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Akut bakteriyel menenjitlerin %80-85’inden Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis ve Ha-
emophilus influenzae tip B sorumlu olup, llkemizde bu etkenlere bagl bakteriyel menenijitlerin bildirimi
zorunludur. Son yillarda tlkemizdeki hastalik kontrol programlari 6zellikle bu G¢ etkene yénelmistir. Me-
nenjite yol acan etkeni belirlemek korunma/kontrol énlemleri, tedavi rejimi, hastaligin siddeti ve seyri
hakkinda 6ngériide bulunabilmek agisindan 6énem tagimaktadir. Meningokoksik menenjitin hizli tanisi
ozellikle hayati neme sahiptir. Ayrica, toplumdaki N.meningitidis serogruplarinin belirlenmesi, uygula-
nacak olan asi tipi ve kombinasyonuna karar verilmesi acisindan da énem arz etmektedir. Bu calisma,
klinik 6rneklerde hizl, givenilir bir sekilde enfeksiyon etkenini belirlemek ve serogrup tayini yapmak
lzere gercek zamanli multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-multipleks PCR) yontemini optimize et-
mek amaciyla yapilmistir. Bu calismada N.meningitidis, H.influenzae ve S.pneumoniae’nin birlikte (NHS
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miks) arastirilmasina ve N.meningitidis'in serogruplandiriimasina (BCY miks ve AWX miks) yonelik tic Rt-
multipleks PCR testi laboratuvarimizda optimize ve standardize edilmistir. Rt-multipleks PCR yonteminin
duyarliligi, standart bakteri suslari ve simiilasyon calismalariyla arastirilmistir. Temmuz 2012-Mayis 2014
tarihleri arasinda “Ulusal Molekiler Mikrobiyoloji Referans Laboratuvari (UMMRL)”na gonderilen akut
bakteriyel menenijit stipheli 41’i beyin omurilik sivisi (BOS) olmak tizere 43 hastaya ait 6rnek (BOS, serum
ve klinik izolat) ve alti adet nazofarengeal striintu izolati bu calismaya dahil edilmistir. Tim 6rnekler
Rt-multipleks PCR testleriyle incelenmistir. izolatlar hem konvansiyonel hem de Rt-multipleks PCR yén-
temiyle calisiimistir. Oksidaz, katalaz testi, Gram boyama, API-NH ve spesifik antiserumlarla agliitinasyon
testleri Ulusal Solunum Yolu Patojenleri Referans Laboratuvarinda gerceklestiriimistir. Optimize ve stan-
dardize edilen Rt-multipleks PCR yénteminin bakteri saptama limitinin 102 cfu/ml oldugu tespit edilmistir.
Bu dilisyondaki “threshold cycle (TC)” degerinin yaklasik 35 oldugu hesaplanmistir. BOS 6rneklerinden
14’inde NHS miks ile N.meningitidis saptanmis ancak, bunlardan 10 tanesi BCY miks ve AWX miks ile
tiplendirilebilmistir. Serogruplamasi yapilan 10 klinik érnegin 8 (%80)’i serogrup B, 1 (%10)’i serogrup
A, 1 (%10)'i serogrup W135X olarak belirlenmistir. Rt-multipleks PCR testleri ile izolatlarin timunin (alti
nazofarengeal izolat ve bir klinik izolat) N.meningitidis serogrup B oldugu saptanmis ve konvansiyonel
yontemlerle de dogrulanmistir. TC degeri > 35 olan BOS ornekleri tiplendirilememistir. Rt-multipleks PCR
yonteminin NHS’ye bagl akut bakteriyel menenjitin dogrudan klinik 6rnekten yapilacak tanisinda ve
N.meningitidis'in  serogruplandinimasinda hizli ve giivenilir bir test oldugu belirlenmistir. Hizh tani has-
taligin tedavisi ve kontroli agisindan, etkenin serogruplandiriimasi ise korunma/kontrol ve agi politikalari
acisindan 6nem arz etmektedir.

Anahtar sozciikler: Gercek zamanli multipleks polimeraz zincir reaksiyonu; akut bakteriyel menenjit; Ne-
isseria meningitidis serogrup tayini.

ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis and Haemophilus influenzae type B are responsible for
about 80-85% of acute bacterial meningitis cases among adults and in our country it is mandatory to
report bacterial meningitis cases caused by these agents. In recent years, disease control programs have
focused especially on these three pathogens in our country. It is very important to know the causative
agent of meningitis for prevention/control measures, choice of treatment regimen, and prediction of
the severity and the course of the disease. Rapid diagnosis of meningococcal meningitis is especially
vital. In addition, the identification of N.meningitidis serogroups in the community is also important for
the decision of the type and combination of vaccine to be administered. The aim of this study was to
optimize the real-time multiplex polymerase chain reaction (Rt-multiplex PCR) for the diagnosis of the
disease and serogrouping of N.meningitidis in clinical samples in a direct, quick and reliable way. In this
study, three Rt-multiplex PCR assays were optimized and standardized for the detection of N.meningitidis,
H.influenzae and S.pneumoniae (NHS mix) and for the serogrouping of N.meningitidis (BCY mix and AWX
mix) in our laboratory. Sensitivity of the Rt-multiplex PCR method was detected by reference strains and
simulation studies. Forty three samples (41 cerebrospinal fluid (CSF), 1 serum and 1 clinical isolate) with
the suspicion of acute bacterial meningitis and six nasopharyngeal isolates sent to National Reference
Laboratory for Molecular Microbiology between July 2012-May 2014 were included in the present study.
All samples were examined with the Rt-multiplex PCR methods. Clinical isolates were studied by both
conventional and Rt-multiplex PCR methods. Oxidase, catalase test, Gram stain, API-NH and agglutina-
tion tests with specific antisera were performed in the National Respiratory Pathogens Reference Labo-
ratory. The detection limit of the method, which was optimized and standardized in our laboratory was
determined as 102 cfu/ml. The CT (threshold cycle) value in this dilution was detected approximately as
35. N.meningitidis was detected in 14 of the 41 CSF samples by the NHS mix. However, only 10 of the
positive samples could be typed with BCY mix and AWX mix. Eight (80%) of them were serogroup B,
one of each was (10%) serogroup A and serogroup W135, respectively. All the isolates (six nasophary-
ngeal and one clinical specimen) were identified as N.meningitidis serogroup B by Rt-multiplex PCR and
the isolates were also confirmed by conventional methods. The CSF specimens with CT value > 35 could
not be typed. We concluded that the Rt-multiplex PCR method is a rapid and reliable test for the direct
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diagnosis of acute bacterial meningitis due to NHS and serogrouping of N.meningitidis. Rapid diagnosis
plays an important role for the treatment and control of the disease, and serogrouping of the agent plays
an important role in terms of prevention/control and vaccination policies.

Keywords: Real-time multiplex polymerase chain reaction; acute bacterial meningitis, Neisseria meningi-
tidis serogrouping.
GiRis

Akut bakteriyel menenijitlerin %80-85’inden Streptococcus pneumoniae, Neisseria me-
ningitidis ve Haemophilus influenzae tip B (Hib) sorumlu olmakla birlikte etkenlerin gériil-
me sikligi yasa gore degisim gostermektedir. Yenidoganlarda grup B streptokoklar, bebek
ve cocuklarda Hib, eriskinlerde S.pneumoniae ve N.meningitidis en sik goriilen etkenlerdir.
Bununla beraber uygulamaya konulan etkili agilama politikalariyla menenjit epidemiyolo-
jisi oldukca degismis, 6rnegin bebeklik caginda Hib asilamasi yapilan tlkelerde bu etkene

bagli menenijitler azalirken, S.pneumoniae en sik gériilen etken haline gelmistir'2 .

Akut bakteriyel menenijitler, 6zellikle bebek ve yaslilarda en nemli mortalite ve mor-
bidite nedenleri arasinda yer almaktadir. Hastahigin insidansi gelismis Ulkelerde 2.6-
6/100.000 arasinda iken, gelismekte olan tlkelerde bu oranin yaklasik 10 kat daha fazla
oldugu tahmin edilmektedir. insidans giderek azalmakla birlikte, her yil diinya genelinde
yaklagik 100.000 cocuk akut bakteriyel menenijitten 6lmekte, hayatta kalanlarin yaklasik
%20'sinde ise norolojik defisit, mental retardasyon, isitme bozuklugu gibi nemli sekeller
ortaya ¢ikmaktadir®*,

Meneniit olusturan bakteriyel etkenler genellikle solunum yoluyla bulasirken, nazo-
farengeal kolonizasyona neden olmaktadirlar. Asemptomatik tasiyicilik hastaligin yayil-
masinda onemlidir. Meningokoksik menenijit epidemiler seklinde gorilmekte ve en iyi
tedavi kosullarinda bile hastaligin mortalite orani %10-15 arasinda degismektedir>. Ozel-
likle meningokoksik menenijit tanisinin hizla konulmasi ve gerektiginde hastanin yakin
cevresine ve ilgili saglik personeline profilaksi uygulanmasi hastaligin yayilmasini énleme
acisindan hayati role sahiptir.

