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OZET

Amacg: Bu calismada, kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH)
alevlenmesinin en sik rastlandan tg¢ bakteriyel etkeni olan S.
pneumoniae, H. influenzae ve M. catarrhalisin ger¢ek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi ile saptanmasi ve
sonuclarin kultir ile karsilastirilmast amaclanmistir.

Yontem: Calismaya KOAH alevlenmesi olan 62 hasta alindi
Hastalar Anthonisen kriterlerine gore siniflandirildi. Hastalarin
basvuru sirasinda indiiklenmis balgam 6rnekleri alinarak ¢ solu-
num mikroorganizmasi i¢in ger¢ek zamanli PCR uygulandt.

Bulgular: Gergek zamanli PCR 47 hastada (%75.8) ¢alisilan ti¢ mik-
roorganizmadan biri igin pozitif, bakteri kulttrleri ise sadece 11
hastada (%17.7) pozitifti. Ger¢ek zamanli PCR ile multipl pato-
jenler de saptanabilirken kiiltir buna olanak saglamadi. Calisilan
t¢ mikroorganizmanin gercek zamanli PCR ile saptanma oranla-
1 sirastyla S. pneumoniae %53.2, H. influenzae %17.7 ve M.
catarrhalis %35.5 seklindeydi. Ger¢ek zamanli PCR sonugclar ile
hasta karakteristikleri arasinda anlamli bir iliski gortilmedi.

Sonug: Calismamizda, KOAH alevlenmesiyle basvuran hastalarda
gercek zamanlt PCR teknigi ile bakteri saptanma oranlari kilti-
re gore belirgin derecede yiiksekti. Infekte alevlenme oranmnin
yuksek olmasi nedeniyle, orta ve agir siddette alevlenmeli has-

ABSTRACT

Aim: The aim of this study was the detection of the most common
three bacterial causes (S. Pneumoniae, H. influenzae and M.
catarrhalis) of chronic obstructive pulmonary disease (COPD)
exacerbations, using real-time polymerase chain reaction (PCR)
technique and to compare it with the culture results.

Methods: Sixty two patients with COPD exacerbation were
enrolled to the study. Patients were classified according to
Anthonisen’s criteria for COPD exacerbations. Real-time PCR for
3 respiratory microorganisms was performed on induced
sputums collected at admission.

Results: Real-time PCR was positive in 47 patients (75.8%) for at
least one of the three microorganisms, hovewer bacterial cultures
were positive in only 11 patients (17.7%). Multiple pathogens
were also found with real-time PCR but were not detected by
culture. Detection rates of the three studied microorganisms by
real-time PCR were as follows: S. pneumoniae 53.2%, H.
influenzae 17.7% and M. catarrhalis 35.5%. There was no
significant relationship between real-time PCR results and patient
characteristics.

Conculation: Our study showed that the prevalence of bacteria
detected by real-time PCR was substantially higher in comparison
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talara ampirik antibiyotik tedavisi baslanmali ve verilecek antibi-
yotikler ti¢ ana solunum patojenini etkileyebilecek spektruma
sahip olmalidir.

Anahtar soézcukler: Kronik obstruktif akciger hastaligi, gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, S. pneumoniae, H. influen-
zae, M. catarrhalis

to the culture. Because of the high rate of infected exacerbations,
an ampiric antibiotic therapy should be started and the spectrum
of this therapy should cover these three major respiratory
pathogens.

Keywords: Chronic obstructive pulmonary disease, real-time PCR,
S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis

GiRIiS VE AMAC

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) alevlenmeleri
hastalik progresyonunu hizlandirir ve yasam kalitesini
onemli oranda azaltir. Alevlenme donemlerinde KOAH’a
bagl mortalite riski artar ve hastalar genellikle alevlenme
donemlerinde kaybedilir.!> Solunum yolu infeksiyonlari,
alevlenmelerin %80-90’inin nedeni olarak gosterilmektedir.
Infeksiyonlarm en az yarisindan bakteriler, yaklasik olarak
ugte birinden ise viriisler sorumludur. Cok az oranda da ati-
pik bakterilerin rolii vardir. KOAH’ta infekte alevlenmele-
re neden olan bakteriler, tiim solunum sistemi infeksiyonla-
rinda en sik izole edilen patojenler olduklari igin solunum
bakterileri olarak da adlandirilan Streptococcus pneumoni-
ae, Haemophilus influenzae ve Moraxella catarrhalis’dir.?
Bakteriyel etiyolojiyi belirlemede balgam kiiltiirlerinin sen-
sitivite ve spesifitesi diigliktiir. Viriis kiiltiirleri ise rutinde
uygulanamamaktadir. Dolayisiyla klinisyenler, alevlenme-
lerin infeksiyona bagli olup olmadigini bilmeden ve eger
alevlenme nedeni infeksiyon ise neden olan patojen veya
patojenleri belirleyemeden ampirik antibiyotik tedavisi bas-
lamak zorundadirlar.

Ampirik antibiyotik kullaniminda, s6z konusu toplum-
da alevlenmelere neden olan patojenlerin cins ve sorumlu-
luk dereceleri ile direng 6zelliklerinin belirlenmesi, ucuz ve
etkili antibiyotik se¢imi i¢in 6énemli olmaktadir.!? Klinik
calismalarda, infeksiyon etkeninin saptanmasinda genel-
likle balgam kiiltiirleri kullanilir ve bu yontem, altin stan-
dart tan1 yontemi olarak kabul edilmektedir. Ancak bal-
gam kiltiirii yonteminin sensitivite ve spesifitesi diisiik
oldugu i¢in, son zamanlarda molekiiler tan1 yontemleri
¢alisiimis ve DNA-temelli yontemlerin kiiltiire gore ¢ok
daha duyarh olduklar1 gosterilmistir. Bu yontemlerin bir
avantaji da tek mikrobiyolojik 6rnekten birden fazla pato-
jenin saptanabilmesidir. Son yillarda gelistirilen ve genetik
mithendisliginin ilerlemesiyle ortaya ¢ikan molekiiler biyo-
lojik yontemlerden biri olan polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), cok diisiik miktarlardaki DNA ya da RNA’yi
sinirsiz sayida ¢ogaltmaya yarayan hizli ve duyarh bir in
vitro tani yontemidir.*

