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OZET

Streptococcus pneumoniae toplum koékenli pnémoni etyolojisinde ilk sirada
yer almakta olup, ag1 ve antimikrobiyal tedaviye ragmen mortalite ve morbiditenin
Onemli bir sebebi olmaya devam etmektedir. Toplum kdkenli pnémoni halen sik
rastlanan, tedavi maliyeti yliksek ve 6liimciil bir infeksiyon hastaligidir. Giinlimiizde
ileri tan1 olanaklarina karsin, toplum kokenli pnémonilerin yarisindan Qoémda etken
mikroorganizma saptanamamaktadir. ‘

Pnémokoklarn tanisinda geleneksel olarak kiiltiir, optokine duyarlilik testi,
safrada erime deneyi ve serolojik testler kullamilmaktadir. Son yillarda etkenin
tanimlanmasinda niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu temeline dayanan
molekiiler tan1 yontemlerinden de yararlamlmaktadir. Konvansiyonel polimeraz
zincir reaksiyonunun (PCR) yaninda, drnekte bulunan DNA/RNA miktarini kantitatif
olarak gosteren bir yontem olan real-time PCR da S pneumonige’nin
identifikasyonunda kullanilmaya baglanmistir.

Bu calismada, toplum kokenli pnémoni hastalarina ait alt solunum yolu
orneklerinden soyutlanip, klasik tam ySntemleri ile S. pneumoniae oldugu diisiiniilen
klinik izolatlarin konvansiyonel PCR ve real-time PCR yontemleri ile tanimlanmasi
ve bu yontemlerin duyarlilik ve segicilik yoniinden kargilagtirilmasi amaglanmugtir.

Caligmamizda, Ocak 2004-Ocak 2005 tarihleri arasinda alt solunum yollarn
infeksiyonu Sntanis: alan eriskin ilastalara ait baigam, trakeal éspirasyon s1visi, brons
aspirasyon sivist ve plevral sivi omnekleri degerlendirildi. Gram boyamada S.
preumoniae’nin tipik goriintimiine sahip olan 6rnekler, %5 koyun kanli agara
ekilerek kiltiirleri yapildi. Kanli besiyerinde alfa hemoliz olugturan kolonilere
optokin duyarlilik deneyi ve safrada erime deneyi yapildi. Klasik tam1 yontemleriyle
pnémokok oldugu diisiiniilen suslar konvansiyonel PCR ve real-time PCR y&ntemleri
ile galisild: ve sonuglar karsilastirildi.

Calismamizda 180 adet alt solunum yolu 6rnegi incelendi; 6meklerin 139’u
(% 77.2) balgam, 16’s1 (% 8.9) bronsiyal aspirasyon sivist, 16’s1 (% 8.9) trakeal

aspirasyon sivisi ve 9’u (% 5) plevra sivisi idi. Ornek alinan hastalarmn % 46.6%s1



erkek, % 53.3’1i kadin idi. Balgam 6rneklerinin 91°i (% 65.5), bronsiyal aspirasyon
sivisi orneklerinin 3’1 (% 18.7), trakeal aspirasyon sivisi Srneklerinin 6°s1 (% 37.5),
plevra sivis1 6meklerinin 4’1 (% 44.5) alfa hemolitik olup, pndmokoklarin tipik
koloni morfolojisini gosterir nitelikteydi. Bu 6rnekler kiiltiir pozitif olarak kabul
edilerek, bunlara optokine duyarlilik ve safrada erime testleri yapildi. Optokin testi
yapilan toplam 104 kiiltiir pozitif izolatin 65°i (% 62.5) optokine duyarli, 12’si (%
11.5) optokine diisiik derecede duyarli, 27’si (% 26) optokine direngli olarak
bulundu. Safrada erime deneyinde 104 susun 73’iinde (% 70.2) test sonucu pozitif
bulunurken, 31 (% 29.8) susta negatif bulundu. Optokine duyarh bulunan 65 susun
tamaminda safrada erime deneyi pozitifti. Optokine diisitk derecede duyarli olan 12
izolatin 8’inde (% 66.7) safrada erime deneyi pozitif bulunurken, 4’iinde (% 33.3)
negatif olarak bulundu. Optokine direngli olan 27 izolatin tamaminda safrada erime
deneyi negatifti.

Kiltlir pozitif suglarin molekiiler ySntemlerle tamsinda konvansiyonel
PCR’da kiiltir pozitif balgam 6meklerinin 55’1 (% 60.4) pozitif, 36’s1 (% 39.6)
negatif, plevra sivist Srneklerinin 34 (% 75) pozitif, 1°i (% 25) negatif bulundu.
Bronsiyal aspirasyon sivist ve trakeal aspirasyon sivisi Omneklerinin tamamm
konvansiyonel PCR’la pozitif bulundu. Real-time PCR’da balgam 6rneklerinin 61°i
(% 67) pozitif, 30’u (% 33) negatif, plevra sivisi Srneklerinin 31 (% 75) pozitif, 1’
(% 25) negatif bulundu. Brongiyal aspirasyon sivis1 ve trakeal aspirasyon sivisi
Orneklerinin tamamu real-time PCR’la pozitif bulundu. Kiiltiir pozitif 104 susun 67°si
(% 64.4 ) hem konvansiyonel PCR’da hem de real-time PCR’da pozitif bulunurken,
31 (% 29.8 ) sus her iki yontemle de negatif bulundu. Alt1 (% 5.8) sus kénvansiyonel
PCR ile negatif, real-time PCR ile pozitif bulundu.

Sonug olarak; S. prneumoniae’nin tanimlanmasinda konvansiyonel PCR ve
real-time PCR yontemlerinin en az diger klasik tam ySntemleri (mikroskopi, kiiltiir,
optokine duyarlilik testi, safrada erime deneyi) kadar duyarli olduklarna karar
verildi. Real-time PCR y6nteminin pnémokoklarin tanisinda konvansiyonel PCR
ydnteminden daha duyarli ve segici oldugu ve laboratuarda giivenle kullanilabilecegi

kanisina vanldi.



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF ISOLATES OF STREPTOCOCCUS
PNEUMONIAE RECOVERED FROM COMMUNITY ACQUIRED
PNEUMONIA WITH MOLECULAR METHODS

Streptococcus pneumoniae is the leading microorganism in the etiology of
community acquired pneumonia and continues to be an important cause of morbidity
and mortality despite vaccination and antimicrobial therapy. Community acquired
pneumonia is a frequent and potentially fatal infectious disease with a high cost of
therapy. In spite of the sophisticated diagnostic procedures today, the etiologic
microorganisms can not be determined in more than half of the patients with
community acquired pneumonia.

Traditional methods used for the identification of pneumococci are optochin
susceptibility test, bile solubility test, and serologic tests. Recently, molecular
diagnostic methods, which are based on the replication of nucleic acids in vitro
conditions, are being used for the diagnosis of etiologic agents in community
acquired pneumonia. Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR), a method
quantifying the amount of DNA/RNA in the specimen, is being increasingly used
for the identification of S. pneumoniae in addition to conventional polymerase chain
reaction (PCR).

The aim of this study was to identify the S. preumoniae with PCR and real-
time PCR from isolates of samples from lower respiratory tracts of patients with
community acquired pneumonia and diagnosed to be S. prneumoniae with classical
diagnostic methods, and also to compare these methods from the aspect of sensitivity
and specificity.

In this study, samples of sputum, tracheal aspiration, bronchoalveolar lavage
(BAL), and pleural effusion that were obtained from adult patients with probable
lower respiratory tract infection between January 2004 and January 2005, were

assessed. Specimens that had typical appearance of S. pneumoniae in Gram staining



were cultivated onto 5% sheep blood agar. Optochin susceptibility test and bile
solubility test were applied to the colonies causing alpha hemolysis on blood agar.
Those isolates that were thought to be pneumococci with classical methods were
analyzed again with PCR and real-time PCR, and the results were compared.

A total of 180 lower respiratory tract samples were assessed, of which 139
(77.2%) were sputum, 16 (8.9%) were BAL, 16 (8.9%) were tracheal aspirates and 9
(5%) were pleural fluid. Of the patients, 46.6% were men, and 53.3% were women.
Ninety one (65.5%) sputum samples, 3 (18.7%) BAL samples, 6 (37.5%) tracheal
aspiration samples, 4 (44.5%) pleural effusion samples were alpha hemolytic
specimens, and showed typical morphologic appearance of pneumococci. These
samples were accepted as culture positive, and optochin susceptibility test and bile
solubility test were applied. Sixty five (62.5%) of 104 culture positive isolates were
optochin sensitive, 12 (11.5%) had low sensitivity, and 27 (26%) were optochin
resistant. Of the 104 isolates, 73 (70.2%) isolates were found to be positive with bile
solubility test, and 31 (29.8%) were negative. Bile solubility test was found to be
positive in all of the 65 optochin sensitive isolates. Eight (66.7%) of the 12 isolates
with low sensitivity to optochin were positive with bile solubility test, and 4 (33.3%)
of them were negative. All of the 27 optochin resistant isolates were negative in bile
solubility test.

Of the culture positive isolates, 55 (60.4%) sputum samples were positive
with conventional PCR, and 36 (39.6%) were negative. Three (75%) pleural fluid

samples were positive, and 1 (25%) sample was negative with conventional PCR. All o

of the samples of BAL and tracheal aspiration were found to be positive with
conventional PCR. Sixty one (67%) of sputum samples were positive, and 30 (33%)
were negative with real-time PCR. Of the pleural fluid samples, 3 (75%) were
positive, and 1 (25%) was negative with real-time PCR. All of the BAL samples and
tracheal aspiration samples were positive in real-time PCR too. While 67 (64.4%) of
104 culture positive isolates were found to be positive with both PCR and real-time
PCR, 31 (29.8%) isolates were found to be negative with both tests. Six (5.8%)

isolates that were negative with PCR, were found to be positive with real-time PCR.



In conclusion, conventional PCR and real-time PCR were observed to be as
sensitive as other classical methods (microscopy, cultivation, optochin susceptibility
test, bile solubility test) in the diagnosis of S. pneumoniae. Real-time PCR method is
more sensitive and specific than conventional PCR in the diagnosis of pneumococci,

and can be used safely in daily laboratory practice.



BOLUM 1
GIRiS ve AMAC

Streptococcus pneumoniae, otitis media, sinuzit, pnémoni, bakteriyemi ve
menenjit gibi hastaliklara sebep olan yaygin bir insan patojenidir. Pnémokoklar ilk
izole edildiginden beri yogun bir sekilde calisilmigtir. Fakat virulans mekanizmasi
hala tam olarak anlagilamamistir (1). Ast ve antibiyotik tedavisine ragmen pnémokok
infeksiyonlan ¢ocuk ve erigkinde mortalite ve morbiditenin 6nemli bir sebebi olmaya
devam etmektedir (2).

Streptococcus pneumoniae infeksiyonlarina geleneksel olarak biyokimyasal
ve immiinokimyasal tan1 yOntemleriyle kombine edilmis bakteriel kiiltiirler
kullanilarak tan1 konur. Hasta 6rnekleri toplanmasindan 6nce antibiyotik kullanimi
veya Ornek transportu sirasinda S. pneumoniae nin otolizi negatif kiiltiir sonucuna
neden olabilir. Degisik viicut sivilarinda pndmokoklarin varlifini gésteren bazi
antijen gosterme metodlan gelistirilmistir, fakat bu metodlarin duyarlili:
degiskendir (3). Temel olarak pnémokok antijenlerine ait antikorlarin dl¢iilmesi igin
serolojik metodlar kullanilmaktadir. Ancak bunlar ¢ift 6rnek gerektirdiginden hizli
tan1 i¢in kullanilmazlar (4).

Pnémokoklarin sebep oldugu hastaliklarin tamisini iyilestirmek igin
pnomokoklarin duyarli ve spesifik tamisinda yeni ve hizh metodlara gereksinim
duyulmaktadir. Molekiiler yéntemlerin kullanimi, son yillarda tibbin her alaninda
oldugu gibi, mikrobiyolojide de hastalik etkenlerinin tiir diizeyinde tanimlanmasi ve
etken miktarinin kantitasyonu dahil birgok alanda yaygin olarak tercih edilmektedir.
Streptococcus pneumoniae’ye ait ilk niikleik asit amplifikasyon metodu 1993°te
yaymlanmig (5) ve o zamandan beri pndmokoklarin pneumolizin ve otolizin
genlerine ait bolgeleri kodlayan farklit DNA dizilerinin amplifikasyonuna dayali
birtakim metodlar tanimlanmigtir (6).

Konvansiyonel PCR’1in bir modifikasyonu olan real-time (ger¢ek zamanli)
PCR 1990’larin sonlarinda bulunmus bir yéntemdir. Bu yéntemde amplifikasyon
tirtinleri amplifikasyon sirasinda tanimlanir ve sonuglar kantitatif olarak verilir (7).
Real-time PCR uygulamalan ile ilgili son yillarda birgok yayin yapilmistir (8-11).



Bu ¢aligmanin amaci, toplum kaynakli pndmoni hastalarina ait alt solunum
yolu Orneklerinden soyutlamip, klasik tani yontemleri ile S. prneumoniae oldugu
saptapan klinik izolatlari, konvansiyonel polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real-time PCR) yontemleri ile
tanimlayarak bu yontemleri duyarlilik ve segicilik yoniinden karsilastirmaktir.



BOLUM I
GENEL BILGILER

2.1. Streptococcus pneumoniae

2.1.1. Tarihge

Streptococcus pneumoniae veya pndmokoklar Strepfococcaceae ailesinden
Streptococcus genusunun bir tiirtidiir. PndSmokoklar ilk olarak 1881°de Amerika
Birlesik Devletlerin‘de Sternberg ve Fransa’da Pasteur tarafindan izole edilmigtir.
Frankel-Weichselbaum’un ¢aligmalan ile 1886’da, pnomokoklarin 6zellikle lober
pnémoni yaptiklari ortaya ¢ikmustir. Serolojik farkli tipler 1910°da tanimlanmugtir.
Avery, Mac Lead ve Mc Carthy pnémokokkal transformasyonda DNA’nin roliinii,
1944°de gbstermiglerdir (12, 13).

2.1.2.Morfoloji ve Boyanma

Streptococcus pneumoniae’nin tipik goriinlimii, birbirine bakan yiizleri diiz,
diger uglan sivri, boylan enlerinden daha uzun, mum alevi veya lanset bigiminde,
0.5-1.5 um bilyiikliigiinde diplokoklar seklindedir. Irin, balgam ve kiiltiirlerde
pnémokoklarin bu bigimlerinden oldukga farkli bigimlerine rastlamak miimkiindiir.
Oval, bazen iki ucu sivri, tek tek koklar, diplokoklar ve 6zellikle sivi ortamlarda 5-6
koklu, bazen daha uzun ve diiz zincirler bazen basil zannedilecek kadar uzunca
sekiller pndmokoklar icin rastlanabilen goriiniim degisiklikleridir. Balgam, irin ve
ser6z stvilarda kisa zincirler halinde bulunurlar (12, 13).

Fakiiltatif anaerob, Gram (+), kapsiilli mikroorganizmalardir. Hareketsiz ve
sporsuzdurlar. Organizmadan yeni ayrildiklarinda tipe 6zgii genis veya dar kapsiilleri
vardir. Kan, serum, haben gibi proteinli besiyerlerindeki pasajlarda kapsiil olusumu
devam eder, diger besiyerlerinde ise kisa zamanda kaybolur. Tipe 6zel homolog

serumlarla yapilan kapsiil sisme reaksiyonu ile kapsiiller gosterilebilir (12, 13).

2.1.3. Kiiltiir Ozellikleri
Buyyon, jeloz gibi basit besiyerlerinde gii¢, kan serum ve haben gibi
maddelerle zenginlestirilmis ortamlarda kolaylikla iirerler. Genellikle %5 COy’li



ortamda daha 1iyi fiirerler. Serumlu buyyonda homojen bulamiklik yaparlar. I¢inde
serum bulunan kati besiyerlerinin ylizeyinde 24-36 saat sonra kiigiik, nemli, hafif
bulanik, yuvarlak ve az kabarik, 0.5-1.5 mm ¢apinda koloniler olustururlar. Kapsiil
maddesi fazla olan bakteriler daha biiyiik ve mukoid koloniler meydana getirirler
(12, 13).

Optimal iireme 1s1s1 37°C (25-42°C’ler arasinda da iirer) ve pH 7.4-7.8°dir.
Aerop kosullarda dretildiginde, oksijene duyarli ve streptolizin-O benzeri
pneumolizin-O etkisi ile koloni ¢evresinde bir beta hemoliz zonu olustururlar.
Oksijenli ortamda metabolizma {irlinti olarak H,O, yaparlar. Peroksidaz ve katalaz
negatif oldugundan, bu maddeyi pargalayamazlar ve toksik etki ile otoliz olup
oliirler. Bu nedenle stok kiiltiirleri i¢in kanli besiyerleri kullanilmalidir (12, 13).

Pnémokoklarda S-R degisiklikleri goriiliir. Kapstillii, viriilan S kolonileri,
homolog antiserumlarinin bulundugu besiyerinde kapsiilsiiz, kaba ve graniillii
aviriilan R koloni olusturur. R kolonilerin buyyon kiiltiirleri farelere inokiile edilirse,
ayni tipin S gekline doniigebilir. S formundan R formuna degisme, tip 6zelliginin tam
kaybiyla sonuglanir. Pnoémokoklarin tipe 6zgii yapilan kapsiillerine ve kapsiilde
bulunan polisakkarit yapisindaki spesifik soluble substance (SSS) maddesine
baghdir. Kapsiillerini kaybeden pnémokoklar tip &zelliklerini de kaybetmis olurlar.
Pndmokok infeksiyonlar1 sirasinda, anti-SSS antikorlar1 olugur. Hastaligin ileri
dénemlerinde bu antikorlarin varlifinda, organizmada da kapsiilsiiz ve R koloni
degisimi gosteren pnémokoklarin meydana geldigi gosterilmigtir. Giffith 1928°de
kapsiilsiiz, aviriilan tip 2 pnomokoku, 1s1 ile 6ldiiriilmiis kapsiillii tip 3 pnémokokla
birlikte farelere siringa etmis ve enfekte hayvanlardan canli, viriilan, kapsiillii, tip 3
pnomokoklarin1 izole etmistir. Avery, Mac Leod ve McCarthy bu fenomonde
DNA’nin roliinii ortaya koyarak transformasyonu agiklamislardir (12, 13).

