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OZET: Etkin tedavinin varligina ragmen eflizyonlu orta kulak iltihabi (EOKI) ve
akut bakteriyel menenjit (ABM), cocuklarda halen énemli saglk sorunlar olusturmaya
devam eden enfeksiyonlardir. ABM’li cocuklarin beyin omurilik sivisi (BOS) 6rneklerinden
siklikla sirasiyla Haemophilus influenzae tip b, Neisseria meningitidis ve Streptococcus
pneumoniae; EOKI olan gocuklardan alinan orta kulak eflizyonu (OKE) &rneklerinden
ise H.influenzae, S.pneumoniae ve Moraxella catarrhalis izole edilmektedir. Bu
mikroorganizmalarin konvansiyonel kultdr yéntemleri ile Gretilmeleri zor ve zaman alici
oldugundan hizli tanida sorunlar ortaya cikmaktadir. Sunulan calismada, kultar yontemi
altin standart olarak kabul edilmek suretiyle bu etkenlerin BOS ve OKE 6rneklerinde
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile saptanmasinin tanisal degeri arastirimigtir. Bu
amagcla, ABM ve EOKI sipheli cocuklardan alinan toplam 75 érnek (53 BOS, 22 OKE)
calismaya dahil edilmistir. Konvansiyonel yéntemle yapilan BOS kdltlrlerinin birinden
S.pneumoniae, OKE kultUrlerinin ise birinden H.influenzae (tip b disi) ve ikisinden
M.catarrhalis susu izole edilmistir (toplam izolasyon orani: %5.3; 4/75). PCR y6ntemi ise,
H.influenzae’nin amplifikasyon Grlin boyutunun S.pneumoniae’ya yakin olmasi nedeniyle,
M.catarrhalis ve S.pneumoniae icin multipleks PCR, H.influenzae icin standart PCR
seklinde uygulanmigtir. PCR ile BOS &rneklerinin besinde S.pneumoniae, OKE érneklerinin
ise Uclinde H.influenzae, Gigiinde M.catarrhalis ve ikisinde S.pneumoniae ve M.catarrhalis
birlikte tanimlanmistir (toplam saptama orani: %17.3; 13/75). PCR yOdnteminin duyarliik
ve 6zgullugu BOS o6rnekleri icin sirasiyla %100 ve %92.3, OKE 6rnekleri igin sirasiyla
%100 ve %73.7 olarak hesaplanmistir. TUm &rnekler birlikte degerlendirildiginde duyarlilik
%100, 6zgullik %87.3, pozitif 6ngdri degeri %30.8, negatif 6Gngdri dederi %100 olarak
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saptanmistir. Galismamizin verileri, PCR yénteminin, menenijit ve EOKI etiyolojisinde
rol oynayan ancak zor Ureyen bakterilerin tespit edilmesinde hizli, gtvenilir ve kolay
uygulanabilen bir yontem olarak kabul edilebilecegini distindirmektedir.

Anahtar sézcukler: Menenjit, otit, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae, kliltiir, polimeraz zincir reaksiyonu.

ABSTRACT: Although the availability of effective antimicrobial therapy, both otitis
media with effusion (OME) and acute bacterial meningitis (ABM) are still important
infections for children, leading serious health problems. The most frequently isolated
bacteria from cerebrospinal fluid (CSF) of ABM patients are Haemophilus influenzae
type b, Neisseria meningitidis and Streptococcus pneumoniae, and middle ear effusion
(MEE) samples of OME patients are H.influenzae, S.pneumoniae, Moraxella catarrhalis,
respectively. Since they are fastidious bacteria, various problems may arise in the
rapid diagnosis in both ABM and OME settings. In this study, the diagnostic value
of polymerase chain reaction (PCR) has been searched for the detection of bacterial
DNA in CSF and MEE specimens and evaluated in comparison to conventional culture
method accepted as the “gold standard”. A total of 75 samples (563 CSF, 22 MEE)
collected from meningitis and OME suspected children were included in the study. With
the conventional culture method, one S.pneumoniae strain was isolated from a CSF
sample, and one H.influenzae (non-type b) and two M.catarrhalis strains were isolated
from three of MEE samples (total isolation rate: %5.3; 4/75). Standard PCR protocol was
applied for the detection of H.influenzae, while multiplex PCR protocol was used
for M.catarrhalis and S.pneumoniae, since H.influenzae and S.pneumoniae amplification
products were of similar size. PCR revealed genomic DNA sequences of S.pneumoniae
from five of the CSF samples, while three H.influenzae, three M.catarrhalis and two
S.pneumoniae+M.catarrhalis were detected from MEE samples (total detection rate:
%17.3; 13/75). Sensitivity and specificity rates of PCR method were found as 100%
and 92.3% for CSF samples, and 100% and 73.7% for MEE samples, respectively,
with a total sensitivity of 100%, specificity of 87.3%, positive predictive value of 30.8%,
and negative predictive value of 100%. As a result it was concluded that PCR method
could be considered as a rapid, reliable and feasible method for the detection of the
most common fastidious bacteria that lead to meningitis and OME.

