir bakteri tiremesi saptandi. Kiiltiir
calismasi sonucunda en fazla iireyen bakteriler sirasiyla, S.pneumoniae (%16,9), M.catarhallis

(% 6,1), S. aureus (%3,0) oldu. Kiiltiir sonuglar1 tablo 4.2°de verilmistir
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Tablo 4.2. Kiiltiir ile saptanan mikroorganizmalarin dagilimi

n (%)
Ureme yok 65 (33,0)
Normal flora 70 (35,5)
S.pneumoniae 32 (16,2)
M.catarhallis 12 (6,1)
S. aureus 6 (3,0)
K. pneumoniae 5(2,5)
E.coli 52,5
S.pneumoniae+ M.catarhallis 1(0,5)
S. aureus+P.aureginosae 1(0,5)

Kiiltiir sonuglarma gore en fazla tireme %42,9 ile KOAHAA grubunda oldu. Bunu
%28,6 ile TKP ve %25,0 ile bronsiektazi grubu izledi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Klinik taniya gore kiiltiirde bakteri ireme oranlar1

50

| Kaltar

KOAH (n:43) TKP (n:147) Bronsektazi (n:8)

Tanilara gore kiiltiirde iireyen bakteriler ve oranlari tabloda verilmistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Klinik tantya gore kiiltiirde saptanan mikroorganizmalarin dagilim1

n (%) TKP KOAHAA BRONSIEKTAZI
Ureme yok 57(38,8) 6(14,3) 2(25,0)
Normal flora 48(32,7) 18(42,9) 4(50,0)
S.pneumoniae 23(15,6) 8(19,0) 1(12,5)
M.catarhallis 8(5,4) 409,5) -
S. aureus 5(3.4) 1(2,4) -
K. pneumoniae - 4(9,5) 1(12,5)
E. coli 4(2,7) 1(2,4) -
S.pneumoniae+ M.catarhallis  1(0,7) - -
S. aureus+P.aeruginosa 1(0,7) - -

Olgularmn 6rnek tiiriine gore tireme oranlar1 karsilastirildiginda en fazla %72,7 ile BAL

orneklerinde iireme oldu. Bunu %31,2 ile balgam ve %22,2 ile NFS 6rnekleri izledi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Ornek ¢esidine gore kiiltiirde bakteri saptanma oranlari

80

70

60

50

40

m Kaltar

30

20

10

BAL (n:11) Balgam (n:141) NFS (n:45)

Kiiltiirde tireme ile olgularin, cinsiyet, l16kosit, CRP ve sedim degerleri agisindan

anlamli farklilik bulunamadi. Yas ile kiiltlirde lireme agisindan anlamli fark vardi. (Tablo 4.4.)
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Tablo 4.4. Kiiltiirde tireme ile ¢esitli parametrelerin iligkisi

Ureme olan | Ureme olmayan | p degeri
Yas (yil) 4438 372 0.033
Cinsiyet (Erkek/Kadin) | 35/27 82/53 0,570
Lokosit ( /mm’) 1.9 10,5 0.145
CRP (mg/It) 34.0 50,9 0.195
Sedim (mm/saat) 35,7 37,1 0,803

Kiiltiirde lireme oranlar1 agisindan ¢ocuk ve yetiskin hastalar arasinda anlamli farklilik
vardi (p=0.026). 41 ¢ocuk hastanin 7'sinde, 156 yetiskin hastanin 55'inde bakteri iiremesi
saptandi. Cocuklarda en fazla saptanan li¢ bakteri sirasiyla S.pneumoniae (4), E.coli (2),
M.catarhallis (1) oldu. Yetigkin hastalarda ise en sik ilic bakteri S.preumoniae (28),
M.catarhallis (11), S.aureus (6) oldu (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Cocuk ve yetiskin hastalarda kiiltlirde tireyen bakterilerin dagilimi

30

25

20 B S. pneumoniae
W E.coli

15 -
= M. catarhallis

10 | B S.aureus

5 .

0 . .

¢ocuk yetiskin
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4.3. PZR sonuclan

PZR caligmasinda etken saptanma oranlar1 kiiltiire gore anlamli Olglide yiiksekti.

(p<0.005) Tiim olgularm 125'inde (%63,5) en az bir etken saptandu.

PZR de en ¢ok saptanan bakteriler sirasiyla; S.pneumoniae (%32), H.influenzae (% 31)
oldu. PZR sonuglar1 tablo 4.5' de verilmistir.

Tablo 4.5. PZR analizi ile tespit edilen patojenlerin dagilimi

PZR sonucu n (%)
Negatif 72 36,5
S.pneumoniae 30 15,2
S.pneumoniae+H.influenzae 29 14,7
H.influenzae 25 12,7
M.pneumoniae 5 2,5
M.catarhallis 5 2,5
E.coli 4 2,0
H.influenzae tip b+M.catarhallis 4 2,0
S.pneumoniae+M.catarhallis 4 2,0
S.aureus 4 2,0
H.influenzae tip b 3 1,5
H.influenzae+M.catarhallis 3 1,5
H.influenzae+K.pneumoniae 2 1,0
K.pneumoniae 2 1,0
H.influenzae tip b+C.pneumoniae 1 ,5
H.influenzae tip b+S.aureus 1 ,5
H.influenzae+E.coli 1 .5
H.influenzae+S.aureus 1 ,5
M.catarhallis+S.aureus 1 ,5
Toplam 197 100,0
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PZR'da bakteri saptanma orani en yiiksek %87,5 ile bronsiektazi hastalarinda, %69 ile
KOAHAA hastalarida, %60,5 ile TKP hastalarinda bulundu (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Kilnik tantya gore PZR'de bakteri saptama oranlari

100

m PZR

Bronsiektazi (n:8) KOAH (n:43) TKP (n:147)
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Tanilara gore PZR'da saptanan bakteriler ve oranlari tabloda verilmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6.Klinik tantya gore PZR ile saptanan mikroorganizmalarin dagilimi

PZR sonucu TKP KOAH  Bronsiektazi
Negatif 58(39,5) 13(31)  1(12,5)
S.pneumoniae 23(15,6) 6(14,3) 1(12,5)
S.pneumoniae+H.influensae 23(15,6) 6(14,3) -
H.influensae 15(10,2)  7(16,7)  3(37,5)
M.pneumoniae 5(3.4) - -
M.catarhallis 2(1,4) 3(7,1) -
E.coli 3(2,0) 1(2,4) -
H.influenzae tipb+M.catarhallis ~ 3(2,0) 1(2,4) -
S.pneumoniae+M.catarhallis 3(2,0) - 1(12,5)
S.aureus 4(2,7) - -
H.influenzae tip b 1(0,7) 1(2,4) 1(12,5)
H.influenzae+M.catarhallis 3(2,0) - -
H.influenzae+K.pneumoniae - 1(24) 1(12,5)
K.pneumoniae - 1(4,8) 1
H.influenzaetipb+C.pneumoniae  1(0,7) - -
H.influenzae tip b+S.aureus - 1(2,4) -
H.influenzae+E.coli 1(0,7) - -
H.influenzae+S.aureus 1(0,7) - -
M.catarhallis+S.aureus 1 - -
Toplam 147 42 8