Bu ¢alismada, KOAH infekte alevlenmesi nedeniyle has-
taneye bagvuran hastalarimizin indiikte balgamlarinda sik
karsilasilan solunum yolu patojenleri olan S. pneumoniae,
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H. influenzae ve M. catarrhalis’in gergek zamanli PCR y6n-
temi ile belirlenmesi ve elde edilen bulgularin 6niimiizdeki
yillarda ampirik antibiyotik tedavisine rehber olusturmasi
amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Hasta grubu

Eyliil 2009 - Nisan 2010 tarihleri arasinda KOAH alevlen-
mesi ile Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi ve
Selguklu Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar: kliniklerine bas-
vuran, ayaktan veya yatirilarak tetkik edilen hastalar galig-
maya alindi. KOAH ve alevlenme tanilar1 GOLD’da
tanimlanan kriterlere goére konuldu. Anthonisen’in tarif
ettigi kriterlere gore alevlenme agirlik derecesi belirlendi.’
Son iki hafta i¢inde antibiyotik kullanimi, son iki ay i¢inde
pnomoni hikayesi, belirgin bronsektazi varligi, konjestif
kalp yetersizligi veya diger nedenlere (metabolik asidoz,
ciddi anemi, néromuskuler hastaliklar gibi) bagh olarak
gelismis olabilecek dispne varligi, mekanik ventilasyon
gerektiren solunum yetmezligi, malignensi veya agir
immiinsupresyon bulunan hastalar ¢aligmaya dahil edilme-
di. Arastirma igin Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Etik Kurulu’nun onayi alindi (30.01.2009/043). Tiim hasta-
lar galigma konusunda bilgilendirildi ve yazili onamlari
alindi. Hastalara hazirlanmis olan formlardaki sorular
yoneltildi. Bu formlarda hastalarin cinsiyeti, yasi, KOAH
siiresi, balgam miktar1 ve karakteri, sigara kullanimi, biyo-
mas Oykiisii, komorbidite varligi, ilag kullanimi, son bir yil-
daki alevlenme, acile bagvuru, hospitalizasyon sayilar1 ve
NIMV gereksinimi sorgulandi.

Laboratuvar testleri

Hastalar akciger grafisi, solunum fonksiyon testi (SFT),
arteriyel kan gazlari (AKGQG), elektrokardiyografi, hemog-
ram, biyokimya ve mikrobiyoloji sonuglari ile degerlendiril-
di. SFT i¢in SensorMedics MVmax22 (California, ABD)
spirometri cihazi kullanildi. Dik oturur durumda iken en az
3 spirometri 6rnegi alinarak en iyisi degerlendirmeye alindi.
400 pg salbutamol inhalasyonu ile reversibilite testi yapila-
rak postbronkodilator FEV, degerleri kaydedildi. AKG,
oksijensiz olarak heparinli enjektére almarak Bayer 555
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Date Behring cihazi (Bayer HealthCare East Walpole, MA
02032-1597 ABD) ile olgtldi.

Orneklerin bakteriyolojik incelemesi

Hastalara, agiz ve larinks bol suyla ¢alkalattirildiktan sonra
ultrasonik nebiilizer kullanilarak %3’liikk sodyum kloriir
soliisyonu (hipertonik) ile balgam indiiksiyonu yapildi.®’
Balgam ornekleri, her hastadan tiger adet olmak {izere, dis-
tile su igeren 15 ml’lik falkon tiiplerine alindi. Balgam
orneklerinden yapilan Gram boyali preparatlar mikroskop-
ta incelendiginde, 100’liikk biiyiitmede her alanda 10’un
altinda epitel hiicresi ve 25’in iizerinde 16kosit igeren 6rnek-
ler, uygun balgam 6rnegi olarak kabul edildi.® Uygun olan
balgam o6rnekleri ayni giin EMB (Eosin Metilen Blue) agar
ve kanli agar besiyerlerine ekilerek 37°C’ta 18 - 36 saat inkii-
be edildi. Inkiibasyon sonrasinda sonuglar degerlendirildi.
PCR c¢alismasi i¢in ayrilan balgam oOrnekleri test giliniine
kadar —80°C’ta saklandu.

Gercek zamanli PCR teknigi ile bakteriyel DNA
kantitasyonu

Balgamdan bakteri DNA’sinin izolasyonu i¢in High Pure
PCR Template Preparation Kit’i (Cat.No. 11 796 828 001,
Roche Diagnostic, Almanya) kullanildi. S. preumoniae, H.
influenzae ve M catarrhalis’in DNA kantitasyonu igin kul-
lanilan yontemler ve konsantrasyonlar optimize edildi.
Kantitasyon igin bakterilere uygun primerlerin (forward ve
revers) ve problarin dizayni yapildi ve temin edildi (Tib
Molbiol, Almanya). Ger¢ek zamanli PCR saptamasi igin
once miksler hazirlandi. Her bir 6rnek i¢in PCR tiiplerine 5
ul 6rneklerden izole edilen template (6rnek DNA’s1) ve lize-
rine sirayla Roche firmas1 TagMan master miks’inden 4 pl
(igeriginde; fast start Taq DNA polimerase, reaksiyon buf-
fer, MgCl, dNTP miks), 4 uM forward primer (1 pl) ve
revers primer (1ul), 5 uM prob (1 pl) ve tlizerine 8 ul toplam
volim 20 pl olacak sekilde PCR grade distile su eklenip
ayarlandi. Gergek zamanli PCR ¢alismasinda kullaniimak
lizere standartlar 1x108, 1x10°, 1x10* ve 1x10% kopya/ml ola-
rak belirlendi ve firmadan (Roche diagnostic) temin edildi.
Hazirlanan miks’ten tiim standartlara 20 pl dagitildi. Ayrica
bir adet de negatif kontrol (reagent miks’ten 20 ml + 5 ml
steril distile su) kullanildi. Hazirlanan PCR karisiminda
bakteriyel yiikk tayini i¢in ger¢ek zamanli PCR cihaz
(LightCycler®, Roche diagnostic, Almanya) kullanildi.
LightCycler® prosediiriine gore gergek zamanlit PCR tekni-
gi kullanilarak kantitasyon bu cihazda yapildi. Calismada,
cihaz basamak 1’de (hold) 95°C’ta 10 dakikalik tek bir sik-
lustan sonra basamak 2’de (cycle) 95°C’ta 15 saniye ve
60°C’ta 1 dakika olmak {iizere 40 siklus yapildi. Sikluslar
sonunda siklus sayisi ile birlikte artan floresan 1513a gore
gizilen logaritmik egriye (threshold) gore hastalara ait
orneklerin DNA diizeyleri bu egri tizerine yerlestirilerek
sonuglar degerlendirildi.
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istatistiksel analiz

