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OZET

Atipik Pnomoni Etkenlerinin Saptanmasinda IFA Yontemi

Pnomoni enfeksiydz etkenlere bagl olarak ortaya ¢ikan bir alt solunum yolu
hastaligidir. Yaptig1 klinik tablolara gore klasik ve atipik goriiniim olarak
degerlendirilirler. Atipik pndmoniler, balgamsiz veya az miktarda mukoid balgamin
eslik ettigi, giinler icinde artis gosteren Oksiiriik, list solunum yollar1 infeksiyonu
yakinmalari, diisiik dereceli ates, kas ve eklem agrilarinin bulundugu, akciger
muayenesinde grafi bulgulari ile uyumsuz olarak pek az dinleme bulgusunun oldugu,
laboratuvar tetkiklerinde ise 16kosit sayisinin normal veya hafif artis1 ile seyreden
hastaliklardir. Atipik pnOmonilerden sorumlu baslica etkenler; Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Legionella pneumophila gibi bakteriler ve bazi
viruslardir. Bolgemizde bu patojenlerin sikliklarinin saptanmasina yoénelik higbir
veriye ulasilamamistir. Bu ¢alisma, hastanemizde klinik tani konulan atipik
pndmonili hastalarda, belirtilen ajanlarin saptanmasi amaciyla yapildi. Calismaya, bir
yil boyunca hastanemize basvuran 21-83 yaslar1 arasindaki hastalar dahil edildi. Bu
donemde; 36’s1 kadin, 42’si erkek olmak iizere toplam 78 hastaya ait Ornekler
incelendi. Her bir hasta i¢in hasta bilgilerini igeren bir form dolduruldu. Hasta
serumlarinda, yukarida sayilan ajanlar agisindan IgM, IgA ve total antikorlar Immun
Floresan Antikor (IFA) ve Enzimli Immiin Deneyi (ELISA) yontemleriyle calisildi.
Serum orneklerinin 36’sinda (% 46,1) M. pneumoniae IgM 30’unda (% 38,4), C.
pneumoniae IgM, birinde ise (% 1,2) L. pneumophila IgM antikorlar tespit edildi.

Sonug olarak, bu yiiksek seropozitivite bulgulart 1518inda bdlgemizde atipik
pnomoni etkenlerinin sik olarak goriildiigi ve siipheli hastalarda bu etkenlerin

arastirilmasinin tani ve tedavi agisindan gerekli oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: Atipik Pnémoni, M.Pneumoniae, C.Pneumoniae,
L.Pneumophila, IFA.



SUMMARY
The detection of causative agent of atypical pneumoniae by IFA

Pneumoniae is a lower respiratory tract disease caused by several infectious
agents. It is defined clinically in two category, classical appearence and atypical
pneumoniae. The symptoms of atypical pneumonia are; without or less amount of
mucoid sputum , increasing cough in progress, accompaying upper respiratory tract
infection complaints, low grade temperature, muscle and joint pains. The
characteristics of disease are a discordance between physical examination of chest
findings and radiography, and normal or low level leucocytosis.

The agents mainly responsible for atypical pneumoniae are bacterial
pathogens such as; Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Legionella
pneumophila and some viruses. There is not any data about the detection of this
pathogens in our region. In this study, we aim to detect the agents that mentioned
above, on the patients with atypical pneumoniae which are diagnosed in our hospital.
For the study we take the patients at 21-83 years olds who are admitted to our
hospital were analysed during one year. Of 36 women and 42 men totally 78 patients
are enrolled in our study. We take serum specimens and an inquiry from the patients.
From these specimens, specific IgM, IgA and total antibodies of pathogens were
studied by Immun Fluorescence Antibody (IFA) and Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA). M pneumoniae IgM is detected serologically in 36 patients
(%46,1), C.pneumoniae IgM in 30 patients (%38,4), L.pneumophila IgM in one
patient (%1,2).

In conclusion, in the sight of this high seropositivity findings we believe that
atypical pneumonia agents appears frequently in our region and search of this agents

in suspicious patients is necessary for diagnosis and treatment.

Key Words: Atypical pneumonia, M.pneumoniae, C.pneumoniae,
L.pneumophila, IFA.
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1. GIRIS

Alt solunum yolu infeksiyonlarindan pnémoniye yol acan etkenleri ii¢ ana grupta toplayabiliriz.
Bunlar;

Klasik bakteriyel etkenler : Streptococcus pneumoniae, Moraxella
catarrhalis, Haemophilus influenzae, yani sira énemli bir etken olarak tiiberkiilozun
(Tbe) akciger tutulumu ;

Atipik etkenler: Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae,
Legionella pneumophila;

Viruslar:  Influenza viruslari, Respiratuvar sinsityal virus (RSV),

Parainfluenza viruslari ve Adenoviruslar baslica etkenler olarak sayilabilir.

Atipik pnomoni etkenlerinin ortaya c¢ikardigi klinik tablo hafif seyretmesine
karsin, herhangi bir nedenle immiin sistemin zayiflamasi halinde agir bir gériinim
ortaya ¢ikabilmektedir. Bu etkenlerin klasik yontemlerle saptanmasi zor oldugu igin
genelde serolojik testler tan1 amaciyla kullanilmaktadir (1).

Bolgemizde atipik pndmoni etkenlerinin saptanmasina yonelik higbir veri
yoktur. Bu calismada; atipik pndmoni belirtileri gésteren ve Kronik obstriktif akciger
hastalig1 (KAOH), astma gibi rahatsizliklarla hastanemize bagvuran hastalarda atipik
etkenlerin varligi Immiin Floresan Antikor (IFA) yontemi ve yanisira bazi
parametreler icin Enzimli Immiin Deney (ELISA) yontemi ile saptanmasi

amagclanmistir.

1.1. BAKTERIYEL ETKENLER

Basta S. pneumoniae olmak iizere, bakteriyel etkenli pndmonilerin ¢ogunda
akut bakteriyel hastaliga ait tipik klinik tablo olugmaktadir. Bu tablonun ana
ozellikleri; titreme ile yiikselen atesle birlikte ani baslangic, prodiiktif oksiiriik, yan
agrisi, fizik muayenede konsolidasyon bulgulari, radyolojik olarak lober tutulum ve

genellikle 16kositozdur (1).
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1.1.1. Streptococcus pneumoniae

1.1.1.1. Tarihce:

Micrococcacea familyasina ait olan S. pneumoniae, gram pozitif bir koktur.
Mikroorganizma, Pasteur ve Sternberg tarafindan ilk olarak 1881’de bulunmus ve
Frankel- Weicselbaum’un (1884-1886) calismalari ile, akcigerin akut bir infeksiyonu
olan lober pnoémoni yaptig1 ortaya ¢ikarilmistir. S. pneumoniae’nin farkli serolojik

tipleri 1910°da tanimlanmustir (2).

1.1.1.2. Mikrobiyolojik 6zellikleri:

Bu bakteriler 0.5- 1um biiyiikliigiinde, mum alevi veya lanset bigiminde, iki
uclar sivri, tek kok veya diplokok seklindedir. Sivi besiyerinde uzun; balgam, irin ve
serdz sivilarda kisa zincirler seklinde goriilebilir. Hareketsiz, sporsuz ve fakiiltatif
anaerobdurlar. Organizmadan yeni ayrildiklarinda tipe 0Ozel kapsiilleri vardir.
Bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar ve gram olumludurlar. Buyyon, jeloz gibi
basit besiyerlerinde zor; kan, serum ve haben gibi maddelerle zenginlestirilmis
ortamlarda kolaylikla tirerler. Genellikle % 5’lik CO2’li ortamda daha 1iyi trerler.
Aerob kosullarla iiretildiginde pnomolizin-O etkisi ile koloni g¢evresinde bir 3
hemoliz zonu olustururlar. Metabolizma firtinii olarak H,O, yaparlar. Karbonhidrat
fermantasyonu yapip ¢ok miktarda laktik asit olustururlar. Iniilini, asit olusturup
parcalarlar. Tanisinda kullanilan 6nemli bir 6zelligi de optokin duyarliligidir (3,4).

Antijjenik yapisinda kapsiil onemli bir yer tutar. Kapsiil antijeni hapten
ozelliginde bir polisakkarit bilesigidir. Kapsiiliin tiplendirmedeki rolii biiyiiktiir. S.
pneumoniae ‘nin bilinen 85’ten fazla tipi gosterilmistir. Hiicre duvarmin asil
elemani tiire 6zel bir karbonhidrat olan polisakkarit C antijenidir. Bu antijene kars1
0zgil antikor niteliginde olmayan C reaktif proteini (CRP) olusur. F veya Forsman
antijeni, lipoteikoik asit yapisindadir, protein yapisindaki M antijenine karsi olusan

antikorlar fagositozu inhibe etmez ve koruyucu degildir (2).
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1.1.1.3. Patojenite :

Kapsiillii bakteriler, opsonik etki ile antikorlar1 nétralize etti§inden fagositoza
direngli, yiiksek derecede patojen ve virlilandirlar. Serumlarinda infeksiyonu yapan
pnomokokun kapsiil polisakkaridine (Poly-ribozil-fosfat, PRP) kars1 antikor bulunan
kimseler, o tip pndmokokun infeksiyonuna kars1 dayaniklilik gosterirler. Baglica 23
patojen tip belirlenmis olup, bunlar as1 calismalarinda kullanilmaktadir. Yanisira bir
hemolizin olan pnémolizin -O hiicre membran harabiyeti yapan sitolitik bir toksindir,
dermatoksik ve Oldiiriiciidiir. Pnomokoklarin olusturdugu neurominidase enzimi
hiicre membran1 ve viicut sivilarinda bulunan glikoprotein ve glikolipide etki ederek

asetilndraminik asidi ayirir. Bu enzim promokoklarin viicutta yayilimini artirir (5).

1.1.1.4. Laboratuvar tanisi :

Pnomonili olgularin balgami; kanli, pasli ve yapiskandir. Daha sonra irinli nitelik kazanir. Gram
boyamasinda gram pozitif lanset seklinde diplokoklar goriiliir. Kanli agarda S. pneumoniae 24
saat iginde etrafi yesil bir hemoliz zonu ile ¢evrilmis kiigiik koloniler seklinde {irer. Kan kiiltiirii
i¢in 5-15 ml kan thioglycollate buyyona 1-10 oraninda inokiile edilir. Buradan kanli agar pasajlar
yapilir. Gerek hastalik materyalinden, gerekse kiiltiirden fare deneyi yapilabilir.
Identifikasyonlarinda; optokin duyarlilig1 ve iniilin fermantasyonu kullanilir. S. pneumoniae, tip
spesifik antikorlarla kapsiil sigme reaksiyonu ile tiplendirilir. Antijen aranmasinda ise lateks
agliitinasyon, immiinoelektroforez, ELISA ve IFA tan1 yontemlerinden yararlanilmaktadir (4,6,7).

1.1.1.5. Epidemiyoloji :

S. pneumoniae’y1 hastalar ve tagtyicilar 6ksiiritk damlaciklar ile yayarlar. Pnomokokal pnémoni,
siklikla {ist solunum yolu virus infeksiyonlarinin varliginda ve ki aylarinda goriiliir. Saglikli
goriinen normal erigkinlerin %50-70‘inin nazofarenksinde bir veya birkag tip S. pneumoniae
bulunmaktadir. Bu tasiyicilarin sayisi, mevsimlere bagimli olarak, zaman zaman artiglar
gostermektedir. S. pneumoniae‘nin en patojen olarak kabul edilen 1,2 ve 3 tipinin tasiyicilik
oranlar1 daha azdir. Bu {i¢ serotip bakteriyemik pnomokokal hastaliklarin %75’inden sorumlu
tutulmaktadir (2).

1.1.2. Haemophilus influenzae

1.2.1.1. Tarihge :
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Pasteurellaceae familyasina ait olan Haemophius influenzae, gram negatif bir kokobasildir.
Mikroorganizma, ilk olarak 1889-1892 Avrupa influenza pandemisinden sonra, 1892°de R.R.J.
Pfeiffer tarafindan izole edilmis, influenza nedeni olarak kabul edilmis ve ‘Influenza bacillis’
seklinde isimlendirilmistir. 1899’da Slawk bu etkene bagli menenjitleri agiklamis, 1920°de
Amerikan Bakteriyoloji Cemiyeti bakterinin ¢ogalmak icin kan faktoriine ihtiya¢ duydugunu
belirtmek tizere ismini H. influenzae olarak degistirmistir. M. Pittman 1931°de kapsiillii ve
kapsiilsiiz H. influenzae ‘lar1 tanimlamig ve kapsiil antijenlerine gore (a-f) serotiplerine isaret
etmistir. H. influenzae tip b’nin antibiyotik direnci 1974’te gosterilmis ve Klian tarafindan 1976’da
biyokimyasal 6zelliklerine gore biyotip I-IV bulunmustur. Bunlara biyotip V-VIII de eklenmigtir
(2).

1.2.1.2. Mikrobiyolojik 6zellikleri :

H .influenzae 0,5-2 um uzunlugunda ve 0,3-0,5 um genisliginde uglar1 yuvarlak
kokobasildir. Paralel kiimeler ve kisa zincirler yapabilir. Bir kismi1 16kositlerce fagosite edilmis
sekildedir. Hareketsiz, sporsuz, bipolar kutupsal boyanma gdsteren, gram negatif bakterilerdir.
Virulan H. influenzae 6-8 saatlik buyyon kiiltiiriinde ve 4-8 saatlik kat1 besiyerinde kapsiil
olusturur. Aerop ve fakiiltatif anaerop bir bakteridir. H. influenzae kanli agar, ¢ikolata agar ve
Levinthal’in kaynamig kanli agarinda tiretilebilir. H. influenzae‘nin besiyerinde ¢ogalabilmesi i¢in
protoporfirin IX (X faktorii) ve nikotinamid adenin dintikleotid (V faktorii) faktorlerine
gereksinimi vardir. Kanli agar1 80°C ‘de kahverengiye doniisiinceye kadar kaynatmak suretiyle
kan hiicrelerinden X ve V faktorleri serbestlesir. Safraya dayaniksizdir, jelatinde liremez, nitrat
rediiksiyonu yaparlar, laktoz, siikroz, mannitol fermentasyonu yapmazlar, metil kirmizisi ve
Voges-Proskauer testleri negatiftir, hemagliitinasyon yapmazlar, genelde indol yapar, iireyi
pargalarlar. Tiplendirmede kapsiiliin rolii biiyiiktiir, a-f arasinda 6 tip olarak tanimlanmistir. Bunun
disinda antiserumlarla tiplendirilemeyen patojen suslar da bulunmaktadir. Bunlarin yan1 sira
biyokimyasal reaksiyonlarina gére de tiplendirilmektedirler (8).

