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Abstract

Mycoplasma pneumoniaee Legionella pneumophilagiderek
artan oranda, toplumda ediniknalt solunum yolu enfeksiyonl:
(ASYE)'nin etkeni olarak tanimlanmaktadirl&f. pneumonia@yrica
hastane enfeksiyonlarinda da etkendir. Busgeanin amaci, toplum
edinilmis ASYE nedeniyle hastanede yatan ¢ocuklarda, biksiyfen-
larin hizlh tanisinda gergcek zamanli polimeraz izineaksiyonu
(PZR)’nun yerini aratirmaktir. Bu ¢ajmada, 2001 yil icinde, |
cocuk ileriye doniik olarak incelengtir. Mikrobiyolojik incelemeler-
de, indiklenmi balgam veya hgaz sirintlisi orneklerind@.
pneumonia ve L. pneumophilaigin LightCycler ile kapiller PZI
yontemi ve glestirilmis serum 6rneklerind®. pneumoniaegin IgM
enzimli immun deneyl.. pneumophilaginse immufioresans testle
uygulanmgtir. Serolojik incelemeler, 18 hastada (%27.5) akut
pneumoniatkenfeksiyonu, 1 olguda da (%1.5) L. pneumophila lesife
yonu old@gunu ortaya koymgtur. M. pneumoniaeayrica, seroloji
tani almg olgularin 9 (%50)'unda, kapiller PZR ile balgammékle-
rinde de gosterilngtir; bu olgulara, akut evrede tani koydurucu dizey-
de olmayan IgM’lere sahip 4 (%22) hasta da dahikiapiller PZR v
IgM enzimli immun deney, birlikte, akut evredeki 15683) M.
pneumonia olgusunun tanimlanmasinigéamistir. Sonug olarakM.
pneumonia’nin, Yunanistardaki ¢ocuklarda, hastanede yatn
gerektirecek kadar 6nemli bir ASYE etkeni oldu soylenebilit
Balgam drnginde kapiller PZR, akut donemd#]. pneumoniage
bagli ASYE tanisinin koyulmasini ve tedavinin ve hksta izolasyo-
nunun yonlendirilmesini gdayabilir.
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Mycoplasma pneumoniaend Legionella pneumophilaare
increasingly recognized as important agents of conityracquires
lower respiratory tract infections (LRTIM. pneumoniaehas bee
also recognized as a cause of nosocomial infectibimes aim of thi
study was to investigate the role of real time pwyase cha
reaction (PCR) for the rapid diagnosis of theseedtibns amor
hospitalized children with community-acquired LRDuring 2001
65 children were prospectively studied. Microbidtag investigatio
consisted of capillary PCR with a LightCycler fdr pneumonia&anc
L. Pneumophilain induced sputum or throat swab specimens,
enzyme immunoassay fov. pneumoniaeand immuwnfluorescenc
for L. pneumophilan paired sera. Serology testing showed abdite
pneumonia infection in 18 (27.5%) patients ahd pneumophilan 1
(1.5%). M. pneumoniaewas also detected in sputum specime
capillary PCR in 9 (50%) serologically diamged cases, including
(22%) with nondiagnostic IgM levels in the acute phase. Capi
PCR and IgM enzyme-immunoassay diagnosed togethé3Po) M.
pneumonia cases in the acute phase. It is concluded Mat
pneumoniae is an important cause of LRTI eoessitatin
hospitalization among children in Greece. CapillR2@R in sputul
may diagnoseM. pneumoniadLRTI in the acute setting and dir
therapy and isolation of patients.
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Son 10 yil icinde, atipik bakterileregkin bil-
gilerimizde  6nemli  bir aryi  olmustur.?
Mycoplasma pneumoniaen, okul ¢aindaki ¢o-
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cuklarda, toplumda edinilgi alt solunum yolu Mikrobiyolojik 6rneklerin toplanmasi
enfeksiyonlari (ASYE)'nda, dnemli bir etken oldu- Serum ve indiiklenrgibalgam 6rnekleri, hasta-
gu bilinmektedir’® Son vyillarda yapilngi olan  neye bavurudan sonraki 24 saat icinde (akut evre)
calismalar, bu patojen ile ggkn enfeksiyonlara, toplanmstir. Bundan 4 hafta sonra, ikinci bir serum
daha kiguk cocuklarda da sik rastl@m ve bu  6rnesi  alinmstir. indiklenm balgam, 4 mL
enfeksiyonlarin, duyarl hastalarda, astim alevlen-%3’lik NaCl'nin nebUllizér aracgyla solunmasi
mesini ve persistan Oksiii tetikleyebildgini ile elde edilmgtir. Hastalardan, kuvvetlice oksurdp,
ortaya koymaktadit?> Hastane ortamindaM. balgam cikarmalari istenstir. DOrt yssindan kigik
pneumoniaeenfeksiyonu olan hastalarin hizla ta- hastalardan balgam ogfiekolay alinamadiindan,
nimlanmasi, bakterinin hastanede yayihmini énle-bu hastalardan, NaCl inhalasyonunun ardindan,
yebilmek amaciyla hastalarin hemen izole edile-bogaz suruntuleri alinngtir. Balgam ve bgaz
bilmesi acisindan onemlidi:** Legionella pneu-  sUrlnttleri, steril kaplar icine alingnve virls tai-
mophila, erigkinlerde, toplumda ediniiASYEle- ~ ma besiyerlerinin icine koyulngtur. Tim ornekler,
rin etkeni olarak giderek 6nem kazanmaktaysalaboratuvara ukunlincaya kadar -AT'de bekle-
da®®® bu hastafiin cocuklardaki gérinimiine tilmistir. Sadece, 6rnek seti tamamlanabilen hastalar
iliskin bilgiler heniiz yeterli dgildir.**'> Sunulan ~ incelemeye dahil edilrir.