SSPS 15.0 (Statistical Package for Social Sciences) progra-
miyla istatistiksel hesaplamalar yapildi. Parametrik varsa-
yimlar saglanmadig i¢in iki grup karsilastirilirken “Mann-
Whitney U” testi kullanildi, ikiden fazla grup ortalamasini
test etmek i¢in ise “Kruskal-Wallis” testi uygulandi.
Parametrik degiskenlerde Pearson ve non-parametrik degis-
kenlerde Spearman korelasyon testleri ile iliskiler degerlen-
dirildi. Istatistiksel anlamlilik sinirt p<0.05 olarak kabul
edildi.

BULGULAR

Hastalar

Calismaya alinan 62 hastanin hepsi erkekti. Hasta grubu-
nun yas araligi 32 ile 83 arasinda degisiyordu. Hasta karak-
teristikleri Tablo I’de verildi. Hasta grubunun %11.3ini (7
hasta) evre 1, %29’unu (18 hasta) evre 2, %29’ unu (18 hasta)
evre 3 ve %14.5’ini (9 hasta) ise evre 4 hastalar olusturuyor-
du. Hastalarin %69.4’i (43 hasta) agir dereceli (Tip-1),
%22.6’s1 (14 hasta) orta dereceli (Tip-2), %8.1°1 (5 hasta) ise
hafif dereceli (Tip-3) alevlenme ile bagvurmustu.

Tim hastalarin anamnezinde nefes darliginda artma
vardi. Kirk bes hastanin (%72.6) basvuru sirasinda balgam
voliimiinde artig, 8 hastanin (%12.9) balgam voliimiinde
azalma vardi, 9 hastanin (%14.5) ise balgam voliimiinde
degisiklik yoktu. Bir hastanin balgam karakteri serdz,
11’inin mukoid, 28’inin mukopiiriilan, 20’sinin piriilan,
I’inin piiriilan ve hemopteik, 1’inin ise mukopiiriilan ve
hemopteik idi. Hastalarin 54’iinde (%87.1) balgam piiriilan-
sinda artig saptandi.

Laboratuvar bulgulari
Hastalarin 52’sinde, teknigine uygun SFT yapilabildi.
Hastalarin laboratuvar bulgular: Table I'de verilmektedir.

Balgam 6rneklerinin kiiltiir sonuclari

Gram boyali preparatlarda 47 hastada (%75.8) tek veya
multipl tipte bakteri goriildii. Balgam 6rneklerinin 39’unda
(%62.9) Gram-pozitif kok, 10’unda (%16.1) Gram-negatif
kok, 8’inde (%12.9) Gram-pozitif diplokok, 11’inde (%17.7)
Gram-pozitif basil, 4’linde (%6.5) Gram-negatif basil izlen-
di. Balgam kiiltiirlerinde, 11 hastada (%17.7) bir patojen
mikroorganizma iiremesi belirlenirken, 51 hastada (%682.3)
normal bogaz florasi (NBF) goriildi. Balgam kiltiirii
sonuglari Table I’de gosterilmektedir.

Hastalarin KOAH evrelerine bakildiginda, evrelendirme
yapilanlar i¢inde evre 1 hastalarin 1I'inde M. catarrhalis,
1’inde Enterobacter tiremesi, 5’'inde de normal flora izlendi.
Evre 2 hastalarin 1’inde Enterobacter, 17’sinde normal flora
iremesi saptandi. Evre 3 hastalarn birinde Acinetobacter
baumannii, ikisinde M. catarrhalis, 15’inde ise normal flora
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Tablo I. Hastalarin klinik ve laboratuar bulgular

Hasta sayisi(N) 62
Erkek/Kadin 62/0
Yas 65.3 + 9.7

KOAH siiresi (yil)

Sigara Kullanimi
Halen sigara kullanan
Sigaray1 birakan
Sigara miktari (paket-yil)
Sigara birakma siiresi (yil)

12.3 £ 8.9

46 (%74.2)
16 (%25.8)
491 £ 26.2
7.8+10.4

24 (%38.7)
40 (%64.5)

Biyomas oykiisii
Komorbidite varhg
Alevlenme sayisi (son 1 yilda) 3 (0-20)
Acile bagvuru sayisi (son 1 yilda) 1 (0-15)
Hastaneye yatig sayisi (son 1 yilda) 1(0-7)
NIMV gereksinimi (son 1 yilda) 0 (0-3)
Solunum Fonksiyon Testi+

FVC (%) 69.3 + 21.6
FEV, (%) 50.8 + 23.1
FEV4/FVC (%) 54.8 +11.7
PEF (%) 46.4 + 16.5
Arter Kan Gaz
PaC0, (mmHg) 39.6+6.9
Pa0, (mmHg) 55.8+9.8
Sa0, (%) 88.1+6.0
WBC /mm? 11.4+44
Sedimentasyon (mm/h) 25.6 £ 18.5
CRP (mg/L) 36.6 + 48.1

Degerler hasta sayisi (%), ortalama + standart sapma) ve ortanca (min-max)
olarak belirtilmistir. NIMV: noninvaziv mekanik ventilasyon + Solunum
fonksiyon testi degerleri 52 hastadan alinmistir.

goriildi. Evre 4’te 1 hastada Pseudomonas, 1 hastada M.
catarrhalis, 7 hastada ise normal flora izlendi. Agir dereceli
alevlenme ile basvuran hastalarm 4’inde M. catarrhalis,

Tablo II. Balgam kilttiri sonuglar

Mikroorganizma Hasta sayisi
Moraxella catarrhalis 6
Enterobacter 2
Acinetobacter baumannii 1

Serratia marcescens 1
Pseudomonas 1

Normal flora 51

Toplam 62

Solunum Dergisi ¢ Bengi Akin ve ark.