Ornek tiiriine gére PZR'da bakteri saptanma oranlar1 karsilastirildiginda, %66,7 ile en
fazla balgamda etken saptanirken, bunu %63,6 ile BAL ornekleri ve %53,7 ile NFS 6rnekleri
izledi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Ornek tiiriine gore PZR'da bakteri saptanma oranlar1

80

70

60

50

40

B PZR

30

20
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Balgam (n:141) BAL (n:11) NFS (n:45)

PZR'da bakteri saptanmasi ile olgularin, yas, cinsiyet, 16kosit, CRP ve sedimentasyon

degerleri agisindan anlamli farklilik bulunamadi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. PZR'da bakteri saptanmasi ile ¢esitli parametrelerin iligkisi

Ureme olan | Ureme olmayan | p degeri
Yas (yil) 413 36.7 0.179
Cinsiyet (Erkek/Kadin) | 72/53 45/27 0,548
Lokosit( /mm’) 1.5 9.9 0.105
CRP (mg/It) e 50 0,606
Sedim(mm/saat) 36,7 36,3 0,948

PZR'da bakteri saptama oranlar1 agisindan ¢ocuk ve yetigkin hastalar arasinda anlamli
farklilik vardi (p=0.011). 41 ¢ocuk hastanin 19'unda, 156 yetiskin hastanin 106'sinda bir veya
birden ¢ok etken saptandi. Cocuklarda en fazla saptanan Dbakteriler sirasiyla

S.pneumoniae+H.influenzae (7), S.pneumoniae (5), M.pneumoniae (2) ve E. coli (2) oldu.
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Yetiskin hastalarda ise en sik ii¢ bakteri S.pneumoniae (25), H.influenzae (24),
S.pneumoniae+ H.influenzae (22) oldu (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Cocuk ve yetiskin hastalar arasinda PZR'da saptanan bakterilerin dagilimi

25
20 A
1 S.pneumoniae+H.influenzae
5 -
B S. pneumoniae
M. pneumoniae
101 B H.influenzae

¢ocuk yetiskin

PZR ile CTX-M, NDM VE Mec A genlerine rastlanmadi.

4.3. PZR ve kiiltiir karsilastirma sonuclari:

Bakteri saptanma oranlar1 agisindan PZR yontemi ile kiiltiir karsilastirildiginda PZR
yontemi anlaml dlgtide yiiksekti (p< 0.005) (Sekil 4.7). Kiiltiirde 62 hastada lireme olurken
PZR c¢aligmasi ile 125 hastada bakteri saptandi. Kiiltiirde tireme olan 62 hastanin 60'inda
PZR'da da bakteri saptandi. Kiiltiirde iireme olup da PZR'da etken saptanmayan yalnizca 2 hasta

oldu. Sonuglar sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Etken saptanma oranlar1 agisindan PZR ve kiiltiiriin karsilastirilmasi
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50 -

40 -

M Etken saptanma orani
30 -

20 -

PZR Kaltar

Sekil 4.8. Saptanan etkenler agisindan PZR ve kiiltiiriin karsilagtiriimasi

BS.pneu M M.catar BS.aure ME.coli mK. pneu

PZR Kaltar

Kiltiirde S. aureus ve E. coli iireyen olgularin tamaminda, PZR'de de ayn1 bakteriler
saptandi. Kiiltiirde iireyen S.pneumoniae, K. pneumoniae ve M.catarhallis olgularimin sadece
birer tanesinde PZR de bu bakteriler saptanamadi. Kiiltiirde ve PZR'da farkli saptanan sadece

bir olgu vardi ve kiiltiirde S.pneumoniae, PZR'da H.influenzae tip b olarak saptandi.
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Coklu etken saptama oranlar1 agisindan PZR ile kiiltiir arasinda anlamli farklilik
vardi.(p<0.001) Kiiltiirde sadece 2 olguda ¢oklu bakteri saptanirken, PZR'de 47 olguda ¢oklu

etken saptandi. Coklu saptanan bakteriler sekil 4.9°'da verilmistir.

Sekil 4.9. PZR de coklu saptanan bakterilerin dagilimi
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Kiiltiir altin standart olarak kabul edildiginde, PZR yonteminin sensitivitesi 0.96,

spesifitesi 0.48, pozitif prediktif degeri 0.95, negatif prediktif degeri 0.52 olarak bulundu.
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5. TARTISMA:

Alt solunum yolu enfeksiyonlar1 (ASYE), tiim diinyada her yas grubunda en sik goriilen
enfeksiyonlardandir. Morbidite ve mortalitenin en 6nemli sebeplerindendir, hastalarin %30’u
hastaneye yatis gerektirir (Aydogdu 2010). Amerika Birlesik Devletlerinde pndmoni tanisiyla
hastaneye yatirilan hastalarda mortalite oram1 % 8-14, Asya iilkelerinde % 7,3 olarak
bildirilmistir (Song 2008). Pndomonili hastalarda uygun olmayan tedavi hem mortaliteyi hem
de komplikasyonlar1 artirmaktadir. Bu nedenle etyolojik tani, prognoz ve tedavi yaklagimi
acisindan Onemlidir (Torres 1991). Genel klinik uygulamada pnomoni tedavisi, klinik

semptomlara, radyolojik bulgulara ve laboratuvar sonuglarina gore ampirik olarak baslanir.

KOAH, tiim diinyada oldukc¢a yaygin goriilir, BOLD calismasinda 40 yas iistii
prevalansi %20 bulunmustur. KOAH akut ataklar1 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir.
Ayrica akut ataklar hastaligin prognozunu olumsuz etkiler ve agir solunum yetmezligine gidis
siirecini hizlandirir. Hastalarin yasam kalitesini olumsuz etkiler. Bu nedenlerle KOAH akut
ataklarmin onlenmesi ve tedavisi ¢cok Onemlidir. Hastaneye yatirilan agir alevlenmelerde
mortalite % 10'a, mekanik ventilasyon gerektiren alevlenmelerde 1 yillik takipte mortalite %

40’a kadar ¢ikmaktadir (GOLD 2007).