1.2.1.3. Patojenite :

H. influenzae deney hayvanlari i¢in toksiktir. Endotoksin etkisi izlenir. Ekzotoksini
gosterilmemistir. Kapsiil ve dis membran proteinleri, patojenite determinantlaridir. H. influenzae
Ig A proteaz salgilar. Bakteri 6ncelikle IgA ile korunan bolgeleri infekte eder (2).

1.2.1.4. Laboratuvar tanisi:

Klinik tabloya gore alinan hastalik materyali; bogaz, burun, nazofarenks siiriintiisii, balgam, beyin
omurilik sivis1 (BOS), eklem ve plevra sivisi, kulak akintis1 veya kan olabilir.

Materyaller; %5 koyun kanli agar, Levinthal kaynamis agar1 ve %5 koyun kanli ¢ikolata agarina
inokiile edilir. H. influenzae basilleri mavimtrak parlaklikta ince, ¢ig tanesi seklinde koloniler
halinde iirer. Gram negatif, kii¢iik, pleomorfik kokobasiller saptanir. Oksidaz pozitif reaksiyon
veren kolonilerde X ve V faktorii gereksinimi arastirilir. H. influenzae, S.aureus gibi katalaz
enzimi bulunan bakterileri etrafinda ¢ogalabilir (9).

Kapsiillii bakteriler, Neufeld testi ile tiplendirilir. Kapsiil sisme reaksiyonu ile en sik b tipine
rastlanmaktadir. BOS’ta spesifik H. influenzae polisakkarit antijenleri, zit yonlii
immiinoelektroforez teknigi ile arastirilir. Lateks agliitinasyon, ELISA, IFA yontemleri de
kullanilmaktadir (10).
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1.2.1.5. Epidemiyoloji

H. influenzae diinyanin her yerinde yaygin olarak bulunmakta ve 5 yasin altindaki ¢ocuklar risk
grubunu olugturmaktadir. H. influenzae 2 yas altindaki ¢ocuklarin menenyjit, artrit ve selliilitin
birinci siradaki nedenidir. Bakteri, solunum yolu infeksiyonlarinda primer veya sekonder hastalik
etkeni olabilmektedir. H. influenzae infeksiyonlarinda en sik rastlanan susu serotip b’dir.

Kapsiilsiiz H. influenzae‘lar genglerde % 60-90, eriskinlerde %35 oranlarinda, asemptomatik
olarak, nazofarenks florasinda bulunur. Cocuklardan izole edilenlerin %5°1 kapsiillii ve bunlarin
yarist da tip b H. influenzae“dir (11,12).

1.1.3. Moraxella catarrhalis

1.1.3.1. Tarihge:

Moraxella, Neisseriaceae familyasi i¢erisinde yer alan, gram negatif diplokoktur. Mikroorganizma
ilk olarak 1896°da Pfeiffer tarafindan bronkopnémonili ¢ocuklarin bronsiyal ve alveollerinden
izole edilerek Microccus catarrhalis olarak isimlendirilmistir. Niikleik asit hibridizasyon
caligmalari, guanin—sitozin miktar1 ve genetik transformasyon ¢aligmalar1 sonunda farkli bir genus
olarak "Moraxella’ seklinde tanimlanmustir. Baglica hastalik yapici tiirii Moraxella catarrhalis‘tir
(2). Branhamella catarrhalis olarak da adlandirilan bu etken, taksonomik olarak Moraxella
genusunda bir alt genus olarak siniflandirtlmistir (8).

1.1.3.2. Mikrobiyolojik 6zellikleri:

M. catarrhalis, temelde gram negatif diplokok morfolojisinde olmakla beraber bazen gram pozitif
boyanir. Bu durumda renksizlestirme islemine tabi tutulur. Mikroskobik olarak bobrek ya da kahve
cekirdegi goriiniimiinde, diplokoklar seklindedir. Hiicreler ikiye boliiniip ¢ogaldiklarindan, bazen
tetrat goriiniimii verebilirler. Tek bir hiicrenin biiyiikligii 0,6-1,5 pm arasinda degismektedir.
Endosporlar1 yoktur ve hareketsizdirler. Aerop ve fakiiltatif anaerop olup, basit besiyerinde
kolaylikla tirerler. Kiiltiirde 3-5 mm ¢apinda, yuvarlak, nonhemolitik, beyazimtrak-gri renkte
koloniler olustururlar. Koloniler agara yapisik degildir ve 6ze ile besiyerinin {izerinden
bozulmadan kayarlar. M. catarrhalis katalaz, oksidaz olumludur. Bu mikroorganizmanin diger
katalaz ve oksidaz pozitif gram negatiflerden ayiran 6zellikler biyokimyasal olarak; glikoz,
fruktoz, maltoz, siikroz ve laktozu fermente edememeleri, oda 1sisinda nutrient agarda
iiremeleridir. Nitrat ve nitriti rediikte etmeleri, DN Ase ve butirat esteraz reaksiyonlarinin pozitif
olmasi ile identifikasyona gidilir (13-15).

1.1.3.3. Patojenite:

M. catarrhalis ‘in ylizey maddelerinin antijenik analizlerinde P-protein olarak isimlendirilen tiire
spesifik protein varligi gosterilmistir. 8 major dis membran proteini (A-H) identifiye edilmistir.
Di1s membran proteinlerinden E ve G bakteri yiizeyinde antijenik determinant 6zelligindedir.
Hiicre yiizey lipopolisakkaritleri antijenik olarak benzer oldugundan dolay1, antijenik ayirimda
faydali olmaz ancak serolojik olarak M. catarrhalis’e bagl hastalig1 arastirirken kullanilabilir. M.
catarrhalis te tip 4 pilusun olabilecegi ve buna ek olarak farkli bir sinifta bir pilusun da varlig:
belirlenmistir. Bu iki farkli tip pilusun, M. catarrhalis 'in mukozal epitel hiicrelerine yapismasinda,
orada kolonize olup gelismesinde rolii olabilecegi savunulmaktadir (2).
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1.1.3.4. Labotatuvar tanisi:

Materyal olarak; alt solunum yolu hastaligi olanlarda balgam, otitis medial1 hastalarda dis kulak
sekresyonu, bakteriyel pnémoni, trakeit, larenjitli hastalarda nazofarinks siiriintiisii, akut
siniizitlilerde maksiller siniis siirlintiisii, menenjitli hastalarda BOS incelenir. Mikroskopik
incelemede materyal gram ile boyanarak, diplokoklar aranir. Balgam ve BOS’ta hiicreler aranir ve
sayilir. Kiiltiir i¢in 6rnekler CO,’li ve CO,’siz %5 koyun kanli ¢ikolata agara, %5°lik oyun kanl
agara, Thayer-Martin, Mueller-Hinton agara ekilir. Gram negatif diplokok kolonilerinden kanli
agara subkiiltiirler yapilabilir. Katalaz, oksidaz, glikoz, maltoz, siikroz, fruktoz ve laktoza etkileri,
nitrat ve nitrit rediiksiyonu ve DNAse testleri yapilir (13).

1.1.3.5. Epidemiyoloji:

M.catarrhalis, iist solunum yolunun normal flora iiyesi olarak bulunabilmektedir. Patojen olarak;
akut otitis media, siniizit, bronkopulmoner infeksiyonlara yol a¢tig1 bildirilmektedir. Solunum
yolundaki kolonizasyonu, yetiskinlere gore ¢ocuklarda daha siktir. Sik sik solunum yolu
infeksiyonu gegiren, tekrarlayan otitis mediaya egilimli ¢ocuklarda kontrol grubuna gore
kolonizasyon siklig1 daha fazladir. Bunun nedeni tam olarak bilinmemekle beraber, viral
infeksiyonun mukozadaki hasarinin M. catarrhalis in kolonizasyonuna ve infeksiyona yol actig1
ileri stiriilmektedir.

1.1.4. Mycobacterium tuberculosis

1.1.4.1. Mikrobiyolojik dzellikleri:

M.tuberculosis 0,2-0,5 um eninde 1-4 um boyunda basillerdir. Tek tek, kiigiik
zincirler veya demetler halinde bulunurlar. Kiiltiirden hazirlanan preperatlarda
kokoid veya flamantéz formlarda  goriilebilirler.  Hareketsiz, sporsuz,
kapsiilsiizdiirler. Gram ve birgok laboratuvar boyas: ile boyanmazlar. Bakterinin
toplam lipid miktar1 hiicre duvart kuru agirliginin %60°1 kadardir. Bu ytiksek lipid
miktar1 bakterinin dig etkilere olan direncinde rol oynadigi gibi adi laboratuvar
boyalar1 ile boyanmasina da mani olur. Boyanin bakteri i¢ine penetre olabilmesi igin

boyama iglemi sirasinda 1sitilmasi gerekir (8).

M.tuberculosis yavas iireyen bir bakteri olup bolinme zaman yaklasik 20 saattir. Buna bagh
olarak gozle goriiliir koloni olusturma siiresi diger bakterilere oranla daha uzundur. M. tuberculosis
icin bu siire yaklasik 3-8 haftadir.

Mycobacterium hiicre duvarinin ana iskeletini peptidoglikan olusturmaktadir.

Bu yapiya arabinogalaktan molekiilleri fosfodiester baglar1 ile baglanir, ucunda da
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mikolik asitler yer almaktadir. Mikolik asitler ise degisik lipid, glikolipid, ve bazi

proteinler ile sonlanmaktadir (51).

1.1.4.2. Patojenite:

M.tuberculosis kisiden kisiye gegisi solunum yolu ile olur ve hava yolu ile
gecen infeksiyonlarin klasik ornegidir. Hemen hemen tiim 6rneklerde, tliberkiiloz
infeksiyonu, igerisinde canli tiiberkiiloz basili igeren ve havada asili halde bulunan
yeterince kiiclik damlaciklarin solunum yollar1 ile alinmasi ve bunlarin alveollere
yerlesmesi ile gergeklesir. Bir hastanin bulasic1 olabilmesi igin, basilin havaya
verilmesi ve burada aeresol hale geg¢mesi gerekir. O nedenle sadece akciger ve

larinks tiiberkiilozlu hastalar bulastirici olarak kabul edilir (52).

1.1.4.3. Laboratuvar tanisi:

Uygun Ornek Alma Esaslart :

Tiiberkiilozun degisik organ ve sistem tutulumlar ile seyredebilme 6zelligi nedeni ile tanida balgam, gastrik
aspirasyon s1visi, bronkoalveolar lavaj sivisi(BAL), akciger dokusu, plevral sivisi, lenf nodu, kemik iligi, karaciger
peritoneal s1vi, idrar, digki ve BOS gibi ¢esitli klinik 6rnekler kullamlabilir. Ornekler steril agz1 kapakh kaplara alinmali ve
en kisa zamanda laboratuvara ulastirilmalidir. Akciger tiiberkiilozu tanisinda en sik kullanilan 6rnek balgamdir. Bu balgam
3 giin {ist iiste alimmali ve sabah ilk balgam olmalidir. Tiikiiriik igermemesine dikkat edilmelidir.

Direkt mikroskobik inceleme 6zelikle akciger tiiberkiilozu tanisinda yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Basillerin incelenmesi i¢in belli basli boyama
yontemlerinden faydalanilir. Bunlar; Erlich-Ziehl-Neelsen, Kinyoun ve Floresanli

Boyama yontemleridir (53,54).

Kiiltiir:

Mycobacterium tiirlerine bagh infeksiyonlarin mikrobiyolojik tanisinda kiiltiiriin mutlak yeri vardir. Uzun siireli
inkiibasyon gerektirmesi en olumsuz dzelligidir. Izalosyonunda genellikle yumurtali besiyeri olarak Lowenstein-Jensen
(LJ) besiyeri ve agarl1 besiyeri olarak da Middlebrook 7H11 besiyerine olmak iizere iki besiyerine ekim yapilir. Ekimlerin,
bir kat1 bir siv1 besiyerine ekilmesi tercih edilir (55).

Kiiltiirler, LJ besiyerine ekilerek 3-6 hafta siireyle 37° C’de inkiibe edilir.
Ureme oldugunda koloniler, iireme hizi, biiyiikliik, goriiniim ve pigment olusumu
acisindan degerlendirerek biyokimyasal testler ve hizli yontemler ile tiir tayini

yapilir.
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Huzh kiiltiir yontemi:

Yaklagik yirmi yildir kullanilan BACTEC gibi radyometrik kiiltiir yontemleri
ile M.tuberculosis’in klinik 6rneklerde varliginin gosterilmesi ortalama bir haftaya
indirilmis, ancak yontemin pahali olusu ve radyoizotoplar gerektirmesi Ozellikle
gelismekte olan iilkelerde yaygin kullanimini sinirlanmistir. Sivi besiyeri bazli hizlh
kiiltiir yontemi olarak Bactec yonteminin yaninda M/B BacT yontemini de

sayabiliriz (56).
Hayvan Deneyi :

Kobay, fare gibi deney hayvanlarina materyalin inokulasyonu duyarliligi
yiiksek bir yontemdir. Ancak ¢ok 6zel kosullar gerektirmesi nedeni ile giiniimiizde

kullanimi azalmastir.

1.1.4.4. Epidemiyoloji:

Tiiberkiiloz tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir.
Diinyada her yil, %95°1 gelismekte olan iilkelerde olmak tlizere 8 milyondan fazla
yeni tiiberkiiloz olgusu goriilmektedir. Bu diinya {izerinde tek bir mikroorganizmanin

sebep oldugu en yiiksek 6liim oranidir.

Yurdumuzda da 1990 yili Saghik Bakanli§i Verem Savas Daire Baskanligi
verilerine gore olgu sayisi, yaklasik 12 milyon kisi bu da niifusumuzun %25’ini

olusturmaktadir ki ¢ok biiyiik bir orandir (57,58).