I’inde Enterobacter, 1’inde Acinetobacter baumannii, 1’inde
Serratia marcescens, 1’inde Pseudomonas tiremesi goriiliirken
35’inde normal flora izlendi. Orta dereceli alevlenme ile bas-
vuran hastalarin 2’sinde M. catarrhalis, 1’inde Enterobacter,
11’inde normal flora tespit edildi. Hafif dereceli alevlenme ile
bagvuran hastalarin hepsinde normal flora izlendi.

Balgam orneklerinin gercek zamanli PCR sonuclar
Gergek zamanli PCR tekniginde, sikluslar sonunda siklus
sayisi ile birlikte artan floresan 1518a gore logaritmik egri
¢izildi. Hastalara ait 6rneklerin DNA diizeyleri standartla-
rin olusturdugu logaritmik ¢ogalma egrilerinden gegen esik
cizgisi esas almarak hesaplandi. Pozitif 6rneklerin olustur-
dugu logaritmik egrilerin olusturulan bu esik ¢izgisini kesti-
&i noktalar, o 6rnek igin konsantrasyonu belirledi. S. pneu-
moniae i¢in minimum olarak 10 kopya/mL, H. influenzae
icin 5 kopya/mL, M. catarrhalis i¢in ise 4 kopya/mL diize-
yindeki bakteri yiiki, kantitatif olarak saptandi. Gergek
zamanl PCR ile toplam 62 hastanin 47’sinde (%75.8) aras-
tirilan ii¢ patojen bakteriden en az biri bulundu. Otuz bal-
gam Orneginde tek bir bakteri saptanirken, 17 balgam 6rne-
ginde birden fazla bakteri saptandi. Tek bakteri saptanan
30 hastanin 17’sinde S. pneumoniae, 9°unda M. catarrhalis,
4tinde H. influenzae goriildii. Balgam ger¢ek zamanlh PCR
sonuglari Tablo ll’te gosterilmektedir.

Gergek zamanl PCR ile balgam 6rneklerinde mikroor-
ganizma saptanma orani (%75.8), balgam kiiltiiriine
(%17.7) gore belirgin olarak daha fazlaydi. Balgam kiiltii-
rityle M. catarrhalis saptanan 6 hastanin balgam 6rnekleri-
nin gergek zamanli PCR sonuglart degerlendirildiginde, 3
ornekte sadece M. catarrhalis, 3 drnekte ise S. pneumoniae
+ M. catarrhalis (2’1i miks) olmak tizere tiim hastalarda M.
catarrhalis tespit edildigi gorildi.

Tablo lll. Balgam PCR sonuglari

PCR sonug Hasta sayisi Yiizde (%)

S. pneumoniae* 33 53.2

H influenzae* 11 17.7

M. catarrhalis* 22 35.5

S. pneumoniae + H. influenzae 4 6.5
(2’li miks)

S. pneumoniae + M. catarrhalis 10 16.1
(2’li miks)

H. influenzae + M. catarrhalis 1 1.6
(2’li miks)

S. pneumoniae + H. influenzae + 2 3.2
M. catarrhalis (3’10 miks)

Bakteri saptanmayan 15 24.2

* Hasta sayisi ve yiizde (%) degerler S. pneumoniae, H. influenzae ve
M. catarrhalis saptanan miks 6rnekleri de igermektedir.
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Gergek zamanli PCR’de bakteri saptanan ve saptanma-
yan hastalar yas, hastalik siiresi, son bir yildaki alevlenme,
acile basvuru, hospitalizasyon, NIMV gereksinimi, sigara
ve balgam miktarlari, AKG, SFT, l6kosit, sedimentasyon
ve CRP degerleri agisindan karsilastirildiginda, gruplar ara-
sinda anlaml farklilik bulunmadi.

Evrelendirme yapilabilen hastalar dikkate alindiginda,
gercek zamanli PCR’de bakteri saptanan hastalarin
%38.3 linii (18 hasta) evre 3 hastalar olusturuyordu. KOAH
evrelerine gore ger¢ek zamanli PCR sonuglar1 Table IV’te,
KOAH alevlenme derecesine gore ger¢ek zamanli PCR
sonuglari ise Tablo V’te gosterilmektedir.

Gergek zamanli PCR’de bakteri saptanmayan, tek bakte-
ri saptanan ve multipl bakteri saptanan hasta gruplari, kli-
nik karakteristikleri ve laboratuvar bulgular agisindan kar-
stlastirlldiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlam-
I1 farklilik goriilmedi.