Ulkemizde N.meningitidis, H.influenzae ve S.pneumoniae’ya bagh bakteriyel menen-
jitlerin bildirimi zorunludur. Bu nedenle llkemizdeki hastalik kontrol programlari 6zel-
likle bu ic etkene ydnelik gerceklesmektedir®. Menenjite yol acan etkeni saptamak ali-
nacak korunma/kontrol énlemlerini belirlemede, tedavi rejiminin seciminde, hastaligin
siddeti ve seyri hakkinda 6ngoriide bulunabilmek agisindan 6nemlidir. N.meningitidis
serogruplarinin belirlenmesi ise toplumda uygulanacak olan asi tipi ve kombinasyonuna
karar verilmesi agisindan 6nem arz etmektedir. Bu calisma, klinik 6rneklerde akut bak-
teriyel menenijit olgularinin buyik kismindan sorumlu olan N.meningitidis, H.influenzae
ve S.pneumoniae etkenlerinin saptanmasi ve BOS’da N.meningitidis saptanmasi halinde
etkeni serogruplandirmaya yonelik Rt-multipleks PCR testlerini optimize etmek amaciyla
yapilmigtir.
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GEREC ve YONTEM

Bu calismada N.meningitidis, H.influenzae ve S.pneumoniae’'nin  saptanmasina ve
N.meningitidis'in serogruplandiriimasina yonelik ic Rt-multipleks PCR testi, Wang ve ar-
kadaslarinin” 2012 yilinda tarif ettikleri calismanin modifiye edilen sekliyle laboratuva-
rimizda optimize ve standardize edildi. (i) NHS Rt-multipleks PCR testi (NHS miks): N.
meningitidis, H.influenzae ve S.pneumoniae’yi, (i) BCY Rt-multipleks PCR testi (BCY miks):
N.meningitidis serogroup B, C ve Y'yi, (iii) AWX Rt-multipleks PCR testi (AWX miks): N.me-
ningitidis serogrup A, W135 ve X'i saptamak amaciyla gelistirildi. Testte internal kontrol
olarak gapdh (int) [Human gapdh (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) gene]
kullanildi. NHS, BCY ve AWX Rt-multipleks PCR testlerinin optimizasyonu icin kullanilan
primer/problar, hedef gen bdélgeleri ve referans suslar Tablo I'de verilmistir.

Referans Suslardan DNA izolasyonu ve NHS, BCY ve AWX Miks DNAlarinin
Hazirlanmasi

S.pneumoniae izolatlar %5 koyun kanl agar besiyerine, N.meningitidis ve H.influenzae
izolatlari ise %10 at kanl cikolata agar besiyerine ekildi. Plaklar %5-10 CO,'li ortamda
37°C'lik etiivde 16-18 saat tremeye birakildi. Ureyen bakterilerden 1 ml serum fizyo-
lojik icerisinde yogunlugu 1 McFarland olacak sekilde bakteri stispansiyonlari hazirlan-
di. Kaynatma yontemiyle bakteriler lize edildi®. ilk etapta referans suslardan elde edilen
DNA’lar, Rt-multipleks PCR testlerinin optimizasyonu icin ayri ayri kullanildi. Daha sonra
bu DNA’lar karistirilarak miks DNA'lar elde edildi. Bu miks DNA'lar hem testlerin opti-
mizasyonunda ve standardizasyonunda hem de pozitif kontrol olarak klinik drneklerin
degerlendirilmesinde kullanildi.

Rt-Multipleks PCR Yonteminin Optimizasyonu

Wang ve arkadaslarinin 2012 yilinda tarif ettikleri calismalani’ ve “Centers for Disease
Control and Prevention (CDC)”in konu ile ilgili 6nerileri® dikkate alinarak testte kullanila-
cak primer/problar secildi. Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olup, her bir primer/probdan
son konsantrasyonda 0.1-0.9 uM olacak sekilde QuantiTect Multiplex PCR NoRox Kit
(Qiagen, Hilden, Almanya) icerisine ilave edilmesine karar verildi. Ardindan Qiagen Ro-
tor-Gene Q cihazinda, 95°C 15 dakika ilk denattirasyonu takiben, 50 dongi 94°C’de 60
saniye denatirasyon ve 60°C’de 90 saniye baglanma seklinde amplifikasyon basamaklari
optimize edildi. Bu amplifikasyon dongdileri her t¢ Rt-multipleks PCR testinde de ayni
sekilde kullanima uygun hale getirilerek tek cihazda ayni anda birden fazla reaksiyonun
gerceklestiriimesi saglandi.