1.2. ATiPiK ETKENLER
1.2.1. Chlamydia pneumoniae
1.2.1.1. Tarihge:

Klamidya cinsi bakteriler arasinda, insana adapte olmus bir kokenin bulunabilecegi ve insanda
insana solunum yoluyla bulasabilecegi iddiasi, ilk kez 1943 yilinda, Joseph E. Smadel, tarafindan
ortaya atilmistir (16). Smadel’in bu iddiast ancak 40 y1l sonra kanitlanabilmistir. C. pneumoniae
ilk kez 1965°te Taiwan’da, 1968°de Iran’da iki cocugun konjuktivasindan, embriyonlu yumurtada
izole edilmistir. Bu bakterilerin morfolojik 6zellikleri, 1971°de hiicre kiiltiirii yontemlerinin
kullanima girmesiyle belirlenmis, diger klamidya tiirlerinde farkli olduklar1 anlagilmis ve
Taiwan’da izole edilen kokene TW-138 adi verilmistir. Ancak daha sonra, bu iki kokenin
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konjuktivadan izole edilmis olmalarina karsin, gdz infeksiyonlari ile iligkili olmadiklar: ve
inkliizyon 6zelliklerinin C. psittaci‘ye benzemedigi anlagilmistir. Bunun tizerine, 1977°de, C.
psittaci‘ye benzeyen, fakat onun tipik 6zelliklerine sahip olmayan bir kékenin neden oldugu bir
pnomoni epidemisine ait serumlar, 1980°li yillarda yeniden incelenmis ve epidemiden TW-138
kokeninin sorumlu oldugu sonucuna varilmistir (17). 1983 yilinda bakteri ilk kez solunum
yolundan izole edilmis ve AR-39 olarak adlandirilmigtir. Bunun iizerine bu yeni patojene TW-138
ve AR-39’un birlestirilmesiyle TWAR ad1 verilmistir ve bir siire bu isim kullanilmigtir. Bakteri
1989°da yeni bir klamidya tiirii olarak tanimlanmig ve C. pneumoniae seklinde isimlendirilmistir

©F

1.2.1.2. Mikrobiyolojik 6zellikler:

C. pneumoniae, Chlamydiales takiminin Chlamydiaceae ailesindeki zorunlu hiicre igi paraziti olan
gram negatif bir bakteridir ve benzersiz yasam dongiisiiyle 6teki bakterilerden ayrilirlar.

C. pneumoniae, klamidya cinsinin iigiincii tiirii olarak yakin zamanda tanimlanmistir ve insanlarda
en sik hastalik etkeni olan klamidya tiiriidiir. Bu bakteri, en ¢ok solunum yolu hastaliklarina neden
olur. Mikroorganizmay1, Chlamydia trachomatis ve Chlamydia psittaci’den ayiran en 6nemli
ozellikler, aralarinda < % 10 DNA homolojisi olmasi, farkli goriinlimde elemanter cisimlerin
bulunmasi, solunum yoluyla bulagmasi ve hayvan rezervuarinin olmamasidir (18).

Klamidyalar metabolik enerji iretme yetenekleri olmayan, ATP sentezleyemeyen gram negatif
bakteriler olarak nitelendirilebilirler. Bu nedenle de zorunlu hiicre ig, parazitidirler (19).

Tiim klamidyalarin iireme dongiisii aynidir. Elemanter cisimler (EC) bakterinin dis ortama
dayanikli, enfeksiydz sekilleridir. Bunlar konak hiicreyi infekte ettikten sonra retikiiler cisimlere
(RC) dénisiirler. ikiye béliinerek cogalan RC’ler tekrar EC’leri olustururlar. Sonugta, hiicrenin
sitoplazmasinda EC’lerden olusan biiyiik bir inkliizyon cismi meydana gelir. Hiicrenin
pargalanmasiyla birlikte EC’ler disar1 salinir. Bakterinin iireme dongiisii 48-72 saat siirer. C.
pneumoniae nin EC’leri, diger tiirlerden farkli olarak, armut seklindedir ve periplazmik araligi ¢ok
genistir (8,18).

C. pneumoniae nin hiicre duvari, diger klamidya tiirlerinde oldugu gibi, gram negatif bakterilerin
hiicre duvarina benzemekle birlikte, peptidoglikan icermez, ancak lipid igerigi fazladur,
lipopolisakkarit yapisindadir (20). Klamidyalarda penisilin baglayan proteinlerde vardir ve hiicre
duvari sentezi iizerinde etkili antimikrobiyaller, klamidyal hiicre duvar: sentezini inhibe ederler.

C. pneumoniae, gram boyasi ile zor boyanir ve gram olumsuz veya degisken 6zellik gosterir,
ancak tanimlanmasinda bu yontem deger tasimaz. Bakterinin EC’leri Giemsa ile mor, RC’leri
mavi boyanirlar. Hiicre i¢inde olusturdugu inkliizyon cisimleri Giemsa ile mor boyanir; ancak
floresein ile igaretli monoklonal antikor ile boyama, daha 6zgiil bir yontem oldugundan,
inkliizyonlarn gdsterilmesi i¢in tercih edilmektedir. Inkliizyonlar1 glikojen icermediginden, liigol
ile boyanmaz (19).

C. pneumoniae kdkenleri arasindaki DNA homolojisi >%94 iken, bakterinin diger klamidya
tiirleriyle DNA homolojisi <%10’dur. Bu bakterinin giiniimiize kadar saptanmis tek serovari
bulunmaktadir (18).

C. pneumoniae oda 1sisina ve dondurarak saklanmaya C. trachomatis ‘ten daha duyarldir.
Enfektivitelerini, 60°C’de 10 dakika iginde kaybederler. Dondurularak (-50 ile —70°C arasinda)
saklandiklarinda uzun yillar enfektif kalabilirler, fakat hizli dondurma sirasinda enfektivitelerinin
yaklasik %50’sini yitirirler. Eter ve fenol ile hizla inaktive olurlar (19,21).

1.2.1.3. Patojenite:
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C. pneumoniae, mukoza epiteli hiicrelerinin yani sira, monosit, makrofaj, endotel hiicreleri ve diiz
kas hiicrelerini de infekte eder (22). Bu da, bakterinin, sistemik olarak yayilabilecegini
diigiindiirmektedir. C. pneumoniae ile deneysel olarak yapilan hayvan galigmalari da bu diisiinceyi
desteklemektedir. C. pneumoniae ile intratrakeal veya intranazal olarak inokiile edilen
tavsanlarda, ilk hafta icinde bronsiyolit ve pndmoni bulgularinin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu
hayvanlarin akciger dokularindan yapilan histopatolojik incelemelerde, intertisyum, alveoler
bosluk ve brong liimeninde makrofaj, lenfosit ve plazma hiicrelerinden olusan infiltratlar
saptandigi belirtilmektedir. Ayrica alveolar makrofajlar, intertisyel hiicreler ve peribronsiyoler
lenfoid dokunun yanisira, dalak, karaciger ve aort dokusunda da C. pneumoniae antijenine
rastlanmistir. Benzer sekilde, fare modelinde de, akciger dokusundan baska, dalak ve aortadan
bakteri izole edilmis ve bakterinin, 20 hafta gibi uzun bir siire boyunca bu dokularda persistans
gosterdigi saptanmustir.

Ateroskleroz etiyopatogenezinde kesin rolii kanitlanmis olan C. pneumoniae’nin, monosit ve
makrofajlar araciligiyla sistemik olarak dagildiktan ve damar endoteline yerlestikten sonra hangi
mekanizma ile hasar olusturdugu tam olarak bilinmemektedir; ancak bu konuda baz: teoriler
bulunmaktadir (23). Kronik koroner kalp hastaligi olan kisilerde, klamidyal lipopolisakkarit (LPS)
iceren immiin komplekslerin dolasimda bulundugu gosterilmistir. Klamidyal LPS’nin, C.
pneumoniae ile infekte makrofajlarin pargalanmasiyla salindig1 ve yine makrofajlardan salinan IL-
6 ve TNF-a gibi sitokinlerle birlikte, hem pihtilasma zincirini aktive etmek hem de trigliseritleri
artirtp, HDL diizeylerinde diismeye yol agmak suretiyle aterom plagi olusumuna katkida
bulunduklar 6ne siiriilmektedir.

1.2.1.4. Labotatuvar tamsi:

C. pneumoniae infeksiyonlarinin tanisi, organizmanin hiicre kiiltiiriinden izolasyonu, serolojik
incelemeler ve niikleik asit arastirma yontemine dayanmaktadir.

Hiicre kiiltiiriinden izolasyon

C. pneumoniae tiim klamidya tiirleri arasinda, hiicre kiiltiiriinden izolasyonu en zor olandir.
[zolasyonu i¢in en uygun &rnekler, nazofaringiyal siiriintiiler ve bronkoalveolar lavaj sivisidir. Bu
amag i¢in onceleri HeLa 229 hiicreleri ve embriyonlu yumurta kullanilmis, hiicrelerin DEAE-
dekstran ile igleme tabi tutulmasinin, alinan 6rnegin 1700 x g’de santrifiigasyonla hiicrelere
inokiile edilmesinin ve kiiltiir ortamina sikloheksimit eklenmesinin, izolasyon sansini artirdigi
belirtilmistir (8,21).

Serolojik inceleme

C. pneumoniae izolasyonunun gii¢ olmasi nedeniyle, infeksiyon tanisinda serolojik incelemelere
daha sik bagvurulmaktadir. Bu amag i¢in en giivenilir test, mikroimmiinofloresans (MIF) testidir
(5). MIF, cinse 6zgiil antijenleri igermeyen, sadece tiire ve tiirler arasindaki serovarlara ait
antijenleri kapsayan, 6zgiil ve duyarl bir testtir (24).

C. pneumoniae infeksiyonunda iki farkli antikor yanit1 goriiliir. Primer infeksiyonda, hastaligin
baslangicindan yaklasik 3 hafta sonra IgM antikorlari, 6-8 hafta da IgA ve IgG antikorlar1 ortaya
cikar. Enfeksiyonu akut olarak degerlendirebilmek i¢in IgM’in >1:16-1:32, IgG’nin >1:512 titrede
olmasi gerekir. Reinfeksiyonlarda ise, IgM yanit1 yoktur; infeksiyondan sonraki 1-2 hafta i¢inde
IgG titresi >1:512 gibi yiliksek degerlere ulasir. Ayn1 zamanda sekonder IgA yanit1 da olabilir.
Serum anti klamidyal IgG antikorlarinin 1:16-1:512 arasinda bulunmasi gegirilmis infeksiyon
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gostergesi olarak kabul edilirken, IgG ve IgA titrelerinin yiiksek seyretmesi ( IgG > 1:512, IgA
>1:40) kronik infeksiyon lehine degerlendirilmektedir (8,17,26).

Niikleik asit arastirma yontemleri

Hibridizasyon teknigi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve son olarak ligaz zincir reaksiyonu
(LCR) klamidya infeksiyonlarinin tanisina duyarliligi ve 6zgiilliigii yliksek yontemler arasinda yer
almaktadir (27,28). Hibridizasyon teknigi maliyetinin pahali olmas1 nedeniyle rutin amagla
kullanim alan1 sinirlt bir yontemdir. Ayrica son yillarda radyoaktif olmayan problarin kullanildig:
ticari kitler hazirlanmis olup, hiicre kiiltiirii ile karsilastirmali yapilan bir calismada duyarliliginin
%89-95 oldugu bildirilmistir. PCR ve LCR muayene maddelerinde ¢ok diigiik oranda bulunan
klamidya genetik materyalini enzim ve primerler yardimiyla saptanabilir hale getiren ve son
yillarda popiileritesi artan 6nemli yontemler arasinda bulunmaktadir. Ancak her iki testten
almabilecek basarinin orant, laboratuvar sartlarinin uygun olmasina baglidir (25).

C. pneumoniae infeksiyonlarinin PCR yontemi kullanilarak tanimlanmasi konusunda yapilmag
olan ¢aligmalar basarilidir (28). Ozellikle izolasyonu gii¢ olmasi ve bazi hastalarda serolojik
yanitin geg ortaya ¢ikmasi veya hi¢ olusmamasi nedeniyle, PCR, hastaligin erken ve hizl
tanimlanmasina olanak saglamaktadir. C. pneumoniae infeksiyonlarinin tanisinda PCR’nin
degerini arastiran ¢aligsmalarda, izolasyonun altin standart kabul edilmesine bagli olarak, PCR’nin
duyarlilig1 ve 6zgiilliigiine iliskin bazi tartismalar bulunmaktaysa da, genel kani, bu yontemin,
izolasyona gore ¢ok daha duyarli oldugu yoniindedir.

1.2.1.5. Klinik belirtiler:

C. pneumoniae pnomonisi genellikle hafif seyirli olmakla birlikte, yash kisilerde ve zeminde
kronik hastalig1 olanlarda daha agir tablolar gosterebilir; hatta Sliimle sonuglanabilir (29,30).
Hastalik kapali topluluklarda epidemiler seklinde seyreder ve genellikle endeks olguyu, 2-4 hafta
icinde, ¢ok sayida yeni olgu izler (17). Ayrica, ilk belirtinin baglamasindan, hastaneye
bagvuruncaya kadar gecen zaman, diger pndmonilere gére daha uzundur (29,31). Bazi serilerde,
hastalarin tiimiinde veya biiyiik boliimiinde yiiksek ates saptanirken bazi ¢aligmalarda da C.
pneumoniae pnémonilerinin, 6zellikle de reinfeksiyonlarin ¢ogunlukla afebril olduklar:
belirtilmektedir (26,32). Oksiiriik 6zellikle de prodiiktif 6ksiiriik, anormal solunum sesleri, bogaz
agrist ve farenjit, hastalarda en sik rastlana belirti ve bulgular arasinda sayilabilir. Bunlarin
yanisira, ses kisikligi, bas agrisi, rinit, gogiis agrist ve lenfodenopati, hastaligin daha az rastlanan
diger belirti ve bulgularidir.

1.2.1.6. Epidemiyoloji:

C. pneumoniae ‘nin, asemptomatik infeksiyondan, bronsit ve pndmoniye kadar degisik solunum
yolu hastaliklarinda etken oldugu gosterilmis (31), ateroskleroz olusumunda ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisiminde de rol oynadig1 kanitlanmistir. Bugiine kadar yapilmis olan gesitli
calismalarda, toplumdan edinilmis pnémonilerin % 9-15’inden, atipik pndmonilerin ise yaklasik
%?8’inden C. pneumoniae ‘nin sorumlu oldugu gosterilmistir. Mikroorganizmanin yapmis oldugu
infeksiyon C. pneumoniae infeksiyonu olarak da adlandirilir. C. pneumoniae infeksiyonunda
hayvan rezervuari yoktur. Insandan insana gegis ise tam olarak aydinlatilamamustir. Bu bakterinin
bircok iilkede endemik olarak bulundugu, 6zellikle antikor prevalansinin diigiik oldugu iilkelerde
ani patlamalar ve epidemiler yapmakta oldugu diisiiniilmektedir. infeksiyon y1l boyu goriilebilir.
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Cesitli iilkelerde yapilan seroepidemiyolojik ¢alismalarda, infeksiyon insidansi %50 civarinda
bulunmustur. ABD’de yapilan prospektif ¢aligmalarda toplumdan edinilmis pnémonilerde C.
pneumoniae etkeni % 6-10 oraninda saptanmustir, isvigre’de yapilan benzer caligmada ise bu susa
rastlanmamustir. Hastane disinda pnémoni gegiren kisilerin %10-21’inde serolojik olarak
gecirilmis C. pneumoniae infeksiyonu saptanmustir (1).