ASYE’da erken tan1 ve hizl1 antibiyoterapi baslanmasmin mortalite ve morbiditeyi
onemli dlglide azalttig1 bilinmektedir. Tedavi maliyetlerini azaltmak ve tedavinin etkinligini
artrmak i¢in etken mikroorganizmanin tespit edilmesi gerekir. Ancak ASYE’da etken
mikroorganizmay1 saptamak oldukca glictiir. Bunun i¢in en sik kullanilan yontemler balgam

gibi solunum yolu sekresyonlarmnin kiiltiirii ve serolojik yontemlerdir.

Ancak serolojik yontemler ile etkenin tesbiti i¢in uzunca bir siireye ihtiya¢ vardir ve
TKP’1i hastalarm tiimiinde antikor gelismez, bu ylizden duyarlilik ve 6zgiilliigii smirhdir. Akut
ve konvelesan donemde iki kez serum 6rnegi ¢alisilmasini gerektirir, bu nedenlerle baslangic
tedavisini yonlendirmek i¢in uygun degildir ve epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilmaktadir

(Ozlii 2007).

Kiiltiir yonteminin dezavantajlar1 ise; ASYE olan hastalar hepsi balgam ¢ikaramaz,
ozellikle yasl ve ¢cocuk hastalarda balgam elde etmek zordur. Balgam ¢ikaranlarin da ancak bir
béliimiinde kaliteli balgam saptanabilir. Ust solunum yolu, ag1z ve bogaz florasi ile karisabilir.

Hastalari en az %25°1 incelemeden dnce antibiyotik kullanmistir ve bu durum kiiltiirde yanlis
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negatifliklere yol agmaktadir. Farkli etken organizmalar i¢in farkl besiyerleri gerekir. Kiiltiir
ortaminin se¢iciligi nedeniyle birden fazla mikroorganizmanin ¢ogalmasi engellenir. Sensitivite
ve spesifitesi diisiiktiir. Sonuglarin elde edilebilmesi i¢in en az iki giine ihtiya¢ vardir. Bununla
birlikte, yapilan ¢esitli caligmalarda bu yontemlerle vakalarin yaklasik yarisinda etyolojik ajan
tanimlanabilmistir (Morozumi 2006). Bu durum tedavide gecikmeye yol agar. Bu yilizden

konvansiyonel tan1 metotlarinin yarari sinirhidir (Murdoch 2004; Jokinen 1993).

Bu nedenlerden dolay1 klinisyenler ampirik olarak antibiyotik tedavi baslamaktadirlar.
Ampirik antibiyotik baslanmasinda, o toplumda, alevlenmelerdeki etken mikroorganizmalarin
sikligmi ve direng Ozelliklerini bilmek, akilci antibiyotik secimi ve tedavi basarisi i¢in
gereklidir. Ampirik tedaviyi planlamada ise etyolojik ajanin dogru tahmini Onem
kazanmaktadir. Bunun icin yerel etyolojik verilerin bilinmesine ihtiya¢ vardir. Bu yiizden
iilkesel ve bolgesel olarak, cok sayida kiiltiir ve serolojik yontemlerle etkene yonelik ¢aligmalar

yapilmis ve bunlar ampirik tedavinin temelini olusturmustur (Ozlii 2007).

Ulkemizde gergeklestirilen ve toplumda gelisen pndmoni olgularmi kapsayan
calismalara genel olarak bakildiginda, etyolojik ajan saptama oranlarinin % 21- 63 arasinda
degistigi goriilmektedir (Ozlii 2007, Koksal 2010). Tipik ve atipik etkenlerin dahil oldugu
bakteriyel etkenlerin kiiltiir ve serolojik yontemlerle arastirildigi ¢alismalarda pndmonili
olgularm % 21-45’inde etken tespit edilebilmistir (Ozlii 2007). Ulkemizden bildirilen en
yiiksek oran, Koksal ve arkadaslarinin yaptiklari sekiz {iniversite hastanesinin katildig1 ¢ok
merkezli bir ¢alismada elde edilmis ve viral etkenlerinde arastirildig1 bu ¢alismada olgularin %

63’linde etyolojik taniya ulasilabilmistir (Koksal 2010).

Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi’'nde yapilan prospektif bir ¢alismada
hospitalizasyon gerektiren 68 TKP olgusunun 31 (% 45,5)’inde etyolojik ajan saptanmistir
(Giinltigiir 2001). Bu ¢alismada atipik mikroorganizmalara yonelik serolojik inceleme yaninda,
balgam, brons aspirasyonu gibi solunum yolu 6rneklerinin kiiltiir incelemeleri de analiz
edilmistir ve hastalik etkeni ajanlarm dagilimini; S.pneumoniae % 44,2; aerobik gram-negatif
basiller % 23,3; M. pneumoniae % 16,3; C.pneumoniae % 9,3 ve L. pneumophilia % 7 olarak
bildirmislerdir (Kolsuz 2001). Calismacilar, en 6nemli bulgu olarak kesin tam1 konulan
olgularin 11 (%35,5)’inde birden fazla patojenin saptanmasini bildirmislerdir. Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde TKP olgularmi kapsayan bir diger prospektif
calismada, benzer sekilde balgam, kan kiiltlirleri ve serolojik degerlendirme yapilmis, dahil

edilen 130 olgunun 57 (% 44)’sinde etken mikroorganizma belirlenmistir (Saltoglu 1999). Bu
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olgularin % 40 kadarmin hastaneye yatirilarak tedavi edildiginin belirtildigi calismada, en sik
izole edilen patojen S.pneumoniae (% 17) iken, digerleri; % 8 gram-negatif basiller, % 7 M.
pneumoniae, % 5 C.pneumoniae, % 4 S.aureus ve % 3 L.pneumophilia olmustur (Saltoglu

1999).

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesinde yapilan retrospektif bir analizde, Gogiis
Hastaliklar1 Klinigi’nde yatirilarak tedavi edilen 68 TKP olgusunun balgaminda % 32,4 olguda
etyolojik ajan saptanabilmis ve en fazla izole edilen etken mikroorganizma S. pneumoniae
(%16,2) olmustur. Bunu takiben Gram-negatif bakteriler %11,8, diger streptokoklar % 10,3, S.

aureus % 7,4, H.influenzae % 2,9 ve P.aeruginosa % 2,9 oraninda saptanmustir (Uzaslan 2000).

Literatiirlerde bildirilen bu oranlardaki farkliliklar, caligmalara alian hasta gruplarmin
ampirik antibiyotik alimi, kullanilan laboratuvar metotlarmin farklilig1 ve metod sayisina bagh
olabilir (Koksal 2010). Ornegin atipik bakterileri saptamak igin sadece serolojik ydntemler
kullanildiginda % 10 oraninda etken saptanirken buna farkli yontemlerin eklenmesi ile bu oran
% 40’lara ylikselmistir (Creer 2006). Yapilan calismalarda pndmoniler dahil alt solunum yolu
enfeksiyonlarinda en sik saptanan ajanlar, solunum bakterileri olarak da adlandirilan
S.pneumoniae, H. influenzae ve M.catarrhalis olarak bildirilmistir (Bakir 2003, File 2003).
Calismamizda da dnceki ¢alismalarla uyumlu olarak kiiltiir yontemiyle en sik S.preumoniae,

ardindan M.catarhallis ve S. aureus izole edilmistir.