bu calsma, toplumda edinilngi ASYE nedeniyle

hastanede yatan ¢ocuklara pneumoniaeve L. Mikrobiyolojik inceleme
pneumophilamin hizli tanisi igin, yeni gefirilmiss, Mikrobiyolojik testlerin timu, Fransiz Ulusal
LightCycler  kullanilarak  yaritilen  kapiller Referans Merkezi (French Natioqal Reference
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) testinin rolunii Centerynde ve Dinya §bsk Orgitd’ndn,

lestirilmi stir. Rickettsies, Universite de la Mediterranee, Marsil-

ya, Fransa)'nde vyapilgiir. M. pneumoniage
Gereg ve Yéntem kargi IgM ant.ikorlarl, antijen olgrak.s.aﬂtafllmls
M. pneumoniaemembran proteinleri ile énceden
Hastalar kaplanmg mikrotitrasyon plaklari ile callan,
P. & A. Kyriakou Cocuk Hastanesi, Atina, ticari bir enzimli immun deney (B) kiti
Yunanistan'da bulanan tciincl basamak bir cocukDiaSorin, israil) kullanilarak argirilmistir. Or-
hastanesidir. Caima grubu, Ocak-Aralik 2001 neklerin optik dansite (OD) gerleri, otomatik bir
tarihleri arasinda, ASYE nedeniyle Atina Universi- ELISA okuyucu ile 450/620 nm’'de olciilrtir;
tesi Ikinci Pediyatri Bolimi'ne birbiri ardi sira py deserler, kalibrasyon @isi ile hesaplands
bagvuran 6 ay-14 ya arasindaki ¢ocuklardan o- ({izere [y ekseni: ODler, x ekseni: IgM antikorlari-
lusmaktadir. ASYE, pnomoni (ate >38.0C nin, serumun mL’sinde bulunanganma birimle-
ve/veya akut solumu yolu belirti ve bulgulari ve ri (BB)], IgM diizeylerine tekabil etmektedir. IgM
akciger grafisinde infiltrasyonlar), enfeksiyona diizeylerinin >40 BB/mL olmasi halinde, akut en-
bagh oldugu disunilen astim alevlenmesi (dinle- feksiyon tanisi koyulmgur. Bu testin ¢agilmasi,
me ile ekspiratuvar solunum yolu obstriksiyonu ve 3 saat stirmektedir.

solunum yolu enfeksiyonunasgkin belirti ve bul- L. pneumophilaserogrup 1-4 ve 5-6 icin
gular) veya persi;tan Oksurik (>3 haftadan beriserolojik testler, ticari olmayan dolayl
suren 6ksurikjeklinde tanimlanngtir. immunfloresans yontemi ile gercekdieilmi stir.