Key words: Meningitis, otitis, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis,

Streptococcus pneumoniae, culture, polymerase chain reaction.
GiRiS

Nedeni bilinmeyen akut bakteriyel menenjit (ABM), cocuklarda hala
6limler ve norolojik hasarlarin énemli bir nedeni olmaya devam etmektedir.
EfGzyonlu orta kulak iltihabr (EOKI) gocukluk dénemindeki isitme kaybinin
en 6nemli nedenlerinden biridir. Hem ABM hem de EOKI etkili tedavilerine
ragmen hala ¢cocuklarda énemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir'2.
Cocuklarda ABM olgularinin beyin omurilik sivilarindan (BOS) en sik olarak
siraslyla Haemophilus influenzae tip b, Neisseria meningitidis ve Streptococcus
pneumoniae®*, EOKI olgularindan alinan orta kulak eflizyonu (OKE) 6rneklerinden
ise H.influenzae, S.pneumoniae ve Moraxella catarrhalis® izole edilmektedir.
Bu mikroorganizmalar yavas Uredikleri ve kulturleri zor oldugu icin tespit
edilmesinde guclukler ortaya cikmaktadir. Bununla birlikte mikroorganizmaya
kesin tani konulmasi icin altin standart klltir olarak kabul edilmektedir®.
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 06zellikle ¢cok kiguk miktarlardaki
Orneklerde ve ampirik olarak antibiyotik tedavisi almis hastalarda, bakterilerin
kisa slUrede tespit edilmesini saglamaktadir. PCR ayni zamanda, 6lU, yavas
Ureyen, kualtard zor olan ve teshis amacl laboratuvarlarda calisiimasi tehlikeli
patojenlerin belirlenmesinde de faydal olmaktadir?4. Bu ¢alismanin amaci, BOS
ve OKE d&rneklerinde PCR’In tanisal de@erinin arastirimasidir.

GEREC ve YONTEM

Hastalar ve kiiltdir iglemleri: Galismaya, GATA Kulak Burun Bogaz Klinigi'ne
EOKI 6ykiisti ve Cocuk Hastaliklan Klinigi'ne meneniit dykdileri ile bagvuran cocukluk
yas grubundaki toplam 75 hasta alindi. BOS 6rnekleri (n=53) klinik olarak ABM
sUipheli ¢cocuklardan lomber ponksiyon (LP) ile, OKE 6rnekleri (n=22) ise, genel
anestezi altinda dis kulak yoluna povidon-iodin (Betadine) ile antisepsi uygulandiktan
sonra mikroskop esliginde steril tiplere aspire edilerek alindi. Bakteriyolojik kultir
islemleri hemen gerceklestirildi, PCR icin aynilan érnekler ise -80°C’de saklandl. izole
edilen bakterilerin tanimlanmasinda standart bakteriyolojik yontemler ve otomatize
APl NH sistemi (bio Merieux) kullanild®. H.influenzae ATCC 49247, S.pneumoniae
ATCC 49619 ve M.catarrhalis ATCC 25238 kontrol izolatlar olarak kullanildi.

Kultdr ve PCR sonuclan alindiktan sonra, hastanin LP éncesi antibiyotik
alip almadigi ve BOS hicre sayilar hasta dosyalarindan arastirild.