Pnomoni tanist alan hastalarda tani sonrasi 4-8 saat icinde dogru tedaviye baslanmasi
mortaliteyi azalttigindan hizli tan1 yontemlerine ihtiya¢ duyulmustur (Ozlii 2007). Molekiiler
tan1 tetkikleri ASYI’ larinin hizli etyolojik tamisina imkan saglamustir. Multipleks PZR
kullanilarak ayni 6rnekte, ayni zamanda birden ¢ok etyolojik ajan tanimlanabilmektedir
(Templeton 2005). Molekiiler tani1 yontemlerinin hizli ve ayni anda birden ¢ok patojeni
saptayabilmesi yaninda en 6nemli avantajlarindan birisi de antibiyotik tedavisi alanlarda da
etken patojeni saptayabilmesidir (Kais 2006). Antibiyotik alimi sonrasi hasarlanan bakteri ve
olii bakteriden kalan DNA’nin saptanmasinda molekiiler tetkiklerin sensitivite ve spesifitesi

yiiksektir (Morozumi 2006).

Mustafa ve arkadaglar1 konvansiyonel tan1 metotlar1 ile pndmoni tanisi alan hastalarin
%39,1’inde mikrobiyal ajan tanimlanabilmistir. PZR kullanimai ile bu oranin %65,2” ye ¢iktigini
gozlemlemislerdir (Mustafa 2011). Templeton, konvansiyonel metotlara PZR eklendiginde

mikrobiyal tanimlama orani1 % 43’ten % 89’a ¢iktigin1 bildirmislerdir (Templeton 2005).

44



Ulkemizde molekiiler yontemlerle yapilan ¢alisma sayisi oldukca smirhdir. Selguk
Universitesi Tip Fakiiltesinde yapilan bir ¢alismada, kronik obstriiktif akciger hastalig
(KOAH) alevlenmesi nedeniyle hastaneye basvuran hastalardan alinan indiiklenmis balgam
orneklerinde, PZR ve kiiltlir yontemi ile bakteriyel etkenleri arastirmislar ve kiiltiir ile %17,7
oraninda etken saptayabilirken PZR ile bu oran1 % 75,8 olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismada
kiiltiir ile H.influenzae hi¢ saptanamazken PZR %17,7 oraninda saptanmistir (Akin 2011).
Calismamiza alinan 42 KOAHAA olan hastalarin % 42,9’unda kiiltiir ile etken saptanirken PZR
ile bu oran % 69 olarak bulunmustur. Diger ¢alismalarda oldugu gibi her iki yontemle de en

fazla saptanan bakteri S.pneumoniae olmustur.

Celal Bayar iiniversitesinde 2012 yilinda yapilan ¢ok merkezli calismada, TKP tanisi
alan hastalardan alinan balgam, BAL 6rneklerinde etken mikroorganizma aradiklar1 calismada
konvansiyonel yontemlerle % 23,4 oraninda etken saptanirken PZR ile bu oranin % 41,6’ya
yiikseldigini bildirmislerdir. En sik saptanan mikroorganizma S.pneumoniae olmus (%25),
bunu H.influenzae ve M.pneumoniae (%7), gram-negatif basiller (%7,8), M.catarrhalis (%4,7),
C.pneumoniae (%3,2), L.pneumophila (%1,6) ve S. aureus (%1,4) izlemistir (Kurutepe 2012).
Calismamizda TKP tanisi alan olgularin kiiltiir ile % 28,6’sinda etken saptanabilirken PZR ile
bu oran % 60,5 olarak saptanmistir. Her iki yontemle de en sik saptanan mikroorganizma

S.pneumoniae olmustur.

Calismamizda tiim ASYE olgularinda, kiiltiir yontemi ile % 31,5’inde en az bir veya
birden fazla bakteri iiremesi saptanirken bu oran PZR ile % 63,5’e ylikselmistir. Bu artigin
sebepleri arasinda kiiltiir ortamlarinin se¢iciligi nedeniyle birden fazla organizmanin kiiltiirde
iremesinin engellenmesi, PZR ile saptadigimiz atipik bakterilerin kiiltiirde aragtirilmamasi ve

kiiltiir ile tiretemedigimiz H. influenzae nin PZR da gosterilmesi sayilabilir.

ASYE etkenlerini tanimlamak icin yetigkinlerde balgam kiltiiri kullanilirken
cocuklarda balgam alinmast miimkiin olamamaktadir. Genel olarak invaziv yontemlerle alt
solunum yolu Ornegi almak rutinde Onerilmemekte, sadece tedaviye yanitsiz hastalarda
kullanilmaktadir. Bu durumlarda alt solunum yolu enfeksiyonu olan kisilerde etyolojiyi
belirlemek i¢in genellikle nazofarengeal sekresyonlarin kullanilmasini gerekli kilar (Murdoch
2005). Fakat test sonuclarmin dikkatli analiz edilmesi gereklidir, ¢linkli S.pneumoniae,
H.influenzae gibi bakteriler saglikli cocuklarin nazofarengeal sekresyonlarinda kolonize halde
bulunabilir. Bu yiizden pozitif sonuglarin radyolojik, klinik semptom ve bulgularla

desteklenmesi gereklidir (Morozumi 2006). Calismamizdaki nazofarengeal siiriintii 6rnegi
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alman ¢ocuk hastalarinin hepsinde akut alt solunum yolu enfeksiyonunu diisiindiiren 16kosit,
sedimentasyon, CRP artig1 gibi laboratuvar bulgulari, radyolojik ve klinik semptomlar1 vard.

Lieberman ve arkadaslar1 alt solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarla saglam kisilerin
nazofarengeal sekresyon Orneklerini konvansiyonel metotlarla karsilastirdiklar1 ¢aligmada,
ASYE olan hastalarin % 19’unda S.prneumoniae, % 12,3 H.influenzae, % 16,8’inde
M.catarhallis saptarlarken kontrol grubunda bu oranlari siras1 ile % 4,1 ve % 11 olarak
saptamislardir. Calismanin sonucunda S.pneumoniae oranlarmi diger calismalarla uyumlu
bulurken kontrol grubundaki H.influenzae ve M.catarhallis oranlarim1 daha yliksek olarak

bildirmislerdir. Bu durumu da her hasta i¢in li¢ farkli 6rnekle caligmalarina baglamislardir.