Calisma protokolii, P. & A. Kyriakou Cocuk Serumlar, 1:32 sulandirimda incelegtini Olumiu
Hastanesi'nin etik komitesi tarafindan onaylapmi bulunan drnekler, 2 kat artan seri sulandirimlari

ve Helsinki Deklarasyonu uyarinca ydrituktii. ~ hazirlanarak —yeniden incelenyii.  Akut L.
Tum hastalarin ebeveynlerinden veya vasilerindenPneumophilaenfeksiyonu,>1:64 titre veya cift
bilgilendirilmis onay alinmtir. serum drnginde 4 kat arty gorilmesi ile tanim-
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lanmstir. Eslestiriimis serum ornekleri ayni anda 95°C'de denattirasyon (30 saniyé)l. pneumoniae
calsilmistir. Tim okumalarda, olumlu ve olumsuz icin 50°C (3 saniye)'del. pneumophildginse 58C
kontrol serumlari kullaniingtir. (2 saniye)'de primerlerin yagmasi ve 7Z’'de bu

DNA'lar, 200 pl balgam veya hgaz ornekle- polimerizasyon (6 saniye). Test sonuclandiktan son-

rinden, QIAmp doku kiti (QIAGEN, Almanya) ra, erim(_a grisi gi_zilmis_ve_incelg.n[mtir._F_Ioregansm
kullanilarak elde edilngtir. DNA ekstreleri, gagi- derecesi, arf‘p"f'ye edﬂmD_NA Uranlerinin m|I§tar|-
daki PZR testlerinde kalip olarak kullanigt; 1) ~ N2 tekabll — etmektedir. ~ Floresan  sinyaller,
P1 sitadhezin genini hedefleyei), (5° AAC CAA LightCycler ile olgulmlg_l ve bunlarin erime 1silar
AAA AAC TGC CTT 3) ve (G) primerler (5 (Tm), olumlu kontroller|nk|yle_k@l_asnrllmlstlr (M.
GGC GGG TGT AGC TAA AT 3 kullanilarak pneumoniaeve L. _pneumophllalgm ™m swa&_yla
M. pneumonia@®ZR ve 2) RNA polimeraz B geni- 5C ve 58C). LightCycler kullanilarak kapiller

ni hedefleyeni (5 ACC AAC CTT GCG TTC PZR, 1 saatten az bir sire i¢cinde tamamlanabilir.
AGA AAA 3,’) ve G primerleri (5 CCT GAA Kontaminasyonu onlemek igin, DNA elde edilmesi,

TCA GAT GCA ACA TTC TT 3) kullanilarakL. reaksiyon kagiminin hazirlanmasi, DNA ekstresinin
pneumophila PZR. Bu primerler kullanilarak eklenmesi ve amplifikasyorglémleri, ayri odalarda

amplifiye edilen hedefler, bilgisayar ortaminda 9€rceklstirilmistir.
sanal 6zgullgu salamak amaciyla, Blast yazilimi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)/ kullanila- Bulgular o
rak, Genbank veri tabani ile kdastirimistir. Hastalarin dzellikleri
Genbank veri tabaninda bulunan herhangi b§r ba Calismaya 65 gocuk dahil edilgtir. Cocukla-

ka cinsin herhangi bir dizilimi icinsanal hedef rin ortalama yg 6 yildir (10 ay-13 y§. Bu ¢ocuk-
dizilimi benzerlginin sabit sinir dgeri <%20'dir.  larin 24 (%37)’'0 5 ygndan kuguk, 31 (%48)'i 5-9
DNA amplifikasyonu, Light Cycler'da, ureticinin Yasinda ve 10 (%15)'u da 10-14 gadadir. Klinik
talimatlarina gore yapilgtir (Roche Diagnostics, tanilar @agidaki gibidir: Pnémoni (60 hasta, %92),
Almanya). Her kapiller icin 2@l reaksiyon kari- ~ astim alevlenmesi (4 hasta, %6) ve persistan 0ksu-
simi hazirlanmytir; bu kargimda, 11.6ul steril su, ik (1 hasta, %2). Cocuklarin 15 (%23)'i, hastane-
2.4pL 25 mM MgCh, her test icin 1@M'lik i ve ye bagvurmadan dncegazdan antibiyotik ile tedavi

G primerlerinin her birinden l'emL, 2 pL edilmigtir (10 gocuktaB-Iaktan:n antibiyotik ve 5
FastStrat SYBR Green kaimi (FastStart SYBR ¢ocukta makrolit antibiyotik). Ornekler, belirtiiar
Gren kiti, Roche Diagnostics, Almanya, icinde ortaya ¢ikmasindan sonra ortalama 7.3 gtinde (1-30
mevcuttur) ve 2uL DNA ekstresi bulunmaktadir. 9Un) toplanmtir.