1.2.2. Mycoplasma pneumoniae

1.2.2.1. Tarihge:

Eaton ve arkadaslarinin 1944°teki primer atipik pndmoni (PAP) etkenini ayirma ¢aligsmalarindan
sonra, ilk kez 1961°de besiyerinde iiretilen M. pneumoniae, bu hastaligin etkeni olarak
tanimlanmistir (33).

1.2.2.2. Mikrobiyolojik ozellikler:

M.pneumoniae, Mollicutes sinifinin Mycoplasmatales takimindaki Mycoplasmataceae ailesinde
yer alan bir tiirdiir. Mycoplasma cinsindeki bakteriler, ortalama 330 nm olan biiyiikliikleriyle hiicre
icermeyen karmasik yapidaki besiyerlerinde iireyebilen en kiigiik mikroorganizmalardir; hiicre
duvarlar1 yoktur ve tlireyebilmek i¢in kolestrole ihtiyag duyarlar (33).

M.pneumoniae, aerobik olarak iireyen, glikozu enerji kaynagi olarak kullanmak iizere
fermante ederek cesitli asit iiriinler olusturan, 10x200 nm biiyiikliigiinde kiiglik bir basildir.
Besiyerine konan tetrazolyum boyasini maviden sariya doniistiirmesi, kobay ve civciv
eritrositlerini adsorbe etmesi, hidrojen peroksit iiretimi sonucu kati besiyerine eklenen eritrositleri
eritmesi tanimlanmasinda kullanilan 6nemli 6zelliklerdir. Konak hiicre membranlarina tutunmasini
bir ucunda bulunan bir organel sayesinde gerceklestirir. Bu organelden soyutlanan P1 peptidinin
iyi bir antijenik yap1 gosterdigi ve solunum epiteline yapigmadan sorumlu oldugu saptanmis ve asi
yapiminda kullanilabilecegi diistiniilmiigtiir. Diger mikroorganizmalara gore geg lireme gosterir.
Boliinme zamani yaklasik olarak 6 saattir. Klinik 6rnekten ilk soyutlandiginda koloni morfolojisi
de digerlerinden farkli olup sahanda yumurta degil, dut seklinde tireme gosterir (34,35).

1.2.2.3. Patojenite:

M. pneumoniae solunum yolu epiteline yiiksek afinite gosterir. Epitel ve eritrositlerde
bulunan siyaloglikoproteine terminal peptid P1 aracilig1 ile yapisir. Silier epitele tabanindan
yapisarak hiicredeki degisiklikleri ekstraselliiler olarak gerceklestirir. Hemoliz ve hiicre hasarindan
hidrojen peroksit salinimi sorumludur. Mikoplazmalar arasinda hidrojen peroksit salinimi yapan
tek tiirdiir (36). Diger mikoplazmalar gibi poliklonal T ve B hiicre aktivasyonuna yol agabilirler.
Lenfosit ve makrofaj uyarimi ile koloni stimiilan faktorler ve interferon dahil olmak iizere pek ¢cok
sitokinin artisina yol acar. Infeksiyon sirasinda olusan antikorlarin bir kism nétralizan antikor
olup, bir kismi1 da beyin, akciger, kardiyolipin ve diiz kaslara kars1 olusan otoantikorlardir.
Otoantikorlar arasinda en ¢ok arastirilan soguk agliitininlerdir. 1943’te Finland ve arkadaslari
tarafindan saptanan soguk agliitininler +4 °C’de eritrositlerin kiimelenmesine yol agar ve serum-
eritrosit karisimi 37°C’ye 1sitilirsa kiimelenme ortadan kalkar. Bu agliitininlerin eritrosit
yiizeyindeki I antijenine karst IgM yapisinda antikorlar olduklar1 gosterilmistir. Bir grup antijeni
olan I antijeni tiim matiir eritrositlerde bulunur. Bu antikorlar infeksiyonun 7. giiniinden itibaren
olusurlar, 2-3 haftada en yiiksek diizeye ulasirlar ve 2-3 ay yiiksek kalirlar. Soguk agliitininlere
bagli bobrek yetmezligi, hemoliz, coombs testi pozitifligi ve u¢ organlarda dolasim bozukluklari
bildirilmistir. Orak hiicre anemisi olan hastalarda daha yiiksek titrede olustuklari ve mikrovaskiiler
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yetmezliklere, parmak amputasyonlarina yol agtiklar1 gosterilmistir. M.pneumoniae
infeksiyonlarinda 2-3. haftadan itibaren komplemani baglayan antikorlar da olusur ve 2-3 ay
kalirlar. Hastaliktan korunmada IgG ve IgA antikorlarinin olugumu 6nemlidir. Hiicresel bagisiklik
da savunmada onemlidir ancak mikroorganizmanin eradikasyonu giictiir (36-39).

1.2.2.4. Laboratuar tanisi:

Klinik olarak baslangicta hastaligin 6ngériilmesi son derece 6nemlidir. Rutin laboratuvar
teknikleri cogu hastada normal sinirlarda oldugundan tanida fazla yarar saglamaz. Hastalarin 1/4
kadarinda I6kositoz ve 1/3’{inde eritrosit sedimantasyon hizinda artis saptanir. Ozgiil tanida
mikroorganizmanin klinik drneklerden soyutlanmasi ya da M.pneumoniae ’ye karsi antikor
saptanmasi yontemleri kullanilabilir. M.pneumoniae 'nin kiiltiirde iiretilmesi zaman alir (yaklagik 2
hafta) ve 6zel besiyerleri gerektirir. Kiiltiir i¢in alinan drnekler uygun transport besiyerinde
laboratuvara ulastirilmalidir. iginde steroller, niikleik asit prekiirsorleri gibi zenginlestirici
faktorler igeren besiyerinde glikoz ve fenol kirmizisi varliginda glikoza etki ederek besiyerinin
rengini sartya donustiiriir. Kat1 besiyerinde ilk soyutlandiginda klasik sahanda yumurta koloniler
olusturmaz, ancak pasajlarla bu gériiniimii kazanir. ilk iiremesi bir iki haftada ve dut seklinde
koloniler halindedir. Mikroorganizmanin tanimlanmasinda hidrojen peroksit tiretimi, eritrosit

hemolizi yapmasi, kobay ve civciv eritrositlerinin adsorbe edilmesi gibi 6zelliklerinden yararlanilir
(40).

Soguk agliitinasyon fenomeni hastaliga 6zgii degildir ve M.pneumoniae’li hastalarin %30-50’sinde
pozitif bulunur. Yine de 1:32 ve lizerindeki titrelerde saptanmsi halinde anlamlidir. Soguk
agliitininler; Adenovirus, EBV, RSV, Legionella, C.psittaci ve Rubella virus infeksiyonlarinda,
kardiyovaskiiler hastaliklarda, lenfoproliferatif hastaliklarda, hemolitik anemiler ve karaciger
hastaliklarinda da pozitif olabilir. Soguk agliitininler ve kompleman fiksasyon testlerinin
duyarlilik ve 6zgiilliikleri diisiiktiir. Kiiltlir yontemleri ile uzun siirede sonug¢ alinmasi serolojik
yontemlerin gelistirilmesini giindeme getirmistir. Hizli tan1 tekniklerinden serumda 6zgiil
antikorlarin ELISA ile gosterilmesi, rRNA komplementer DNA kullanilarak niikleotid sekanslarin
saptanmasi (Gen prob) gibi yontemler kullanilabilir. Spesifik IgG ve IgM antikorlar1 gdstermede
ELISA oldukga kullanigh bir yontemdir (41). IgM antikorlar 7-10 giinden sonra olumlu olur ve 4-6
haftada en yiiksek diizeye ulagirlar. Bu testin duyarlilig1 %98, 6zgiilliigii %99 civarindadir. Tanida,
ELISA diginda indirekt hemagliitinasyon ve {ireme inhibisyon testleri de kullanilabilmekle birlikte
serolojik tani i¢in en avantajli test ELISA ve IFA ile IgM antikorlarin gésterilmesidir (36-38).

1.2.2.5. Klinik belirtiler:

Klinik olarak M.pneumoniae’nin neden oldugu pnémonilerin ancak %2-5’i hastaneye yatmay1
gerektirecek kadar agirdir. Ates, halsizlik ve bas agrisi seklindeki prodromal belirtiler 2-5 giin
stirer. Mikoplazma nedenli solunum yolu infeksiyonunda genellikle farenjit ve trakeobronsit
gelisir. Pndmoni %10 civarinda goriiliir. M.pneumoniae ve diger atipik pndmoni etkenlerine ait
Ozellikler Tablo 1’de dzetlenmistir. Plevral efiizyon olgularin %2-25inde gelisir. Genellikle az
miktarda, tek tarafli ve gecicidir. Cok nadir olarak bilateral ve masif sivilar goriilebilir (Tablo 1)

Q).

Tablo 1 : Sik rastlana atipik pnémonilere ait 6zellikler
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Anahtar ozellik M. pneumoniae C. pneumoniae L.pneumophila

Yas 5-20 >8 >30

Mevsim Sonbahar-kis Y1l boyu Y1l boyu-yaz

Temas hikayesi Hasta aile tiyeleri Kisla salginlart Kontamine
aerosoller

Altta yatan hastalik Sik ? Cok sik

Balgam Mukoid Mukoid Mukoid-piiriilan

Radyoloji Alveolar yanma Alveolar yanma Erken

tarzinda tarzinda konsolidasyon

Radyolojik degisim Hizki diizelme Hizl diizelme Hizli yayilma
gec rezoliisyon

Plorezi Nadir Nadir Sik

1.2.2.6. Epidemiyoloji:

M.pneumoniae ’ya bagli solunum yolu infeksiyonlari, ya tek tek ya da aile i¢i salginlar seklinde
goriiliirse de toplu yasanilan okul, kisla gibi yerlerde yaygin infeksiyonlara da neden
olabilmektedir. Boyle yerlerde gelisen pndmonilerin yaklasik %25-75’inden sorumludur. Pnémoni
dis1 solunum yolu infeksiyonlart pndmonilerden on kat daha fazladir. Her yasta goriilebilir ancak
yeni dogandaki infeksiyonlari son derece agir seyirlidir. Iliman iklimlerde sonbahar aylarinda
siklig1 artar. Okula baglama zamani da oldugu i¢in bu donemde ¢ocuklarda fazla goriildigi
soylenebilir. Ancak bu relatif bir siklik artisidir. Ug yasin altindaki cocuklar genellikle iist
solunum yolu infeksiyonu seklinde gegirirler. 5-20 yas arasinda bronsit ve pndmoni siktir.
Bulasma oksiiriikle havaya sagilan damlaciklar aracilig ile olmaktadir. Bulas i¢in yakin temas
gereklidir. Inkiibasyon dénemi 2-3 hafta kadardir (36).

1.2.3. Legionella pneumophila

1.2.3.1. Tarihge:

Lejyoner hastalig1 tibbin giindemine ilk defa, 1976 yilinda Philadelphia’da “Amerikan Lejyon”
toplantisina katilanlardan 221 kiside pndmoni gelismesi ve bu kisilerin 34’{iniin 6lmesi ile
gelmistir. Olenlerin biopsi materyallerinden izole edilen gram negatif bakteri L.pneumophila
olarak adlandirilmistir. Geriye doniik yapilan arastirmalar ayni otelde 1974 yilinda bir toplantiya
katilanlardan 11 kiside de benzeri bir hastaligin ortaya ¢iktigini gdstermistir. Ancak bu salginin
nedeni, L.pneumophila 'min 1976 yilinda saptanmasina kadar fark edilememistir. Retrospektif
caligmalar L.pneumophila ile bilinen ilk epideminin 1965 yilinda Washington’da bir psikiyatri
hastanesinde saptandigini ortaya koymustur. Bu salginda solunum yolu hastaligi gelisen 81
hastadan 15’i 6lmiis ve hastalarin saklanan serumlarinin %85’inde L pneumophila’ya karsi
spesifik antikorlar saptanmistir (42,43).

1.2.3.2. Mikrobiyolojik 6zellikler:
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L. pneumophila, Legionellaceae ailesine baglh bir bakteridir. Legionellaceae ailesinde 30 dan fazla
cins ve 50 den fazla serogrup vardir. Bu ailedeki bakterilerle ortaya ¢ikan infeksiyonlarin
%90’1ndan L. pneumophila sorumludur. L. pneumophila’nin 14 serogrubu olup, bunlardan
serogrup 1,4,6 infeksiyonlarin ¢ogunluguna neden olur. Legionella bir ¢ok toksin salgilamaktadir,
ancak bunlarin virulans ile iligkisi kesin degildir (44).

Legionellaceae ailesi iiyeleri ince, mikrobiyolojik boyalarla zor boyanan, sporsuz, kapsiilsiiz, gram
negatif kokobasillerdir. Klinik 6érneklerde 0,3-0,9 pm ile 1,5-5 um boyutlarinda goriiliirler, fakat
kiiltiirlerinde 20 um uzunlugunda filamantéz yapida olabilirler. Uremek icin L-cysteine
gereksinimleri vardir. Bu yiizden bu bakteriye spesifik besiyeri gelistirilmistir. Ortamda demir
tuzlarimin varlig1 tiremelerini kolaylastirir. Birgok tiir zayif oksidaz ve katalaz reaksiyonu verirler.
Asakkarolitik, {ireaz negatif, nitrat negatif ve jelatinaz pozitif 6zelliklere sahiptir. L.pneumophila,
hippurat1 hidrolize etmesiyle diger tiirlerden ayrilir (42).

1.2.3.3. Patojenite:

Legionella infeksiyonlari, bakteri, cevre ve konak olmak tizere li¢ faktoriin etkilesimi sonucunda
ortaya ¢ikmaktadir. Bakterinin konak organizmaya girisi solunum yollari ile olmaktadir.
Infeksiyonun olusabilmesi i¢in konak solunum yollar1 direncinin kirilmis olmas: gerekmektedir.
Bu nedenle Legionellaceae ailesinde yer alan bakteriler firsatg1 patojenlerdir. Biitiin Legionella
tiirlerinin insanda infeksiyona neden olmadig1 g6z 6niine alindiginda, tiire 6zgii bazi virulans
kriterlerinden s6z edilebilir. Toprak ve suda Legionella tiirlerinin yaygin olarak bulunmasi,
insanlarin bu bakterilerle yogun karsilasildigi gercegini ortaya koymaktadir. Dogada yaygin olarak
bulunan Legionella tiirlerinin sadece bir kisminin etken oldugu infeksiyonlarinin solunum yollari
direnci zayiflamis kisilerde goriilmesi, bakteri, ¢gevre ve konak iligkisinin 6nemini vurgulamaktadir

(43).