TARTISMA

Infeksiyona neden olan bakterilerin belirlenmesi ve kantita-
tif sayimlar1 solunum sistemi infeksiyonlari tanisinda énem-
lidir. Giliniimiizde rutin, klinik mikrobiyoloji kiltiir teknik-
lerine dayanmaktadir. Ancak solunum sistemi infeksiyonla-
11 tanisinda balgam kiiltiirii, sonuglarin ge¢ alinmasinin yani
sira sensitivitesinin diisiik olmasi nedeniyle genellikle tanida
yol gosterici olmamaktadir. Balgam kiiltiiriinii dikkate ala-
rak tedaviyi planlamak 6nemli oranda tedavi basarisizligina
yol agabilmektedir. Diger yandan, solunum sistemi infeksi-
yonlu hastalarin ¢ogunda balgam ¢ikarma olmaz ve énemli
bir boliimii de doktora gittiginde zaten bir sekilde antibiyo-
tik kullanimma baslamig bulunmaktadir. Sik gériilen ve
onemli morbidite ile mortalite nedeni olan toplum kokenli
pnémoniler ele alindiginda, olgularin sadece %50’sinde bal-
gam kiiltlri ile etiyolojik tani konabilmektedir.® Bu neden-
le, solunum sistemi infeksiyonlar1 kilavuzlari ampirik antibi-
yotik tedavisinin kurallari tizerine kurulmustur.

Tablo IV. KOAH evrelerine gére PCR sonuglari |

Evre
1 2 3 4
(N=7) (N=18) (N=18) (N=9)
n n n n
PCR S. pneumoniae™ 3 8 14 6
sonucu  H. influenzae* 1 & 6 0
M. catarrhalis * 4 4 6 4
Miks 3 & 6 3
Bakteri saptanmayan 1 6 0 2

Molekiiler teknikler infeksiyonlarin laboratuvar tanisin-
da hassas ve hizli teknikler olarak kabul edilmektedir.
Mikrobiyolojik  O6rnekte bulunan mikroorganizma
DNA’smin saptanmasina dayali PCR yontemi, solunum
sistemi infeksiyonlarinda son yillarda arastirmalarin konu-
su olmaya baglamustir.! PCR teknigi, en azindan segilmis
olgularda, balgamin tanida yetersiz kalmasi sorununu
onemli oranda ¢6zecek gibi goriinmektedir. Diger yandan,
infeksiyonlar multipl patojenlere bagl olabilmekte ve bu
nedenle ciddi infeksiyonlarda kisa siirede ayni anda bu
patojenlerin tespit edilmesine gerek duyulabilmektedir.
Boyle bir durumda da yine PCR ile tek mikrobiyolojik
ornekten ayni anda birden fazla sayida patojen belirlenebi-
lir. Ancak, teknigin pahali olmasi ve her laboratuvarda
uygulanacak kadar basit olmamasi, yontemin giiniimiizde
genellikle solunum sistemi infeksiyonlarinda arastirma
amagl ve sadece segilmis olgularda tan1 amagl uygulanma-
sina neden olmaktadir.*

Biz ¢alismamizda, KOAH alevlenmeleri ile klinigimize
basvuran hastalarimizin indiiklenmis balgam o6rneklerinde
gercek zamanlit PCR yontemini kullanarak en sik alevlenme
nedeni olan ¢ bakteriyi (H. influenzae, S. pneumoniae, M.
catarrhalis) saptamayr amagladik. Calismada alevlenme
doneminde bulunan 62 KOAH hastasinin 11’inde (%17.7)
balgam kiltiiriinde patojen bakteri iremesi oldu ve bunla-
rm 6°s1 (%9.7) M. catarrhalis idi. Digerlerinin hepsi Gram-
negatif enterik bakterilerdi (2 kiiltiirde Enterobacter ve birer
kiiltiirde Acinetobacter, Serratia, Pseudomonas). Ayni bal-
gam Orneklerinin gergek zamanli PCR teknigiyle incelenme-
sinde ise, 62 hastanin 47’sinde (%75.8) patojen bakteri (33
S. pneumoniae, 22 M. catarrhalis, 11 H. influenzae) sapta-
dik. Otuz ornekte sadece tek, diger 15 6rnekte iki, 2 6rnek-
te ise ii¢ bakteri birden vardi.

Kais ve arkadaslar1 (11), alt solunum yollarinda S. preu-
moniae, H. influenzae ve M. catarrhalis’in saptanmasi iizeri-
ne yaptiklari ¢alismada, 203 hastanin (89 toplumdan koken-
li pnémoni, 27 hastane kokenli pnémoni, 19 bronsit veya

| Tablo V. KOAH alevlenme derecesine gére PCR sonuglari

KOAH alevienme derecesi
Agir (Tip-1) Orta (Tip-2) Hafif (Tip-3)

(N=43) (N=14) (N=5)
n n n
PCR  S. pneumoniae* 25 6 2
sonucu H. influenzae* 9 1 1
M. catarrhalis* 15 6 1
Miks 13 3 1
Bakteri 8 4 3
saptanmayan

*n degerleri S. pneumoniae, H. influenzae ve M. catarrhalis saptanan miks
ornekleri de icermektedir.
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*n degerleri S. pneumoniae, H. influenzae ve M. catarrhalis saptanan miks
ornekleri de icermektedir.
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KOAH alevlenmesi, 54 non-infeksiydz pulmoner hastalik,
14 hasta eksik veriye sahip) solunum yolu 6rneklerinde (106
balgam, 51 PBS ve 46 BAL) kantitatif kiiltiir ile 45’inde
(%22.2) gercek zamanl kantitatif PCR ile 68’inde (%033.5)
anlamli patojen saptamiglardir. PCR, tetkiklerin pozitifligi-
ni anlamli olarak artirmistir. PCR’de en fazla anlamli artis
H. influenzae’da goriilmustiir. Kiltiir ve PCR kombine edil-
diginde, alt solunum yolu semptomu olan hastalarda %44,
semptom olmayanlarda %16 oraninda S. pneumoniae, H.
influenzae ve M. catarrhalis belirlenmistir.

Roche ve arkadaslari,'> KOAH alevlenmesi ile gelen 118
hastanin 200 alevlenmesinde patojenleri tespit etmek igin
kantitatif balgam kiltiri yapmuglardir. Yiz sekiz hastanin
balgaminda i{ireme olmustur. En ¢ok S. pneumoniae ve H.
influenzae tespit edilmistir. Sigara igme Oykiisii ile pozitif
kiltiir arasinda iliski bulunamamis, ancak pozitif kiltiirli
hastalarin FEV, degerleri daha diisik bulunmustur.
Hastaneye yatis sayisi fazla olanlarda pozitif kiiltlir orani
daha fazla olmus ve farkin H. influenzae’dan kaynaklandig
goriilmistiir. Ancak bu fark anlamli bulunmamaistir. Bizim
¢aliymamizda da sigara igme Oykusl ile ger¢ek zamanli
PCR porzitifligi arasinda iligki bulunmadi.