Streptococcus pneumoniae Karbonhidrat fermantasyonu yaparak ¢ok miktarda
laktik asit olugturur ve enerjisini bu yolla saglar. Glikozun pargalanmasiyla olusan
laktik asit, ortam pH’sin1 degistirmesine ve uygun olmayan tireme kosullarinin ortaya
¢ikmasina neden olur. Kanli agarda alfa hemoliz yapan pnémokoklar, alfa hemolitik
streptokok benzeri koloniler olugturur. Bu iki bakteri grubunun ayiriminda, iniilin
fermantasyonu, optokin duyarliligi, safra ve safra tuzlarinda otoliz olma ve deneysel
patojenite gibi 6zellikler gdzden gegirilir (12, 13).

Streptococcus pneumoniae iniilini asit olusturmak suretiyle parcalar.

Optokine duyarlidir. Streptococcus pneumoniae’ mn siv1 besiyerindeki kiiltiirlerine



% 10-20 sigir safras1 veya % 2 safra tuzu eklendiginde otoliz ve erime meydana
gelir. Fareler i¢in ¢ok patojen olup, onlar1 48 saat iginde sepsis tablosu ile 6ldiiriir.
Alfa hemolitik streptokoklar ise fareler i¢in daha az patojendir (12, 13).

2.1.4. Antijen yapisi

Gram pozitif bakterilerin tipik hiicre duvan peptidoglikan ve teikoik asit
yapisim gosterir. Teikoik asit polisakkarit olup, antijenik aktivite determinantlarina
sahiptir. Kapsiil antijeni, hapten &zelliginde bir polisakkarit bilesigidir. Kapsiiler
polisakkarit agliitinasyon, presipitasyon ve immunelektroforez yontemleri ile
gosterilebilir. Her tip i¢in ayr1 immunolojik karakter tagiyan bu maddeye SSS adi
verilir. Bu maddenin antijenik G6zelligine gére pndmokoklar serolojik olarak
tiplendirilir ve tipler rakamlarla gosterilir (12, 13).

Eddy’nin aragtirmalan ile S. pneumoniae’nin 85°ten fazla tipi bulundugu
gOsterilmistir. Kapsiil mikroorganizma ytizeyinde hidrofilik jeller olusturan biiyiik
polisakkarit polimerlerinden meydana gelmistir. Tip 3 polisakkaritinin yapisinda
birden fazla sellobiuronik asit bulunur. Cok genis kapstillii bu tipin kolonileri tam
mukoid gériintimdedir (12, 13).

Streptococcus pneumoniae serolojik olarak birgok sekilde tiplendirilir:
a. Tipe 6zel antiserumlarla pnémokok agliitinasyonu

b. Tipe 6zel antiserumlarla SSS presipitasyonu

c. Kapsiil sisme reaksiyonu

Kapsiiler polisakkaritlerin tayininde tipler ve dier bakteriler arasinda ¢apraz
reaksiyonlarmn varlif gosterilmistir. Ornegin tip 2 ve 5, tip 3 ve 8, tip 7 ve 18, tip 15
ve 30 S. pneumoniae arasinda boyle gapraz reaksiyonlar vardir. Ayrica pnémokokkal
kapsiiler polisakkarit Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella’lar,
Haemophilus influenzae tip b ve viridans streptokoklarin polisakkaritleri ile de
capraz reaksiyon verebilmektedir. Bunlara ek olarak tip 14 polisakkaritinin Grup B
streptokok tip III ve insan ABO kan grubu izoantijenleri ile de g¢apraz
reaksiyonlarinin varligi saptanmastir.

Streptococcus pneumoniae  tiplendiriminde Amerikan ve Danimarka
isimlendirimi kullanilmaktadir. Bu iki sistem arasindaki uyum Tablo 2.1°de
gOsterilmistir (12, 13).



Tablo 2.1. Streptococcus pneumoniae‘mn Amerikan ve Danimarka

serotiplendirim 6rnegi.
Amerika Danimarka -
1 1
2 2
3 3
6 6A
7 TA
9 9N
18 18F
19 19F
39 33C
40 33A
2 33B
79 28A
83 12A
84 47A

Streptococcus pneumoniae hiicre duvarinin asil elemam tiire 6zel bir
karbonhidrat olan polisakkarit C’dir. Teikoik asit polimeri olan C antijeni kolin,
trideoksidiaminohekzon, galaktozamin, ribitol, glikoz ve fosfat yapisindadir.
Organizmada bu C maddesine kargi, onunla birlestiginde presipitasyona yol agan C
reaktif protein (CRP) adinda bir karsit madde olugur. Ozgiil antikor niteliginde
olmayan bu CRP, g:esiﬂi atesli hastaliklarda serumda olusur. Mol agirhg: yaklasik
11 000 dalton olan bir pentamerdir (12, 13).

Pnémokoklarin Forsman (F) antijeni lipoteikoik asit yapisindadir. Protein
yapisindaki M antijenine karsi olusan antikorlar, fagositozu inhibe etmez ve
koruyucu degildir. Bu antijen S. pyogenes M proteininin analogudur. Pnémokok
tipleri arasinda bu maddenin yapisal farkliliklarina rastlanmakta ise de, bu ayrimlar
tiplendirimde yararlamilacak kadar 6zgiil degildir. Pnémokoklarin R kolonilerinden
bir de R protein antijeni elde edilmistir (12, 13).



2.1.5. Patojenite

Pnémokoklarin nazofarinks kolonizasyonu i¢in kullandif1 mekanizmalar tam
olarak agiklanmamig olmakla birlikte, siyalik asitin kolonizasyonu azalttif,
ndraminidaz etkisiyle siyalik asit rezidiilerinin kesilmesi ile bakteri tutunmasimn ve
yayiliminin arttig1 belirlenmigtir (14).

Streptococcus pneumoniae ile olusan hastaliklar esas olarak konaga saldiran
mikroorganizmanin olusturdufu yogfun inflamatuvar cevabin bir sonucudur.
Pndmokoklarin spesifik antikapsiiler antikor iiretilene kadar, en azindan fagositozdan
kacabilme yetenekleri hastallk olusturmasinda asil kritik faktori teskil eder.
Streptococcus pyogenes veya Gram negatif bakteriler tarafindan tiretilenlere benzer
sekilde oldukga tahripkar toksinleri olmamasina karsin, sekonder rol oynayan gesitli
toksinler {iretir. Organ tutulumuna bagli hafif klinik degisiklikler olusturur, ancak
komsu organlara yayilimi nonspesifik klirens mekanizmalarindan kagma ve sonugta
konak inflamatuar yanitin aktivasyonu ile gelisir (14).

Tiim olgularda baslangi¢ olay: disakkarid GIcNA2B14Gal igeren epitel hiicre
reseptorlerine, bakteriyel yiizey adhezinlerin baglanmas: ile olusan nazofaringeal
kolonizasyondur (15). Pnomokoklar nazofarinksin normal bakteri florasinda yer
alirlar ve iist ya da alt solunum yollan epitelinde bir hasar olugmadik¢a varliklarim
kommensal olarak siirdiiriirler. Solunum yollarim1 déseyen hiicrelerde viral, mekanik
veya kimyasal etkilerle meydana gelen anatomik degisiklikler o bolgede bakteriyel
infeksiyona zemin hazirlar. Ust solunum yollaninmm viral infeksiyonlar &staki
borusunda édeme, orta kulakta negatif basinca neden olarak bakteriyal otitis mediaya
zemin hazirlar ve bu infeksiyonun en sik nedenleri arasinda pnémokoklar yer alir
(16).

Alt solunum yollarim1 yabanci cisim aspirasyonundan koruyan kompleks ve
koordine bir takim néromuskiiler reflekslerin bozulmasi akcigerlerin enfekte olmasi
ile sonlanir. Normal akcigerlerde alveollere ulasabilen bakteriler hizla oradan
temizlenirler. Influenza virusu veya rinoviruslarin neden oldugu infeksiyonlar,
kimyasal ajanlar, travma veya aspire edilmis materyaller alveolleri d6seyen
hiicrelerde hasar olusumuna neden olarak bakterilerin ortamdan uzaklagtinlmalarim
geciktirir. Pn6mokok hiicre duvarindaki fragmanlarin ve pndmolizinin de
inflamatuvar etkileriyle progressif bir infeksiyonun baglamasina zemin hazirlanmig

olur. Pnémolizin-O hiicre membram1 harabiyeti yapan sitolitik bir toksindir.



Dermatoksik ve oldirticti olan bu hemolizinin, insanlardaki etkinlii yeterli olarak
bilinmemektedir (17).

Pnémokoklar néraminidaz enzimini olustururlar. Bu enzim hiicre membram
ve viicut sivilarinda bulunan glikoprotein ve glikolipide etki ederek, asetilnéraminik
asiti aymrr ve pndmokoklarin viicutta yayilimim arttirir. Hiicre dis1 proteazlan da
vardir. Bu enzim Ig A, salgisal Ig A (s-Ig A), Ig G ve Ig M’yi parcalar (Tablo 2.2)
a7.

Tablo 2.2. Pnémokokkal olugumlarin virulans 6zellikleri.

Pnoémokokkal Olusum Mekanizma

Kapsiiler Polisakkarit Fagositozu 6nler. Komplemam aktive eder
Hiicre Duvan Polisakkaridi Kompleman: aktive eder.

Pnémolizin Sitotoksiktir. Komplemam aktive eder.
Psp A Fagositoza direng g6sterir.

Psa A Adheransa yardimei olur.

Otolizin Bakteriyi pargalar.

No6raminidaz Adheransa yardimci olur.

Bunlara ek olarak polimorf niiveli lokositlerin bolgeye migrasyonunu
geciktiren alkol, anestetik ve kortikosteroid gibi maddeler pnémoninin yerlesmesini
ve yayilmasmm kolaylagtiir. Konak savunma mekanizmalan infeksiyonu akciger
dokusuna smirlamada yetersiz kaldiinda bakteriler hiler lenf bezlerine ulagir.
Ductus torasikus aracilifi ile sistemik dolagima katilarak bakteriyemi olugtururlar
(16).

Akciger dokusunda pnomokoklarin adherensini ve replikasyonunu artirabilen
¢esiti mekanizmalar tanimlanmigtir. Bunlar hareketsiz durumda bulunan
fibronektine pnémokoklarn baglanmasi ile geligir. Fibronektin doku harabiyeti
esnasinda ortaya ¢ikar ve plateleti aktive edici reseptér olarak salinip pnémosit
gelisimini kolaylastirir. Aym1 zamanda da pnémokokkal-C maddesine de baglanabilir
(15, 18).

Pnomokoklar, ¢ocuklarda erigkinlere gére daha sik olarak nazofarinks
mukoza bariyerini gegip servikal lenf yollan1 aracilifiyla sistemik dolagima




katilabilirler. B6ylece herhangi bir infeksiyon odafi olmaksizin meydana gelen
bakteriyemi 6zellikle meninksler, eklem ve periton gibi ser6z bosluklara yayilarak
metastatik odaklar meydana getirir. Bunun diginda menenjit, infeksiyonun paranazal
siniisler veya orta kulaktan yayilmas: ile meydana gelebilir. Ampiyem veya
perikardit ise infeksiyonun akcigerlerden yayilimi sonunda olusabilir. Bakteriyemi
ile seyreden infeksiyonlarin komplikasyonu olarak gézlenen endokardit ise genellikle
40 yasin lizerindeki kisilerde goriiliir (15).

Kapsiillii bakteriler, opsonik etki ile antikorlan nétralize ettiginden,
fagositoza direngli, kapsiilsiiz bakteriler ise olduk¢a duyarlidir. Bu nedenle, antikor
fonksiyon bozuklugu bulunan bireyler (6rnegin; konjenital agammaglobulinemi,
selektif immunoglobulin altgrup eksikligi, multip! myeloma, kronik lenfositik 16semi
ya da lenfoma) invaziv infeksiyonlar i¢in belirgin bir risk altindadir. Konjenital ve
kazamlmig aspleni (iyatrojenik ya da orak hiicreli anemi) erken dénemde gesitli
kompleman defektlerine zemin hazirlar. Asplenik hastalar, kontrol edilemeyen
bakteriyemilerden otiirii klinik durumlarimin hizla bozulmasi nedeniyle 6zel bir
bakima gereksinim duyarlar (15).

Alkolizm, siroz, renal yetmezlik, nefrotik sendrom, kronik pulmoner
hastaliklar, konjestif kalp yetmezligi ve diyabet gibi cesitli kronik hastalifa sahip
olanlar pnémokok infeksiyonlan igin risk grubunu teskil eder. Benzer sekilde organ
ya da kemik iligi transplantasyonu yapilan ya da alkalleyici ajanlar, antimetabolit ve
glukokortikosteroid tedavisi gérenler ayrica riskli hastalardir (15).

Kapsiillii mikroorganizmalar insan ve deney hayvanlar i¢in yiiksek derecede
patojen ve viriilandir. Serumlarinda kapsiil polisakkaritine kars1 antikor bulunanlar, o
tip pndémokok inféksiyonuna kaisl dayanﬂdliﬂ( .gésterméktedif ya da spontan
iyilesme bu antikorlarin varligina baglidir. Bu antikorlar komplemanin da etkisi ile
enfekte eden pndmokoklarin ¢evresindeki polisakkarit kapsiile baglanarak hem onlar
birbirine yapistirir hem de fagosite olmalarimi saglar. Olusan antikorlar IgM ve IgG
smifindan antikorlardir. Kiside agamaglobinemi ve disgamaglobinemi olmadik¢a
ayn kapsiiler tiple reinfeksiyon son derece nadirdir (19).

Gergek mekanizma ne olursa olsun, S. prneumoniae genetik mithendislik
y6ntemiyle kapsiil kaldinldiginda aviriilan hale gelen bir bakteridir (15).



2.1.6. Yaptiga Hastahklar

Streptococcus pneumoniae pndmokkal pnémoni etkenidir. Bu infeksiyona
predispozisyon yaratan bazi faktérler mevcuttur :

1. Solunum yolu anomalileri: bronslarda darlik, atelektazi, allerji,

2. Mukosiliyer fonksiyonu bozan irritasyonlar,

3. Alkol ve ilag intoksikasyonlar1 (fagositoz ve oksiiriikk refleks aktivitesi

{izerine olumsuz etki yaparak),

4. Dolagim dinaminiginin bozulmasi (pulmoner konjesyon),

5. Beslenme bozuklugu ve diger sistemik hastaliklarin varligi,

6. Ust solunum yolunun viral infeksiyonlar,

7. Sogugun olumsuz etkisi (13). .

Streptococcus preumoniae‘nin épitel hiicrelerine adezyonundan sorumlu

pnomokokkal adezin, bireyin hiicrelerinin glikoprotein reseptdriine tutunan bir
protein olarak tamimlanmugtir. Organizma bazi savunma mekanizmalan ile S.
preumoniae’ nin yerlesmesini 6nlemeye ¢alisir. Bu mekanizmalar:

1. Epiglottal refleks (sekresyonlarin aspirasyonlarini énlemeye galisir),

. Yapiskan mukus varligi,

2
3. Solunum yolu epitelinin silialari,
4, Oksiiriik refleksi,

5. Terminal brons ve bronsiyolleri direne eden lenfatikler,
6. Mononiikleer alveoler hiicrelerin etkinligi

seklinde 6zetlenebilir (13).

2.1.6.1. Streptococcus pneumoniae Pnomonisi

Pnémokoksik pnémoni erigkinlerdeki pnoémoni olgularmin % 10-35’inden
sorumludur. Pnémokoklar insan i¢in son derece patojen olan aerob bakterilerdir.
Viriilan suglarda bulunan polisakkarit yapisindaki kapsiile gore 85°ten fazla serotip
tamimlanmugtir. Kapsiil maddesi antifagositerdir ve bakterinin yayiliciliindan
sorumludur. Kapsiil maddesi olusturamayan R bigimindeki suglar patojen degildir.
Ozgiil kapsiile karsi olusan antikor opsoniktir ve polimorfoniikleer 1&kositlerin
fagositozunu kolaylastirir (20).

Pnomoni, genellikle pnémokoklarin kolonize oldugu orofarinks florasinin
aspirasyonu ve solunum yollarinda ¢ogalmasi sonucunda gelisir. Alveollerde ¢ogalan

bakteriler, serum ve polimorfoniikleer 16kositlerin sizmasiyla birlikte giddetli bir
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yangisal yanita neden olur. Infeksiyon alveol duvarlanndan yayilir ve segmenter ya
da lober infiltratlar olusur. Tipe Ozgii antikorun olmadifi zaman alternatif
kompleman yolu aktive olur ve pnémokoklar tizerinde C3 birikmesine yol agarak
opsonizasyonu saglar. Birkag giin sonra tipe o6zgii antikorlar da olusturulur ve
fagositoz belirgin bir bi¢gimde artar (20, 21).