Akut alt solunum yolu enfeksiyonu olan ¢ocuklarin nazofarengeal siiriintii 6rneklerinde
PZR ile H. Influenzae arastirilan bir calismada hastalarm % 62,9’ unda bu bakteriyi saptarlarken
kontrol grubunda bu oranm1 % 12,6 olarak bulmuslardir (Gotoh 2008). Yine akut solunum yolu
enfeksiyon bulgular1 olan 1700 ¢cocuk hastanin nazofarengeal siirlintii 6rneklerinin toplandig:
ve PZR ile bakteriyel etkenlerin arastirildigi calismada, vakalarin % 49,6’sinda bakteriyel etken
saptamislardir. Saptanan bakteriler icinde en fazla bulunan, %?24,4 saptanma orani ile
S.pneumoniae olmus, bunu M.pneumoniae ve H.influenzae takip etmistir (Hamano 2008). Cho
ve arkadaslar1 nazofarengeal siiriintii 6rneklerinde PZR ile atipik bakterileri aramiglar ve
hastalarin % 3,7’sinde M.pneumoniae saptarlarken L.pneumophila ve C.pneumonaie hig
saptayamamiglardir (Cho 2012). Klinik ve radyolojik olarak pndomoni tanisi alan c¢ocuk
hastalarda PZR kullanarak yapilan baska bir ¢alismada; nazofarengeal aspirat 6rneklerinin %
70’inde bir veya daha fazla patojen izole etmislerdir ve bu patojenlerden en fazla saptanani %
54 ile S.pneumoniae olmus bunu % 38 ile H.influenzae takip etmistir. Calismamiza aldigimiz
nazofarengeal siiriintii 6rneklerinde, kiiltiir ile % 22,2°sinde etken saptanirken PZR ile %
53,7’sinde etken saptanmis olup sonug¢larimiz diger ¢calismalarla uyumlu olarak bulunmustur.
Ancak calismamiza saglikli kontrol grubu almadigimizdan kolonizasyon oranlar1 hakkinda bir

bilgi elde edilememistir.

S.pneumoniae ¢ocuk ve yetiskinlerin her ikisinde de pndmonilerin ve alt solunum yolu
enfeksiyonlarinin  en sik sebeplerindendir. Cocuklarda nazofarinkste S.pneumoniae
kolonizasyonu sik saptanir ve invaziv enfeksiyonlar i¢in kaynak olusturabilir (Kellner 1998).
Saglikl1 gocuklarda pndmokok kolonizasyonu; iilkemizde yapilan bir calismada % 8,5, Italya’
da yapilan bir calismada ise % 8,6 olarak saptanmistir (Bakir 2002; Marchisio 2002). Solunum
yolu enfeksiyonu olan c¢ocuklarda bu oran % 50’lere ¢ikmaktadir (Varon 2000). Ilki ve
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arkadaslarinin kiiltiir yontemini kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada, ASY1 olan gocuklarda bu

oran1 % 28 olarak bulmuslardir (1lki 2004).

Johanson ve arkadaslariin yaptigi bir ¢alismada, PZR kullanilarak balgam 6rneklerinde
S.pneumoniae, H.influenzae ve M. catarrhalis % 67 oraninda saptarken balgam kiiltiirii ile bu
bakterileri saptama oranlarmi % 26 olarak bildirmislerdir. Bu bakteriler icerisinde de en sik

saptanan bakteriyi, % 38 ile S.pneumoniae olarak bildirmislerdir (Johanson 2010).

ASYE olan hastalardan alinan balgam ve bronsial lavaj 6rneklerinden, kiiltiir yontemi
ile PZR yonteminin karsilastirildigi ¢alismada; PZR ile ¢cok daha yiiksek oranda patojen
saptamiglardir. Kiiltiir yontemi ile orneklerin % 23 iinde, PZR ile % 37,7 sinde etken
saptarlarken, her iki yontemin kombine kullanilmas1 ile bu oran1 % 43,7 olarak saptamiglardir.
Bu ¢alismada PZR ile saptama orani en fazla artan bakteri % 6,4 ile H.influenzae olmustur (Kais
2006). Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde PZR ile saptanma orani en fazla artan bakteri H.
influenzae olmustur. Rutinde kullanilan besiyerleri, bakterinin tiremek i¢in 6zel faktorler

gerektirmesi, bakterinin konvansiyonel metotlarla saptanmasini zorlagtirmaktadir.

Morozumi ve arkadaslari toplum kokenli pndémoni tanisi alan ¢ocuk ve yetiskin
hastalarin balgam Orneklerinde PZR ile kiiltiir metotlarinin sensitivite ve spesifitesi
karsilastirdiklar1 calismada; PZR' nin sensitivitesini ve spesifitesini S.pneumoniae i¢in % 96,2-
93,2; H.influenzae icin % 95,8-% 95,4; M.pneumoniae icin serolojik yontemlerle
kiyaslandiginda %90,2 ve %97,9 olarak bildirmislerdir (Morozumi 2006).

Ingiltere ve Avusturalya’da yapilan bir calismada, radyolojik olarak akcigerde
infiltrasyonlar1 olan ¢gocuk hastalarin BAL s1visindan kiiltiir ile bakteriyel ve viral etken aranmig
ayni zamanda BAL 6rnekleri PZR yontemi ile de ¢alisilmistir. Toplam 95 hastanin %62'sinde
tek veya coklu etken saptanmis, BAL kiiltiirii ile sadece 2 hastada etken (1 S.pneumoniae, 1
H.influenzae tip b) saptarken PZR yontemi ile hastalarin %37,8'inde bakteriyel etken (31
S.pneumoniae, 5 H.influenzae tip b) saptamislardir. Yine PZR ile hastalarin % 25,2'sinde viral
etken, sadece % 2,1'inde ise C.pneumoniae saptarlarken M.pneumoniae hi¢ saptayamamaislardir

(Carrol 2011).

Etken saptamada PZR ile kiiltiir yonteminin sensitivite ve spesifinin karsilastirildig bir
calismada, PZR yonteminin S.pneumoniae ve H.influenzae tanimlamasinda spesifitesini %94-

98; sensitivitesini %100 olarak bulmuslardir. Kiiltiir sonucu negatif gelen 448 hastanin 46
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tanesinde PZR ile (27 tanesinde S.pneumoniae, 9 tanesinde H.influenzae) etken saptamiglardir

(Luo 2012).

Calismamizda en fazla saptanan etken mikroorganizma kiiltiirde % 16,9 ile
S.pneumoniae oldu. Bu oran PZR ile % 32 olarak saptandi. Kiiltiir altin standart olarak kabul
edildiginde PZR’nin sensitivitesi % 96 olarak bulundu. Bu sonug yapilan diger ¢alismalar ile

uyumlu idi.