Larsen ve arkadaslar1'?, 118 KOAH hastasinin solunum
yolu Orneklerinde (balgam, trakeal aspirat, BAL) %50 kiil-
tiir pozitifligi saptamistir. Cogu S. pneumoniae ve M. catarr-
halis olup 6 hastada miks tireme bulunmustur. Kiiltiir pozi-
tif ve kiltiir negatif gruplar arasinda yas, sigara kullanimi,
FEV, ve CRP degerleri agisindan fark bulunmamistir. FEV,
disik olan hastalarda P. aureginosa sikhigi fazla olmustur.
Bizim ¢aligmamizda ise, kiiltiir pozitif hastalarin %54.5’inde
M. catarrhalis saptandi, ger¢cek zamanli PCR tekniginde ilk
iki siray1 S. pneumoniae ve M. catarrhalis (sirastyla; %53.2 ve
%35.5) ald1. Calismamizda yas, sigara kullanimi, FEV, ve
CRP degerleri agisindan PCR’de etken saptanan ve saptan-
mayan hastalar arasinda fark bulunmadi. Bazi ¢aligmalar-
da'* yiiksek CRP, dusiik FEV,, piiriilan balgam ve bakteri-
yel infeksiyon arasinda tutarhilik gosterilmigtir.

Balgam kiltiirlerinde basta M. catarrhalis olmak tlizere
Gram-negatif enterik bakterilerin iiremesinin ve gergek
zamanli PCR’de M. catarrhalis’in S. pneumoniae’den sonra
ikinci siklikta izole edilmesinin nedeni, olgularin énemli bir
boliimiiniin tip I (%69.4) ve tip II (%22.6) KOAH alevlen-
mesi olmalarina baglandi. Diger yandan, M. catarrhalis
iiremesi agirlikla evre III ve IV olgularda gergeklesti. Tiim
bu veriler, literatiir bulgulari ile uyumludur.

Gogmen ve arkadaslar1!’®, KOAH alevlenmesi nedeniyle
takip edilen 103 hastanin retrospektif taramasi sonucunda
balgam kiiltiirii pozitif olan 37 hastada (4 kadin, 33 erkek)
ireyen mikroorganizmalari belirlemislerdir. Onu (%27.0) S.
pneumoniae, T’si (%18.9) P. aureginosa, 6’s1 (%16.2) H.
influenzae, 40 (%10.8) K. pneumoniae, 3’ (%8.1) Serratia,
2’si (%5.4) Stenotrophomonas, 1’1 (%2.8) E. coli olup, 4’0
(%10.8) miks itireme seklinde bulunmustur. Unel ve
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arkadaglart (16), KOAH alevlenmelerinde M. catarrhalis
insidansini belirlemek i¢in yaptiklari ¢alismada, 100 has-
tanin balgam kiltiirlerinden 12’sinde (%12) M. catarrhalis
saptamislardir. H. influenzae 14, S. pneumoniae 6,
Pseudomonas spp. 4, Klebsiella spp. 2, E. coli 1 hastada sap-
tanmistir. Memikoglu ve arkadaglar1'’” da, KOAH alevlen-
melerinde S. pneumoniae, M. catarrhalis ve H. influen-
zae'nin sikligimi arastirmiglardir. Balgam kiiltiirlerinde 85
Ornegin 35’inde lireme olmustur. Seksen bes Ornegin
14inde (%16.5) S. pneumoniae, 8’inde (%9.4) M. catarrha-
lis, 5’inde (%5.8) H. influenzae, 4inde (%04.7) E. coli, 2’sin-
de (%2.4) K. pneumoniae, 1’inde (%1.2) P. aureginosa, 1’inde
(%1.2) S. aureus izole edilmistir. Bizim ¢aligmamizda bal-
gam kiiltiiriinde iireyen patojen mikroorganizmalarin 6’s1
(%9.7) M. catarrhalis, 2’si Enterobacter (%3.2), 1’i
Acinetobacter (%1.6), 1t Serratia (%1.6), 1’1 ise
Pseudomonas (%1.6) idi. Literatiirdeki diger arastirmalarla
karsilastirdigimizda M. catarrhalis izolasyon oranlar diger
¢aligmalarla uyumluydu.

Biitiin bu calismalarin sonuglarina bakildigr zaman,
temelde ii¢ solunum patojeninin degisik oranlarda izole
edildigini goriiyoruz. KOAH infekte alevlenmelerinde degi-
sik cografyalarda farkli oranlarda patojenlerin izole edilme-
si ¢cok dogaldir. Bu nedenle bolgelerdeki referans merkezle-
rin, belirli zaman dilimlerini kapsayan dénemlerde o bolge-
ye ait solunum patojenlerini belirlemeleri ve antibiyotik
direng arastirmalar1 yapmalar1 gerekmektedir. Kantitatif
balgam kiiltiirli calismasi ve antibiyotik direng testlerinin
yapilmamasi, ¢alismamizin énemli eksiklerindendir.