Streptococcus pneumoniae saglikli kisilerin dortte birinin nazofarinksinde
kolonize olmugtur. Kolonizasyon pnémokoksik pnémoninin patogenezinde &nemli
bir basamaktir. Aspire edilen pnémokoklar c¢ogalmasi ile infeksiyon gelisir.
Pnomokoklarin orofarinksteki kolonizasyonunun biyolojisi {izerine bilinenler ¢ok
azdir. Epitel yiizeylerinin bakteri ekolojisini, bakteri adhezinleri ile epitel hiicresi
reseptorleri arasindaki etkilesimin belirledigi anlagilmgtir. Ornegin A grubu
streptokoklardaki lipoteikoik asitler, mukoza epitel hiicreleri iizerinde biriken
fibronektinin yag asiti baglayan yerleri ile etkilesime girmekte ve bunun sonucunda
bakteriler mukoza yiizeylerine tutunmaktadirlar (20, 21).

Pn6mokoklarin epitel hiicrelerine tutunmalan ise &biir streptokoklara oranla
daha zayiftir. Deneysel ¢alismalarda pndmokoklar, sigara igcenlerden elde edilen
yanak epitel hiicrelerine daha ¢ok tutunmakta ve sigara igmeyenlerin epitel hiicreleri
sigara icenlerin titkkriiii ile inkiibe edildigi zaman da pnémokoklarin bu hiicrelere
tutunmast artmaktadir (21, 22).

Pnémokoksik pnémoninin klinik belirtileri sorumlu serotipe gére énemli bir
degisiklik gostermemekle birlikte, tip 3’e baglh pnémoni genellikle diyabet ve
konjestif kalp yetmezligi gibi bagka bir hastali1 olanlarda ve yaslilarda ortaya ¢ikar.
Bu nedenle tip 3 infeksiyonlarinda prognozun daha kétii oldugu kabul edilmektedir.
Erigkinlerde olagan lezyon, segmenter ya da lober bir dagilim gosterir, ancak
¢ocuklarda ve yaghilarda bronkopnémoni de siktir (20).

Pnémoni bir kag giin siiren nezle ya da bagka bir solunum yolu hastaligindan
sonra birden bire baglar. Titremeyle hizla yiikselen ates, tasikardi ve takipne vardir.
Pnomokoksik pnomonide titreme nébetinin yalmiz bir kez olmas tipiktir. Yineleyen
tittemeler S. aureus, Klebsiella tiirleri, sporsuz anaeroblar ve S. pyogenes gibi baska
bir etiolojik etkeni diistindlirmelidir. Yagh hastalarin {igte birinde ates olmaksizin
yalmz takipne ve tasikardi bulunabilir (20). Birkag saat i¢inde siddetli bir yan agrisi
ve prodiiktif bir Oksiiriik gelisir. Balgam mukoid, san-kirmizimtrak ve pash

goriiniimdedir. Bununla birlikte balgamin makroskopik goriintimii pndmoninin
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etyolojik etkeni i¢cin giivenilir bir gosterge degildir. Stafilokok, Klebsiella ve
streptokok pnémonilerinde de balgam pash olabilir (20, 23).

Hasta agriyan yam iizerine yatar ve solunumu yiizeyseldir. Dispne ile birlikte
hipoksemiye bagli olarak dudaklarda ve tirnak yataklarinda hafif bir siyanoz ortaya
¢ikabilir. Herpes labialis pndmokoksik pnémonide sik rastlanan bir komplikasyon
olmakla birlikte bakteriyel olmayan pnémonilerin de aralarinda bulundugu hemen
her agir infeksiyona eglik edebilir. Tedavi edilmeyen vakalarda 39-40.5°C’lik yiiksek
ates, yan agrnisi, 6ksiiriik ve balgam ¢ikarma yakinmalar siirekli, karinda distansiyon
siktir (17, 24).

Pnémokok pndmonisinde tutulan lob ve segmentteki konsolidasyonun
derecesine bagh olarak gesitli fizik muayene bulgulart saptamir. Ilgili hemitoraksta
solunum hareketleri azalmis olabilir. Pnémonik komoﬁdasyon nedeniyle vibrasyon
torasik artar ve bu bolgede matite vardir. Oskiiltasyonda krapitan raller duyulur.
Alveollerin i¢i tlimiiyle eksiida ile doldugu zaman tiiber iiflirim alinmaya baglar.
Konsolidasyon ¢6ziiliince yine krepitan raller isitilir (17, 20).

Baslangigtan 7-10 giin sonra terleme ile birlikte ateg kriz bi¢iminde birden
bire diiger ve dramatik bir iyilesme olur. Az sayida vaka, ampiyem, menenjit ve
endokardit gibi bagka bir siipiiratif komplikasyona baZli olarak yitirilir (24).
Pnomokokkal bir infeksiyonla birlikte gesitli komplikasyonlar goriilebilir :

= Pnémokkal menenjit, genellikle pnomoni, orta kulak iltihabi, mastoidit,

siniizit ve akciger apsesinden sonra, hematojen yayilim sonrasinda gelisir.
Biitiin yas gruplaninda tekrarlayan menenjitin baslica nedenidir.
Bakteriyel menenjit klinik ve laboratuvar bulgulan ile taninir.

®=  Lober pnémoni komplikasyonu olarak pnémokokkal plevra ampiyemi,

akciger apsesi gibi cerahatli lezyonlar olusabilir.

= Mastoidit, otitis media, sinuzit, keratokonjonktivit, akut endokardit ve

perikardit geligebilir.

= Eklem iltihaplar1 ve peritonit yapabilir (12).

2.1.7. Laboratuvar Tanisi

Streptococcus pneumoniae‘min tamis1 organizmanin klinik Srneklerden
izolasyonuna dayanir. Bunun igin mikroorganizmanin kiiltiirde tiretilmesi gereklidir.
Bakteriyemi ile seyretmeyen olgularda pnémokoklarin akciger infeksiyonundaki
rolleri etkenin balgam, plevral sivi, trakeal veya transtorasik aspirasyondan elde
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edilen materyalde gosterilmesi ile kanitlamir. Alt solunum yolu &rneklerinin
orofaringeal kontaminasyonunu Onlemek igin en iyi yol 6rnegin larinks altindan
alinmasini saglamaktir (19- 21).

Balgam hekim g6zetiminde derin bir ekspirasyonu takiben alinarak steril bir
kaba konur ve makroskopik olarak incelenir. Pnémoni olgularinda balgam kanli,
pasli ve yapigkan olup, zamanla irinli nitelik kazamir (12, 13). Gram y6ntemi ile
boyandifinda polimorfoniikleer 16kositler ve Gram pozitif, lanset seklinde
diplokoklar goriiliir. Mikroskobik incelemeden sonra balgam kanh agara ekilir ve %
5 COy’li ortamda inkiibe edilir. Kanl1 agarda S. pneumoniae 24 saat iginde etrafi yesil
bir hemoliz zonu ile ¢evrilmis, kiiciik koloniler seklinde iirer. Bu kolonilerin alfa
hemolitik streptokoklardan ayirimi yapilmalidir. Bunun ig¢in bakterinin iniilin
fermentasyonu, safra tuzlarinda erimesi, optokine duyarlihg: incelenir (25).

Pnémokoklar;

e Iniilini fermente ederler.
e Safrada erirler.

e Optokine duyarhdirlar.

Pnomokoklarda tiplendirme tipe 6zel bafisik serumlarla agliitinasyon ve
kapsiil sisme reaksiyonlan ile yapilabilir. Gerek inceleme maddesinden ve gerekse
kiiltiirden hayvan deneyi yapmak olanaklidir. Pnémokoklu balgam, irin gibi
maddeler yada kiiltiirde iiretilmis kolonilerden az bir kismu peritonlar1 i¢ine verilen
fareler 24-48 saat icinde sepsis ile Oliirler. Kalp kanlarinda saf kiiltiir halinde
pnémokokliar saptanabilir.

Pnémokok infeksiyonlarinda serolojik tammin pratik Onemi yoktur.
Bakterilerin soyutlanamadigi menenjit olgularinda santrifiij edilen beyin omurilik
suyunun iistte kalan berrak kism bagka bir tiipe aktarilir ve {izerine ince bir tabaka
olusturacak bigimde tipe 6zgiil antiserum eklenir. Uygun tipten olan infeksiyonlarda
tlipte presipitasyon bulaniklik halkasi goriiliir. Karsit immunelektroforez (CIE) ile
pnomokoklar tiplendirilebildikleri gibi, bu yodntem ile viicut sivilann (BOS, eklem
sivist vb.) icerisinde pnémokok antijenleri aragtirilarak hastalik tanisi konulabilir.
Lateks ve koagliitinasyon ile BOS ve balgam digindaki diger klinik materyallerde
antijen aramak icin hazir ticari kitler vardir. Ozellikle kemoterapi uygulanan ve bu
yiizden klinik Orneklerinde bakteri liretilemeyen hastalarin serumlari ve diger viicut

sivilarinda antijen saptayarak tam1 koymanin degeri vardir. Pnémokokkal toplum
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kaynakli pndmoni tamsinda hasta idrarinda pnémokoklara ait antikorlar1 aragtiran
ticari kitlerle yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir (26).

Streptococcus prneumoniae‘nin  tamisinda molekiiler yontemlerden de
yararlanilmaktadir. Kearns ve ark. (8) kiiltiirlerinde iireme olan ve olmayan klinik
Orneklerden yaptiklan ¢alismada molekiiler yontemlerle taniya gitmis ve bulgularim
serolojik testlerle kargilagtirmiglardir. Greiner ve ark. (10) kiiltiirde trettikleri
Omekleri daha sonra molekiiler testlerle aragtirmuglardir. Viicut sivilarinda direkt
olarak pnémokoklarin aragtirilmasina y6nelik molekiiler yontemler heniiz aragtirma
safhasindadir (5, 27).

2.1.8. Tedavi

Pnomokoklar beta-laktam antibiyotiklere (basta penisilinler olmak {izere
sefalosporinler ve karbapenemler) duyarli organizmalardir. Ayrica makrolidler,
linkozamidler, glikopeptidler, kloramfenikol ve kullanima yeni baglayan, Gram
pozitif bakterileri de etki spektrumlan i¢ine alan kinolonlar da (trovafloksasin,
sparfloksasin, gatifloksasin, grepafloksasin ve levofloksasin) pndmokoklara
etkilidirler. Pnémokoklarda goriilen beta-laktam direnci kromozomaldir ve penisilin
baglayan proteinleri (PBP) kodlayan genlerde olusan degisikliklere baghdir (16).

Penisilinin klinik kullanima girmesinden bu yana yaklagik yarim ylizyildir
pnomokok infeksiyonlarinin tedavisinde penisilin basariyla kullanilmaktadir. Ancak
son yirmi yildir Avrupa’da ve son on yildir Amerika Birlesik Devletleri’'nde
pndmokoklarda penisiline diren¢ sorunu ortaya ¢ikmistir (16). Minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) degerleri 0.1-1 mg/ml arasinda bulunan pn&mokoklar
penisilin i¢in orta diizeyde, 2 mg/ﬂ ve tlizerinde bulunanlar ise yﬁkéek diizeyde
direngli olarak kabul edilmektedir (12, 16). ‘

Menenjit disinda, orta diizeyde direngli suslarin neden oldugu infeksiyonlarda
penisilin ile tedavide bir sorun yoktur. Penisiline orta ya da yliksek diizeyde direngli
suglar ayn1 zamanda kloramfenikol, makrolidler, ko-trimoksazol ve klindamisin gibi
diger antibiyotiklere de direngli olabilirler. Penisilinlere diren¢ gelisimi PBP’lerdeki
degisikliklerle ilgili oldugundan, sefalosporinlerin penisiline direngli suslara etkileri
azdir (16).

Beyin omurilik sivisina iyi gegebilen seftriakson ve sefotaksim gibi {iglincit
kusak sefalosporinler penisiline direngli pndmokok menejitli olgularin tedavisinde
kullammaktadir. Ancak bu antibiyotiklere direngli (MIK>0.5 mg/ml) suslara bagli
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tedavi basarisizliklann bildirilmigtir (16). Bu diren¢ problemleri nedeniyle etken
mikroorganizmanin izolasyonu ve antibiyotik duyarlilifinin belirlenmesi klinikte gok
Onemlidir.

Bir agin duyarlilik yoksa pnomokoksik pndmoninin tedavisinde en seckin
antibiyotik penisilin G’dir. Penisiline duyarh suglara bagli pnémoni i¢in tedavi edici
en diisiik penisilin dozu 60.000 {initenin bile altindadir. Erigkinlerdeki akciger disi
odag1 olmayan bakteriyemili ya da bakteriyemisiz infeksiyonlar intramiiskiiler olarak
12 saatte bir 600.000 iinite prokain penisilin ile giivenle tedavi edilebilir. Genel
durumu bozuk ve toksik durumundaki hastalarda ise kanda yiiksek ve diizenli
penisilin konsantrasyonlar1 saglamak iizere tedaviye gitinde 12 milyon iinite kristalize
penisilin G ile baslanabilir. Semptomatik tedavide yatak istirahati, yeterli siv1 alimn,
plevral agn i¢in analjezikler ve siyanoz da varsa oksijen inhalasyonu gerekir (Tablo
2.3) (15, 20, 28).

Penisilin tedavisine baglandiktan sonra 12-36 saat igerisinde ates diiger, nabiz
ve solunum sayisi normale dénmeye baslar ve yangisal siirecin yayilmasi duraklar.
Ancak vakalarin yansinda atesin normale dénmesi en az 4 giin siirer. Bu durumda
bagka bir endikasyon yoksa antibakteriyel tedavide acil bir degisiklik gerekmez.
Tedavi hastanin atesi normale dondiikten sonra 3 giin daha stirdiiriilir. Radyografide
akciger bulgularimin diizelmesi bir kag¢ haftay: bulabilir (20).
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2.1.9. Epidemiyoloji

Streptococcus pneumoniae insanlarin zorunlu bir parazitidir. insanda
nazofarinks kolonizasyon iiyesi ya da gesitli klinik sendromlarda etken olarak
bulunabilir. Diger memelilerden izolasyonu gok nadirdir. Ust solunum yollarimn
pndmokoklarla kolonizasyonu yasamin ilk giinlerinden itibaren olusabilir. Genelde
bir ya da iki (d6rde kadar ¢ikabilir) kapsiiler tip ile kolonizasyon gériiliir. Daha sonra
cocukluk ve yetigkinlik yaslari boyunca aralikli olarak kolonizasyon gelisir.
Cocuklarda tasiyicilik erigkinlere oranla daha fazladir (> % 40). Kis aylarinda yitksek
bir prevalansin bulundugu mevsimsel bir kolonizasyon paterni goriiliir. Pnémokoklar
mikroorganizmalarin bulundugu sekresyonlarla yaygin direkt temas sonucu insandan
insana bulasir. Giinliikk bakim merkezleri, cezaevleri, diiskiinlerevi ve askeri kislalar
gibi ortak yasamsal alanlan paylagan bireyler, pnémokok infeksiyonlar i¢in risk
altinda bulunurlar (15, 16).

Bir kimse kisa ya da uzun siire pnémokok tasiyicisi olabilir. Cesitli tiplere ait
olan bu pnémokoklardan bazen iki ve daha fazla tip bir arada bulunabilir. Bununla
beraber yapilan aragtirmalar, erigkinler igin en patojen tipler olan tip 1, 2 ve 3
pnémokoklarin tagiyiciik oranlanmin diisiik oldugunu ortaya koymustur. Bu ii¢
serotip bakteriyemik pnomokokkal hastaliklarin % 75°inden sorumlu tutulmaktadir.
Bebek pnSmonilerine en ¢ok tip 14 neden olmaktadir. Cocuk pnémonilerine en gok
tip 14, 6, 18, 19, 23, 1, 4 ve 9, eriskin pnémonilerine ise en ¢ok tip 1, 3,4, 5, 7, 8, 12,
14 ve 19 neden olmaktadir (12, 13).

Alt solunum yollarinda savunma mekanizmalarinin etkinligi ile pnémokokkal
infeksiyonlar daha az oranlarda goriiliir. Bu mekagizmalar; epiglot refleksi, bronsiyal
epitelin mukus tabakasi, solunum epitelindeki kirpiklei‘, okstiriik refleksi ve alveolar
makrofajlarin temizleme fonksiyonudur (12, 13).

2.1.10. Korunma ve Kontrol

Pnémokok infeksiyonlar biitiin diinyay: ilgilendiren bir problemdir ve son
yillarda antibiyotiklere direncli organizmalar nedeniyle lizerinde daha da dikkatli
durulmaktadir. Cogul direngli pndmokoklara diinyanin her tarafinda rastlanmakta ve
daha 6nceleri benimsenmis tedavi rejimleri direngli suslar nedeniyle yeniden gézden
gecirilmektedir. Pnémokok infeksiyonlarini giivenli ve etkili agilarla 6nlemek hem
antibiyotik direncinin gelismesini O6nlemeye katkida bulunacak hem de bu

infeksiyonlarin kontroliinde daha etkili ve ekonomik olacaktir. Glintimiizde mevcut
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olan a;1 23 farkli polisakkaritin bir karigimimi igerir. Bu ag1 2 yagin altindaki
¢ocuklarda immiinojenik degildir. Ciinkii kiigiik ¢ocuklarda polisakkarit antijenlere
kars1 yeterli immiin cevap yoktur. Hayat: tehdit eden pndmokok infeksiyonlan i¢in
risk altinda olan gruplarda konvahsiyonel pndmokok agis1 ile immiinizasyonu takiben

az ya da orta diizeyde etki goriilmiistiir (16).