FastStart Gren kawmi, Tag DNA polimeraz, _ _ . _ ) .

DNA deoksinikleozit trifosfatlar (deoksitimidin ~ Mikrobiyolojik ve epidemiyolojik sonuglar
trifosfat yerine deoksidridin trifosfati kullanir), Hastalarin 19'unda (%29) akut enfeksiyon ta-
SYBR Green boyasi, reaksiyon tamponu ve NIsI koyulmgtur: 5 yaindan kuclk cocuklarin 4
MgCL, iceren, kullanima hazir bir kamdir.  (%16.5)'U, 5-9 yaindakilerin 9 (%29)'u ve 10-14
inhibitorlerin  etkilerinden kaginmak icin,1:10 Yasindakilerin 6 (%60)'si. Biri hari¢ tim enfeksi-
sulandirnmda DNA ekstresinden gn ek bir ~ YonlardanM. pneumoniaesorumiu bulunmstur.
kapiller karsim da ayrica incelengtir. M.  Altl yasindaki pnémonili bir (%1.5) ¢ocuktd,.
pneumoniaereyal. pneumophilalan elde edilmi ~ Pheumophilaserogrup 1-4 ile akut enfeksiyon tani-
2 pL’lik DNA'nin 5 seri sulandinmi, gt sayida sI koyulmuytur (konvalesans titresi 1:256).
reaksiyon kagimina eklenmyi ve olumlu kontrol On sekiz (%27.5) hastada (17 pnomonili, 1 as-
olarak kullanilmgtir. Her testte bir de (DNA tim alevlenmesi olan), IgM I& ile akut M.
ekstresi yerine) steril sudan e&un bir olumsuz  pneumoniaeenfeksiyonu tanimlangtir. Bu olgu-
kontrol 6rnegi kullaniimistir. Kirk amplifikasyon  larin 11 (%61)'inde, tani akut evrede koyuktur.
dongusu, segidaki sekilde gerceklgtirilmi stir: Serolojik olarakM. pneumoniaetanisi almy 18
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olgunun 9 (%50)’'unda, solunum yolu 6rneklerinde
M. pneumoniaeDNA’sI saptanmytir; bu olgulara,
akut evrede tani koydurucu dizeyde IgM antikorla-
ri bulunmayan 4 (%22) hasta da dahildir. Akdit
pneumoniaenfeksiyonu olan 18 ¢ocuktan, balgam
ornesi alinabilen 16'sinin 9 (%56)'unda PZR o-
lumlu bulunurken, bgaz surintisu alinan 2 cocuk-
ta PZR olumsuz sonug¢ vertir (%0). PZR olum-
suz bulunan 3 hastada, konvalesans donemind
serokonversiyon ileM. pneumoniaeenfeksiyonu
tanisi koyulmstur. Tim grup ele alingdinda, 15
olguda (%83), akut ortamda tani koyuktur: 6
olguda IgM serolojisi, 4 olguda PZR ve 5 olguda
hem IgM serolojisi hem de PZR ileM.
pneumoniaeDNA’sI ayrica, serolojik acidan en-
feksiyon kaniti bulunmayan pnémonili bir ¢gcun
balgaminda da saptargmi. M. pneumoniaeile
iliskili ASYE’lerin, indiklenmi balgam o6rnekle-
rinde kapiller PZR ile tanimlanmasi, IgMiA ile
kargilastirildiginda, %50 6zgullik ve %98 duyarli-
l1ga sahiptir.