Onceleri Legionella tiirlerinin dogada serbest yasadiklar sanilirken, ¢ok gegmeden Acanthamoeba
ve Naegleria tiirii amipler i¢inde simbiyotik/paraziter bir yagsam siirdiikleri anlagilmigtir. Amip
kistleri i¢cinde, serbest yagama gore dis etkilere ve biyositlere daha direncli hale gelmektedir (45).

Legionella tiirleri dogada amip disinda biyofilm tabakalarda da ¢ogalma gdsterilebilir. Legionella
tiiri bakteriler yerlestikleri yiizeylerde slime liretmezler. Su depolari, sogutma kuleleri, ventiletor
ve nebulizator gibi ortamlarda baska bakterilerin olusturdugu ¢ogu kez biyolojik atik katmanlar1
seklindeki biyofilm yapilarinin igine yerlesirler. Hastanelerde kullanilan katater, nazogastrik
sonda, entiibasyon tiipleri gibi araglarin musluk suyu ile yitkanmasi ve dezenfekte edilmesi
sonucunda mekanik olarak hastaya bulasma gerceklesebilir. Biyofilmlerde {ireme hizlari gok
yavasladigindan metabolizmalarindaki biyokimyasal ara yollara etki gosteren biyositlere karsi
direngleri artmaktadir (43).

Inhalasyon ile ya da iist solunum yollarindan aspire edilerek konak organizmaya giren patojen
bakteri eger konagin solunum yollari direncini bozan bir neden varsa, 2-10 giin iginde pnémoni ile
sonuglanan infeksiyon tablosu ortaya ¢ikmaktadir. Legionella infeksiyonuna karsi konak direncini
bozan risk faktorleri arasinda en iyi bilinenler sigara kullanimi, KOAH, kronik kardiovaskiiler
hastaliklar, bobrek yetmezligi, transplantasyon ve altta yatan bir hastaliga veya tedaviye bagl
immiinsiipresyondur (44).

Infeksiyondan bronslar ve proksimal bronsiyoller etkilenmezken, terminal ve respiratuvar
brongiyoller tutulmaktadir. Solunum yollarinda bakteri ile ilk karsilasilan fagositer hiicre, alveolar
makrofajlardir. Normal gartlarda inhalasyonla gelen bakteriler alveolar makrofaj fagositozu ile
ortadan kaldirilirken patojen Legionella suslar1 fagozom-lizozom flizyonunu bloke ederek
makrofaj i¢inde liremelerini siirdiiriirler. Sonugta makrofaji1 patlatarak mononiikleer ve
polimorfoniikleer fagositlerde ayn1 dongiiyli ger¢eklestirmek i¢in ortama dokiiliirler (44).
Legionella infeksiyonlarinin akcigerde neden oldugu patoloji; salgilanan sitokinler ve toksik
iirtinleri etkisiyle makrofaj ve T lenfositlerin devamli infeksiyon bolgesine ¢ekilmesi, fakat
bakterinin 6ldiiriilememesi temeline dayanir. Akciger dokusunda polimorfontiikleer ndtrofil ve
monosit/makrofaj hiicrelerinin olusturdugu bir inflamasyon ortaya ¢ikmaktadir. Nekrotizan 6zellik
tastyan bu inflamasyon sonucunda abse olusumu da gozlenebilmektedir (45,46).
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1.2.3.4. Laboratuvar tanisi:

Klinikte en sik karsilasilan ve tedavi edilmezse 6liimciil sonuglar dogurabilen Legionella
infeksiyon formu Lejyoner hastaligidir. Bu nedenle mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan tani
yontemleri daha ¢ok Lejyoner hastaligina yonelik gelistirilmistir.

Lejyoner hastaliginin laboratuvar tanisi i¢in en yaygin olarak kiiltiir, serolojik yontemler, direkt
floresan antikor (DFA), iiriner antijen saptanmasi ve PCR yontemleri kullanilmaktadir (42).

Kiiltiir:

Kiiltiir; %100 6zgiilliigii ile en giivenilir yontemdir. Ilk izolasyonda Legionella tiirlerinin kolay
iirememeleri sonucu kiiltiir duyarlilig1 %70’tir. Kiiltiir amaciyla bagta balgam olmak iizere
bronkoalveolar lavaj sivisi, biyopsi materyali, bogaz siiriintiisii ve kan gibi ¢esitli 6rnekler yaninda
epidemiyolojik amaglar igin kaynak arastirmasinda ¢evresel 6rnekler de kullanilir. Legionella
klinik laboratuvarinda kullanilan standart besiyerinde tiremedigi i¢in izolasyonunda 6zel
besiyerleri gereklidir. Bu amagla ¢esitli antibiyotiklerin katilmasiyla segici 6zellik
kazandirilabilecek “Buffered Charcoal Yeast Extract-a-keto glutarate” (BCYEw) besiyeri kullanilir
(47). Besiyerinin i¢inde bulunan yeast extract bakteri i¢in besin kaynagidir. L-cysteine, demir
bilesikleri ve a-ketoglutarate Legionella tiremesini uyarir. Aktif komiir ise, 6zellikle besiyerinin
151k temas1 sonucu olusabilecek siiperoksit radikalleri ve peroksit bilesiklerinin ndtralize
edilmesinde gorev alir. Besiyerine katilan ACES (N-(2-acetamido)-2-aminoethanesulfonic acid)
tamponu, Legionella tiremesi igin gerekli optimum pH’y1 saglamaktadir. Segicilik igin siklikla
polymyxin B, anisomycin ve cefamandole veya vancomycin antibiyotikleri besiyerine eklenir (42).

Inkiibasyon en az 5 giin boyunca, nemli ve % 2-5 CO,’li ortamda yapilmalidir. Legionella
kolonileri gri-beyaz renkte, yuvarlak, genellikle mukoid karakterdedir. Koloni mikroskobu ile
incelendiginde yiizeyin piirtiiklii oldugu, periferde kirmizi-mavi-yesil rofle verdigi ve 1518
diizensiz kirilmasi sonucu buzlu cam goriiniimiinde oldugu izlenir. Siipheli kolonilerden koyun
kanl1 veya cikolata agar gibi rutin amagli besiyerlerine antibiyotik igermeyen BCYE agar ile
birlikte paralel pasaj yapilir. Legionella tiirleri kanh veya ¢ikolata agarda tiremezler. Zay1f
biyokimyasal 6zellikleri nedeniyle Legionella tiirlerinin biyokimyasal testlerle tiplendirilmesi
zordur. L. pneumophila tiiriinii digerlerinden ayirmak i¢in hippurat hidrolizi testi kullanilabilir. Tiir
tiplendirmesinde en pratik yol serolojik yontemlerdir. Kanli agarda iiremeyen, BCYE’de iireyen
izolatlarin agliitiniin serumlarla test edilmesi ile taniya gidilir. Fakat Legionella tiirleri arasinda
goriilebilen ¢apraz reaksiyonlar bu yontemi kisitlar. Bir diger identifikasyon yontemi DFA
teknigidir. Poliklonal antiserumlar kullanildiginda Legionella dist bazi mikroorganizmalarin
capraz reaksiyonu bu yontemi kisitlamaktadir. Ancak monoklonal antiserumla yapilan DFA 6zgiil
bir yontemdir. izolatlarin kesin tanisi, ayrica, genetik analiz teknikleriyle konabilir. Bu amagla
DNA hibridizasyon temeline dayali gen prob yontemi kullaniimaktadir (46).

Serolojik Yontemler:

Serolojik yontemler geriye doniik tantya yardimci olduklari igin genellikle epidemiyolojik
aragtirmalarda kullanilmaktadir. Bu amagla hasta serumunda antikor diizeylerini arastirmak igin
mikroagliitinasyon ve ELISA gibi teknikler gelistirilmisse de, en siklikla IFA teknigi kullanilir.
Lejyoner hastaliginda serolojik cevap IgM, IgG ve IgA ile ortaya ¢ikmaktadir. Konvelasan 6rnegin
akut fazda alinmis 6rnekten en az 6 hafta sonra alinmasi gereklidir. Titrede 4 kat artis saptanmasi
tan1 koydurucudur. Bazi olgularda serokonversiyon goriilmedigi ya da ge¢ donemde gelistigi
hatirlanmalidir. Serolojik testleri duyarliligi %80, 6zgilligii %696.99 dur (44).
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Direkt Floresan Antikor (DFA):

Tan1 yontemleri iizerinde yapilan ¢aligmalar, hizli tan1 saglamasi agisindan, 6rnekte dogrudan
mikroorganizma veya {iriinlerinin gosterilmesi noktasina yogunlagmistir. DFA teknigi ile solunum
sistemi salgilarindan mikroorganizmanin saptanmasi ilk kullanima giren yontemlerdendir. Bu
teknikte tiire ve serogruba 6zgii dis membran proteinlerine karsi elde edilmis monoklonal antikor
kullanilir. Testin 6zgilliigii %95 in lizerinde olmasina ragmen duyarlilig: ¢esitli yaymlarda %20
ile %70 arasinda degismektedir (44).

Uriner Antijen Saptanmasu:

Lejyoner hastaliginda iriner antijen saptanmasi i¢in radioimmunassay (RIA), ELISA ve lateks
agliitinasyon teknikleri kullanilabilir. RTA ve ELISA kitleri ticari olarak bulunabilmektedir. Bu
yontemin 6zgiilliigii %100’e yakin, duyarliligi %80°dir. Lejyoner hastaliginda antijenlerin idrarla
atilim1 bazi olgularda bir yila varan siire ile devam etmektedir. Bu nedenle antijeniiri teorik olarak
akut infeksiyonun kaniti1 degildir. Yontemi sinirlayan bir diger faktor de sadece L.pneumophila
serogrup I antijenlerinin saptanabilmesidir. Yine de olgularin %80-85’inde infeksiyondan L.
pneumophila Serogrup 1’in sorumlu oldugu g6z 6niine alindiginda iiriner antijen arastirmasi hizl
ve yiiksek diizeyde 6zgiil bir tan1 araci olarak yaygin kullanim alani bulmustur (48). Lejyoner
hastaliginin tanisinda bugiin diinya saglik 6érgiitiiniin (WHO) 6nerdigi slirveyans standartlar1 i¢inde
kiiltiir yontemi kadar tiriner antijen pozitifligi de “kesin tam kriteri” olarak kabul edilmektedir
(42).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

Legionella tiirlerinin klinik 6rneklerde dogrudan gosterilmesi ile ilgili son gelistirilen yontem
PCR’dir. Ozgiilliikk ve duyarhiliginin yiiksekligi ile son yillardaki ¢aligmalarin odak noktasi
olmustur. Genellikle hedef DNA bélgesi olarak Legionella tiirlerine 6zgiil 5S rRNA geni, 16S
rRNA geni veya mip geni segilmektedir. Yontemlerde duyarlilik 1 cfu/ml ile 35 cfu/ml arasinda
degismektedir (49). PCR, gevresel drneklere oldugu gibi balgam, bronkoalveolar lavaj, serum,
idrar gibi klinik 6rneklerde de uygulanabilir. PCR testlerinin uygulanmasi i¢in ¢esitli cihazlara ve
deneyime gereksinim oldugundan sadece referans laboratuvarlarda kullanilmaktadir. WHO nun
onerdigi siirveyans standartlart halen PCR’1 slirveyans amaglarina uygun bir tant yontemi olarak
kabul etmemektedir (49,50).

1.2.3.5. Klinik belirtiler:

Legionella infeksiyonlari subklinik infeksiyon, nonpnomonik hastalik (Pontiac atesi), pndmoni
(Lejyoner hastaligi) veya ekstrapulmoner inflamatuvar hastalik seklinde karsimiza ¢ikabilir.
Subklinik infeksiyon terimi pnémoni tablosu ortaya ¢ikmadan sadece serumda Legionella tiirlerine
kars1 antikor saptanmast ile tanimlanmaktadir(44). Legionella tiirlerinin neden oldugu
nonpndémonik hastalik, “Pontiac atesi” adiyla anilir. Bir iki giin gibi kisa kulugka déneminden
sonra ates, halsizlik, miyalji ve oksiiriik gibi grip benzeri belirtilerle karsimiza ¢ikan klinik tabloda
akciger bulgusuna rastlanmaz (46). Genellikle kendi kendine iyilesme egilimindedir.
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Lejyoner hastaligi, pndmonik form olarak da adlandirilir ve Legionella infeksiyonlari arasinda en
siklikla karsilasilan ve en ciddi klinik tablodur. Baslangi¢ aniden yiikselen ates, halsizlik, miyalji,
basagrisi ve kuru 6ksiiriik ile kendini gosterir. Balgam cikartilabiliyorsa inflamasyon hiicreleri
igerir. Fakat genellikle gram boyas ile bakteri gormek zordur. Ozellikle kuru dksiiriik ile kendini
gosteren atipik pndmoni tablosu M.pneumoniae ve C.pneumoniae etkenleri ile ayirici tani
gerektirir. Pulmoner infiltrasyonun hizli gelisimi, diger loblara ve diger akcigere yayilim, diger
gram negatif basil pnémonilerini diisiindiirse de, genis spektrumlu sefalosporinlere ve
aminoglikozitlere cevap alinamamasi, bu tanidan uzaklagtirir (44).

Agir seyreden Legionella pndmonisinde bakteriler kan akimi ile yayilim gosterebilirler.
Bakteriyemi sonucunda plevral ampiyem, perikardit, miyokardit, endokardit, pankreatit,
piyelonefrit, peritonit, selliilit, hepatik apse ve gastrointestinal apseler geligmis olgular
tanimlanmistir. Deri dokiintiileri, ensefalit, artrit, akut bobrek yetmezligi ve miyoglobiilineri gibi
infeksiyon dis1 komplikasyonlar da goriilebilmektedir. Ekstrapulmoner inflamatuvar hastalik
tablosu genellikle pndmoniden sonra gelismektedir. Pndmoni bulgusu olmadan gelistigi nadir
olgular da bildirilmistir (42).