Pnémokok agis1 endikasyonlari:
Ileri yas (65 yas ve lizeri)
Tlerlemis kalp hastalig:
BOS kacag

Diabetes Mellitus

Alkolizm

Siroz

Kronik b6brek yetmezligi
Kronik akciger hastalif
Splenik disfonksiyon veya aspleni
10. Multipl myelom

11. Lenfoma

12. Hodgkin hastalig1

13. HIV infeksiyonu

14. Organ transplantasyonu

O R N ANV

Pnémokok konjiige asilarimin gelistirilmesi ile ilgili ¢aligmalar stirmektedir
(29, 30). Polisakkaritlere, difteri ve tetanoz toksoidi gibi tasiyicilara baglanmak
suretiyle antijenik 6zellik kazandirlmigtir. Yedi, 9 ve 11 degerlikli asilar, tastyic:
proteinleri tetanoz toksoidi, difteri toksoidi, CRM 197 (difteri toksoidinin bir mutant
proteini), meningokok dig membran proteini ve kapsiilstiz /. influenzae dig membran
proteini olmak tizere faz I, faz Il ve faz III ¢aligmalarini tamamlamak {izeredirler. Bu
agilara daha fazla polisakkarit eklemek teknik olarak kolay degildir ve daha ¢ok
direngli suglann polisakkaritleri ile hazirlanmaktadir (16).
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2.2. Toplum kékenli pnomoniler

Sir William Osler 1901°de yazdig1 “The Principles and Practice of Medicine”
adli kitabinda pnémoniden akut hastaliklarin en yaygin ve en fatal olam olarak
bahsetmigtir. Amerika Birlesik Devletlerinde 6liim nedenleri arasinda 6. siray,
infeksiyonlara bagli 6liimler arasinda ise 1. siray1 almaktadir. Giintimiizde ¢ok sayida
antibiyotik kullammmina ve etkili agilara bagli olarak infeksiyon hastaliklarindan
oliimler azalmakta iken, alt solunum yollan infeksiyonlar i¢inde yer alan toplum
kokenli pnémoni halen sik rastlanan, tedavi maliyeti yiiksek ve Olimcil bir
infeksiyon hastaligidir. Ileri yag grubunda (65 yas ve iizeri) olan ve temelde kronik
obstriiktif akcier hastahf (KOAH), diabetes mellitus (DM), bobrek yetmezlii,
konjestif kalp yetmezligi, koroner arter hastalifi, kronik nérolojik hastalik, kronik
karaciger hastalifn ve malignite gibi ek hastalifi bulunanlarda pnomoni daha sik
goriilmekte ve daha agir seyredebilmektedir (31-33).

Ayaktan tedavi edilen toplum kokenli pnémoni olgularinda etkenlerin
yaklagik % 30’unu viriisler, % 45°ini atipik pnémoni etkeni bakteriler (Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Legionella pneumophilia) ve % 25’ini diger
bakteriler olusturmaktadir. Hastanede yatarak tedavi géren hastalarda ise etiyolojiden
% 60 oraninda bakteriyel ajanlar sorumlu tutulmakta ve en sik pnomokoklar (% 27-
55) soyutlanmaktadir. Geligtirilmekte olan ileri tam yontemlerine karsin, toplum
kokenli pnomonilerin yarisindan ¢ogunda etken mikroorganizma saptanamamakta,
etkenin izole edilebildifi durumlarda ise kiiltiir, identifikasyon ve antibiyotik
duyarlilik testleri belli bir zaman gerektirdiginden, tedaviye baslamadaki gecikmenin
morbidite ve mortaliteyi artirdif1 diistiniilmektedir (Tablo 2.4) (34-36).

Toplum kokenli pnomonide klinik tablo olasi etkenler ve empirik tedavi
yaklasimi agisindan iki farkli kategoride degerlendirilebilir.

1. Tipik Pndmoni: Akut baglayan, iisiime ve titreme ile ani ylikselen ates,
lokositoz, Oksiiriik, piiriilan balgam ¢ikarma, ploretik tipte yan agnsi, fizik
muayenede inspiryum sonu ince raller, konsolidasyon bulgulan (perkiisyonda matite,
bronsiyal ses), radyografide siklikla lober konsolidasyonla karakterize bakteriyel
pnémonidir. En sik rastlanan etken S. pneumoniae ‘dir.

2. Atipik Pnémoni: Daha ¢ok geng kisilerde ates, halsizlik, bas agrns1 gibi
prodromal belirtiler ile birlikte subakut bir baslangig, kuru veya mukoid balgamla
birlikte okstiriik, huriltii solunum gibi yakinmalarla karakterize, radyolojik olarak
genellikle bilateral yamali infiltratlarin goriildiigi, fizik muayene ve radyolojik
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bulgular arasinda ¢ogu kez uyumsuzluk olan, 16kositozun olagan olmadig, akciger
dis1 sistemik organ tutulumuna ait semptom ve bulgularin 8n planda goriilebildigi

pnSmonilerdir. Baglica atipik pnémoni etkenleri M. pneumoniae, C. pneumoniae, L.

pneumophilia ve viriislerdir (31).

Tablo 2.4. Akut pndmonide etyolojik ajanlar.

Bakterial ajanlar

Yaygin
S.pneumoniae

Staphylococus aureus
H. influenzae

Mix anaerob bakteriler(aspirasyon)
Bacteroides spp.
Fusobacterium spp.
Peptococcus spp.
Peptostreptococcus Spp.
Prevotella
Enterabakteriler:
Entrerococcus spp.
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Serratia spp.
Pseudomonas aeruginosa
Legionella spp.

Yaygmn olmayan
Acinetobacter spp.
Actinomyces
Arachnia

Bacillus spp.
Moraxella catarrhalis
Campylobacter fetus
Neisseria menengiditis
Nocardia spp.
Proteus spp.
Salmonella spp.

S. pyogenes

Yersinia pestis

Mycoplasma ve chlamydia

Mycoplasma preumoniae
Chlamydia psittaci
Chlamydia trachomatis
Chlamydia preumoniae

Mikobakteriyel
Mycobacterium tuberculosis
Nontiiberkiiloz
mikobakteriler

Rickettsiyal ajanlar

Coxiella burnetii
Rickettsia rickettsiae

Fungal ajanlar

Aspergillus spp.
Cryptococcus neoformans
Candida spp.
Coccidioides immitis
Histoplasma capsulatum

Parazitik ajanlar

Ascaris lumbricoides
Pneumocystis carini
Strongiloides stercoralis
Toxoplazma gondii
Paragonimus westermani

Viral ajanlar
Cocuklarda;

Yaygin

Respiratuar sinsityal virus
Parainfluenza virus Tip 1,2,3
Influenza A virus

Yaygm olmayan
Adenovirus Tip 1,2,3,5
Influenza B virus
Rhinovirus
Coxsackievirus
Echovirus

Hantavirus

Erigkinlerde;

Yaygin
Influenza A virus

Influenza B virus
Adenovirus Tip 4,7

Yaygin olmayan
Rhinovirus
Adenovirus Tip 1,2,3,5
Enteroviruslar
Echovirus
Coxsackievirus
Poliovirus
Epstein-Barr virus
Cytomegalovirus
Respiratuar sinsityal virus
Varisella-zoster virus
Parainfluenza virus
Herpes simplex virus
Hantavirus
Human herpesvirus 6
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2.2.1.Patogenez

Saglikli bireylerde karinanin altindaki bronkopulmoner agag¢ sterildir.
Patojenlerin pndmoni olusturabilmek i¢in en ugtaki solunum yollarina ulagmalan ve

cogalmalar1 gerekir. Pndmoni solunum sistemini infeksiyondan koruyan bir dizi

konak savunma mekanizmasinin alt edilmesi sonucunda gelisir (Tablo 2.5) (17).

Tablo 2.5. Solunum yolu hastaliklarinda organizma savunma mekanizmalari.

Anatomik Lokalizasyon

Savunma Mekanizmasi

Ust Solunum Yollart
Nazofarinks

Orofarinks

Trakea, Bronslar

Burun killan

Tiirbulans

Ust solunum yollarmimn anatomisi
Mukosilier olusum

Ig A sekresyonu

Salya
Epitel hiicrelerinin uzaklagtirma etkisi

Kompleman yapimi

Oksiiriik

Epiglottik refleks

Brongslardaki dallanma noktalari
Mukosilier olusum

Immunoglobulin salgis1 (IgG, IgM, IgA)

Alt Solunum Yollan

Terminal hava yollari, alveoller

Alveolar salgilar (surfaktan, fibronektin,
immunoglobulin, kompleman, serbest yag
asitleri, demir baglayan proteinler)

Sitokinler (TNF, IL-1, IL-8 ve digerleri)
Alveolar makrofajlar

Polimorfoniikleer 16kositler
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Mikroorganizmalar akciere aspirasyon, aerosolizasyon ya da hematojen
yayilma sonucunda ulagirlar. En 6nemli mekanizmalar orofarinksten gegen sivilarin
aspirasyonu ya da damlacik gekirdeklerinin inhalasyonudur. Normalde orofarinks
materyalinin aspirasyonu sik goriiliirse de konak savunmalarinin karst koymasi ve
aspire edilen mikroorganizmalarin patojenliginin diisiik olmasi nedeniyle kolay kolay
pnémoni geligmez. Bir metrekiip havada 15-30 mikroorganizma vardir ve pnémoni
olugturmaya yetecek sayida bakterinin en ugtaki hava yollarina ulagmasi uzak bir
olasiliktir (17, 20, 37)

Normalde burun vestibiilindeki killarin ve nazofarinksin sagladifi
aerodinamik filtrasyon, ¢ap1 10 pm’den buyiik partikiillere ve ¢6ziilmils durumdaki
toksik gazlara gecit vermez. Capt 3-10 pm arasinda olan partikiiller karinanin
istiinde trakeaya g¢arpar ve mukoza yiizeyini kaplayan mukus i¢inde tutulurlar.
Yarim pm’den kiigiik partikiiller akcigerde tutulmaz, ancak ekspirasyonla
uzaklagtirilirlar. Bu nedenle akcigerlerin en ug kesimine ulasan partikiillerin ¢apt 0.5-
3 um arasindadir. Bir¢ok bakteri ve diger mikroorganizmalar da bu biiyiikliiktedir
(17, 20, 38).

Normalde epiglotun anatomik engeli ve refleks kapamisi gibi mekanik
mekanizmalar, partikiilli maddelerin biiyiikk hava yollarina ulagmasimi Onler.
Bronkopulmoner agacin dallanmasi da biiyiik partikiillerin mukus iginde hapsedilip
tutulmasini kolaylagtirir (17, 20).

Oksiiriik refleksi trakeobronsiyal agacin aspire edilen materyalden
temizlenmesini saglar. Yiizeylerinde lipoprotein ve glikoprotein uzantilari olan
bakteriler mukusta hapsedilirler. Mukusta tutulan bakteriler ya da baska partikiiller
terminel bronsiyollere dek uzanan epitelin kenarindaki titrek tiiylerin hareketleri ile
yukarilara taginir (mukosiliyer transport sistemi) (17, 20, 39).

Terminal bronsiyollerde, alveoler duktuslarda ve alveollerde biriken
bakterilerin inaktivasyonundan ise baglica alveoler makrofajlar ve polimorfoniikleer
16kositler sorumludur. Bakterilerin alveoler makrofajlarca fagositozunda fibronektin
de yardimct olur. Burada yerlesik olarak bulunan alveoler makrofajlar ilk savunma
hattim1 olugtururlar ve stafilokok gibi mikroorganizmalar1 savugturabilirler. Gram
negatif ¢omaklar ise in situ etkin bir 6ldiirmenin olabilmesi igin polimorfoniikleer
lokositlerce fagosite edilmelidirler. Bu nedenle akciger kapillerlerindeki
polimorfontikleer 16kositlerin bronkoalveoler bosluklara gegmesi nem tasir (17, 20,
40).
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Akcigerlerde bulunan immiinoglobiilinler kompleman sistemini aktive
ederler. Alveoler makrofajlar antijenleri islemden gegirirler ve bunun sonucunda
akcigerdeki T-lenfositleri aktive olur. Bu sirada sitokinler gibi makrofajlan aktive
eden maddeler ve 16kotrien B4 gibi C5a ile birlikte polimorfoniikleer hiicreleri ceken
kemotaktik maddeler olusturulur. Artik hiicresel ve hiimoral immiinite gelismistir ve
sonugta alveol bosluklann konsolidasyona ugrar. Bu arada olen l6kositlerden
proteolitik enzimler agi3a ¢ikar ve akciger dokusunu yikima ugratir (17).

Akcigerde doku yikimimi bir &lgiide Onleyebilen inhibitér proteinler ve
akcier salgilarinda transferrin, laktoferrin ve lizozim gibi yine antibakteriyel
savunma iglevi olan bir¢ok madde tamimlanmgtir. Tedaviye erken baslanmas: ya da
infeksiyonun belli mikroorganizmalara bagli olmasi, akcigerin ugrayacagl yikimin
daha az olmasmm saglayabilir ve bu sayede akcigerin gaz degigsim mekanizmalarn
bozulmaz (17, 20, 40).

Pndmoni her zaman konak savunmasimin kusurlu olmasi sonucunda ortaya
cikmaz, ancak pnOmonilerin ¢ogunda akcigerin normal konak savunma
mekanizmalarindan birinin bozuk oldugu stylenebilir. Kimi durumlarda belli bir
konak savunmasi kusuru 6zgiil bir pnémoni ¢egidine neden olur (20). Normalde
viruslar ve mantarlar, orofarinks florasimn normal fiyeleri degildir (41, 42). Ust
solunum yollarinin normal mikrop florasim anaerob kosullarda da iireyebilen
fakiiltatif streptokok tiirleri ile birlikte S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis,
cesitli Neisseria tiirleri ve bazen de stafilokoklar gibi bakteriler olusturur. Dislerin
cevresindeki bolgelerde oral Bacteroides tiirleri, Fusobacterium tiirleri ve bazi
spiroketler gibi ¢ok sayida anaerob bakteri vardir (41, 42).

Normal kisilerde orofarinks florasi pek degismez. Orofarinksin normal
fizikokimyasal ortamina ve yerlesik floranin inhibitér maddeler yapmasina bagh
olarak yeni gelen bir bakteri tiiriinlin farinkste kolonize olmas1 giictiir. Mukoza
yiizeylerinin kolonizasyonu, bakterilerin yerel epitel hiicrelerine tutunmasi ile olur ve
bakterilerin hiicre ylizeyine baglanma yerlerini degisiklife ugratan birgok patojenik
etmen yerlesik olmayan bakterilerin de epitel hiicrelerine tutunmasim saglayabilir.
Ornegin sigara kullammu ve kronik bronsit, orofarinksin S. preumoniae ve
tiplendirilemeyen H. influenzae suglan ile kolonizasyonunu artirmaktadir (20).

Nozokomiyal pnémoni, toplum kékenli pnémoni gibi gogunlukla aspirasyon
sonucunda ortaya ¢ikar (43). Hematojen infeksiyon olduk¢a nadirdir; aerosol
pnémonisi ise ancak bagigikligy baskilanmig hastalarda Legionella’ya bagl olarak
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arasira ortaya ¢ikar (20). Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter tiirleri, Enterobacter ve &teki Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinin
hastanede yatan hastalar1 kolonize ettikleri bilinmektedir. Bu tiirlerden biri normal
saglikli ambulatuvar bireylerin % 15°den daha azimin orofarinksinde bulunurken,
yogun bakim {initelerindeki hastalarin % 40’tan ¢ofu yatirildiktan sonraki 3-5 giin
icinde Gram negatif ¢omaklarla kolonize olmaktadir. Bakteriyel tutunma (adherans)
ve farinks kolonizasyonundaki bu degisikliklik, bir 6l¢tide nozokomiyal pndmoninin
benzersiz mikrobiyolojisini de agiklamaktadir. Bu bakterilerle kolonizasyonun
nedeni tiimiiyle aydinlatilmamis olsa bile patogenetik mekanizmasinin tiikriikteki
proteaz diizeylerinin artmasi ve hiicre ylizeyindeki fibronektinin azalmasi oldugu
disiiniilmektedir (20).

Beslenme bozuklugunun bazi Gram negatif comaklarn, &zellikle P.
aeruginosa’nin trakea epitel hiicrelerine tutunmasim artirdif1 da gosterilmistir (20).
Hasta kigilerin {ist solunum yollarindaki yassi epitel hiicreleri normal kisilerin epitel
hiicrelerine oranla daha ¢ok Gram negatif bakteri absorbe etmektedir. Bu nedenle
hastanede yatan hastalarda aspirasyon olduu zaman alveollere daha ¢ok bakteri
ulagsmaktadir. Bu bakterilerin g¢ofu seruma dayamkhdir ve akcigerdeki o6zgiil
olmayan antikorla opsonize olmamaktadir, ¢iinkii glikoproteinler ve fibronektinde bir
azalma s6z konusudur (20).

Kronik akciger hastalii nedeniyle alt solunum yollannda yapisal kusurlan
olan ya da iist karin veya gogiis ameliyat: geciren bireylerde pnémoni gelismesi
olasilif1 son derece yiiksektir. Hipnotik kullanimina bagl biling degisikligi glottisin
kapanmasml baskilar ve epileptikler ya da alkoliklerde oldugu gibi aspirasyona
neden olur. Trakeal entiibasyon da normal siliyer islevi engeller ve aspire edilen
mikroorganizmalarin temizlenmesini gliglestirir. Ote yandan yapay solunum
uygulanan hastalarda stres ilseri profilaksisi i¢cin H, reseptér blokorlerinin ve
antasitlerin kullamilmast mide pH’simi ylikselterek mide salgilarindaki bakteri
¢ogalmasim artirmaktadir. Daha sonra bu bakteriler aspire edilir ve nozokomiyal bir
pndmoni ortaya gikar (20).