DNA izolasyonu ve PCR: Hasta &rnekleri ve kontrol suslari 50 ug/ml proteinaz
K ve fenol-kloroform kullanilarak ekstrakte edildi ve etanol ile presipite edilerek
100 ul distile suda tekrar sispanse edildi”. Galismada kullanilan primerler
Tablo I'de gosterildi®. M.catarrhalis ve S.pneumoniae igin yapilan multipleks PCR
icin; 50 ul'lik reaksiyon karigiminda 1 x PCR tamponu (Fermentas, Almanya),
400 ul dNTP (Sigma-Aldrich, Almanya), 2.5 mM MgCl,, 50 pmol her bir primer
(primer 2, primer 3 ve Universal) ve 0.5 Unite Taq polimeraz (Fermentas, Aimanya)
kullanildi. H.influenzae (primer 1) igin yapilan standart PCR islemi, kullanilan primer
karisimi harig multipleks PCR islemi gibi uygulandi. Reaksiyon 40 siklus 94°C'de
30 sn, 52°C'de 30 sn, ve 72°C'de 35 sn olacak sekilde gerceklestirildi.

Tablo I. PCR’da Kullanilan Primerler®

Organizma Pozisyon Dizin (5'—3’)
H.influenzae CGT ATT ATC GGA AGA TGA AAG TGC 177-200
S.pneumoniae AAG GTG CAC TTG CAT CAC TAC C 106-127
M.catarrhalis CCC ATA AGC CCT GAC GTT AC 416-435
Universal CTA CGC ATT TCA CCG CTA CAC 682-702

PCR amplifikasyonu sonunda elde edilen Grinln 5 ul’si jel elektroforezde
(%1.5 agarose, 1x TBE, 100V) 100 baz ciftlik (bp) molekuler standart (K180-
250 UL, Amresco, USA) kullanilarak yaratalda. Jel etidyum bromr ile boyandi
ve UV (Gel Doc 2000, BIO-RAD, USA) kullanilarak goérintilendi. Her bir
Ornek igin PCR iki kez yapildi. H.influenzae amplifikasyon Grin0G buyuklagua
S.pneumoniae’ya yakin oldugundan ayri PCR karisimi hazirlanarak islem
yapilirken, M.catarrhalis ve S.pneumoniae igin multipleks PCR islemi yapildi.
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Istatistiksel analiz: Tim istatistiksel analizler SPSS 10.0 (SPSSFW, SPSS
Inc., Chicago, IL., USA) kullanilarak yapildi. PCR ve kultir yéntemlerinin her
biri icin pozitif ve negatif sonuclar 6lclldi. Bakteri kulttirh altin standart kabul
edilerek, secicilik, duyarllik, negatif ve pozitif &ngéri degerleri hesaplandi.
Karsilastirmalarda Mc Nemar testlerinden yararlanildi. P<0.05 olan degerler
istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi®.

BULGULAR

Calismada ABM ve OME supheli hastalardan alinan toplam 75 &rnek
isleme alinmis ve elde edilen bulgular Tablo II'de g&sterilmistir. Pozitif kontrol
ve pozitif hasta érneklerinde H.influenzae amplifikasyon bantlar S.pneumoniae
amplifikasyon bandiyla yakin buyUklikte oldugundan 500 bp seviyesinde
Ortigmuslerdir. Bu nedenle S.pneumoniae ve M.catarrhalis icin multipleks
PCR calisiip Sekil 1’deki jel géruntusit elde edilirken, H.influenzae igin ayrica

Tablo Il. Bakteriyolojik Kultir ve PCR Sonuclari

Ornek (sayl) Bakteriler Kdltar Pozitif (%) PCR Pozitif (%)
BOS (53) H.influenzae 0 0
S.pneumoniae 1(1.9) 5 (9.4)
M.catarrhalis 0 0
OKE (22) H.influenzae 1 (4.5) 3 (13.6)
S.pneumoniae 0 0
M.catarrhalis 2 (9.1) 3 (13.6)
S.pneumoniae + M.catarrhalis 0 2 (9.1)
Toplam (75) 4 (5.3) 13 (17.3)