M.pneumoniae, L.pneumophila, C.pneumoniae en sik saptanan atipik pndmoni
etkenleridir (Blasi 2004, Cunha 2006). M.pneumoniae tanmisi i¢in kullanilan standart tani
yontemleri, kiiltiir ve serolojidir. Ancak bakteri besiyerinde ge¢ (3-6 hafta) ve giic iirer.
Serolojik tanida daha ¢ok kompleman fiksasyon yontemi kullanilir. Bu testin dezavantaji ise
diger mikroorganizmalarla ¢apraz reaksiyon vermesidir. Atipik etkenlerin tanisinda kullanilan
kiiltiir ve serolojik yontemlerin rutin uygulamasindaki giicliikler nedeniyle, iilkemizde bu
etkenlere yonelik veriler sinirhdir. Ulkemizden bildirilen dort ¢alisma sonucunda atipik bakteri
oranlar1, % 20, % 26, % 15, % 5,5 dir (Saltoglu 1999; Ozlii 2000, Koksal 2010, Kurutepe 2012).
Koksal ve arkadaslar1 oranlarindaki yiiksekligi caligmalarinda atipik bakterileri saptamak i¢in

kiiltiir, seroloji ve molekiiler yontemleri es zamanli kullanmalarina baglamislardir.

Son yillarda gelisen molekiiler tan1 metotlar1 sayesinde solunum yolu enfeksiyonlarina
sebep olan atipik patojenler daha sik saptanmaya baslamistir. Bu testlerin sensitivite ve
spesifitesi diger yontemlere gore anlamli derecede yiiksektir. PZR ile etken saptanmasinda
nazofarengeal sekresyon, faringeal svap, balgam, endotrakeal aspirat, plevral sivi
kullanilabilmekle birlikte balgam ve bronkoalveoler lavaj sivismin sensitivite ve spesifitesi

daha ytiksektir (Boman 1997, Waris 1998).

Farkli iilkelerden ise TKP olgularinda atipik etkenler %3-66 arasinda degisen genis bir
aralikta bildirilmistir (Liberman1996, Lui G 2009, Cho 2012). Bu sonuglarm degiskenliginin,
cografi bolge farkliliklar1 kadar kullanmilan yontem farkliliklarma bagli olabilecegi

diistiniilmiistir.

Bu calismada atipik etkenlerin saptanmasinda sadece PZR yontemi kullanildi ve
hastalarin % 2,5'inde M.pneumoniae, % 0,5'inde C.pneumoniae saptanirken, L. pneumophila
hi¢ saptanamadi. Atipik bakteri saptadigimiz tiim hastalar toplum kdkenli pndmoni tanisi alan

hastalardi. Oranlarimizin diger ¢alismalara gore biraz daha diisiik olmasi, sadece tek yontem
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kullanmamiza bagl olabilir. Kurutepe ve arkadaslar1 PZR kullanarak bu oram1 % 5,1 olarak
saptarken seroloji, immun florasan gibi ek yontemler kullandiklarinda bu oram1 % 11 olarak

saptamislardir (Kurutepe 2012).

Welti ve arkadaglar1 alt solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarin ¢esitli solunum yolu
orneklerinden (nazofarengeal sekresyon, faringeal svap, balgam, endotrakeal aspirat, plevral
sivida yaptiklar1 ¢alismada PZR ve serolojik yontemlerle 38 hastada M.pneumoniae, L.
pneumophila, C.pneumoniae tespit etmislerdir. 38 hastanin 14 tanesi her iki yontemle de pozitif
bulunmustur (1 C.preumoniae, 10 L.pneumophila, 3 M.pneumoniae). Calismanm sonucunda
atipik bakteriler gibi yavas ve gii¢ lireyen bakterilerin ayn1 anda ve hizli tespitinde molekiiler

yontemlerin yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

1700 pnémoni tanist almis ¢ocuk hastadan alinan nazofarengeal aspirat drneklerinde
PZR ile viral ve atipik bakterilerinde dahil oldugu etkenlerin arastirildig1 calismada, hastalarin
% 11,3'linde M.pneumoniae, % 1,4Unde C.pneumoniae saptamiglardir. Cocuklardan balgam
toplamak zor oldugu i¢in PZR’m nazofarengeal numunelerle ¢alisilabilecegini, viriis ve atipik

bakterileri saptamada bu numunelerin uygun olacagmi bildirmislerdir (Hamano 2008).

Pnémoni tanis1 almisg 389 hasta iizerinde yapilan ¢alismada, nazofarengeal aspirat ve
balgam orneklerinde PZR yontemi ile % 39,8 hastada bakteri ya da atipik patojen saptanmis
olup bunlarin % 24,7'sinde bakteri saptanirken % 9,8' inde atipik patojen, % 5,6'sinda ise bakteri
ve atipik bakterilerin her ikisi birden saptanmistir. Serolojik ydntemlerle 18 olguda
M.pneumoniae, 11 olguda C. pneumoniae ve 2 olguda L. pneumophila saptanirken bu
yontemlere PZR eklenince bu sayilar sirasi ile 42, 17, 2’ye yiikseldigi bildirilmistir (Huang
20006).

Morozumi ve arkadaslari pndmonili ¢ocuk ve yetiskin hastalarin balgam 6rneklerinde
PZR ile kiiltiir metotlarinin sensitivite ve spesifitesi karsilastirdiklar1 calismada; PZR nin
sensitivitesini ve spesifitesini M.pneumoniae icin %100- %95,4 olarak bildirmislerdir
(Morozumi 2006). Miyashita ve arkadaslar1 1999- 2000 yillar1 arasinda Japonya’da pnomoni
on tanis1 alan 208 hastanin nazofarengeal siiriintii 6rneklerinde tipik ve atipik bakteriler i¢in
gelistirilen PZR ydntemi ve konvansiyonel metotlarla etken arastirdiklari calismada; 15 olguda
C.pneumoniae, 10 olguda M.pneumoniae, 8 olguda L. pneumophila saptamislardir. Ayni
zamanda bu Orneklerin tamami PZR yontemi ile de ¢alisilmis, konvansiyonel metotlarla pozitif

bulunan 31 tane atipik bakteri (13 C.pneumoniae, 9 M.pneumoniae, 8 L. pneumophila ve 1
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C.pneumoniae + M.pneumoniae) PZR yontemi ile de pozitif bulunmustur. Konvansiyonel
metotlarla negatif bulunan 11 hasta ise PZR ile pozitif olarak bulunmustur (Miyashita 2004).
Calismamizda atipik patojenleri tek bir yontem kullanarak tespit ettigimiz i¢cin yontemlerin

sensitivite, spesifite agisindan karsilastirma yapilmada.