1.2.3.6. Epidemiyoloji:

Legionellaceae iginde yer alan bakterilerin gercekte dogal ekolojik ortami sudur. Nehirler,
goller, termal sular, ¢amurlar ve kaynaklar Legionella cinsi bakteriler igerirler. Dogadan insana bulag
dort halkali bir zincir seklinde tanimlanabilir. Birinci halka yasadiklar1 dogal sulardir. Ikincisi
bakterinin iireyerek dogal konsantrasyonlara ¢ikmasina izin veren amplifikasyon faktérleridir. Ugiincii
halka bakterinin duyarli populasyona ulagsmasinda aract mekanizmalardir. Son halka ise bakterinin
yerlesip infeksiyona neden olabildigi konaktir. Zincirin ikinci ve iigiincii halkasini insan yapimi
faktorler olusturur. Yapilan arastirmalar bilyiikk binalarin %50°den fazlasinin su sistemlerinde
Legionella tiirlerinin bulundugunu gostermektedir. Gergekte dogal sularda diigiik konsantrasyonlarda
bulunan bakteriler az sayida sebeke suyuna gegebilirler. Ancak binalarin su sistemlerinde iiremeye
uygun ortam (Sl bosluklar, suyun durgun oldugu alanlar) bularak ¢ogalirlar. Su tesisatinda yaygin
sekilde bulunabilen biyofilm katmanlari da bakterinin iiremesinde ¢ok Onemli rol oynar. Su
sistemlerinde Legionella bakterilerinin en siklikla iireme gosterdigi bolgeler sunlardir: merkezi klima
ve havalandirma sistemleri ile sogutma kuleleri, sicak su tanklari, su yumusatma, dus baslklar1 ve
sicak su musluklari, termal banyolar, ¢amurlar ve kaplicalar, hastane solunum tedavi ekipmanlari,

evoporatorler ve nebulizatérler (45).

Legionella tiirlerinin insana bulagmasinda aerosolizasyon ve aspirasyon rol oynamaktadir.
Aerosolizasyon ile bulasma icin bakteriyi iceren suyun, solunacak biiyiikliikte aerosol partikiiller (1-
5um) haline gelmesi gereklidir. Su sisteminde ¢ogalma olanagi bulan bakteri, klima ya da dus basligi
gibi suyu aerosolize eden araglarla ortama dagilmakta ve duyarh kisiler tarafindan solunmakta ya da
aspire edilmektedir. Legionella damlaciklar iginde ortamda 2 saatten fazla kalabilirler ve hava
akimlariyla 1.5-3.0 km uzaga taginabilirler. Hastalarin solunum yollarina dogrudan uygulanan tedavi
edici aletler kontamine iseler aerosolizasyona gerek duyulmaksizin aspirasyon yoluyla bulasma

yaratilabilirler (48).
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1.5. VIRAL PNOMONILER

Cocuklarda ve eriskinlerde viral iist solunum yolu infeksiyonlari gcogunlukla kendiliginden iyilesir,
nadiren pndmoniye yol acar. Pnémoni daha ¢ok altta yatan kronik akciger ya da kalp hastalig:
olanlarda, bagisiklik sistemi yetersiz olanlarada ve yaslilarda goriiliir. En sik rastlanan viral
pnomoni etkenleri; Influenza A ve B, RSV, Parainfluenza ve Adenoviruslardir (43).

1.4.1. Influenza ve Parainfluenza viruslar:

Influenza A ve B viruslarinin ikiside pndmoni etkeni olmakla birlikte, biiyiik epidemilerde
mortalite gogunlukla Influenza A virusuna baghdir. Saglikli kisilerde viral pndmonilerin biiyiik
boliimiinden Influenza viruslar: sorumludur. Influenza epidemileri sirasinda Influenza’ya bagl
6limler pndmoniye, kardiyopulmoner hastaligin veya altta yatan kronik hastaligin alevlenmesine
bagli olmaktadir. Influenza infeksiyonu alt solunum yollarinda ii¢ farkl: klinik tabloya neden olur:

trakeobronsit, primer viral pnémoni, sekonder bakteriyel veya kombine viral-bakteriyel pndmoni
(43,59).

Parainfluenza tip 1,2 ve 3 gocuklarda goriilen laringotrakeobronsitin en sik rastlanan etkenidir.
Tip 3, ¢ocukluk ¢agi pndmoni veya bronsiyolitinin yaklasik %10-15’inden sorumludur. Tip 1 ve 3
erigkinlerde st ve alt solunum yolu infeksiyonlarina yol acar (60,63).

1.4.2. Respiratuvar sinsityal virus:

Cocuklarda alt solunum yolu infeksiyonlarinin en 6nemli etkenlerinden biri olan RSV, erigkinlerde
de st ve bazen alt solunum yolu infeksiyonlarina yol agmaktadir. A ve B serogrubuna bagl
infeksiyon klinik bulgular birbirine benzer. En sik bir yasin altinda hastaliga neden olur. Hayatin
ilk birkag yilinda tiim bebekler bu virusla infekte olur ancak tam bir bagisiklik gelismedigi i¢in
infeksiyonun tekrarlamasina sik rastlanir. Bebeklerde en sik hastaneye yatis gerektiren alt solunum
yolu infeksiyonudur. RSV pnémonisi premature bebeklerde, bronkopulmoner displazi veya
konjenital kalp anomalisi olanlarda, diiskiin yaslilarda, kronik akciger hastalig1 olanlarda, immiin
yetmezligi olanlarda, 6zellikle kemik iligi transplantasyonu yapilanlarda daha agir seyreder. Kis
ilkbahar aylarinda ortaya ¢ikan salginlar, bronsiyolit ve pndémoni tanisiyla bebeklerin hastaneye
yatisinda belirgin artisa neden olur. Nazokomiyal yayilma 6nemli bir sorundur, salginlar sirasinda
hastanede yatan hastalarin %20-45’1 hastanede RSV ile infekte olabilir, bunlarin %20-50’si alt
solunum yolu hastaligi gegirir. Hastane personelinin de %50’si virusla infekte olur. (61). RSV
erigskinlerde kronik bronsit alevlenmelerine neden olabilir (61-63).

1.4.3. Adenoviruslar:

Cocuklarda bronsiyolit ve viral pndmonilerin yaklasik %5-10"undan sorumlu bulunmustur. On
yasindaki ¢ocuklarin ¢ogu bu yasa kadar bir yada daha fazla adenovirus serotipi ile infekte
olmaktadir. Tip 3,7 ve 21, 3-18 aylik bebeklerde dissemine hastaliga neden olurken tip 7 ve 21
bebeklerde adenoviral pndmoniye en sik neden olan tipleridir. Tip 3,4 ve 7 askeri kislalarda
erigkinlerde alt solunum yolu infeksiyonu salginlar1 yapar. Salginlar sonbahar, kis ve ilkbaharda
ortaya cikar. Bagisiklik yetmezligi olan hastalarda agir adenoviral pndmoniler goriilebilir (43).
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1.4.4. Viral etkenlerde laboratuar tanisi:

Viral etkenlerin tanisinda hiicre kiiltiir yontemleri, ¢cok uzun zaman almasi ve gelismis laboratuvar
olanaklar1 gerektirmesi nedeniyle referans merkezleriyle sinirli olarak uygulanabilmektedir. Bu
etkenlere yonelik tan1 daha ¢ok serolojik testlerle konulmaktadir. Viruslara kars1 gelisen
antikorlarin saptanmasinda bagta ELISA ve IFA yontemleri siklikla kullanilmaktadir. Son
zamanlarda niikleik asit yontemi de bu etkenlerin tanisinda kullanim alani1 bulmustur (64).

2.GEREC VE YONTEM

Mayis 2002 — Mayis 2003 tarihleri arasinda, Afyon Kocatepe Universitesi Uygulama ve
Arastirma Hastanesi G6giis Hastaliklar boliimiinde yatarak ve ayakta tedavi olan 42 erkek, 36°s1
kadin olmak {izere, toplam 78 hastadan alinan serum 6rnekleri; M. pneumoniae, C. pneumoniae, L.
pneumophila basta olmak iizere, atipik pndmoni etkenlerinin varligi yoniinden incelendi. Hasta
secimi sirasinda hastalardan; atipik pndmoni belirtileri ve KOAH, astma, sik alt solunum yolu
gecirmeleri kriterlerinden birini ya da daha fazlasini tastyanlar dncelikle tercih edildi. Hasta se¢imi
strasinda yag faktorii goz oniinde bulundurulurken, cinsiyet faktdrii g6z 6niine alinmadi.

Kan drnekleri semptomlarin goriildiigii akut evrede toplandi. Santrifiijde 5000 devirde 3,5
dakikada serumlari ayrildi ve -20 °C’de saklandi. Her hastaya ait, hasta bilgileri iceren formlar
dolduruldu. Saglikli bireylerden 28 kisilik bir kontrol grubu olusturuldu.

Caligsmaya baslamadan 6nce serumlar oda sicakliginda ¢oziindiiriildii ve vorteksle karistirildi.
Orneklerden ilk olarak, Euroimmun (Almanya) firmasina ait biyocip slide ydntemiyle dizayn
edilmis solunum patojen panelinde IFA yontemi ile; M.pneumoniae, C.pneumoniae, L
pneumophila, Influenza A-B, Parainfluenza Tip 1-2-3-4, Adenovirus, Respiratuvar Sinsityal Virus
IgM antikorlari arastirildi. Biyogip slide dizayninda birden fazla patojene ait antijenler yan yana
dizilerek aym hasta serumu ile ¢alisilmasina olanak saglamaktaydi. Ornekler, asagida kisaca
tanimlandigi {izere tiretici firmanin onerileri dogrultusunda ¢alisildi (Sekil 1).

Euroimmun solunum patojen paneli IgM IFA kit igerigi;
. Biyogip slide (2 profilli 10 adet side)

. Pozitif kontrol

. Negatif kontrol

. Konjugat (IgM, 1 sige 0,6 ml)

. Fosfat tamponu (toz halinde 2 paket, pH 7,2)

. Tween 20 (2 sise, 2 ml)

. Gliserol (pH 8,4, 3 ml)

. Lameller (12 adet)

Hazirlanan fosfat tamponuyla serumlar 1: 10 oraninda diliie edildi. Diliie edilmis serumlardan ve
kontrollerden 25ul reaksiyon tablasina pipetlendi ve biyogip slaytlar 6rneklerin iizerine ters olarak
kapatildi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra yikama asamasina gegildi. Yikamay1
yaparken Once slaytlar1 iizerine 1 saniye gibi kisa bir siire fosfat tamponu dokiildii, ardindan 5
dakika icerisinde fosfat tamponu bulunan yikama tankinda bekletildi, ¢ikartilip havada kurutuldu.
Reaksiyon tablasina 20 ul konjugat pipetlendi, slaytlar ters olarak kapatilip 30 dakika oda
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sicakliginda inkiibe edildi. Tekrar yikama ve kurutma islemi yapildiktan sonra biyogiplerin iizerine
birer damla gliserol damlatilarak lamel kapatildi. Nikon ES-200 (Japonya) marka floresan
mikroskobunda inceleme yapildi. Antijen tipine gore, parlak yesil floresan patern veren drnekler
pozitif olarak degerlendirildi.

1:10 Serum diliisyonu

l

25 pl diliie serum ve kontroller pipetlenir

l

30 dakika oda 1sisinda inkiibasyon

l

yikanir

l
20ul konjugat pipetlenir

l

30 dakika oda 1sisinda inkiibasyon

l

yikanir

l
10 pl gliserol

!

Floresan mikroskobunda incelenir

SEKIL 1: Biyogip slayt yontemi test prosediirii akis diyagrami

Daha sonra 6rneklerden M.pneumoniae IgA ELISA (Euroimmun, Almanya) yontemi ile,
C.pneumoniae IgM ve IgA Mikro immiin floresan antikor (MIF) yontemi ile (Focus, USA),
L.pneumophila total antikorlari ise IFA yontemiyle (Focus, USA) calisildi.

Focus M.pneumoniae IgA ELISA kit igerigi;

. Antijenle kaplanmis mikropleyt kuyucuklari (96 test)
. Kalibrasyon serumu

. Pozitif kontrol

. Negatif kontrol

. Enzim konjugat

. Diliient

. Yikama tamponu
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. Kromojen — substrat

. Stop soliisyonu

M.pneumoniae IgA, ¢alisma prosediiriine gore; serumlar 1:101 oraninda diliie edildi. Diliie
serumlar ve kontroller, mikropleyt kuyucuklarina 100’er pl pipetlendi ve 30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Yikama islemi; kuyucuklardaki numuneler aspire edildikten sonra, her
bir kuyucuga 300’er pl 1:10’luk fosfat tamponu koyulmak ve 1 dakika beklemek suretiyle 3 kez
tekrarlandi. Kuyucuklarin iizerine 100 pl konjugat pipetlenerek oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edildi. Tekrar yikama islemi yapilarak kuyucuklara 100 pl substrat soliisyonu eklendi, 30 dakika
oda sicakliginda karanlikta inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda 100 pl stop soliisyonu
eklenerek reaksiyon bloke edildi ve 450 nm’de ELISA okuyucusunda kolorimetrik 6l¢im yapildi.
Elde edilen optik dansite (OD) sonuglar1 cut-off degerine gore degerlendirildi (Sekil 2).

1:101 serum diliisyonu

l

100 pl 6rnek ve kontroller kuyucuklara pipetlenir

!
30 dakika oda 1s1sinda inkiibasyon

!
3 defa yikanir

I
100 pl konjugat pipetlenir
!

30 dakika oda 1sisinda inkiibasyon

!
3 defa yikanir

i
100 pl substrat pipetlenir

l

30 dakika oda 1sisinda inkiibasyon

!
100ul stop pipetlenir

!
450 nm’de OD okunur
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Sekil 2: M. pneumoniae ELISA test prosediirii akis diyagrami

C. pneumoniae IgM ve IgA MIF yontemi tiretici firmanin test prosediiriine gére calisildi. Her slide
alaninda bulunan kontroller ile paralel islem yapildu.

Focus C. pneumoniae IgM ve IgA MIF kit icerigi;
. Chlamydia MIF substrat slide (10’ar adet)

. Konjugat IgM ve IgA (1’er sise 3,5 ml)

. Pozitif kontroller

. Negatif kontroller

. Diliient (12°ser ml)

. Gliserol (2,5’ar ml)

. Fosfat tamponu (toz halde 2’ser poset)

Once liyofilize fosfat 1 litre suda ¢dziindiiriildii. Serumlar fosfat tamponu ile 1:20 oraninda diliie
edildi. Diliie serumlar ve kontroller slaytlardaki yerlerine 25 ul pipetlendi, iizeri kapatilarak nemli
bir ortamda 37°C’de IgM 90 dakika, IgA ise 30 dakika inkiibe edildi. Yikamay1 yaparken 6nce
slaytlar1 iizerine 1 saniye gibi kisa bir siire fosfat tamponu dokiildii, ardindan 10 dakika icerisinde
fosfat tamponu bulunan yikama tankinda bekletildi, ¢ikartilip havada kurutuldu. Slaytlardaki
numune yerleri lizerine 25 pl konjugat pipetlendi ve {izeri kapatilarak nemli bir ortamda 37°C’de
30 dakika inkiibe edildi. Tekrar yikama ve kurutma iglemi yapildiktan sonra slaytlara gilserol
damlatilarak lamel kapatildi ve floresan mikroskobunda incelendi (Sekil 3).
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1:20 Serum diliisyonu

!