SM NK PK NH PH SM

Sekil 1. S.pneumoniae ve M.catarrhalis multipleks PCR sonuglarinin jel gériintist.
SM: Molekdler standart; NK: Negatif kontrol; PK: Pozitif kontrol; NH: Negatif hasta; PH: Pozitif hasta.
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PCR calismasi yapilmak zorunda kalinmis ve Sekil 2’deki jel goérinttusu elde
edilmistir. BOS ve OKE 6rneklerinin kiltir ve PCR sonuclari karsilastirmali olarak
Tablo ll'de verilmigtir. Bakteri izolasyonu icin altin standart kabul edilen kulttre
gbére PCR icin BOS 6rneklerinde %100 duyarlilik, %92.3 6zgullik, %20 pozitif
Ongoru degeri ve %100 negatif 6ngdri degeri hesaplanmistir. Bu degerler OKE
ornekleri icin sirasiyla %100, %73.7, %37.5 ve %100 olarak saptanmistir. Tum
Ornekler birlikte degerlendirildiginde duyarliik %100, 6zgullik %87.3, pozitif
6ngora degeri %30.8, negatif 6ngdri dederi %100 olarak hesaplanmistir.

BOS ve OKE 6&rneklerinin kultur ve PCR sonuglar ile bunlarin Ki-kare
yontemiyle hesaplanan P degerleri Tablo ll'de goérilmektedir. Klltir pozitif
bulunan &érnekte nétrofil sayisinin 700 hiicre/mm?® oldugu ve hastanin LP
Oncesi antibiyotik kullanma hikayesi olmadigi belirlenmistir. PCR pozitif bulunan
Orneklerden ikisinin bilgilerine ulagilamamis, ulasilan iki PCR pozitif 6rnekte de
hiucre mevcudiyeti ve antibiyotik alma hikayesine rastlanmamistir.

Tablo IIl. BOS ve OKE ile Elde Edilen Bakteri Kultir(i ve PCR istatistikleri

Kultar
PCR Pozitif Negatif Toplam p
BOS Pozitif 1 4 5 0.027
Negatif 0 48 48
OKE Toplam 1 52 53 0.008
Pozitif 3 5 8
Negatif 0 14 14
Tdm olgular Toplam 3 19 22 <0.001
Pozitif 4 9 13
Negatif 0 62 62
Toplam 4 71 75

Sekil 2. H.influenzae PCR sonugclarinin jel géruntistd. SM: Molekiler standart
(Biolabs,New England 100 bp); Hat 1: Negatif kontrol; Hat 2: Pozitif kontrol;
Hat 3: Negatif 6érnek; Hat 4 ve 5: Pozitif érnekler.
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TARTISMA

Akut bakteriyel menenijitin 6zellikle cocuklarda hala 6nemli 81im ve nérolojik
hasarlara, EOKi’'nin yine cocuklarda énemli isitme kayiplarina neden olmalari,
stipheli olgularda olasi etkenlerin arastirimasini zorunlu kilmaktadir®®. EOKi’da
sik izole edilen H.influenzae, S.pneumoniae ve M.catarrhalis’den ilk ikisine
ayni zamanda ABM olgularinda da rastlanmaktadir®. Etkenlerin genellikle zor
Ureyen bakteriler olmasi ve 6ncesinde antibiyotik kullaniimis olma olasiligi gibi
nedenlerden dolayi, konvansiyonel kiiltiir ydntemleri ile EOKi ve ABM’e neden
olan mikroorganizmalarin tespit edilmesinde zorluklar ortaya ¢ikmaktadir'.
Post ve arkadaslan'" PCR verilerinin 1si§1 altinda, EOKI olgularinin yarisinda
H.influenzae’nin rol oynayabilecegini ileri sirmusglerdir. Bir ¢calismada, mevcut
bakteriyel kulttr teknikleri ile, akut orta kulak iltihaplarinda %20-30 ve kronik
orta kulak iltihaplarinda %30-40 oraninda etken bakterinin kiltir yéntemleri ile
tanimlanamadigi bildiriimektedir'2. Ozellikle ABM tablosunun hizli ilerlemesi ve
konvansiyonel ydntemlerle etkenin tanimlanmasinin 36 saat veya daha uzun
surebilmesi gibi nedenler de g6z 6nune alindiginda, bu tdr olgularda son
zamanlarda PCR gibi hizli tani yéntemleri 6nerilmektedir'1%'3,