Go6giis grafisinde tutulan akcier alaninda homojen bir opasite goriliir,
icerisinde hava bronkogram olarak adlandirilan brons gélgeleri segilebilir. Birlikte
kronik akciger hastalig1 olanlarda atipik konsolidasyon 6rneklerine rastlanabilir (20).
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2.2.2, Komplikasyonlar

Birtakim yerel ya da uzak komplikasyonlar pndmokoksik pnémoninin tipik
seyrini degistirebilir. Bunlardan akcigerde olanlar atelektazi, rezoliisyonda gecikme
ve abse, komsu yapilarda olanlar plevral eflizyon, ampiyem ve perikardittir.
Pndmokoksik pnomonisi olan hastalarin yariya yakiminda plevral efiizyon
gelisebilirse de, ampiyem goriilme siklify ancak % 1-5 arasindadir (44). Ayrica
paralitik ileus, akut mide dilatasyonu ve karaciger islev bozuklufunun yam sira
bakteriyemik hastalarda artrit, infektif endokardit ve menenjit gibi metastatik
infeksiyonlar da goriilebilir ve bunlarin mortalitesi yiiksektir. Pnémokoksik
infeksiyonlara egilim gosteren risk gruplan arasinda grip gegirenler, asplenik kisiler,
AIDS hastalan ve multipl myelomu olanlar basta gelir (45).

2.3. Streptococcus pneumoniae’nin Tamismnda Kullamlan Molekiiler
Yéntemler

2.3.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Molekiiler teknikler bilimin birgok alaminda oldugu gibi infeksiyon
hastaliklarinin erken tamsi, mikroorganizmalann tiir ve alt tiir diizeyinde
ayrimlarinin yapilmasi, antimikrobiklere direng durumunun belirlenmesi, virulans
genlerinin arastirilmasi, epidemilerin belirlenmesi ve izlenmesi gibi gesitli alanlarda
yaygin olarak kullanilmaya baglanmgtir (46).

Amplifikasyon metodlar1 glintimiizde amplifiye {iiriinlerin hizhi tespitini
saglayan metotlarla kombine olarak kullamilmakta olup, rutin tan i¢in olduk¢a hassas
hale gelmislerdir. Amplifikasyon yontemlerinin bu kadar hizh geligmesinde iki
Onemli kesfin biiyiik pay1 vardir. Bunlardan ilki termofilik bir bakteri olan Thermus
aquaticus adl1 bakteriden 1siya direngli DNA polimeraz enziminin izolasyonudur. Bu
enzim Taq DNA polimeraz olarak tamimlanmis olup, farkli 1s1 araliklarinda
aktivitesini stirdiirebilmektedir. ikinci 6nemli kesif bilgisayar kontrollii termal dongii
cihazlarinin (thermal cycler) gelistirilmesi olmustur (46).

Konvansiyonel PCR diginda RNA’nin amplifikasyonu i¢in reverz transkriptaz
PCR, 6n amplifikasyonla elde edilen uzun gen dizileri igerisindeki daha spesifik ve
kisa dizilerin amplifikasyonu igin ‘nested” PCR ve Ornekteki birden fazla
mikroorganizmaya ait veya bir mikroorganizmaya ait gen tizerindeki farkli bolgeleri

ayn1 anda gogaltmak amaciyla multipleks PCR yontemleri gelistirilmistir (46, 47).
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Polimeraz zincir reaksiyonu niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu
icin gelistirilmis bir test tlip sistemidir. Hedef DNA/RNA’nin selektif olarak
amplifikasyonuna imkan verir. in vitro sartlarda boliinen bir hiicrede DNA’nin
replikasyonu ¢esitli enzimler tarafindan diizenlenen ve genom kopyalanmas: ile
sonuclanan bir islemdir. Bir test tiipii igerisinde gergeklestirilen PCR’da in vivo
¢ogalma Ornek olarak alinmigtir. Yalmizca DNA polimeraz enzimi yardim ile
genomun tamami degil, spesifik bolgelerin kopyalanmasi da yapilabilir. Kullanilan
polimeraz enzimine bagli olarak, kopyalanarak ¢ogaltilacak olan bslgenin uzunlugu
Taq DNA polimeraz igin iki kilobazdan kiigiikk, daha komplike enzim veya enzim
karigimlar ile beg kilobazdan daha biiyiik olabilmektedir (46).

In vivo sartlarda DNA replika_syonu sirasinda enzimler ilk olarak DNA’nin
¢ift zincirli yapisim bozarak tek zincirli hale gegisini saglar. Daha sonra RNA
polimeraz sentezlenir ve replikasyon baglangic bolgesinde tek zincirli hale
déniigtiiriilmiis DNA zincirlerinden birisine komplementer RNA’min olusumu
saglanir. Bu DNA/RNA heterodupleksi DNA polimerazin baglanmas: igin bir
baglatici bolge rolii oynar. Boylece DNA’nin komplimenteri sentezlenir. PCR
¢alismalarinda reaksiyonun gerceklesmesi igin kiigiik miktarda hedef DNA (1-100
ng) iceren Srnek galigma soliisyonu icerisine ilave edilir. Daha sonra Orneklerdeki
hedef ¢ift sarmal DNA’min tek sarmal DNA’ya dOniigtiirilmesi saglamr
(denatiirasyon) (46).

Tek sarmal DNA iplik¢iklerinin karsiti, 20-30 baz ¢ifti uzunlugundaki
sentetik oligoniikleotid diziler (primer) RNA/DNA heterodupleksini olusturmak
amaciyla kullamilir. Spesifik bir bolgenin amplifikasyonunda hedefi sinirlamak
amactyla ikinci primer kullanlir. Primerlerden birincisi tek sarmal DNA zincirinde
baglatic bolgeyi olustururken, ikincisi de diger zincir lizerinde sonlandiric: bélgeye
baglamir (baglanma). Taq DNA polimeraz enziminin yardimiyla primerlerin
baglandigi boélgeden itibaren her tek sarmal DNA zincirinin komplementeri
olusturulur (uzama). Boylece iki adet ¢ift sarmal DNA olusur. Olusan ¢ift sarmal
DNA’lar yeni amplifikasyon i¢in kalip gérevini {istlenirler. Bu islem 30 dongii
tekrarlandifinda birkac saat igerisinde hedefin milyonlarca kopyas: elde edilebilir
(46) (Resim 2.1).

Polimeraz zincir reaksiyonunun agamalari:

1. Denatiirasyon: Cift iplikli DNA’nin birkag saniye 94-96° C isiyla tek
iplikli DNA’ya ayrilmasidir. Baz1 ¢aligmalarda amplifikasyon sikliklari baglamadan
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once 3-5 dakikalik bir 6n denatiirasyon isleminin 6zellikle denatiirasyonu zor olan
kalip DNA’lar i¢in yararli oldugu bildirilmistir.

2. Baglanma (annealing): Omek birkag dakika 30-60°C’de tutularak
primerlerin tek zincirli DNA’daki hedef bolgelere hibridizasyonu saglamir. Bu
hidrojen baglarmin yardimu ile olur. Baglanma 1sis1 sadece DNA/DNA eslesmesine
imkan saglayacak kadar yiiksek olmalidir. Is1, primerlerin yapis1 ve erime 1s1s1 (Tm=
“melting temperature”; ¢ift sarmal DNA’nin %50’sinin tek sarmal hale gegmesi igin
gerekli sicaklik) derecelerine gore hesaplanarak optimize edilebilirse de yaklagik
olarak 20 baz ¢ifti uzunluguna sahip primerlerin kullamlmas: halinde 54°C olarak
belirlenmektedir. '

3. Uzama (extension): Polimeraz enzimi yardimi ile tek zincirli DNA

kaliplarina baglanan primerlerin 5° - 3’ y6nde uzatilmasidir.
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Resim 2.1. PCR’daki agamalar

Uc agamada meydana gelen bu reaksiyon tek bir déngii (siklus) olarak
adlandinlir ve 1siy1 siiratle yiikseltip algaltan “thermal cycler” denilen otomatik bir
cihazda gergeklesir. Bu iglem 30-40 kez tekrarlandiginda, baglangigta tek bir adet
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olan DNA molekiiliiniin sayis1 her siklusun sonunda ikiye katlanarak artar ve
milyonlarla ifade edilir diizeye gelir (46).

2.3.2. Polimeraz zincir reaksiyonunun tipleri

Multipleks PCR

Bu teknik birgok infeksiyonun tamisinda kullamilmaya baglanmistir. Bu
yontemle amplifikasyon tiipli igerisine klinik Ornekte bulunabilecek her
mikroorganizma veya ayni bakteri geni lizerindeki farkli hedef bélgeler igin 6zgiil
olan primerler kullanilarak, ¢ok sayida hedef aym zamanda gogaltilabilmektedir. Her
bir primer ¢iftine 6zgiil, farkli biiyiikliikteki amplifikasyon tirtinlerinin agaroz jelde
g6zlenmesi ile klinik 6rnekte mikroorganizmalarin varlifi ve identifikasyonu aym
anda yapilabilmektedir (47).

“Broad-Range” PCR veya “Consensus” PCR

Bu teknik sepsis ve menenjite etken olabilecek bakteriyel, viral ve paraziter
patojenlerin 6nemli bir kismumin kisa siirede gosterilmesi ve identifikasyonu
amaciyla denenmigtir (47). Bu yontemde biitiin bakteriler veya bir cinsin tiim tiirleri
icin ortak olan gen bdlgesini ¢ogaltabilecek 6zellikte bir ¢ift primer ile amplifikasyon
yapilmaktadir. Elde edilen amplikonun baz dizi analizi yapilarak veya belirli bir
patojene Ozgiill probla hibridizasyon uygulanarak spesifik etkenin tamisi
konulmaktadir. Ortak hedef molekiiler olarak, filogenetik y6nden bilgi saglayici
genetik molekiiller icerisindeki bakteriler arasinda korunmus olan baz dizilim bolgesi
kullamilmaktadir. Korunmusg hedef bolge mikroorganizmalarin biiyiik bir grubunun
amplifikasyonunu saglar. Daha sonra amplifikasyon iirlinii (amplikon) igindeki
“hipervariable” bolgelerden (signature sequences) yararlamlarak mikroorganizmanin
identifikasyonu yapilir. Bu y6ntemin klinik tamida uygulamilmasmndaki en Gnemli
problem, ¢alisilan drnekte gevreden bulagsmis kommensal bakteri veya normal flora

elemanlarinin bulunmas: halinde degerlendirmede zorluklar yasanmasidir (48).

“Nested” ve “Seminested” PCR
Iki agamali amplifikasyon ydntemleridir. “Nested” PCR’da, ilk asamada iki
adet dis (outer) primer kullamlarak hedef molekiil {izerinde uzunca bir bdlgenin

amplifikasyonu yapilmaktadir (15-30 siklus). Sonra bu amplifikasyon tiiptinden
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alinan Ornekteki DNA’min daha kisa bir bolimii i¢ (inner) primerlerle
cogaltilmaktadir (15-30 siklus). Inner primer, outer primerlerin baglanma yerlerinin
i¢ kisminda kalan, kendilerine o6zgiil yerlerine tutunmaktadiriar. “Seminested”
PCR’da ise ikinci asamada kullamlan primerlerden biri igerden, digeri outer primerle
aym yerden baglamaktadir.

Omekte tek bir hedef DNA molekiil bulunsa bile, iki asamali olarak yapilan
amplifikasyonlarla ¢ok sayida DNA elde etmek miimkiin olmaktadir. Boylece
amplifikasyon sonucu olusan fazla miktardaki hedef molekiil, herhangi bir yalanci
negatiflik olmadan, kolayca gbzlenebilmektedir. Bu yontemler ile pozitif sonug alma
olasihiy artthif1 icin testin duyarlilifn da artmaktadir. Duyarlilifin ¢ok yiiksek
olmasina bagl olarak gozlenebilen 6nemli bir dezavantaj, birinci amplifikasyondan
sonra tiipteki DNA ikinci amplifikasyon tiipiine aktarilirken, iirin ¢ok az miktarda
dahi gevreye sagilirsa sonraki denemelerde hava yolu ile kontaminasyona yol
agabilmektedir (48).

“Nested” PCR’mn ilk agamasinda “broad-range” PCR, ikinci asamasinda
multipleks PCR uygulanarak, klinik Orneklerde bulunabilecek birden fazla
mikroorganizmanmin aym: anda, duyarli bir gekilde saptanmasi miimkiin
olabilmektedir (49).

“In situ” PCR

PCR ile ilgili ¢alismalarda diger 6nemli bir agsama, lam {izerine tesbit edilen
enfekte hiicrede bulunan mikroorganizmaya ait hedef DNA’nin amplifikasyonu ve
sonucun “in situ” hibridizasyonla gostenlme51d1r Kisaca lam lizering doku veye
hiicreler konduktan sonra, havada kurutulur ve 105°C’de 30 saniye bekletilir.
Paraformaldehitli fosfat tamponlu tuzlu su (% 2°lik) ile bir saat igleme alinir. 3 x 0.1
M PBS (phosphat buffer saline) ile bir kere, 1 x 0.1 M PBS ile ii¢c defa yikanr.
Proteinaz K enzimi (Spg/ml) ile 55°C’de iki saat muamele edildikten sonra, 96°C’de
iki dakika tutularak Proteinaz K inaktive edilir. Lam su ile yikamir ve havada
kurutulur. Sonra lamin iizerine amplifikasyon soliisyonu eklenir ve plastik kapakla
kapatilir. Plastik kapagin etrafi oje ile ¢evrilir. Lam, otomatik termal”cycler” iizerine
konulur. Aluminyum kagitla kapatildiktan sonra amplifikasyon baglatilir.
Amplifikasyondan sonra lam absolli etil alkol iginde 3-5 dakika tutulur. Sonra
92°C’de 30 saniye denatiirasyon saglanir ve 2 x SSC (sodyum kloriir + sodyum
sitrat) tamponu ile yikanir. Bunu takiben 6zgiil problarla “in situ” hibridizasyon
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yapilarak amplifikasyon sonucu g6zlenir. Bu ydntemin en Onemli avantaji
amplifikasyon hiicre iginde ger¢eklestigi icin amplikonlara baghh kontaminasyon
olmamasidir (48).

“Hot-Start” PCR

Normal PCR protokoliinde amplifikasyon karigimi hazirlanirken hedef DNA
ve primerler arasinda 6zgiil olmayan baglanmalar olabilmekte ve bu baglanmalarin
polimeraz enzimi ile uzatilmasi sonucunda ¢ok sayida istenmeyen bant ortaya
¢ikabilmektedir. Bunu 6nlemek icin gelistirilmis olan “hot-start” PCR tekniginde
temel maddelerden (polimeraz, niikleotitler, Mg™ veya primerler) biri baglangigta
amplifikasyon tiipiine konulmamaktadir. Bu karigima ilk denatiirasyon islemi
uygulandiktan sonra eksik olan madde eklenir ve sicaklik normal baglanma
derecesine sogutulur. Boylece 6zgiil primer baglanmasi1 gerceklesir. Bu agamadan
sonra uygulanan amplifikasyon sonucunda daha net DNA band: elde edilir (48).

“Touchdown” PCR

Optimal primer baglanma derecesini saptamak amaciyla gelistirilen bu
yontemde baglanma sicaklifi, sikluslar arasinda, 1-2°C disiiriilerek uygun derece
belirlenmekte ve bu sicaklikta kalan amplifikasyon sikluslar1 tamamlanmaktadir.
Amplifikasyonun ilk siklusunda baglanma derecesi olarak, hesaplanan Tm
derecesinin yaklagik 15°C {izerinden baglanmakta, takip eden sikluslar esnasinda 1-2
derece diigiiriilerek Tm derecesinin takriben 5°C tizerine kadar gelinmektedir.
Béylece hedef bolgeye 6zgii amplikonlar elde edilmektedir (48).

2.3.3. Real-Time PCR

Real-time (gergek zamanli) PCR geleneksel PCR’1n bir modifikasyonudur ve
ilk olarak 1990’larin sonlarinda tanimlanmigtir. PCR ¢aligmalarinda gelinen son
noktadir. Real-time PCR’da amplifikasyon ve amplifikasyon iiriinlerinin saptanmasi
aymi anda gerceklesir. Niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artig
gosteren floresan sinyalin Olgiilmesi ile kisa siirede sonug veren bir ydntemdir.
Termalcycler ile beraber bir mikrovoliimlii flormetre entegre edilmistir ve bu sayede
amplifikasyon iirlinlerinin saptanmasi1 miimkiin olmaktadir (7).

Real-time PCR yontemi kalip DNA/RNA miktarimt kantite eden, spesifik,
duyarli, tekrarlanabilir bir alternatiftir. Kantitasyon amacli PCR sonras1 islemleri
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ortadan kaldirmasi, duyarlilifinin yiiksek, kontaminasyon riskinin diisiitk olmasi,
potansiyel hata kaynafi olan PCR sonras! islemlerin elimine edilmesi ve genis bir
dinamik araliga (10 -10%) sahip olmas1 yontemin en énemli avantajlandir (48-51).

Ticari olarak gelistirilmis ii¢ tipi bulunmaktadir. Bunlar LightCycler (Roche),
TagMan (PE Biosystem) ve iCycler (BIORAD) dir. LightCycler sisteminde yalmzca
¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresans veren boyalar (Cyber Green)
kullamlarak, amplifikasyona bagli DNA artis1 ortaya ¢ikan floresansin miktan ile
olgiilmektedir. Primerin baglanmasini takiben gergeklestirilen uzama agamasinda
hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan boya miktar1 artmakta
ve buna bagh olarak yayilan floresans miktarinda artis gézlenmektedir (51).

Bu uygulamada floresans artist her zaman spesifik amplifikasyonu
gOstermeyebilir. Ciinkd, cift sarmal DNA’ya entegre olan boya, ortamda hedef
molekiiller olmadifinda, primerlerin kendi aralarinda gergeklesecek olan
baglanmalar (primer dimerleri) sonucunda da yapiya katilarak floresans olusumuna
sebep olabilmektedir. Bu olumsuz faktérii gidermek i¢in amplifikasyon tiriinlerinin
erime egrisi analizi yapilmaktadir. Her ¢ift sarmal DNA, kendine 6zgii erime 1sisina
(Tm) sahiptir. PCR amplifikasyonunun ardindan sicaklik yavas yavas yiikseltilerek,
belirli araliklarla tiipteki floresans miktar1 kaydedilir. Cift sarmal DNA zincirleri
birbirinden ayrilmaya baglayinca boya serbest kalmakta ve floresans miktan
azalmaktadir. Denatiirasyon oldugunda floresans sinyal aniden diigmektedir. Erime
egrisinden yararlanilarak amplikonun Tm derecesi saptanabilmektedir. Klinik drnege
ait Tm derecesi, aym kosullarda isleme alinan pozitif kontrolin Tm derecesiyle
karsilagtirilarak, PCR sonucunun dogru ya da yanlis olduguna karar verilir (48).