Bazi1 patojenlerin siklig1 yasla iliskilidir. Yeni yorumlar S.pneumoniae nin ¢ocuk ve
yashlarda orta yash yetiskinlerden daha sik gorildigi seklindedir. Buna ek olarak
Enterobactericea ailesi daha ¢ok yaslilarda etken iken atipik patojenler daha ¢ok ¢ocuklarda

etkendir (Wubbel 1999, Jokinen 2001).

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde yatirilarak tedavi edilen 291 TKP
olgusunda 60 yasin tizerindeki hastalarda etken olarak H. influenzae, S.aureus ve enterik Gram

negatif bakteriler geng olgulara kiyasla daha sik saptanmaistir.

Bu calismada kiiltiirde iireme oranlar1 agisindan ¢ocuk ve yetiskin arasinda anlamli
farklilik goézlendi. Cocuk hastalarin % 17’sinde iireme saptanirken, yetiskin hastalarin
%35’inde tireme saptandi. Her iki grupta da en ¢ok iireyen bakteri S.pneumoniae olup, atipik
bakterilerin tiimii ¢ocuklarda saptanirken K. pneumoniae, E. coli ve S. aureus siklikla yaslh

hastalarda saptand:.

Calismaya alinan olgularm % 23,3’linde birden fazla etken saptanmis olup farkl
calisma sonuglar1 ile uyumlu bulunmustur. Akin ve arkadaslari, bu oran1 27,4; Kurutepe ve
arkadaslar1 9%10,9 olarak bildirmiglerdir. Yurt disindan bildirilen sonuglarda bizim
sonug¢larimizin benzer oldugu gozlendi. Wang ve arkadaslari, ASYE tanisi alan 5 yas alt1
cocuklarin solunum yolu 6rneklerinde PZR ile % 35 oraninda c¢oklu bakteri saptamislardir
(Wang 2008). Lieberman ve arkadaslari, pndmonili hastalarin %33’ilinde, diger ASYE olan
hastalarin % 35’inde coklu patojen saptadiklarini bildirmislerdir (Lieberman 2007). 2011
yilinda Malezya’da yapilan bir ¢calisma sonucu bu oran %17,7 olarak bildirilmistir (Mustafa
2011). Japonya’da 141 pndmoni On tanisi alan ¢ocuk hastayla yapilan ¢alismada, nazofarengeal
svap Orneginin 42 tanesinde PZR ile coklu patojen saptanmigdir (Bamba 2006). Diger
calismalarda oldugu gibi bizim c¢alismamizda da da en sik saptanan coklu bakteri;

S.pneumoniae ve H. influenzae birlikteligi oldu

Calismamizda 2 olgu harig kiiltiirde saptanan etkenlerin tiimii, PZR’de de saptandi. Bu

durum numunelerde PZR’yi inhibe edebilecek faktorlerin bulunmasi ile agiklanabilir.
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Glinlimiizde yapilan ¢aligmalarda CTX-M enzimlerinin baskin hale geldigi ve 6zellikle
E.coli tiirlerinde bu enzimlerin sik goriildiigii bildirilmistir (Paterson 2005). Pallecchi ve
arkadaslar1 2005 yilinda 50 E.coli susu ile yaptiklar1 ¢alismada, suslarin 44’tinde PZR
yontemiyle CTX-M enzim pozitifligi saptamislardir (Pallecchi 2007). Brigante ve arkadaslari
Italya’da 5 yil siiresince topladiklar izolatlar ile yaptiklar1 calismalarda, 200 GSBL pozitif
izolatin 53’tinde CTX-M enzimi saptamislar ve bu siklig1 oksiiminosefalosporin kullaniminin
yayginligma baglamiglardir(Brigante 2007). Mugnaioli ve arkadaslari, PZR yontemiyle GSBL
pozitif saptanan Enterobacteriaceae suslarindaki CTX-M enzim pozitifligini %19,7, E.coli
suslarinda ise %54,8 olarak bildirmislerdir. GSBL iireten E.coli suslar1 arasinda CTX-M enzim
prevalans1 1999 yilinda Italya’da %12,5, 1998 yilinda Avusturya’da % 0 iken, takip eden
yillarda artarak 2003 yilinda italya’da % 38,2, 2004 yilinda Avusturya’da % 85’e yiikseldigini
gdzlemlemislerdir (Mugnaioli 2006). Ulkemizde 2004-2005 yillar1 arasinda Giir ve arkadaslar1
tarafindan yapilan bir siirveyans calismasinda, GSBL iireten kan izolatlarinin %71,4’inde
CTX-M tiirleri gosterilmistir (Giir 2008). Giilay ve arkadaslarmin 2002-2003 yillarinda yedi
farkli merkezden topladiklar1 GSBL iireten izolatlar ile yaptiklar1 ¢aligmada, CTX-M siklig1
E.coli izolatlarinda %76, K.pneumoniae’de %83, Enterobacter spp. izolatlarinda ise %50
olarak bulunmustur (Giilay 2004). Aktas ve arkadaslari, FE.coli izolatlarinin tamaminda,
K.pneumoniae izolatlarinin ise %47’sinde CTX-M enzim varlig1 bildirmislerdir (Aktas 2004).
Bu calismada saptanan E. coli ve K. pneumoniae suslarmin hi¢ birisinde PZR ile diren¢ geni
saptanamamistir. Calismaya alinan solunum yolu 6rneklerinde saptadigimiz bu bakterilerin
antibiyotik duyarliliginda genislemis spektrumlu beta laktamaz mevcut degildi. Elde edilen bu
veriler, saptanan mikroorganizma sayilarinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle direng genlerini

gosterme agisindan yeterli olmadigi diisiintildii.

New Delhi metallo-beta-laktamaz-1 (NDM-1) {liretebilen patojenlerin ortaya ¢ikmasi
diinya genelinde onemli bir problemdir. NDM-1 {ireten bakteriler, bircok diger antibiyotik
gruplarma oldugu gibi, karbapenemleri de igeren beta-laktamlara olduk¢a direnglidir. Bu genis
spektrumlu direng, NDM-1 iireten bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar i¢cin tedavi
seceneklerini kisitlamaktadir. Ulkemizde, Poirel ve arkadaslarmin yaymladiklar1 olgu bildirisi
disinda NDM-1 varligiyla ilgili veri bulunmamaktadir (Poirel 2012). Yanik ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir calismada 210 karbapenem direngli Gram negatif sus taranmisl, ancak higbirinde
bu geni saptayamadiklarini bildirmislerdir (Yanik 2013). Bu calismada PZR ile E.coli ve
K.pneumoniae suglarinin hi¢ birinde NDM geni saptanamadi. Bu sonu¢lar NDM-1 varliginin

iilkemizde heniiz yaygin olmadigina isaret etmektedir. Ancak, NDM-1 plazmid ile kodlanan bir
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enzim oldugundan ve farkli cografyalar aras1 insan seyahatleri giderek arttigindan, bu direncin
iilkemizde de bakteriler arasinda yayilma riski bulunmaktadir. Dolayisiyla, NDM-1 varligini
diisiindiiren antibiyotik direng paternine sahip karbapeneme direncli izolatlarin arastirilmasi ve
antibiyotik kullanimi ve enfeksiyon kontrol politikalarinn izlenmesi, NDM-1 {ireten

bakterilerin tanimlanmasini ve yayilimlarinin engellenmesini saglayacaktir.