25 pl diliie serum ve kontroller pipetlenir

!

30 dakika IgA, 90 dakika IgM i¢in oda 1sisinda inkiibasyon

l

yikanir

l

25ul konjugat pipetlenir

!

30 dakika oda 1sisinda inkiibasyon

!

yikanir

l
10 ul gliserol

l

Floresan mikroskobunda incelenir

Sekil 3: C. pneumoniae IgM ve IgA MIF test prosediirii akis diyagrami

L. pneumophila TFA test prosediiriine gore ¢aligildi.

Focus L. pneumophila IgM IFA kit igerigi;
. Legionella substrat slide (10 adet

. Konjugat (IgM)

. Polivalan pozitif kontrol

. Negatif kontrol

. Diliient

. Gliserol

. Fosfat tamponu (toz halinde, 2 poset)

Once liyofilize fosfat 1 litre suda ¢dziindiiriildii. Serumlar fosfat tamponu ile 1: 16 oranindan
baslayarak seri diliisyonlar yapildi. Diliie serumlar ve kontroller slaytlardaki yerlerine 25 pl
pipetlendi, tizeri kapatilarak nemli bir ortamda 37°C’de 45 dakika inkiibe edildi. Yikamay1
yaparken Once slaytlari lizerine 1 saniye gibi kisa bir siire fosfat tamponu dokiildii, ardindan 20
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dakika icerisinde fosfat tamponu bulunan yikama tankinda bekletildi, ¢ikartilip havada kurutuldu.
Slaytlardaki numune yerleri {izerine 25 pl konjugat pipetlendi ve iizeri kapatilarak nemli bir
ortamda 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Tekrar yikama ve kurutma iglemi yapildiktan sonra
slaytlara gilserol damlatilarak lamel kapatildi ve floresan mikroskobunda incelendi (Sekil 4).

1:16 Serum diliisyonu
!
25 pl diliie serum ve kontroller pipetlenir
!
45 dakika oda 1sisinda inkiibasyon
!
yikanir
!
25ul konjugat pipetlenir
!
30 dakika oda 1sisinda inkiibasyon
!
yikanir
!
10 pl gliserol
!

Floresan mikroskobunda incelenir

Sekil 4 : L. pneumophila IFA test prosediirii akig diyagrami

Hasta ve kontrol gruplarindan elde edilen sonuglarin istatistiki degerlendirilmesinde SPSS for
Windows 10,0 paket programinda Ki-kare Fischer exact testi kullanildi.

C Reaktif Protein (CRP) degerleri nefelometri yontemi ile, 16kosit degerleri kan sayimi cihazi ile
calisildu.
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3.BULGULAR

Caligmaya alinan 78 hastadan alinan serum ornekleri; M. pneumoniae, C. pneumoniae ve L.
pneumophila basta olmak tizere, atipik etkenlerin varlig1 yoniinden arastirild.

Orneklerin 42’si erkek, 36’s1 bayan hastalardan alind1. Yas ortalamalar1 58,8 olan hastalarin
yaslar1 21-83 arasinda degisiyordu. Serum 6rnegi alinan hastalarin tiimii atipik pndmoni
semptomlart gosterirken, 19 hasta (%24,3) KOAH, 10 hasta (%12,8) astma ve 2 hasta (%2,5) sik
gecirilmis pndmoni dykiisiine sahipti. Hastalarin 34’1 (%43,5) oksiiriik, 32’si (%41) balgam
¢ikarma, 12’si (%15,3) gece terlemesi ve 6’s1 da (%7,6) yan agrisi sikayetleri ile hastanemize
bagvurmuslardi.

Hastalarin 34’{inde (%43,5) CRP yiiksekligi, 21’inde (%26,9) 16kositoz saptandi. Hastalarin
balgam kiiltiirii sonuglarina baktigimizda; 12 hastada (%15,3) S.pneumoniae, 1 hastada (%1,2)
H.influenzae, 1 hastada ise (%1,2) Serratia odorifera iiredi. Hastalarin ARB sonuglart ise; 1
hastada (%1,2) ARB +++, 1 hastada (%1,2) ARB ++, 2 hastada (%2,5) ARB + olmak iizere
toplam 4 hasta pozitif olarak bulundu.

Caligmaya alinan toplam 78 hastanin 30’unda (%38,4) C. pneumoniae IgM, 36 hastada (%46,1)
M. pneumoniae IgM, 1 hastada (%1,2) L. pneumophila IgM pozitif bulundu. Test grubu ile ayni
tarihler arasinda hastanemize bagvuran check-up hastalarindan bir kontrol grubu olusturuldu. Test
ve kontrol grubu sonuglari karsilagtirildiginda test grubunu pozitifliginin kontrol grubu arasinda
istatistiki olarak anlaml farklilik saptandi. C. pneumoniaeigin bu oran 30/4, M. pneumoniae i¢in
36/1 iken L. pneumophila i¢in kontrol grubunda pozitiflik saptanmadi (Tablo 2).
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Tablo 2: C. pneumoniae ve M. pneumoniae IgM ve IgA pozitifliklerinin kontrol grubuyla

karsilastirilmast
HASTA (n=78) | KONTROL (n=28) P
C.. pneumoniae IgM 30 4 P<0,05
C. pneumoniae IgA 20 1 P <0,001
M. pneumoniae IgM 36 1 P < 0,001
M. pneumoniae IgM 23 1 P<0,01

C.. pneumoniae ve M. pneumoniae pozitif olan hastalar, IgM ve IgA agisindan
degerlendirildiginde, 30 hastanin (%38,4) C.. pneumoniae IgM’i, 17 hastanin (%21,79)
C.pneumoniae IgA' pozitif oldugunu goriildii. M. pneumoniae’da ise 36 hastanin (%46,1) IgM’i,
23 hastanin ise (%29,4) IgA pozitif bulundu. Test grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda genel
sonuglarda oldugu gibi test gruplarinin kontrol gruplarina iistiinliik sagladig: goriildii. C.
pneumoniae IgM i¢in bu oran 32/4 ve IgA igin 17/1 olarak saptanirken, M. pneumoniae IgM i¢in
36/1 , IgA igin 23/1 oldugu saptandi. (Tablo 3)

TABLO 3: C. pneumoniae ‘nin hasta ve kontrol gruplarindaki IgM ve IgA pozitiflik sayilari
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n=78 HASTA KONTROL
IgM : 32 4
C. pneumoniae
IgA : 17 1
M. pneumoniae IgM : 36 1
IgA : 23 1

Hastalar, L. pneumophila agisindan titrasyona tabi tutularak degerlendirildi ve
L. pneumophila IgM pozitifligi olan bir hasta 1:256 titrede (%1,2) pozitiflik bulundu

(Sekil 1).
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Sekil 5: Degisik titrelerde L. pneumophila pozitiflik sayilar1 (n=78)

Hastalar Influenza A ve B, RSV ve Adenovirus IgM acisindan da
degerlendirildi. Hastalarin 12’sinin (%15,3) Influenza A, 7’sinin (% 8,9) Influenza
B, 9’unun (%11,5) RSV ve 2’sinin de Adenovirus agisindan pozitif goriildii.
Viruslarin mevsimlere ve yaslara gore dagilimi incelendiginde; en ¢ok kis aylari

olmak iizere, bahar ve giiz donemlerinde yaygin oldugu goriildi (Sekil 2,3).
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Sekil 6: Viruslarin aylara gore pozitiflik sayilar1 (n=78)
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Sekil 7: Viruslarin yaslara gore pozitiflik sayilar: (n=78)

M. pneumoniae, C. pneumoniae’ye viruslarin da eslik ettigi durumlar goriildii

(Tablo 4).
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Tablo 4: M. pneumonia ve, C. pneumoniae ile viral etkenlerin birlikteligi.

N=78 Influenza A Influenza B RSV Adenovirus
M. pneumoniae 7 2 7 1
C. pneumoniae 1 3 3 -

M. pneumoniae ve C.. pneumoniae pozitifliklerinin aylara gére dagilimi
incelendi. M. pneumoniae kis aylarinda en yiiksek diizeye ulasip zamanla diizenli
olarak azaldig1 goriildii. C. pneumoniae, benzer bir grafik gosterirken baharda tekrar
yiikseldigi gozlendi (Sekil 4).

0 =

ocak subat mart nisan mayis eylul ekim aralik

aylar

O C.pneumoniae B M. pneumoniae

Sekil 8: M. pneumoniae ve, C. pneumoniae pozitifliginin aylara gore dagilimi

M. pneumoniae ve C. pneumoniae pozitiflikleri yaslara gore de incelendi.
Pozitiflik daha ¢ok 40 yas {lizerinde goriiliirken, en cok pozitiflik 50-60 yaslar
arasinda saptandi (Sekil 5).
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Sekil 9: M. pneumoniae ve C. pneumoniae pozitifliginin yaslara gore dagilimi

IFA yontemiyle serumda atipik pndmoni etkenleri saptanirken, kiltiir ile balgamda aside rezistan
boyama (ARB) yontemiyle boyanan balgamda da bakteriyel pndmoni etkenleri de arastirildi ve bu
etkenlerin atipik etkenlerle beraber bulundugu olgular gériildii (Tablo 5).

Yas M.p C.p L.p S.p H.inf Serratia ARB
67 + + +
59 + +
57 + + +
65 + + +
43
65 +
49 + +
59 + + +
68 + +
48 + +
50 + +++

Tablo 5: Atipik pndmoni etkenleriyle bakteriyel pnémoni etkenlerinin beraber goriildiigii
olgularin dokiimii. ( M.p.: M. pneumoniae, C.p.: C. pneumoniae, L.p.: L.pneumophila,
S.p.:S..pneumoniae).

TABLO 6: M. pneumoniae, C.pneumoniae ve L. pneumophila ile birlikte goriilen
CRP yiiksekligi ve 16kositozlu hasta sayilari.
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ETKENLER CRP wBC
M. pneumoniae ( n=36) 10 4
C. pneumoniae( n=30) 14 6
L. pneumophila( n=1) 1 1

4. TARTISMA
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Alt solunum yolu infeksiyonlar1 bolgemizde onde gelen saglik sorunlar
arasindadir. Klasik etkenlerin yol ac¢tifi pndmoninin yaninda, atipik patojenler de
gittikce sik goriilmektedir. Atipik pndmoniden sorumlu baslica bakteriyel etkenler;
M. pneumoniae, C. pneumoniae ve L. pneumophila olarak sayilabilir. Balgamsiz
veya az miktarda mukoid balgamin eslik ettigi, Oksiiriglin giinler icinde artis
gosterdigi, atesin diislik derecede seyrettigi ve akciger muayenesinde grafi bulgulari
ile uyumsuz olarak pek az dinleme bulgusunun oldugu bir tablo olusturdugundan
klinik teshisi olduk¢a zor bir hastaliktir. Bu gibi durumlarda laboratuar bulgularinin
Onemi ortaya ¢ikmaktadir. Patojenlerin kiiltiirde lireyememeleri veya liremelerinin
zor ve zaman alict olmasindan dolay1 kiiltiir pek tercih edilen bir yontem degildir.
Hastaligin hizli tanisi icin yapilan PCR gibi molekiiler yontemlerin pahali olmasi ve
genis laboratuar olanaklarina ihtiya¢ duymasi, bu konuda stadardizasyonun
saglanamamig olmasi (65,66) serolojik yontemlerin Onemini One ¢ikartmaktadir.
Biitlin bu olumsuz etkenlerin disinda kalan ve duyarliligi ile de tercih edilen yontem,;
IFA yontemidir. Yaptigimiz ¢alismada IFA yontemiyle yukarida sayilan etkenlere
kars1 gelisen; IgM, IgA ve total antikor ve ELISA yontemi ile IgA aranmasi
gerceklestirilmistir.

Atipik etkenlerin ve bazi viruslarin hastane disinda gelisen ASYE’nin
%20-40’m1 olusturdugu, toplum kokenli pnomonilerde viruslar disindaki bu ii¢

etkenin goriilme sikliginin ise %10-20 arasinda oldugu bildirilmistir (1).

M. pneumoniae, hastane disinda gelisen atipik pnémonilerde viruslardan sonra en sik rastlanan
etkendir. ABD (Seattle) ve Ingiltere’de yapilan calismalarda tiim toplumdan edinilmis
pnomonilerin %15-18’inin M. pneumoniae kokenli oldugu bildirilmistir. Bagka bir genis kapsamli
calisma da hastanede yatarak tedavi géren 1300 pnémoni olgusunda M. pneumoniae st oran1 %4,9
bulunmus, ayn1 grup i¢inde yasi 65’in {izerindeki hastalarda ise bu rakam %9,3 olarak
saptanmustir. Yaz aylarinda goriilen pndmonilerin yaklasik %50’sinden de ayni etken sorumludur.
Genel olarak ise 5-20 yaslar1 arasinda goriilen pndmonilerin yaklagik %30-60’1n1 M. pneumoniae
pnémonileri olusturmaktadir. M. pneumoniae 4-8 yilda bir, daha ¢ok yaz sonu ve sonbaharda
goriilen epidemiler yapar. Sonbahar ve kis aylarinda daha yogun olmak iizere yil boyu sporadik
olarak pnomoni etkenidir (1). Slovenya’da yapilan bir caligmada M. pneumoniae %5,7 oraninda
pozitif bulunmustur(68). ispanyada yapilan bir calismada M. pneumoniae IgM %1,3 oraninda
pozitif bulunmustur (67).