LightCycler sisteminin diger bir uygulama sekli hedefe 6zgiil problar
kullanmaktir. Burada problarla testin 6zgfilligli artinlmistir. Problardan biri 3’
ucundan (dondr boya), digeri 5° ucundan (alici boya) ile isaretlenmigtir. Proplar
hedef amplikonlar iizerinde birbirine yakin (1-5 niikleotid uzaklikta) yere
baglanmakta ve isaretli uglar yan yana gelmektedir. Iki boyanin yan yana gelmesi ile
ac1fa c¢ikan enerji ikinci prob izerindeki alict boyayr etkileyerek floresans
olusumuna yol agmaktadir. “Fluoresance resonance energy transfer” (FRET) olarak
adlandinlan bu enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari ortamdaki
hibridizasyonun derecesine, diger bir ifade ile PCR siklusu siiresince olusan
amplikonlarin miktarina bagh olarak artmaktadir (48).
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TagMan sisteminde 5° ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle isaretli prob
kullanilmaktadir. Probun 5° ucunda raporttr florokrom (6-carboxyfluorescein = 6-
FAM), 3’ ucunda ise baskilayici florokrom (6-carboxy-tetramethyl-rhodamine =
TAMRA) bulunmaktadir. Prob tek sarmal hale getirilen hedef molekiil iizerinde
primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan yere baglamr. Prob-hedef molekiil
arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportdr florokrom maddenin sinyal
olugturmasi, 3” uctaki baskilayici florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin
hedef niikleik asite baglanmasim takiben baglatilan primer uzamasi probun
baglandig1 noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢in Taq DNA
polimeraz enzimi 5°->3’ niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5° ugtan yikmaya
baglar. Boylece raportdr florokrom serbest hale geger ve sinyal olusturur. Her
siklusta iiretilen amplikon miktarina paralel olarak sinyal siddeti de artmaktadir (52).

Real-time PCR kisa siirede kantitatif sonug verebilmektedir. Tiipler
kalmadan amplifikasyon esnasinda sonug¢ alinabilmektedir. Ayrica floresan veren
problar kullanilarak hedef niikleik asitteki mutasyonlar saptanabilmektedir (53).
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BOLUM III
GEREC VE YONTEM

Caligmamizda, Ocak 2004-Ocak 2005 tarihleri arasindaki bir yillik dénemde
Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Aragtirma ve Uygulama Hastanesi, Av. Cengiz
Gokgek Devlet Hastanesi, Sosyal Sigortalar Kurumu Gaziantep Bolge Hastanesi ve
Ozel Sani Konukoglu Tip Merkezi Gogiis Hastaliklar1 Polikliniklerine bagvuran ve
bu kurumlardaki konsultan hekimler tarafindan klinik durumlan degerlendirilerek,
pnémokoksik pnémoni Sntarusi alan hastalara ait Srnekler degerlendirilmistir.

Bu hastalardan pnémoni etkenlerini soyutlamak {izere alinan balgam, plevra,
trakeal aspirasyon sivisi ve brons aspirasyon sivisi Srnekleri steril kaplar ya da tiipler
icersinde toplanarak en kisa siirede laboratuvara ulastirildi. Malignitesi, karaciger
yetmezligi, kronik obstriiktif akciger hastaligi, konjestif kalp yetmezligi, bobrek
yetmezligi olan ve son bir hafta i¢inde antibiyotik tedavisi almig olan hastalara ait
ornekler caligma kapsamina alinmadi.

Bakteriyolojik tam1 i¢in orneklerin Gram boyamas: ve kiiltiirleri yapilarak
bulgular not edildi. Besiyerinde kiiltlirli yapilarak soyutlanan izolatlar arasindan S.
preumonice oldugu kuskulamilan suglar aynlarak, klasik yontemler ile bakteri
identifikasyonu yapildi. Tamimlanan suslarin molekiiler tanis1 6nce konvansiyonel
PCR yontemiyle, daha sonra real-time PCR yoOntemiyle ¢alisilarak sonuglar
degerlendirildi.

3.1. Klasik Bakteriyolojik Tan1 Yéntemleri

3.1.1 Mikroskopik inceleme

Laboratuvara gelen balgam, trakeal aspirasyon sivisi, plevra sivisi ve brong
aspirasyon sivisinin Ornekleri bakteriyolojik incelemeye alinmadan Once kalite
yoniinden incelenmeye deger olup olmadigi aragtirildi. Belirgin olarak tiikriikten
ibaret oldugu goriilen balgamlar incelemeye alinmadi. Preparatlar balgamin irinli
kismindan hazirlanarak Gram boyama yontemiyle boyandi. Mikroskopik olarak
100°liik biiylitmeyle incelenen preparatlarin icerdikleri hiicre sayilari not edildi. Buna
gore, incelenen her sahada 25°ten fazla nétrofil ve 10°dan az epitel hiicresi bulunan
balgam 6rnekleri alt solunum yollar1 agisindan uygun Srnekler olarak kabul edildi ve

ileri inceleme i¢in ayrildi (54).
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Gram boyamada S. prneumoniae’nin tipik goriiniimiine sahip olan (Gram
pozitif, birbirine bakan yiizleri diiz, diger uglan sivri, boylar1 enlerinden daha uzun,
mum alevi veya lanset bi¢iminde, kisa zincirler halinde bulunan diplokoklar)

ornekler ayrilarak ¢aligma kapsamina alindi (12).

3.1.2. Kiiltiir

Orneklerin kiiltiir ekimleri balgamun piiriilan, mukopiriilan veya kanl
kisimlarindan, trakeal aspirasyon sivisi ve brons aspirasyon stvisimmn varsa pliriilan
kisimlarindan, plevra Ornekleri ise dogrudan %5 koyun kanhi agara (Oxoid,
Basingstoke, Ingiltere) yapildi. Kiiltiirler 18-24 saat 37°C°de aerobik ortamda
inkiibasyondan sonra incelendi.' Kanli besiyerinde alfa hemoliz olusturan, kiictik,
yu\;arlalc, besiyeri yiizeyinden hafif kabarik fakat ortast ¢okiik goriinlimdeki katalaz
olumsuz koloniler incelemeye alindi. Pnomokoklar1 diger alfa hemolitik
streptokoklardan ayirt etmek i¢in optokin duyarlilik deneyi ve %2’lik safra tuzunda
koloni eritme deneyi yapildi (54).

3.1.3. Optokin Duyarhhik Deneyi

Optokin duyarlilik deneyi, S pneumoniae’nin diger alfa hemolitik
streptokoklardan farkli olarak optokinin belirli yogunluklarindan etkilenerek erimesi
temeline dayanir (54). Bu amag i¢in igerisinde 5 pg/ml optokin (etil-hidrokuprein
hidrokloriir) i¢eren kuru diskler kullanildi (Bioanalyse®, Tiirkiye). Kanli plakta
tiretilmis kugkulu bakteri kolonilerinden 6ze ile alinarak yeni bir kanli plagin
yiizeyine yaygin ekim yapildi. Plagin ortasina optokin diski yerlestirilerek 35°C ve %
5°1ik CO;‘li atmosfer ortaminda 24 saat bekletildi. Optokinden etkilenen bakterilerde
diskin etrafinda olusan iireme 6nlenim bélgesinin gap1 Slgiilerek degerlendirildi. Alta
mm ¢apinda disk kullanilarak Onlenim bolgesi 14 mm ve daha biiyiikk gapta olan
suslar optokine duyarli, 6-14 mm arasinda olanlar diisiik duyarli, 6 mm’den kiigiik
captaki suglar optokine direngli sayildi (54).

3.1.4. Safra Tuzunda Koloni Eritme Deneyi

Bu deney kat: besiyerinde tiremis pnomokok kuskulu koloninin lizerine safra
tuzu eriyigi damlatilarak, koloninin eriyip erimedigini arastirmak temeline dayanir
(54). Ayirag %2 sodyum deoksikolat (Becton Dickinson, Sparks, MD) olup, safra
deneyi bunun %10°luk eriyiginden 1 ml iizerine 4 ml saf su eklenerek elde edildi
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(54). Kanh plaktaki kuskulu koloni tizerine kiiciik bir damla ayirag damlatild1 ve
koloni alttan isaretlendi. Plak 35°C’de 30 dakika yiizii yukann bakacak konumda
inkiibe edildi. Kat1 besiyerindeki S. pneumoniae kuskulu kolonilerden bu siire
sonunda daglarak eriyenler pozitif sonug olarak degerlendirildi.

3.2. Molekiiler Tam1 Yontemleri

3.2.1 DNA Ekstraksiyonu

3.2.1.1. Proteinaz K-Fenol Yontemi

Konvansiyonel PCR uygulamas:1 dncesinde Srneklerden proteinaz K-fenol
yontemi ile DNA ekstraksijonu yapildi. Bu amagla kanli agar besiyerinde tiremis
olan saf kolonilerden 8-10 koloni almarak 1 ml beyin-kalp infiizyon besiyerinde
(Oxoid, Basingstoke, Ingiltere) 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Bakteri
siispansiyonu 14 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra iistte kalan siv1
dokiildii. Olusan pellet 200 ml steril distile suyla slispanse edildi. Hazirlanan
slispansiyondan 60 pl alindi ve tizerine 15 pl Proteinaz K enzimi (20 mg/ml)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) eklendi. Bunlarin {izerine 250 pl K buffer
eklendi ve 42°C’de 1st blogunda bir saat bekletildi. Bu siire sonunda tlipe 1/1
oranindaki fenol/kloroform (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) kangimindan
400 pl eklenip vortekslendi. Bes dakika 14 000 rpm’de gevirildi. Yeni temiz bir
tiipe iist faza alindi. Uzerine 500 pl izopropilalkol (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA) eklendi ve vortekslendi. Bes dakika 14 000 rpm’de cevirildi. Ust fazi
dékiildiikten sonra tiipiin dip kisminda kalan ¢okeltiye 500 pl % 70°lik etilalkol
eklendi ve vortekslendi. Bes dakika 14 000 rpm’de cevirildi. Ustte kalan sivi
dokiildii ve tiipteki alkoliin buharlagmasi i¢in tlipler 10 dakika oda 1sisinda
kapaklar agik olarak bekletildi. Pelet 200 pl distile su ile stispanse edildi. Ornekler
kullanmilincaya kadar -20°C’de saklandi (55).

3.2.1.2. Spin Filtre Yontemi

Real-time PCR uygulamas1 6ncesinde iiretici firmanin (RTP® Spin Bacteria
DNA Mini Kit, Invitek, Almanya) 6nerisi dogrultusunda S. pneumoniae suslarinda
etkene ait DNA’nin spin filtre yontemiyle ekstraksiyonu yapildi. Bu amagla iginde
1x10° cfu/ml bakteri olacak sekilde (Mc Farland Standart 3-4) bakteri siispansiyonu
hazirlandi. Pellet elde etmek igin siispansiyon 14 000 rpm’de 7 dakika siireyle
santrifiij edildi. Tiipteki sivi tamamen bogaltildi ve dipte kalan pellete 400 pl
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Resiispansiyon Buffer R eklenerek kanstirildi. Omekler ekstraksiyon tiiptine transfer
edildi ve kisaca vortekslendi. On dakika 65°C’deki 1s1 blogunda bekletildi (56).

Stirenin bitiminde 6rnekler 95°C’de 5 dakika calkalanarak inkiibe edildi.
Daha sonra 6rnege 400 ul Binding Buffer B6 eklendi ve kisaca vortekslendi. Spin
Filtreler 2 ml’lik tiiplerin igine yerlestirildi. Ornek Spin Filtreye yiiklendi ve bir
dakika oda isisinda inkiibe edildi. Daha sonra 12 000 rpm’de 1 dakika siireyle
santrifiij edildi. Tiipiin dibinde biriken filtrat bosaltild1 ve Spin Filtre tekrar 2 ml’lik
tiiplerin igine yerlestirildi. Ornege 500 ul Wash Buffer I eklendi ve 10 000 rpm’de 1
dakika siireyle santrifiij edildi. Tiipiin dibinde biriken filtrat bosaltildi ve Spin Filter
tekrar 2 mI’lik tiiplerin i¢ine yerlestirildikten sonra, 6rnege 700 pul Wash Buffer II
eklendi ve 10 000 rpm’de 1 dakika siireyle santrifiij edildi. Tiiptin dibinde biriken
filtrat bosaltild1 ve Spin Filter tékrar 2 ml’lik tﬁplérin igine yerlestirildi. Tiiplerdeki
etanolii tamamen uzaklagtirmak igin tiipler 14 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi
(56).

Spin Filtreler yeni 1.5 ml’lik Eppendorf tiiplerinin i¢ine kondu. Tiiplere 200
ul Elution Buffer D eklendi. Oda 1sisinda 1 dakika inkiibe edildikten sonra 8 000
rpm’de 1 dakika siireyle santrifiij edildi. Elde edilen DNA diriinleri ¢alisilincaya
kadar -20°C’de saklandi (56).

3.2.2. Konvansiyonel PCR
3.2.2.1. Cogaltma (Amplifikasyon) Islemi
Cogaltma islemi 6ncesinde “temiz” PCR odasinda buz iizerinde ¢oZaltma

karisim1 (master mix) hazirlandi. Bunun igin bir tiip igerisine hasta basina;

Tampon PCR (10X) 4.5l
dNTP (2.5 mM) 2ul
MgCl; (25 mM) 2 ul
Primer 1 (50 pM) 0.5 pul
Primer 2 (50 pM) 0.5ul
Taq polymerase (1.25 U) 0.25 pl
dd H,O 10.25 ul
TOPLAM 20 ul
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konarak bir reaktif hazirlandi. Bu miktarlar cahgilacak 6rnek sayis1 kadar
cogaltilarak, her 6rnek i¢in 20 pl olacak sekilde 0.5 ml’lik Eppendorf tliplerine
dagitildi. Cogaltma karisiminin ylizeyi 100 ul mineral yag ile kaplandi (56).

Cogaltma karigimi konmus tiiplere ekstraksiyon odasinda daha &nce elde
edilmis olan DNA’dan 5 pl ilave edildi. Negatif kontrol tiipiine ekstraksiyon iirtin{i
yerine “temiz” odada bulunan distile sudan 5 pl, pozitif kontrol tiipiine ise standart
sustan (S. pneumoniae ATCC # 49619) ekstrakte edilmis olan DNA’dan 5 pl ilave
edildi. Daha sonra tiipler thermal cycler cihazina (Personel Cycler 20, Biometra,
Almanya) yerlestirildi (56).

Thermal cycler cihazinda amplifikasyon; ilk erime olarak 95°C’de 10 dakika,
daha sonra denatiirasyon-baglanma-uzama asamalar i¢in sirasiyla 95°C’de 1 dakika,
55°C’de 1 dakika, 72°C’de 1.5 dakika olmak {izere toplam 40 dongii tekrarlanarak
gerceklestirildi. Son uzama fazi 72°C’de 7 dakika olacak sekilde ayarlandi ve
amplifikasyon sonras1 PCR iirlinleri elektroforez agamasina kadar +4°C’de tutuldu
(56).

3.2.2.2. PCR Uriinlerinin incelenmesi

Cogaltma islemi sonras: elde edilen PCR diiriinleri agaroz jele aplike edildi.
Bu amagla hazirlanan % 1.5°luk agaroz (Sigma, Chemical Co., St. Louis, USA) jel
icine 0.1 pg/ml etidyum bromiir (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) ilave
edildikten sonra taraklarin yerlestirilmis oldugu jel tankina dékiildii ve donmasi igin
bir siire bekletildi. Taraklar ¢ikartildiktan sonra 5 pl PCR fiiriinti 3 pl yiikkleme
tamponu (loading buffer) ile parafilm ilizerinde kanstinldt ve jelde agilmig
kuyucuklaia yerlestirildi. Ayrica jel.e amplifiye olmus tiriinleri boylarina gore
degerlendirmek amaciyla molekiiler agirlik markérii (GeneRuler™ 100bp DNA
Ladder Plus, Fermentas Life Sciences, Ontario, Kanada) ilave edildi (Resim 3.1)(56).
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Length Quantity,
bp ug

164
148
131
115

Resim 3.1 . Molekiiler agirlik markdoriiniin agaroz jeldeki goriintiisii (100bp).

Elektroforez tanki TBE tamponu (Tris-Borate-EDTA buffer) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, USA) ile doldurulduktan sonra igerisine PCR iiriinleri
yiiklenmis olan jel yerlestirildi. Elektroforez islemi 120-130 V akim verilerek 20-30
dakikada tamamlandi. Brom fenol mavisi ile boyanan bantlarm kuyucuklardan
baglayarak negatif kutuptan pozitif kutba dogru yaklasitk 5 cm ilerlemesi
elektroforezi durdurmak igin yeterli sayildi (56).

Olusan bantlar jelin, jel goriintiileme sisteminde (Vilber Lourmat, Torcy,
Fransa), ultraviyole (UV) 15181 altinda izlenmesiyle ortaya ¢ikti. Her elektroforezde
negatif ve pozitif kontrollerle birlikte hasta Srnekleri incelendi ve kamera (Video
Graphic Printer, Sony, Almanya) ile goriintiileri alindi. Olusan DNA bantlarinin
beklenen boyda olduguna molekiiler agirlik markériiniin bantlan ile karsilasgtinlarak
karar verildi (Resim 3.2 (a) ve Resim 3.2 (b))(56).
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Resim 3.2 (a). Kiiltiir pozitif hasta 6rneklerine ait amplifikasyon tirlinlerinin
agaroz jeldeki goriintiisii.