KOAH alevlenmelerinde yapilan bakteri kiiltiir galigma-
larinin sonuglarini yorumlamak her zaman kolay degildir.
Kiiltiir caligmalart heterojen hasta gruplarina dayanmakta-
dir ve farkli teknikler kullanilmaktadir. Diger yandan
remisyon donemlerinde hastalarin orofarengeal sekresyon-
lar1, balgam ve bronsiyal sekresyonlarinda da patojen bak-
teri kolonizasyonu vardir. Bu g¢aligmalar, alevlenmelerde
bakterilerin rolii ile ilgili sorulara kesin yanit saglamamak-
tadir. Dahasi, balgam kiltiirleri, kolonizasyon-infeksiyon
arasinda ayirim yapamaz. Diger yandan patojen bakterinin
bulunmamasi alt solunum yolu infeksiyonu olmadigini da
gostermez. Klasik bir galigma olan Austrian ve Gold'® ¢alis-
masinda, bakteriyemi ile kanitlanan pnémokoksik pnémo-
nili hastalarim dortte birinin balgaminda S. pneumoniae
izole edilmistir. Caligmamizda indiiklenmis balgamlarin
alimmasina, Gram boyamada nitelikli olan balgamlarin tet-
kik edilmesine ve olgularin 6nemli bir boliimiinde klinik
olarak infekte alevlenme olasiligi (tip I %69.4, tip 11 %22.6
olguda) bulunmasina ragmen, drneklerin sadece %17.7’si-
nin kiltiiriinde patojen bakteri tiremesi oldu.

Rosell ve arkadaslar1 tarafindan yapilan 337 olguluk
(70 saglikli, 181 stabil KOAH, 86 alevlenme déneminde)
caligmada, PSB orneklerinde bakteri kiiltiirleri yapilmis ve
stabil donemde %029, alevlenmede ise %54 oranlarinda
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iireme goriilmistiir.!” Stabil donemde en sik kolonize olan
patojenler H. influenzae ve S. pneumoniae, alevlenmelerde
ise predominant bakteriler H. influenzae ve P. aeruginosa
olarak belirlenmistir. Bronsiyal kolonizasyon hafif
KOAH’ta bulunmamistir. Orta siddette hastalarin dortte
birinde, agir hastalarin ise yaklasik yarisinda pozitif kiiltiir
bulunmugtur. PSB ile ornekler alindigi igin ¢ok degerli
olan bu bulgular, tartismaya yol agmayacak sekilde alev-
lenme donemlerinde asir1 bakteri iiremesini gostermesi agi-
sindan ¢ok Onemlidir. Bizim ¢alismamizda, agir dereceli
alevlenme ile basvuran hastalarin 8’inde (%18.6) ve orta
dereceli alevlenme ile bagvuran hastalarin 3’tiinde (%21.4)
balgam kultiriinde bakteri tiremesi vardi. Hafif dereceli
alevlenme ile bagvuran hastalarin hepsinde normal flora
belirlendi. Caligmamizin gergek zamanli PCR bolimiinde
ise agir dereceli alevlenmede 35 (%81.4), orta dereceli
alevlenmede 10 (%71.4), hafif dereceli alevlenmede ise 2
(%40) hastada bakteri saptandi.

Solunum sistemi infeksiyonlarinin etiyolojik tanisinda
PCR c¢aligmalarinin tarihi ¢ok eski degildir ve son yillarda
bir artig goriilmektedir. Bu teknige ilginin artmasinin nede-
ni, tan1 oraninin ¢ok yiiksek olmasidir. Greiner ve arkadas-
lar1?® ger¢ek zamanli PCR ile 195 ¢ocugun nazofarengeal
sekresyonlarinda S. preumoniae’nin kantitatif tespitini yap-
miglar ve PCR’nin sensitivitesini %100, spesifitesini %96
bulmuslardir. M. catarrhalis igin spesifite %98, sensitivite
%100 olarak bulunmustur.?! Solunum sistemi infeksiyonla-
rinin tanisinda PCR teknigine karsi artan ilgiye karsilik
KOAH alevlenmelerinde yeterli sayida ¢aligma yapilmamis-
tir. Calismamiz, KOAH alevlenmelerinde ti¢ temel solunum
bakterisinin PCR ile arastirildign az sayidaki ¢alismadan
birisi olma 6zelligine sahiptir.

Curran ve arkadaglart KOAH alevlenmelerinde balgam-
da bakterilerin belirlenmesi amaciyla ilk olarak gergek
zamanli PCR yonteminin kullanildigi ¢aligmay1 yapmislar-
dir.* Otuz olgudan alinan balgam orneklerinin gergek
zamanli PCR sonuglari, altin standart olarak kabul edilen
balgam kiiltiir sonuglar1 ile karsilastirilmistir. Gergek
zamanli PCR ile belirlenen bakteri prevalansi, dort solunum
patojeni (S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis ve S.
aureus) i¢in oldukg¢a yliksek oranlarda bulunmustur.
Gergek zamanli PCR tekniginin balgam kiiltiiriine gore
degerlendirilmesinde yiiksek sensitivite, disiik spesifite
degerleri elde edilmistir. KOAH alevlenmelerinde gergek
zamanli PCR ile kiiltiirden daha ¢ok sayida bakteri saptan-
masinin yani sira ayni balgamda birden fazla patojen goste-
rilmigtir. Yine ayni gruba ait gegtigimiz yil yayinlanan bir
diger ¢aligmada,”? KOAH’l1 14 hastanin balgam 6rneklerin-
de PCR ile 6nemli solunum sistemi patojenleri incelenmis-
tir. Orneklerin tiimiinden pozitif sonug alinmasi iizerine,
solunum sistemi infeksiyonu bulunan se¢ilmis hastalarin
solunum sekresyonlar1 kullanilarak PCR yontemiyle etiyo-
lojik tetkik yapilmasimin yararl bir yontem olacag: ileri
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siiriilmiigtiir. Bu yontemin 6zellikle kistik fibrozis ve bron-
sektazili hastalarda kullanilmasi tavsiye edilmistir.

KOAH’ta alt solunum yollarinda multipl patojen infek-
siyonunun alevlenmelerdeki rolleri ve bu patojenlerin kendi
aralarindaki interaksiyonlar1 bilinmemektedir. Ayni anda
birden fazla patojen ile infeksiyonun konak savunma siste-
mi ile iliskisi de agik degildir.