Kanra ve arkadaglarn* 1996 yilinda yaptiklar bir calismada, ABM supheli
olgularin BOS kultlrlerinden %13.6 (8/59) oraninda S.pneumoniae veya
H.influenzae izole etmislerdir. Yine Balganesh ve arkadaslar® ABM supheli
olgularin %25.7’sinde (17/66) ayni iki bakteriyi izole edebilmislerdir. Calismamizda
saptanan ¢ok dusuk izolasyon orani (%1.9), olgu secimindeki klinisyen yaklagimi,
hastanemizdeki hasta poptlasyonunun sosyoekonomik duzeyi ve iliskili olarak
rutin cocukluk asilamalar esnasinda 6zellikle H.influenzae’ya karsi agilanmada
artis gibi faktérlerden kaynaklaniyor olabilir. Kanra ve arkadaslan* literatur
verilerine dayanarak H.influenzae tip b (Hib)’nin yillardir Tark ¢ocuklarinda
invaziv enfeksiyon olusturmadigini, bunun da H.influenzae ve E.coli arasindaki
antijenik capraz reaktiviteye bagl olabilecegine inandiklarini ifade etmiglerdir.
E.coli K100’Un kapsuler antijeninin immunokimyasal olarak Hib’e yakin oldugu ve
bu mikroorganizmaya karsi olusan antikorlarin cocuklari Hib enfeksiyonlarindan
da korudugu duasUnulmektedirt. Kanra ve arkadaslarinin® kaltar pozitiflik
oranlarindaki yukseklik ayrica, BOS’da hemen kantitatif hiicre sayimi yapmis
ve polimorfonukleer I16kosit olmayan veya lenfosit baskinhgr gésteren érnekleri
calisma digi tutmus olmalarindan kaynaklanabilir. Zira calismamizda, alinan
BOS &érnekleri hicre sayim sonugclar dikkate alinmadan mikrobiyolojik isleme
tabi tutulmus ve ayrica zaten cok az olan BOS 6rneginin bir kismi PCR icin de
ayrildigindan Gram boyama yapilamamistir. Kultir ve PCR sonugclari alindiktan
sonra, hasta dosyalarindan hastanin LP éncesi antibiyotik alip almadigi ve BOS
hicre sayilarn arastinildiginda kultar pozitif bulunan érnekte nétrofil sayisinin
700 hdcre/mm?® oldugu ve LP &ncesi antibiyotik kullanma hikayesi olmadig
belirlenmistir. Hasta dosyalarindaki bilgilerden ayrica bazi érneklerde, cesitli
sayilarda nétrofillerin yani sira lenfositlerin de bulundugu gézlenmis, ancak bu
Orneklerde ne kuiltir ne de PCR pozitifligi gértlmemistir. PCR pozitif bulunan
orneklerden ikisinin bilgilerine ulagilamamis, ulasilan iki PCR pozitif érnekte de
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hdcre mevcudiyeti ve antibiyotik kullanma hikayesine rastlanmamistir. Bu durum
daha ¢ok sayida kultar negatif — PCR pozitif drnekte inceleme yapilmasini gerekli
kilmaktadir. Van Ketel ve arkadaslar' yaptiklar calismada, 200 BOS 6rneginin
kiltirinden 40 H.influenzae ve 16 S.pneumoniae izole etmeyi basarmislardir.
Bu arastiricilar, kaltar pozitif drneklerin bir tanesi haric hepsinde PCR pozitifligi
de saptamislar, ayrica H.influenzae disi bakteriler de dahil edildiginde, 40
doénguluk amplifikasyon ile %5 Ornekte yanlis pozitiflik belirlemiglerdir. Bu
yanls pozitiflikleri kontaminasyona baglamiglar ve 35 déngulik amplifikasyon
ile tekrarladiklarinda yanls pozitifliklerin yok oldugunu gézlemislerdir'.