MA: Molekiiler agirlik markori

NK: Negatif kontrol

S: Standart sug

1-7: Hasta dmekleri

Resim 3.2. (b) Kiiltiir pozitif hasta 6rneklerine ait amplifikasyon tiriinlerinin
agaroz jeldeki gériintiisii.

MA: Molekiiler agirhk markoril

S: Standart sug

1-8: Hasta 6mekleri
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3.2.2.3. Konvansiyonel PCR’da Kullamilan Reaktifler

¢ Proteinaz K (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
4 mg Proteinaz K, 10 ml TE (10mM Tris, 1 mM EDTA pH 8.0) tamponu i¢inde
coziilerek hazirland: ve kiiglik voliimlere boliinerek ve -20°C’de saklandi.

e K Tamponu
20 mM Tris HCl, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA ve % 0.2 lik SDS pH 8.0’a
ayarlandiktan sonra karigima 10 mg/ml olacak sekilde proteinaz K eklendi.

e TBE Tamponu (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
Kullanima hazir olarak satin alindi.

¢ Fenol (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
10 mM Tris HC] (pH 8.0) ile doymus fenol sivi halde kullanima hazir olarak satin
alindi.

¢ Kloroform (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
Molekiiler biyolojik ¢alisma i¢in hazirlanmais soliisyon kullanilda.

e izopropil Alkol (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
Molekiiler biyolojik galigma i¢in hazirlanmis soliisyon kullanildi.

¢ %70°lik Etil Alkol

Absolu etil alkol distile su ile % 70 konsantrasyona ayarland: ve kullanilds.

¢ Tris HCI (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
1 M olacak sekilde gerekli miktarda Tris baz distile suda ¢6ziildi ve pH’s1 konsantre
HCl ile 8.0’a ayarlandi.

¢ Etilendiamintetraasetat (EDTA) (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
Cozelti 0.5 M olarak kullanima hazir alindi.

® % 2 SDS (Sodyum Dodesil Sulfat) (Bohringer Mannheim, GmbH, Almanya)
10 gr SDS 450 ml distile suya eklendi. lyice ¢6ziilmesi i¢in 68°C’deki su banyosunda
bekletildi. Sonra hacim 500 ml’ye tamamlandi. 1 N HCI eklenerek pH 7.2°ye
ayarlandi. Kullanilana dek 4°C’de saklandi.

¢ Etidyum bromiir (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
Caligmamizda 10 mg/ml olarak hazirlanmig soliisyonu kullanildi. Etidyum bromiiriin
buharlagmasim engellemek i¢in agaroz iyice ¢oziildiikten sonra sicaklik 55-60°C’ye

gelince hazirlanan ¢6zeltiden 0.1 pl/ml eklendi..
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¢ Brom fenol mavisi (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
40 mg brom fenol mavisi, 5 m! gliserol, 1.5 ml 0.5 M EDTA, 3.5 ml distile su ile
total hacim 10 ml hazirlandiktan sonra Eppendorf tiiplerine dagitild: ve 4°C’de
saklandi.
o Agaroz jel (% 1.5) (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
0.6 gr agaroz, 40 ml TBE tamponu icerisinde eritilerek, 2-3 dakika slireyle
kaynatildi. Sogumaya birakildiktan sonra sicaklifi 55-60°C’ye gelince etidyum
bromiir ¢ozeltisinden 4 wl eklendi. Iyice kangtinldiktan sonra jel kalibina dékiilerek
donmasi beklendi.
e Primerler (Metabion International AG, Martinsried, Almanya)
Calismamizda S. pheumom’ae’mn lytA genine ait primer seti kullamildi. PCR
sonucunda elde edilen'DNA dizisinin boyu 80 bp’dir. Primerler yiiksek performansh
likit kromotografisi (HPLC) sisteminde piirifiye edilmis ve liyofilize sekilde satin
alindi. Ik sulandirimlann 100 pmol/ul olacak sekilde yapildiktan sonra kiigiik
hacimlere béliinerek ve -20°C’de sakland.
Primer 1: 5°-ACG CAA TCT AGC AGA TGA AGC-3’
Primer 2: 5°-TGT TTG GTT GGT TAT TCG TGC-3’
e PCR Tamponu (PCR Buffer 10X) (Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya)
PCR tamponu 100 mM Tris- HCl, 500 M KClI ve 25 mM MgCl, olacak sekilde
hazirlanmig ve 10 kez konsantre edilmis olarak satin alindi ve -20°C’de sakland.
¢ Deoksiniikleotid miks (ANTP Mix)(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya)
Calismamizda her birinin konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde 6nceden
hazirlanmug niikleotid karisimi kullanildi ve -20°C’de saklandi.
e Taq DNA Polimeraz (Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya)
Enzim 5U/ul olarak kullanima hazir sekilde satin alind1 ve -20°C’de sakland.
e Molekiiler Agirhik Markorii (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus, Fermentas
Life Sciences, Ontario, Kanada)
Elektroforez dncesi S5 pl molekiiler agirhik markérii alinarak agaroz jel tizerinde

bulunan birinci kuyucuga aplike edildi.
3.2.3. Real-Time PCR

Real-time (ger¢cek zamanl)) PCR yonteminde pndémokoklar, RoboGene S.
pneumoniae Detection Kiti (Roboscreen, Leipzig, Almanya) ve Onceden ekstrakte
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ettigimiz DNA &mekleri kullamilarak tanimlandi. Orneklerin amplifikasyonu igin; 5
ul 10X TagMan Buffer, 10 pl 25mM MgCl2, 10mM deoksiniikleotid trifosfatlar
(dATP, dCTP, dGTP, dUTP), 0.5 pul 1U/ul’likAmp Erase Urasil N-glycosylase ve
0.25 pl 5U/ul’lik Taq Gold Polimeraz enzimi igeren reaksiyon karigimindan hasta
basma 23.5pl, forward primerden (10 pmol) 0.5 pl , reverse primerden (10 pmol) 0.5
ul ve Taq Man Prob’dan (5 pmol) 0.5 pl eklenerek toplam 20 ul’lik bir reaksiyon
kansimi temiz odada hazirlandi ve kapiller tiiplere dagitildi. Uzerine ekstrakte
edilmis DNA’dan 5 pul kondu. Her ¢alismada kit ile birlikte verilen pozitif ve negatif
kontrollerle birlikte, standart sustan (S. pneumoniae ATCC # 49619) ekstrakte
edilmis olan DNA 6rnegi de ¢ogaltildi.

Calismada kullamlaxi oligoniikleotid primerler ile florokrom boya ile
isaretlenmis préblar, S. pneumoniae 'nin pndémolizin (ply) gen bolgesinden Primer
Express Software (Perkin-Elmer, Applied Biosystems, California, ABD) tarafindan
tasarlandi. Forward primer 5°-AGCGATAGCTTTCTCCAAGTGG-3’ (pozisyon
531-552), revers primer 5°-CTTAGCCAACAAATCGTTTACCG-3’ (pozisyon 605-
583) niikleotid dizilerini i¢eriyordu. Pnémolizin gen bolgesine spesifik florokrom
boya ile isaretli probun niikleotid dizisi 5~ ACCCCAGCAATTCAAGTGTTCGCG-
3’ (pozisyon 556-580) olup, probun 5’ ucundaki raportdr boya 6-carboxyfluorescein
(FAM), 3’ ucundaki baskilayici boya ise 6-carboxy-N, N, N°, N’-tetramethyl
rhodamine (TAMRA) idi (10).

Orneklerin amplifikasyonunda ABI 7000 Real-time PCR cihazi (Perkin-
Elmer, Applied Biosystems, California, ABD) kullamldi. Kullanilan amplifikasyon
protokolii 2 basamakli olup; birinci basamak 95°C’de 10 dakikalik denatiirasyon,
ikinci basamak 40 dongiiliikk 95°C’de 30 saniye ve 60°C’de 1.5 dakika siireli
baglanma ve uzama agamalarindan olusuyordu (10).

Real-time PCR’da sonuglar, olusan floresan 1gimanin cihaz tarafindan tespit
edilmesi ilkesine dayanmaktadir. Calismada her pozitif reaksiyon igin bir dongii esik
degeri (cycle treshold = Cr) hesaplandi. Bu deger, dlgiilen floresan sinyalin 6nceden
hesaplanmus bir esik degeri agmasiyla hedef dizinin amplifikasyonunun gergeklestigi
PCR dongii sayisim igaret eder ve 6rnekte bulunan hedef DNA miktarini yansitir.
Amplifikasyon stiresi boyunca (40 dongii) floresan isimada artis gdzlenmeyen
Ornekler negatif olarak kabul edildi (Resim 3.3)(10).
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Delta Rn vs Cycle
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Resim 3.3. Kiiltir pozitif S. pneumoniae suslarinin real-time PCR ‘daki
amplifikasyon egrileri.
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BOLUM IV
BULGULAR

Calismamizda 180 adet alt solunum yolu Srnei toplanarak incelemeye alindi.
Toplanan 6rneklerin 139°u (% 77.2) balgam, 16°s1 (% 8.9) bronsiyal aspirasyon
stvisi, 16°s1 (% 8.9) trakeal aspirasyon sivisi ve 9°u (%5) plevra sivisi idi.

Caligilan klinik Srneklerin tamami 18-68 (ort. 43) yas grubundaki kisilerden
alinmus olup, % 46.6’s1 erkek, % 53.3°ti kadin hastalardan elde edilmistir. Orneklerin
yas ve cinsiyete gore dagilim Tablo 4.1°de gosterilmigtir.

Tablo 4.1. Ormeklerin yas ve cinsiyete gore dagilimu.

Klinik 6rnekler Brongsiyal Trakeal aspirasyon
Yas Cinsiyet Balgam | aspirasyon sivist S1VIS1 Plevra sivist
1834 Y | Kadm 11 2 ] -

Erkek 12 1 2 -

35-54Y | Kadm 21 3 3 -
Erkek 25 5 3 )

5568 Y | Kadmn 45 3 7 3
Erkek 25 2 3 5

Toplam 139 16 16 9

Kiiltiir yapilan 139 balgam o6rneginden 91°’inde (% 65.5), 16 bronsiyal
aspirasyon stvist Orneginden 3’linde (% 18.7), 16 trakeal aspirasyon sivisi
orneginden 6’sinda (% 37.5), 9 plevra sivist Orneginden 4’tinde (% 44.5) alfa
hemoliz ile birlikte pnémokoklarin tipik koloni morfolojisini g6steren suglar kiiltiir
pozitif kabul edilerek calismaya alindi (Tablo 4.2).



Tablo 4.2. Hasta drneklerinin kiiltiir sonuglarina gore dagilim.

Kiiltiir pozitif | Kiltiir negatif Toplam
Klinik 6rnekler n % n % n %
Balgam 91 65.5 | 48 | 345 | 139 | 100
Bronsiyal aspirasyon sivisi 3 18.7 13 813 | 16 | 100
Trakeal aspirasyon sivisi 6 37.5 10 | 625 | 16 | 100
Plevra s1vis1 4 44.5 5 55.5 9 100
Toplam 104 | 578 | 76 | 422 | 180 | 100

Kiiltiir pozitif olan bu suglara optokin duyarlilik testi ve.safrada erime deneyi
yapildi. Optokin testi yapilan 104 klinik izolatin 65°inin (% 62.5) inhibisyon zon ¢ap:

> 14 mm idi ve bu suslar optokine duyarli olarak kabul edildi. Zon ¢ap1 6-14 mm

arasinda olan 12 (% 11.5) sus optokine diisiikk derecede duyarli, zon ¢ap1 6 mm’den
kiictik olan 27 (% 26) sus optokine direngli olarak bulundu. Balgam Srneklerinde
kiiltiir pozitif 91 izolatin 52°si (% 57) optokine duyarlt bulundu. Optokine diigiik
derecede duyarh ve direncli suslarin tiimii balgam 6rnekleri i¢inde yer almaktaydi.

Bronsiyal aspirasyon sivisi, trakeal aspirasyon sivisi ve plevra sivis1 6rneklerinden

kiiltiir pozitif suglarin tamami optokine duyarli bulunurken, bu ii¢ grupta optokine
diigiik duyarli ya da direngli sus tespit edilmedi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Kiiltiir pozitif 6rneklerin optokine duyarlilik sonuglarina gére dagilima.

Optokin Duyarlilig1 Toplam

Klinik drnekler >14 mm 6-14 mm < 6 mm

n % n % n % n | %
Balgam 52 57 12 13 27 30 | 91 [ 100
Bronsiyal aspirasyon 3 100 _ _ _ _ 3 |100
S1V1S1
Trakeal aspirasyon 6 100 _ _ _ _ 6 | 100
S1V1Sl
Plevra sivis1 4 100 _ _ _ _ 4 1100
Toplam 65 62.5 12 11.5 27 26 |1041100
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Safrada erime deneyi yapilan 104 klinik izolatm 73’inde (% 70.2)
besiyerindeki pndmokok kolonilerinin eridigi gozlenirken, 31°’inde (% 29.8) test
sonucu negatif olarak bulundu. Kiiltiir pozitif 91 adet balgam 6rneginin 60’1mn (%
66) safrada erime deneyi pozitif, 31’inin (% 34) negatif bulundu. Bronsiyal
aspirasyon sivisi, trakeal aspirasyon sivisi ve plevra sivist Orneklerinden kiltiir

pozitif suslarin tamaminin safrada erime deneyi pozitif idi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Kiiltiir pozitif Srneklerin safrada erime deneyi sonuglarina gore dagilimi.

Safrada Erime Deneyi
Klinik 6rnekler Pozitif Negatif Toplam
n % n % n %

Balgam 60 66 31 34 91 | 100
Bronsiyal aspirasyon sivisi 3 100 _ _ 3 100
Trakeal aspirasyon s1visi 6 100 _ _ 6 100
Plevra sivist 4 100 _ _ 4 100
Toplam 73 70.2 31 29.8 | 104 | 100

Optokine duyarl bulunan 65 susun tamaminda safrada erime deneyi pozitif
idi. Optokine diisiik derecede duyarl: olan 12 izolatin 8’inde (% 66.7) safrada erime
deneyi pozitif bulunurken, 4’tinde (% 33.3) negatif olarak bulundu. Optokine direngli
olan 27 izolatin tamaminda safrada erime deneyi negatif olarak bulundu (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Kiiltiir pozitif suglarin optokine duyarlilik ve safrada erime deneyi

sonuglarina gére dagilimi.

Safrada Erime Deneyi Toplam
Optokine Duyarlilik Pozitif Negatif
n % n % n %
Optokine duyarh 65 100 _ _ 65 100
Optokine diisiik duyarh 8 66.7 4 333 12 100
Optokine direngli _ _ 27 100 27 100
Toplam 73 70.2 31 29.8 104 100
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Kiiltiir pozitif suglarin molekiller yOntemlerle tamisinda sirasiyla
konvansiyonel PCR ve real-time PCR yontemleri kullamldi. Konvansiyonel PCR’da
kiiltiir pozitif 91 balgam Orneginin 55°i (% 60.4) pozitif, 36’s1 (% 39.6) negatif,
plevra sivis1 6meklerinin 3l (% 75) pozitif, 1’i (% 25) negatif bulundu. Bronsiyal
aspirasyon sivisi ve trakeal aspirasyon sivist Srneklerinden kiiltiir pozitif olanlarin

tamami konvansiyonel PCR’la pozitif bulundu. (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Kiiltiir pozitif rneklerin konvansiyonel PCR sonuglarina gére dagilim.

Konvansiyonel PCR Toplam

Klinik 6rnekler Pozitif Negatif

n % n % N %
Balgam 55 60.4 36 39.6 91 100
Bronsiyal aspirasyon sivis1 3 100 _ _ 3 100
Trakeal aspirasyon s1visi 6 100 _ _ 6 100
Plevra sivist 3 | 75 1 25 | 4 | 100
Toplam 67 64.4 37 35.6 104 100

Real-time PCR’da Kkiiltlir pozitif 91 balgam 6rneginin 61°i (% 67) pozitif,
30°u (% 33) negatif, plevra sivis1 rneklerinin 3“4 (% 75) pozitif, 1’1 (% 25) negatif
bulundu. Bronsiyal aspirasyon sivisi ve trakeal aspirasyon sivisi 6rneklerinden kiiltiir

pozitif olanlarin tamami real-time PCR’la pozitif bulundu (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Kiiltiir pozitif 6rneklerin real-time PCR sonuglarina gére dagilimi.

Real-time PCR Toplam
Klinik drnekler Pozitif Negatif
n % n % n %

Balgam 61 67 30 33 91 100
Bronsiyal aspirasyon sivisi 3 100 _ _ 3 100
Trakeal aspirasyon s1visi 6 100 _ _ 6 100
Plevra s1visi 3 75 1 25 4 100
Toplam 73 70.2 31 29.8 104 100
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Caligmamizda alt solunum yollarina ait kiiltiir pozitif 6rneklerden soyutlanan
104 pnémokok susundan 67’°si (% 64.4) hem konvansiyonel PCR, hem de real-time
PCR yontemleri ile pozitif bulunurken, 31 (% 29.8) sus her iki yontemle de negatif
bulundu. Alt1 (% 5.8) sus konvansiyonel PCR ile negatif, real-time PCR ile pozitif
bulundu (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Kiiltiir pozitif suslarin konvansiyonel PCR ve real-time PCR sonuglarina
gore dagilimi.