S.aureus suslarinda metisilin direncinin tanimlanmasi ve dogrulanmasi i¢in birden fazla
yontem bulunmakla birlikte konvansiyonel yontemlerle sonu¢ verme siiresi 2-4 giin arasinda
degismektedir (Ozen 2011). Direncin belirlemesinde altin standart, mecA geninin PZR ile
gosterilmesidir; ancak 6zel laboratuvar ortami gerektirmesi nedeniyle rutin laboratuvarlarda
kullanim1 uygun degildir (Cesur 2010). mecA geninin saptanmasinin her laboratuvarda
uygulanamamasi nedeniyle, kolay uygulanabilir diger yontemlerin duyarlilik ve 6zgiilliikleri
ile ilgili aragtrmalar 6nem kazanmistir (Cesur 2010). Bu sebeple metisilin direncinin
saptanmasida PZR ile mecA genin belirlenmesini altin standart olarak kabul edilerek yapilan
calismalarda, oksasilin disk difiizyon testinin duyarliligi %95- %100; o6zgiilliigi % 89-% 96
arasinda bildirilmistir ( Atay 2002, Cift¢i 2009).

Bu caligmada, mecA geni saptanamadi. Calismada saptanilan S.aureus suslarmin hepsi
metisilin duyarli bulundu. Saptanilan bakteri sayisinin az olmasi nedeniyle sonug¢larimizin

direng¢ genini saptama agisindan tatmin edici olmadig1 diistiniildii.
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6. SONUC:

Alt solunum yolu 6nemli mordite ve mortalite nedenidir ve bu hastalarda uygun
olmayan tedaviler hem mortaliteyi hem de komplikasyonlar1 artirmaktadwr. Bu nedenle
etyolojik tani, prognoz ve tedavi agisindan 6nemlidir. Ancak konvansiyonel yontemlerle etken
saptanmast uzun slire almakta, bu durumda hastaya ampirik tedavi baslanmasina sebep
olmaktadir. Bu sebepten dolay1 hizli tan1 yontemlerine gerek duyulmustur. Molekiiler tetkikler
bu tiir hastalarda ¢ok hizli etyolojik ajan saptanmasima imkan saglamistir. Yine bu yontemin
onemli avantajlar1 arasinda, ayn1 anda birden fazla etkenin saptamasi ve hastanin antibiyotik
alimimdan etkilenmemesidir. Hastanm antibiyotik alimi kiiltiirde yalanci negatifliklere neden

olabilmektedir.

Bizim ¢alismamizda kullandigimiz multipleks PZR alt solunum yolu enfeksiyonlarinda
en sik rastlanan atipik etkenlerinde i¢inde oldugu 10 bakteriyel ajan1 ve bunlara ait direng
genlerini saptamaya yonelik gelistirilmistir. Ortalama 6 saatte sonu¢ vermektedir. Hizli ve
duyarli sonu¢ alinabilmesine ragmen bazen Orneklerdeki inhibitérler DNA kalitesini
disiirebilmekte ve yalanci negatif sonuclara neden olabilmektedir. Bundan dolay1 siipheli
sonuglarin kiiltiirle dogrulanmasi1 gereklidir. Bazen kiiltiirde tespit edilen ancak PZR
meniisiinde olmayan mikroorganizmalar1 tespit edememektedir. Bu durumlarda molekiiler
yontemleri duyarlilig1 azalmaktadir. Molekiiler yontemlerin maliyeti kiiltiire gore daha yiiksek
olmaktadir. Ancak direkt etkene yonelik tedavi baslanmasi, dogru ajanla tedaviyi saglamakta,
sik tedavi degisikligini engellemekte ve erken tedavi ile hastaneye yatis oranlarini azaltarak
hasta maliyetini diistirmektedir. Molekiiler yontemler ile etkene yonelik antibiyotik duyarlilig

saptanamamaktadir.

Bizim c¢alismamizda kullanilan multipleks PZR yontemi, konvansiyonel tani
yontemlerine katki saglayarak, ASYE olan hastalarda bakteriyel etyolojinin belirlenmesinde
onemli artis saglamistir. Ancak maliyet yiiksekligi nedeniyle oncelikli olarak klinik tablosu
tedavi baslanmasmi gerektirecek uygun hastalarda kullanilmalidir. Ayrica c¢alismamizin
verileri, bolgemizde genel olarak ASYE tanist almis hastalarin baglangi¢ tedavisinin S.

pneumoniae ve H. Influenzae 'y1 kapsamasi gerektigini gostermistir.
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Tablo 6.1.ASYE hastalarinin solunum 6rneklerinde PZR ve kiiltiir ile etken saptanma oranlar1

Makale/yil PZR Kiiltiir Ornek Ornek sayis1
Mustafa/2011 %65.2 %39.1 Balgam 46
Templeton/2005 | %89 %43 Balgam 180
Wang/2008 %70 %26 NFS 100
Johonson/2010 | %67 %26 Balgam 124
Kais/2006 %37.7 %23 Balgam-BAL 46
Carrol %37 %12 Balgam 95
Hamano/2008 %49.6 - NFS 1700
Kurutepe/2012 %41.8 %23.4 Balgam-BAL 128
Akin/2011 %75.1 %17.7 Balgam 65
Bizim %63.5 %31.5 Balgam, BAL, | 197
calismamiz NFS

Tablo 6.2.ASYE hastalarinin solunum 6rneklerinde PZR ile atipik bakteri saptanma oranlar1

Yazar-yil Ornek M. pneumoniae | C.pneumoniae | L.pneumophila | n
Ginevra/2005 NFS, balgam, | 5.8 1.2 12.3 154
BAL
Huang/2006 Balgam 10.7 4.3 0.5 389
Stralin/2006 NFS, balgam | 19.1 2.1 - 235
Hofman/2012 NFS, balgam | 0.3 0.6 - 295
Hamano/2008 NFS, balgam | 14.8 1.4 - 1700
Johanson/2012 | Balgam 4.3 - 0.5 184
Morozumi/2006 | Balgam 12.5 - - 429
Wang/2008 NFS 3 1 - 100
Martinez/2008 Balgam 6.4 - - 357
Bamba/2006 NEFS, balgam | 40 2.8 - 141
Bizim NFS, balgam, | 2,5 0,5 - 197
calismamiz BAL
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