M. pneumoniadle iliskili ASYE’si olan hasta-
larin ortalama ygnin, 7.2 (10 ay-13 ya oldugu
belirlenmitir. Insidansin, 10-14 ya arasindaki
cocuklarda en yiksek (%60) olglu gortlmigtar.
Ancak, tanimlanan olgularin go (%44.5), 5-9 ya
arasl hastalardir; olgularin %22'si ise Sipaan
kiguktdr. En kicuk hasta, atedksurik ve solu-
num sikintisi ile bgvuran, dinlemekle vizing ve
akciger grafisinde cift tarafli infiltrasyonlar sapta-
nan 10 ayhk bir bebektir; bu hastada tani
serokonversiyon ile koyulmngtur. Mevsimsel dg-
lIm incelendginde, tumM. pneumoniaeolgulari-
nin, ilkbahar veya erken yaz doneminde ortaya
ciktigl saptanmtir (Sekil 1).

Tarti sma
Bu calsma, M. pneumoniaain, Yunanis-

tan’daki cocuklarda, hastanede yatmayi gerektire-

cek kadarsiddetli ASYE'nin 6énemli bir etkeni
oldugunu ve hastalarin %27.5'inde go6rigdint
ortaya koymstur. Baka Ulkelerde yapilmibenzer
calismalarda, %2-39 arasindagigen enfeksiyon

oranlari bildirilmitir.*® Ancak, bu cakmalarin
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Sekil 1. Alt solunum yolu enfeksiyonu olan olgularinsiar-
duklari aylara gore gaimi

mis enfeksiyonu veya tayiciligl da temsil edebi-
lir. Sunulan bu ¢cagmada,M. pneumoniadle ilis-
kili morbiditenin, 4 aylik bir dénem ile sinirli -ol
masi, olasilikla toplumda bir salgirgaret etmek-
tedir. Calsmamizda M. pneumoniaain, 5 yasin-
dan klcuk olanlar da dahil olmak tzere, hetym
¢cocukta enfeksiyona neden ofdu saptannstir.
Baska calsmalarda da bildirildii gibi, enfeksiyo-
nun prevalansinda, ya ba&l bir arts gbzlenmg-
tir.* L. pneumophilayalnizca 1 hastada saptagmi
tir. Seroepidemiyolojik caimalar, cocuklarinL.
pneumophilaile sik kasilastigini, ancak enfeksi-
yonun genellikle belirtisiz oldtunu veya hafif
belirtilerle seyretgini ve kendi kendini sinirladi-
gini gostermekteditt*

Makrolitler, M. pneumoniae ile iligkili
ASYE'lerde, belirtilerin siresini kisaltir ve erken
donemde verildikleri taktirde, bulanay! onlerlert
318 By dzellik,M. pneumoniaein hizla ve giiveni-
lir bir sekilde tanimlanmasinin dnemini ortaya
koymaktadir.

Bu calsmada, cocuklard&. pneumoniadle
iliskili ASYE'nin hizh tanisinda, Light Cycler
kullanilarak gercekigirilen gercek zamanl PZR

bazilarinda tani, sadece PZR sonucunun olumluesti degerlendiriimistir. Bu yontemde, hizli 1si

bulunmasina dayanmaktadir ki bu durum, geciril-

94

iletimi amaciyla cam kapiller ttplerin kullaniima-
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sinin yani sira, ger¢cek zamanda floresan sinyalleri cek kadar dnemli ve sik goérilen bir ASYE etkeni
belirlenmesi  sayesinde, zaman alici jel oldugu soylenebilir.indiiklenmi balgam ve bga
elektroforezi §lemi ortadan kalkngi ve amplifiye  surintisu 6rneklerinde kapiller PZR'nin, IgMAE
edilmis PZR drlnlerinin, 1 saatten az bir sirede ile birlikte kullaniimasi, ASYE’si olan ¢ocuklarda
saptanmas! ganmstir.2*® Alt solunum yolundan M. pneumoniae enfeksiyonlarinin hizli tanisinda
gelen solunum yolu salgilarini, hastalarin rahatinikolaylik ve yiksek duyarlilik ggamaktadi’™®
bozmadan toplayabilmek icin, balgamin indiksi- Gercek zamanli PZR’nin  kullanimi,  uygun
yonla toplanmasi tercih edilgtir. CocuklardaM. antimikrobiyal tedaviye erken donemdeslbama-
pneumoniae enfeksiyonunun tanisinda standart sina ve bu etkenin hastane aracili gmiasini on-
serolojik ydntem olan IgM B,%***®referans yon-  lemek acisindan, hastalarin hemen izolasyonuna
tem olarak kullaniingtir. Kapiller PZR’nin, HA olanak taniyacaktir.

ile kawilastinldiginda, daha dilk 6zgullige
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