Konvansiyonel PCR (+) | Konvansiyonel PCR (-) Toplam
Molekiiler tam n % n % n %
Real-time PCR(+) 67 64.4 5.8 73 | 70.2
Real-time PCR(-) - - 31 29.8 31 | 29.8
Toplam 67 64.4 37 35.6 104 | 100

Streptococcus pneumoniae’nin klasik tam1 yontemleri ile real-time PCR
sonuglarini  kargilagtirdigimizda; 71 (% 68.2) sus her iki yontemle de pozitif
bulunurken, iki (% 2) sus klasik yontemle pozitif, real-time "PCR ile negatif
bulunmugtur. Hem klasik yéntemle hem de real-time PCR ile negatif olarak saptanan
suslarin sayis1 31°dir (% 29.8) (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Kiiltiir pozitif suslarin klasik yontemler (optokin ve safrada erime deneyi)

ve real-time PCR sonuglarina gore dagilimi.

Pozitif Negatif Toplam
Klasik Yontem o % " % 1 %
Real-time PCR (+) 71 68.2 - - 71 68.2
Real-time PCR (-) 2 2 31 29.8 33 31.8
Toplam 73 70.2 31 29.8 104 | 100
Istatistiksel Analiz

Bu ¢alismada elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak anlamli olup olmadig
Bagimli Gruplarda Iki Yiizde Arasindaki Farkin Onemlilik Testi ile degerlendirildi.
Streptococcus pneumoniae’yi diger alfa hemolitik streptokoklardan ayirt

etmek amaciyla en sik kullanilan klasik yontemlerden olan optokine duyarlilik testi
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ve safrada erime deneyi arasinda, testlerin sonuglani agisindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark olmadig: goriildii (t = 0.060, SD = 102, p > 0.05). Optokin deneyinin
duyarlilig1 % 100, seciciligi % 87 ve glivenilirligi % 96 olarak bulundu.

Kiiltiir pozitif suglara uygulanan konvansiyonel PCR ile real-time PCR
yontemleri arasinda pndmokoklarin identifikasyonu agisindan istatistiksel olarak
anlamh bir fark olmadifina karar verildi (t = 0.77, SD = 102, p > 0.05). Real-time
PCR’1mn duyarlilifi % 100 segiciligi % 83.8 ve giivenilirligi % 94 olarak bulundu.

Streptococcus pneumoniae 'nin identifikasyonunda klasik ydntemlerle real-
time PCR y0ntemi arasinda duyarlilik agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadigina karar verildi (t = 1.44, SD =102, p > 0.05). Real-time PCR’mn klasik
yontemlere gore duyarlihi@i % 97, segiciligi % 100 ve giivenilirligi % 98 olarak
bulundu.
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BOLUM V
TARTISMA

Streptococcus  pneumoniae, kullamlan korunma yoOntemlerine ve
antimikrobiyal ajanlardaki gelismelere rafmen, halen tiim diinyada &nemli oranda
morbidite ve mortaliteye neden olan bir infeksiyon etkenidir. Cocuklarda ve
erigkinlerde solunum yolu infeksiyonlarinin yan1 sira menenjit, sepsis, endokardit
gibi ciddi invaziv infeksiyonlara da yol agabilmektedir (21).

Pnomokoklar gegmiste akut toplum kokenli pnémonilerin % 50-90’indan
sorumlu tutulmakta idi. Son zamanlarda ise toplum kékenli pnémonilerin % 16-
60’indan sorumlu tutulmakta ve hala toplum kékenli pndmonilerin birinci nedeni
olmaya devam etmektedir (17). Streptococcus pneumoniae, toplum kokenli
pndmoniler ile ilgili yapilan ¢aligmalarin hemen hepsinde en yaygin etiyolojik ajan
olarak bulunmug ve biitiin bakteriyel pnomonilerin iigte ikisinden sorumlu
tutulmugtur (57).

Ispanya’da yapilan bir ¢alismada klinik olarak toplum k&kenli pnémoni tanis
konulan 184 hastadan almnan 6rnekler mikrobiyolojik olarak incelenmis ve 44 (%
23.9) hastada S. prneumoniae etken olarak tespit edilmistir (58). Ewig ve ark. (59)
toplum kokenli pnémoni etkenlerini aragtirdiklann g¢aligmalarinda hastalanin %
33*iinde etkenin S. preumoniae oldugunu tespit etmisler, ancak olgularin gogunda bir
patojen saptanamadiFini bildirmislerdir.

Schneeberger ve ark. (60) yakin zamanda yaptiklar1 ¢aligmada toplum kokenli
pnémoni tanist alan olgularin % 33’linde etkenin S. preumoniae oldugunu tespit
etmislerdir. Kii¢iikardali ve ark. (61) ise yash popiilasyonda (> 65 yas) olgularm %
31.7’sinde bakteriyolojik tami konulabildigini ve en sik izole edilen etkenin S.
preumoniae oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada, toplum kdkenli pnémoni tanisi
konmus hastalardan alinan 180 adet alt solunum yolu &rnedinin molekiiler
yontemlerle incelenmesi sonucunda 67 (% 37.2) Ornekte S. pneumoniae izole
edilmigtir. Bu bulgu literatiirdeki benzer ¢aligmalarin sonuglarini destekler
niteliktedir.
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Toplum kokenli pnomoni tanisinda mikrobiyolojik etkenin aragtirilmas: igin
incelenen klinik 6rnekler; balgam, trakeal aspirasyon sivisi, bronkoalveolar
aspirasyon sivist ve plevral siv1 ornekleridir (62). Kan kiilttirii 6rnekleri de tamda
siklikla bagvurulmasina karsin, etkenin izolasyonunda duyarh degildir ve olgularn
sadece iigte birinde pozitif sonug¢ vermektedir (63, 64).

Balgamin mikroskopik olarak incelenmesi ve kiiltiirl, toplum ko&kenli
pndmoni etkeni olan pnémokoklarin saptanmasinda 6nemlidir. Musher ve ark. (65)
yaptiklan g¢aligmada balgamin Gram boyamasimin ve kiiltiirtiniin duyarlilifim
sirasiyla % 57 ve % 79 olarak bulmuslardir. Toplum Ko&kenli Pndmoni Tam ve
Tedavi rehberinde, balgam kiiltlirlerinin pnémokoklar yéniinden duyarlilifimn
yaklagik % 50 oldugu belirtilmistir (63). Bu ¢aligmada toplanan balgam 6rneklerinde
pnémokoklarin izolasyon sikhifi % 43.2°dir. Pnémokoklann nazofarenksteki
kolonizasyonlar1 da dikkate alindifinda, elde edilen bu oranin Snemli O&lgiide
pnémoni etkenlerini yansitti1 s6ylenebilir.

Brongiyal aspirasyon sivist ve trakeal aspirasyon sivisi gibi balgam disi
orneklerde pnémokoklarin izolasyonu balgama goére daha diisiik siklikta bulunmusg
(% 18.7 ve % 37.5), fakat bu Srneklerde kiiltlir pozitif olgularin tamami pndmokok
olarak tamimlanmustir. Bu bulgu, balgam gibi normal flora elemanlarimn
bulunabilecegi klinik drneklerde etkenin izolasyon oraninin azaldigin, steril sartlarda
alman solunum yolu Orneklerinde ise etkenin izolasyon sansimn arttifim
gOstermigtir. Calismada pnomokoklarin izolasyonu en sik plevral sivi drneklerinden
yapilmstir (% 44.5). Plevral sivinin akciger parankimine olan yakin komsulugu, bu
Ornekleri etkenin tanimlanmasinda degerli kilmaktadir.

Streptococcus pneumoniae’nin  klasik  yontemlerle identifikasyonunda
optokine duyarlilik testi, safrada erime deneyi ve kapsiil sisme reaksiyonu
kullammaktadir. Optokine duyarlhilik testi ve safrada erime deneyi uygulamasi kolay
ve ucuz olduklan i¢in tercih edilen, kapsiil sisme deneyi ise zor ve pahali bir yontem
oldugu icin gok tercih edilmeyen yontemlerdir. Streptococcus preumoniae’nin
identifikasyonunda optokin testinin ve safrada erime deneyinin duyarhilik ve
secicilikleri oldukg¢a yiiksektir ve sonuglar birbiriyle parelellik gostermektedir.
Chandler ve ark. (66), referans metod olarak DNA prob yontemini kullandiklari
¢aligmalarinda tipik koloni morfolojisi gosteren sugslarda optokin testinin duyarlilik
ve segciciligini % 100, safrada erime deneyinin duyarhiligin1 % 80, segiciligini ise %
100 bulmuslardir. Bu c¢alismada molekiiler yontemlere gére optokin testinin
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duyarlilign ve segicilii sirasiyla % 100 ve % 81.8, safrada erime deneyinin
duyarliligs % 100, segiciligi % 94 olarak bulunmusgtur.

Optokin deneyinin kullamlan besiyeri ve inkiibasyon sartlarindan etkilendigi
bilinmektedir (67). Optokine diigiik duyarli bulunan pndémokok suslarinda taniy:
dogrulamak icin safrada erime testi yapilmasi 6nerilmektedir (54). Calijmamizda
optokine diigiik derecede duyarli (zon ¢aplari: 8-12 mm) bulunan 12 adet alfa
hemolitik susa yapilan safrada erime deneyinde 8 (% 66.7) sus pozitif, 4 (% 33.3) sus
ise negatif bulunmugtur. Safrada erime deneyi pozitif olan bu (optokine diisiik
duyarli) 8 sug pnomokok olarak degerlendirilmigtir. Bu konuda yapilan bir ¢galismada
safrada erime deneyi pozitif olgularda tamiy1 dogrulamak i¢in bagka teste gerek
olmadifi, ancak negatif olgularda tamiy1 dogrulamak igin bagka testler yapilmasi
gerektigi bildirilmektedir (66).

Pnémokokal pnSmoninin mikrobiyolojik olarak kesin tamisimin klasik
yontemlerle konamadigi gilintimiizde kabul edilen bir olgudur (68). Bu nedenle
pnomonili hastalarda kesin mikrobiyolojik taminin konmasi i¢in yeni y&ntemler
gelistirilmesine yonelik ¢alismalar son yillarda hiz kazanmugtir. Polimeraz zincir
reaksiyonu gibi molekiiler tan1 yontemleri ile yapilan c¢aligmalar, bu y6ntemlerin
Ornekte bulunan ¢ok kiiglik miktardaki mikroorganizmalarin bile hizli bir gekilde
saptanmasini saglayan, segicilifi yliksek yontemler oldugunu gostermektedir (69,
70).

Streptococcus pneumoniae’nin konvansiyonel PCR ile identifikasyonu
konusunda ¢ok sayida galigma yapilmistir (5, 6, 58, 59, 68, 71-74). Genel olarak bu
yontem kiiltirden daha duyarh olarak kabul edilmektedir (73). PCR y6nteminin
erken sonu¢ vermek, antibiyotik tedavisinden etkilenmemek ve Ornegin yillarca
saklandiktan sonra bile yeniden g¢aligilabilir olmasi (sonuglarin tekrarlanabilirligi)
gibi avantajlar1 vardir. Polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle degisik viicut sivi ve
sekresyonlarinda S. pneumoniae DNA’s1 saptanmaya ¢alisilmistir. Bu amagla kan (5,
49, 65, 75), serum (6, 11), serebrospinal sivi (8, 76), orta kulak sivis1 (77),
nazofarengeal salg1 (58, 73, 78), idrar (73), balgam, bronsiyal aspirasyon sivisi,
trakeal aspirasyon sivisi (60, 73, 79) ve plevral siv1 (80) kullanilmigtir.

Murdoch ve ark (73) toplum kékenli pnomonili yetiskin hastalarda respiratuar
ve nonrespiratuar 6rnekler ile aragtirma yapmislar, klasik kiiltiir yontemi ile PCR
yontemini karsilagtirmiglar; PCR ile yiiksek oranda mikroorganizma saptandigini,
ancak PCR yOnteminin kolonizasyonu infeksiyondan ayirmada yetersiz kaldigim
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bildirmislerdir. Lorente ve ark (68) klinik olarak toplum kokenli pndmoni tanisi
alms hastalardan kan Omekleri alarak PCR yontemi ile aragtirma yapmuglar ve
PCR’mn duyarlihgm % 55, segiciligini ise % 100 olarak bulduklarim bildirmislerdir.
Bu calismada klasik tam yontemleriyle tammlanan pndmokoklann % 64.4%1
konvansiyonel PCR ile pozitif bulunurken, % 35.6’s1 negatif bulunmustur.

Real-time PCR, S. pneumoniae’nin tanisinda yakin zamanda kullamma girmis
bir yéntemdir. Kearns ve ark (8), 12 serebrospinal sivi 6rneginde pnémokok tanisi
icin real-time PCR ydntemini kullanmislar ve kiiltiir pozitif drneklerin tiimiiniin real-
time PCR ile pozitif bulundugunu, ayrica hem lateks aglutinasyon hem de kiiltiir ile
negatif 3 drnegin de aym: yontemle pozitif bulundugunu bildirmislerdir. Corless ve
ark. (9) yaptiklar1 ¢alismada menenjit ve septisemi siiphesi olan hastalarda real-time
PCR ile N. meningitidis ve H. influenzae ile birlikte S. pneumoniae’yi arastirmislar,
kiltlir pozitif gesitli klinik 6rneklerde (serebrospinal sivi, serum, plazma, tam kan)
real-time PCR’m S. preumoniae igin duyarhiligim % 91.8 olarak bulmuglardir.
Yazarlar ayrica bu aragtirmalarinda kiiltlir negatif 6rneklerde % 1.1 oraninda
pndémokok pozitif sonu¢ elde etmislerdir. Greiner ve ark. (10) ¢alismalarinda real-
time PCR yontemi ile nazofarengeal sekresyonlarda pnémokoklan arastirmglar,
TagMan probu ve pndmolizin geni (ply) i¢in spesifik primerler kullanarak duyarhilik
ve segicilik oranlanim sirasiyla % 100 ve % 96 olarak bulmuslardir. McAvin ve ark.
(11) ¢aligmalarinda TagMan probu ile otolizin genini (/yt4) primer olarak
kullanmuslar ve 70 adet kiiltiir pozitif 6rnek ile 26 adet kiiltlir negatif 6rnekte real-
time PCR ile kiiltlir sonuglarinin timiiniin uyumlu bulundugu bildirilmislerdir.

Cahsmarmzda S. prneumoniae’ nin pndmolizin gen bolgesine dzgiil primer
seti ve TagMan probu kuliamlara.kl gerceklestirilen real-time PCR yéinteminde, klasik
yontemlerle pnomokok olarak tammlanan 73 6rnekten 71’1 (% 97.3) pozitif, 2’si (%
2.7) ise negatif bulunmustur. Bu sonuglara gére real-time PCR y&nteminin
duyarliligt % 97, seciciligi % 100 ve giivenilirli3i % 98°dir.

Literatiirde S. preumoniae’nin identifikasyonunda hem konvansiyonel, hem
de real-time PCR yoOntemleri ile iyi sonuglar alindifina dair gesitli galigmalar
bulunmakla birlikte, pndmokoklarin tanisinda bu iki yontemin karsilastinldigi bir
¢alismaya rastlanmamagtir. Calismamizda kiiltiir pozitif 104 drnekten 67°si (% 64.4)
her iki molekiiler tam yontemiyle de pozitif bulunmustur. Konvansiyonel PCR’dan
elde edilen pozitif sonuglarin tamam real-time PCR ile pozitif bulunmus, ancak
konvansiyonel PCR ile pnémokok saptanamayan 6 (%5.8) 6rnekte real-time PCR ile
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pozitif sonug¢ elde edilmigtir. Bulgularimiz S. prneumoniae’nin saptanmasinda real-
time PCR y6nteminin konvansiyonel PCR’a g6re daha duyarhh oldugunu
gostermektedir.

Sonug olarak, hizli ve kantitatif gen analizi, mikrobiyolojide ve klinikte
infeksiyon hastaliklarinin tanisinda ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir. Giintimiizde real-
time PCR sistemleri, infeksiyon etkeni aragtirmasi ve gergek kantitasyonu, genetik
mutasyonlar ve dizi polimorfizmleri saptanmasinda kullamlmakta, ilag direnci,
konak immunitesi ve mikroorganizma patogenezine yonelik etkin aragtirma
olanaklar1 sunmaktadir. Bununla birlikte 6zellikle kiltiirde iiretilmesi zor olmayan
bakterilerin identifikasyonunda, PCR ve diger molekiiler ydntemler yaninda,
konvansiyonel metodlar (kiiltiir, mikroskopi, kimyasal testler) vazgegilmezligini
korumaktadir. Bulgularimiz dogrultusunda, S. preumoniae’nin saptanmasinda
konvansiyonel PCR ve real-time PCR’mn yontemlerinin diger klasik tam
yontemlerinden (kiiltiir, optokine duyarlilik testi, safrada erime deneyi) daha duyarh
oldugu, real-time PCR yonteminin ise konvansiyonel PCR yOntemine oranla daha

duyarh oldugu kanisina varidi.
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BOLUM VI
SONUCLAR

. Toplum kokenli pnémoninin etiyolojisinde S. pneumoniae birinci sirada yer
almaktadir.

. Streptococcus pneumoniae tamsinda Gram boyamasi, kiltlir, optokine
duyarlilik testi, safrada erime deneyi ve molekiiler yontemler kullamlabilir.

. Konvansiyonel PCR ve real-time PCR S. prneumoniae identifikasyonunda

kullanilabilen, duyarlilify ve segiciligi yiiksek yontemlerdir.

. Streptococcus pneumoniae identifikasyonunda molekiiler tam ydntemleri

klasik tanm yontemlerinden daha duyarh ve daha segicidir.

. Real-time PCR yonteminin duyarlihk ve segiciligi konvansiyonel PCR
yonteminden daha yiiksektir.

. Real-time PCR yontemi toplum kokenli pndmonilerin en sik etkeni olan S.

pneumoniae’nin erken ve hizh tamisinda giivenle kullamlabilir.
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