Kantitatif balgam kiiltiirleri ve modern yontemlerin kul-
lanimiyla alevlenmelerin yaklasik %40-60’min bakteriyel
infeksiyonlardan kaynaklandigi goriilmiistiir.>>* Genellikle
H. influenzae, S. pneumoniae ve daha az oranda M. catarr-
halis, KOAH alevlenmeleri doneminde kiiltiirlerde {ireyen
ve dolayisiyla infekte alevlenmelerden sorumlu tutulan
patojen bakterilerdir. Diger calismalarda?*?> oldugu gibi,
bizim ¢alismamizda da KOAH alevlenmelerindeki infeksi-
yonlarin ¢gogundan bakterilerin (en sik S. pneumoniae, M.
catarrhalis ve H. influenzae) sorumlu oldugu gosterilmistir.
Calismamizda gergek zamanli PCR tetkiki ile hastalarimi-
zin %75.8’inde bu patojen bakterileri saptamamiza ragmen,
indiiklenmis de olsa balgam kiiltiirlerinde {ireme oranimiz
literatiir verilerinin oldukca altinda bulunmustur.

Hafif ve orta evredeki hastalarin KOAH alevlenmelerin-
de siklikla bu ii¢ bakterinin sorumlu olmasina karsilik, ¢ok
daha agir evredeki hastalarin balgamlarinda iireyebilen
patojenler P. aeruginosa, Gram-negatif enterobakteriler, H.
parainfluenzae ve S. aureus’tur.32028 Alevlenmelerin %10-
20’sinde birden fazla infeksiydz ajanin sorumlu oldugu bil-
inmektedir.?’” Calismamizda ger¢ek zamanli PCR’de 17 has-
tada (%27.4) miks bakteri saptanmistir, viriisler ve atipik
bakteriler ¢alisilmamastir.

Calismamizda balgam kiiltiiriinde en ¢ok iireyen bakteri-
nin M. catarrhalis olmasi ilgingtir. Ancak literatiir taramasi
yaptigimizda, iyi bilinen iki ¢aliymada eriskin KOAH has-
talarinin balgamlarinda M. catarrhalis’in diger iki bakteri-
den daha sik izole edildigini gordik.3%3! M. catarrhalis,
patojenik Ozellikleri az bilinen bir patojen oldugu igin yil-
larca g6z ardi edilmistir. Nokta prevalans ¢alismalarinda bu
patojenin KOAH’l1 hastalarin hava yollarii herhangi bir
zamanda kolonize ettigi bilinmektedir.3'32 M. catarrhalis
infeksiyonun siiresi, alevlenme nedeni olarak 6nemi, olus-
turdugu immiin yanit ve bu yanitin infeksiyon ve hastalikla
iliskileri konusunda ise bilinenler azdir. Ilging bir gdzlem,
Murphy ve arkadaslarinin® g¢aligmalarinda, antibiyotik
tedavisi olmasa da hastalarin ortalama 42 giinden daha kisa
siirede M. catarrhalis infeksiyonundan kurtulduklarini
belirlemis olmalaridir.

Calismamizdaki balgam kiiltlirlerinde S. pneumoniae
iremedi. Pndmokoklarin erken evredeki KOAH lilarda sik
izole edilmesine karsilik, orta ve siddetli KOAH’l1 hastala-
rin alevlenmelerinde bu patojen izolasyonunun diisitk oran-
da oldugu rapor edilmistir.2>3* Eller ve arkadaslar1®® hasta-
neye yatirilarak tedavi edilen 211 KOAH alevlenme hasta-
si1 evrelere gore gruplandirarak, balgamlarinda patojen
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bakteri kiiltiirleri yapmislardir. Gruplandirma FEV, degeri-
ne gore yapimistir (grup I FEV, >%50, grup II %35-50,
grup III <%35). Grup I’'de S. pneumoniae ve diger Gram-
pozitif koklar, grup 1I’de H. influenzae ve M. catarrhalis,
grup III'te ise enterobakteriler ve psddomonas tiirleri izole
edilmistir. Patojen bakteri iiremesi en sik grup I1I'te (%648.2)
bulunmustur. Bizim olgularimizin ¢ogunlugu orta ve siddet-
li KOAH hastalarindan olustugu igin, balgam kiiltiirlerinde
S. pneumoniae Urememesini bu sekilde agiklayabiliriz.
KOAH alevlenmelerinde son yillarda pnémokok suslarinin
diisiik oranda belirlenmesinin 6nemli bir nedeni, pndmokok
agisinin yaygin olarak kullanilmasi olabilir. Baz1 alevlenme-
lerde ise balgamda bakteri tespit edilemez. Bunun degisik
muhtemel nedenleri vardir. Alevlenmelerin tligte birinde
solunum virisleri alevlenme nedeni olmaktadir, alevlenme-
lerin %5-10’'undan M. pneumoniae veya C. pneumoniae’nin
sorumlu oldugu serolojik ¢alismalarla gosterilmistir.?
Sonug olarak gergek zamanli PCR teknigi, KOAH infek-
siy0z alevlenmelerindeki etken mikroorganizmay1 saptama-
da, kiiltiir ile karsilastirildiginda ¢ok daha yiiksek pozitiflik
oranlarina sahiptir. Kronik obstriiktif akciger hastalig1 olgu-
larimizin alevlenmeleri genellikle agir siddette olmaktadir ve
en az Ugte ikisinden patojen bakteriler sorumludur. M.
catarrhalis prevalansi artig gostermektedir ve miks infeksiyon
riski yuksektir. Kantitaf balgam kiiltiirii galismasi ve antibi-
yotik direng testlerinin yapilmamasi, ¢alismamizin yetersiz
yanlarindan biridir. Ancak alevlenme tedavisi igin hastane-
mize basvuran hastalarmmizda infekte alevlenme oranmin
yiiksek olmasi nedeniyle tiim hastalara ampirik antibiyotik
tedavisi baslanmali ve verilecek antibiyotikler {i¢ ana solu-
num patojenini etkileyebilecek spektruma sahip olmalidir.

Bu ¢alisma Selcuk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir ( Proje no:
09102023 ).
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