Cesitli tilkelerde yapilan seroepidemiyolojik ¢alismalarda, C. pneumoniae infeksiyonu insidansi
%50 civarinda bulunmustur. ABD’de yapilan prospektif ¢alismalarda toplumdan edinilmis
pnomonilerde C. pneumoniae etkeni % 6-10 oraninda saptanmustir (1). 1990 yilinda ABD’de Fang
ve arkadaglari bir y1l boyunca inceledikleri 359 pnomoni olgusu ile 1960 yilindan o giine dek
yapilmis benzer ¢alismalari karsilastirmislar, sonugta toplumdan edinilmis pnémonilerin
etyolojisinde son 10 yilda baz1 degisimlerin olustugu, Legionella ssp (%7) ve C. pneumoniae(%6)
gibi etkenleri etyolojik siralamada ilk besin i¢inde yer aldiklarini gézlemlemiglerdir. 1992 yilinda
yayinlanan bir bagka ¢alismada da Grayston retrospektif olarak 200 pnémoni olgusunun ¢ift
serumlarini incelemis ve olgularin %8’inde akut C. pneumoniae infeksiyonu bulgusu saptamustir.
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Ancak yasa bagli atak hizi toplumdan topluma degismektedir. Geligmis iilkelerde 5 yasin altindaki
cocuklarda C. pneumoniae infeksiyonu nadir iken gelismekte olan iilkelerde serolojik ¢aligmalara
dayal1 veriler ayn1 yas grubunda %6 kadar 6nemli oranlarda oldugunu ortaya koymaktadir. Genel
olarak ise C. pneumoniae nin ileri yaslarda arttigin1 gézlemlemek miimkiindiir. Hastaligin
(semptomatik veya asemptomatik) gecirildigine dair kanit olarak spesifik IgG antikorlarinin
arastirildig1 kapsamli bir ¢caligmada 7 {ilkenin eriskin yas grubunda ortalama %50 oraninda
poziftiflik saptanmistir; bu oran Kanada’da yaklagik %40 iken Taiwan ve Panama’da %60’1n
iizerinde bulunmustur. Infeksiyondan sonra antikorlarin ortalama 2 yilda kaybolmasi
beklendiginde C. pneumoniae antikor prevelansimin %50 gibi yiiksek bir oranda bulunmasi bir ¢ok
kisinin yasami boyunca birden fazla C. pneumoniae infeksiyonu gegirdigini diisiindiirmektedir. C.
pneumoniae infeksiyonlarinin popiilasyon insidansinda bir periyodisite de vardir. Bu ABD’de 4
yil, Danimarka’da ise 6 yilda bir belirgin piklet seklinde gézlenmektedir. Bugiine kadar yapilan
biitiin ¢aligmalarda C. pneumoniae etkeninin en yaygin klinik manifestasyonlarinin pnémoni ve
sonra bronsit oldugu gézlenmistir. Ayrica degisen oranlarda diger akut solunum yolu
infeksiyonlar1 da bildirilmistir. Arastirmalar yashlardaki C. pneumoniae infeksiyonlarinin genelde
reinfeksiyon tipinde oldugunu gostermektedir. Japonya’da bildirilen bir olguda 18 giinliik
makrolid antibiyotik uygulamasini da kapsayan multiple antibiyotik kiirlerine ragmen C.
pneumoniae kiiltiirlerde persistan olarak pozitif kalmistir. Ote yandan birgok ¢alismada nedeni
bilinmeyen ates ve influenza benzeri hastalik tablolarinin C. pneumoniae infeksiyonu ile ilgili
olabilecegine dair kanitlar elde edilmistir (68). Isvigre’de yapilan benzer ¢alismada ise bu etkene
rastlanmamustir. Hastane disinda pnomoni geciren kisilerin %10-21’inde serolojik olarak
gecirilmis C. pneumoniae infeksiyonu saptanmustir (1). Slovenya’da yapilan bir ¢aligmada C.
pneumoniae varlig1 %9,5 oraninda bildirilmistir. (69). Ispanyada yapilan bir calismada ise C.
pneumoniae 1gM %13,5 oraninda pozitif olarak bulunmustur (67)

Atipik pnomonilerin yaklagik %10-15"i Legionella tiirleri ile olmaktadir. Epidemiler ve endemiler
yaninda en sik sporadik olgulara rastlanir. Cesitli ¢alisma serilerinde, toplumdan edinilmis
pnémonilerde Legionella tiirlerinin insidansi %1-30 arasinda bildirilmistir. Bu rakam, hastanede
yatarak tedavi olmay1 gerektirmeyen pndmonilerde %1 iken, hastane tedavisi gerektiren toplum
kokenli pndmonilerde belirgin sekilde yiikselmektedir. Nazokomiyal pndmonilerdeki Legionella
insidansi % 1-30 arasinda bildirilmistir. Hastaligin insidansina iligkin yapilan ¢aligmalarda alinan
farkli sonuglarda; bolgesel farkliliklar, hastanede yatma ya da ayaktan tedavi gérme, tani
yontemleri ve olanaklari, calisma yapildigi sirada hastane veya toplumda epidemi olusu ve altta
yatan kronik hastaliklarin siklig1 rol oynamaktadir. leri yasta olmak (>50), alkolizm, sigara igme,
kronik bir hastalig1 olmak (kronik bronsit, anfizem, diyabetes mellitus, bobrek yetmezligi vs.),
immiinosupresif durum ve transplantasyon uygulanmasi infeksiyon riskini artiran faktorlerdir (1).
Slovenya’da yapilan bir calismada L. pneumophila %2,8 oraninda bildirilmistir (69). Ispanyada
yapilan bir ¢aligmada L. pneumophila IgM %12,5 oraninda pozitif olarak bulunmustur (67)

Kesin rakamlar verilememekle birlikte lilkemizde de pnoémoniler 6nemli bir
morbidite ve mortalite nedenidir. Bugiin tan1 olanaklarinda kaydedilen teknolojik
gelismelere ragmen pnomonilerin %49’lara varan biiyiikk bir kisminda etyoloji
saptanamamaktadir (68). Ulkemizde Istanbul Universitesinde yapilan bir ¢alismada;
M. pneumoniae %70,6 , C. pneumoniae %11,8 ve ikisi bir arada %11,8 oraninda
goriildiigii  bildirilmistir (70). Karadeniz Teknik Universitesinde yapilan bir
calismada ise M. pneumoniae IgM %26,6 oraninda pozitif bulunurken diger atipik
patojenlere rastlanmamustir  (71). Istanbul Universitesinde yapilan bagka bir
calismada M. pneumoniae %25,3 oraninda saptanmistir (72). Ankara Refik Saydam
Hifzisihha Merkezinde yapilan bir ¢alismada M. pneumoniae IgM %7,3 oraninda
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pozitif bulunmustur (73). Istanbul Universitesinde yapilmis baska bir ¢alismada da
C. pneumoniae IgM %1,7, C. pneumoniae IgA %35.4 olarak bildirilmistir (74).

Caligmaya alinan toplam 78 hastanin 30’unun (%38,4) C. pneumoniae IgM, 36 hastanin (%46,1)
M. pneumoniae IgM, 1 hastanin da (%]1,2) L. pneumophila IgM IFA yontemi ile pozitif bulundu.
Diinyada ve iilkemizde yapilan ¢aligma sonuglarinda da oldugu gibi en ¢ok M. pneumoniae
pozitifligi saptandi. Caligmamizin sonuglarina gore C. pneumonia nin mevsimsel dagilisinin kis ve
bahar aylarinda sik olmasinit da géz 6niinde bulundurursak C. preumonia nin kig ve bahar
aylarinda bdlgemizde bir salgin olusturmus oldugunu sdyleyebiliriz. Test grubu ile ayni tarihler
arasinda hastanemize bagvuran bir kontrol grubu olusturuldu. Test ve kontrol grubu sonuglari
kargilagtirildiginda test grubunu pozitifliginin kontrol grubuna gore istatistiki olarak yiiksek oldugu
goriildii. Kontrol grubundaki 28 6rnekte, C. pneumoniae igin bu oran %14,2, M. pneumoniae igin
%2,7 iken L.pneumophila igin kontrol grubunda pozitiflik saptanmadi.

C. pneumoniae 's1 pozitif olan hastalar, I[gM ve IgA ag¢isindan degerlendirildiginde, 30 hastanin
(%38,4) IgM’1, 20 hastanin ise (%25,6) IgA’sinin pozitif oldugunu saptandi. Bu sonuglar
dogrultusunda 32 hastada akut C.pneumoniae infeksiyonu oldugu, 17 hastanin da C. pneumoniae
infeksiyonu gecirmis oldugu saptandi. Test gruplari kontrol gruplari ile karsilastirildiginda genel
sonuglarda oldugu gibi test gruplarinin kontrol gruplarina istiinliik sagladig: goriildii, IgM i¢in bu
oran 32/4 ve IgA i¢in 17/1 olarak saptandi.

M. pneumoniae’s1 pozitif olan hastalar, IgM ve IgA agisindan degerlendirildiginde, 36 hastanin
(%46,1) IgM’1, 23 hastanin ise (%25,6) [gA’sinin pozitif oldugunu saptandi. Bu sonuglar
dogrultusunda 36 hastada akut M.pneumoniae infeksiyonu oldugu, 23 hastanin da M.pneumoniae
infeksiyonu gecirmis oldugu saptandi. Test gruplari kontrol gruplari ile karsilastirildiginda yine bu
test gruplarinin kontrol gruplarina iistiinliik sagladig: goriildi. IgM icin bu oran 36/1 ve IgA igin
23/1 olarak saptandi.

Her iki etkenin de yiiksek seropozitivite gostermesi, bdlgemizde bu patojenlerin beklenenden daha
yiiksek oranda goriilebilecegini isaret etmektedir. Dolayisi ile bu etkenlerin bir arada taranabildigi
ve hasta bazinda hizli sonug alinabilen IFA biyogip slide panellerinin uygun bir tani araci oldugu
ve maliyeti diiglirdiigii diisiiniilmektedir.

Calismamizda, C. pneumoniae ve M. pneumoniae ‘nin beraber bulundugu
toplam 8 (%10,2) olgu saptandi. Bu hastalarin ¢ogu 50 yas ve iizerinde olup,
hastanemize kis aylarinda bagvurmus bulunuyorlardi. Bu hastalardaki seropozitiflik,
ko-infeksiyon ya da ardarda gecirilmis pndomoni olarak degerlendirilebilir.
M.pneumoniae ve C.pneumoniae pozitifliklerinin aylara gore dagilimi incelendi.
M.pneumoniae kis aylarinda en yiiksek diizeye ulasip zamanla diizenli olarak
azaldig1 gorildii. C.pneumoniae, benzer bir grafik gosterirken baharda tekrar
yiikseldigi gozlendi. Bu durum bir salgina isaret etmektedir. M. pneumoniae ve C.
pneumoniae pozitiflikleri yaslara gore de incelendi. Pozitiflik daha ¢ok 40 yas

tizerinde gortiliirken, 50-60 yaslarinda sikligin arttig1 saptandi.

Hastalarin balgam kiiltiirii sonuglarina baktigimizda; 12 hastada (%15,3) S.pneumoniae, 1
hastada (%1,2) H.influenzae, 1 hastada ise (%1,2) Serratia odorifera iiredi. Hastalarin 4’{iniin
ARB sonuglar pozitif olarak degerlendirildi. Hastalarin serumlarindan da atipik etkenlerin
saptanmastyla, hem bakteriyel pndmoni hem de atipik pndmoninin beraber goriildiigii olgularin
oldugu gozlendi.

Hastalar Influenza A ve B, RSV ve Adenovirus acisindan da degerlendirildi. Hastalarin 12’sinin
(%15,3) Influenza A ile, 7’sinin (% 8,9) Influenza B ile, 9’ unun (%11,5) RSV ile ve 2’sinin de
Adenovirus ile infekte oldugu goriildii. Viruslarin mevsimlere ve yaslara gére dagilinu
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incelendiginde; en ¢ok kis aylari olmak {izere, bahar ve giiz donemlerinde yaygin oldugu goriildi.
Bu viral patojenlerin atipik pndmoni etkenleriyle birlikteligine de ratlanmas ilgi ¢ekicidir.

Hastalarin tiimii atipik pndmoni semptomlar1 gosterirken, 19 hasta (%24,3) KOAH, 10 hasta
(%12,8) astma, 2 hasta (%2,5) gecirilmis pndmoni olgularina sahipti. Hastalarin 34’1 (%43,5)
okstirtik, 32’si (%41) balgam ¢ikarma, 12’si (%15,3) gece terlemesi ve 6’s1 da (%7,6) yan agrist
sikayetleri ile hastanemize bagvurmuslardi. Atipik pndmoni etkenlerinin; KOAH, astma gibi
hastaliklarin akut ataklarinda hasta serumlarinda pozitif bulunmasi, bu patojenlerin varliginin bu
hastaliklarda diistiniilmesi gerektigini gostermektedir. Nitekim yapilan bir ¢alismada da (75)
KOAH akut ataginda atipik pnémoni etkenlerinin saptandig1 bildirilmistir.

6. SONUC
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Atipik pndmoni etkenlerinin saptanmasina yonelik olarak yaptigimiz ¢alismanin sonuglari
1s181nda, 6zellikle M. pneumoniae ve C. pneumoniae nin bdlgemizde goriilen pnémonilerden
siklikla sorumlu olabilecegi sdylenebilir. Bu etkenlerin mevsimsel dagilim olarak kis aylarinda
daha sik goriildiigli ve gosterdigi zamansal yogunluklar goz 6niine alindiginda salginlar halinde
ortaya ¢ikabildigi de bulgularimizdan anlagilmaktadir. Diger bir etken olan L. pneumophila’nin
diistik oranda bulunmasi, bu bakterinin rezervuar olarak bulundugu havalandirma sistemleri gibi
ortamlarda hastalarin uzun siireli kalmamasina bagli olabilir.

Diger bir patojen grubunu olusturan viral etkenlere de kis aylarinda siklikla rastlanmasi ve bazen
bakteriyel etkenlerle birliktelik gdstermesi de ilging bir sonugtur. Yanisira sporadik vakalarda
birden fazla etkenin birarada saptanabilecegi de gosterilmistir. Dolayisiyla tiim patojen gruplarin
taranmasinin gerekliligi goriilmektedir.

Caligmada kullandigimiz temel yontem olan IFA’nin, hizli ve giivenilir sonug¢ vermesi ve
gerektiginde bu tip infeksiyonlarda cesitli patojenleri incelemeyi olanakli kilmasi nedeniyle
laboratuvarimizda rutin kullanima uygun bir yontem olabilecegi kanisina varilmistir.

Sonug olarak;
1. Atipik pnémoni etkenleri bolgemizde beklenenden daha fazla bulunmustur.
2. Atipik pndémoni infeksiyonlarina yonelik rutin mikrobiyolojik incelemeler iginde yer
almasinin tan1 ve tedavi agisindan gerekli oldugu diistiniilmektedir.
3. KOAH, astma gibi altta kronik bir rahatsizligin bulunmasi atipik pnémoni i¢in bir zemin
olusturmaktadir.

4. Yeni bir yontem olan biyogip slide IFA paneli, ajanlarin tek tek arastirildigi yontemlere gore
hizli sonug vermesi, pratik olmasi ve duyarhilig ile iyi bir tan1 yontemidir.

Oneriler;

. Semptomatik hasta grubunda atipik pndmoni etkenleri, bolgemizde incelenmesi gereken bir
patojen grubudur.

. Bu etkenlerin birarada arastirilmasinda biyocip slide IFA paneli pratik, ucuz ve duyarl bir
yontem olarak kullanilabilir.
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