Gok ve arkadaslar® 37 OKE 6rnegdi uzerinde yaptiklari karsilastirmali
calismada, en 6nemli ¢ sorumlu bakteri (S.pneumoniae, H.influenzae,
M.catarrhalis) acisindan %24.3 oraninda kultir pozitifligi ve %94.5 oraninda
PCR pozitifligi saptamislardir. Yine Matar ve arkadaslar’® 47 &érnek Uzerinde
ayni bakteriler igcin %21.3 kiltir ve %70.2 PCR pozitifligi, Liederman ve
arkadasglari? 19 yetigskin drnegi Gzerinde %5.3 kultir ve %78.9 PCR pozitiflidi,
Hendolin ve arkadaslarn' 25 6rnek lzerinde %32 kultir ve %76 PCR pozitifligi,
Post ve arkadaslari'' ise 97 6rnek Uzerinde %28.9 kultir ve %77.3 PCR
pozitifligi bulmuslardir. Sadece H.influenzae acgisindan degerlendirildiginde,
kiltir ve PCR pozitiflik oranlarini Gok® sirasiyla %10.8 ve %70.3, Matar'
%21.3 ve %95.7, Liederman' %0 ve %26.3, Hendolin' %8 ve %52, Post!
ise %21.6 ve 54.6 olarak saptamislardir. Her bir calismada degisik PCR
teknikleri ve degisik primerlerin kullaniimis olmasi ve her calismadaki hasta
populasyonunun érnek almi éncesindeki antibiyotik kullanma hikayelerinin
farkh olma olasiligi oranlar arasi farklarda rol oynamis olabilir. BOS 6rnegi ile
ilgili olarak, Van Ketel ve arkadaslarinin™ calismasi disinda bu calismadaki
bakteriler acisindan kultir ve PCR verilerinin basitce karsilastirimasina yonelik
calismaya rastlanmamistir. Bu oranlar ayni zamanda kultir negatif — PCR pozitif
olgulan vurgulamaktadir. Van Ketel ve arkadaslarinin™ bir olgusu disinda ne
diger arastirmacilarin calismalarinda ne de bu calismada kuiltir pozitif — PCR
negatif olguya rastlanmamistir.

Hendolin ve arkadaslari', ABM ve EOKi‘da gesitli mikroorganizmalarin izole
edilmesi nedeniyle ¢calismalarinda multipleks PCR yéntemini kullanmislar, énemli
derecede zamandan (sadece 7 saat surmektedir) ve malzemeden tasarruf
edildigini ve bu yéntemin ayni zamanda sinirlh miktarda érneklerle calismada
ideal oldugunu bildirmislerdir. Rutin uygulamalarda hala %49.2 kiltir pozitifligi
olmasina ragmen, bakteriyel menenijit tanisinda, ayni zamanda ucuz olan
bakteri kdlturh hala “altin standart” olarak kabul edilmektedir. Arastirmamizda
buldugumuz BOS 6érnekleri icin %100 duyarliik ve %92.3 6zgullik ile OKE
Ornekleri icin %100 duyarliik ve %73.7 6zgullik degerleri daha hizli olan PCR
yénteminin bakteriyel menenijitin erken laboratuvar tanisinda énemli bir alternatif
oldugunu gostermektedir.

Bu calismada elde edilen sonuglar ve birgok arastirmacinin yukarida verilen
sonuclari, kiltdr negatif BOS ve OKE o6rneklerinde PCR temelli yontemlerin
bakteriyel DNA’yl saptamadaki yeteneklerini acikca ortaya koymaktadir.
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Sonuglarinin 7 saat gibi kisa bir zamanda alinip kultirden ¢ok daha hizli olmasi
ve zor Ureyen mikroorganizmalari cesitli nedenlerle Gretememe gibi risklerinin
olmamasi PCR konusundaki olumlu yorumlar desteklemektedir.

Akut bakteriyel menenjit ve OME olgularinin tanisi igin alinacak érneklerde,

kaltdr icin 6zel besiyerleri ve standart tekniklerin kullanimi ve PCR gibi hizl
ve duyarl tekniklerin kullanilmaya baslanmis olmasinin yani sira mikrobiyoloji
uzmani ve klinisyen arasindaki iyi bir diyalogun, bu olgulardaki etken bakterilerin
belirlenebilme ve dolayisiyla dogru tedavi protokollerinin uygulanabilme problemini
cozebilece@i veya en azindan asgariye indirebilecegi kanaatine varimistir.
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