Duyarhlik Calismasi

Uretilen standart bakteri suslarinin taze pasajlarindan birkag koloni secilerek %0.85lik
NaCl icerisinde McFarland No: 1 yogunlugunda bakteri stispansiyonlari hazirlandi ve 1
x 1071-10" arasi logaritmik diliisyonlari yapildi. Her bir diliisyon tiipiinden 50 pl alinarak
N.meningitidis ve H.influenzae icin cikolata agar besiyerine, S.pneumoniae icin %5 koyun
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Tablo I. Rt-Multipleks PCR Yoénteminde Kullanilan Primer/Problar ve Hedef Gen Bélgeleri

Hedef gen ot 1s . e e
Testler bolgesi* Primer/Prob 5'-3" oligoniikleotit dizisi Referans sus***
F753 TGTGTTCCGCTATACGCCATT
R846 GCCATATTCACACGATATACC N.meningitidis
ctrA (Nm) CDC kod M5179
g Pb820i(FAM) AACCTTGAGCAA”T"CCATTTATCCTGAC- o
S GTTCT
x
%_ ‘é hpdF729 AGATTGGAAAGAAACACAAGAAAAAGA
:3 ] . hpdR819 CACCATCGGCATATTTAACCACT H.influenzae
£Z hpd (Hi) ATCC 10211
g’ e hpdPbr762i(Hex) AAACATCCAATCG"T"AATTATAGTTTAC-
o P CCAATAACCC
z F373 ACGCAATCTAGCAGATGAAGCA
A (sp)  R424 TCGTGCGTTTTAATTCCAGCT S.pneumoniae
ATCC 49619
Pb400 (Cy5) TGCCGAAAACGC"T"TGATACAGGGAG
F737 GCTACCCCATTTCAGATGATTTGT
NmB-
- synD (NmB) R882 ACCAGCCGAGGGTTTATTTCTAC N.meningitidis
§ . AAGAGATGGGYAACAAC “T"” ATGTAAT- CDC kod M5179
& Pb839i (Cy5) GTCTTTATTT
Z ;‘:\ F478 CCCTGAGTATGCGAAAAAAATT
o E NmC-
g_ C synE (NmC) R551 TGCTAATCCCGCCTGAATG N.meningitidis
2 x . TTTCAATGC"T”AATGAATACCAC- CDC kod M3045
E. Pb495i (FAM)
Z CGTTTTTTTGC
C F787 TCCGAGCAGGAAATTTATGAGAATAC
o NmY-
synF (NmY) R929 TTGCTAAAATCATTCGCTCCATAT N.meningitidis
Pb1099i (Hex) Z}?’_&?XETT ACGATATCCCTATCCTTG- CDC kod M2578
F2531 AAAATTCAATGGGTATATCACGAAGA
NmA-
sacB (NmA) R2624 ATATGGTGCAAGCTGGTTTCAATAG N.meningitidis
2 . CTAAAAG"T”AGGAAGGGCACTTTGTGG- CDC kod M7060
i PB2591i (Hex) CATAAT
32
° i= F857 TATTTATGGAAGGCATGGTGTATG
2 % synG RO64 TTGCCATTCCAGAAATATCACC NmW135-
£ 2 (Nmwi3s) N.meningitidis
;‘é Pb9O7i (FAM) AAATATGGAGCGAA"T”GATTACAGTAAC- CDC kod M7034
% TATAATGAA
F173 TGTCCCCAACCGTTTATTGG NmX-
xcbB (NmX) R237 TGCTGCTATCATAGCCGCC N.meningitidis

Pb196 (Cy5)

TGTTTGCCCACA“T"GAATGGCGG

CDC kod M8210

* Yontemin optimizasyonunda kullanilan hedef gen bélgeleri. ctrA (Nm): N.meningitidis ctrA (capsule transport gene), hpd (Hi):
H.influenzae hpd (protein D gene), IytA (Sp): S.pneumoniae lytA (autolysin gene), synD (NmB): N.meningitidis serogrup B synD (cap-
sule biosynthesis gene D), synE (NmC): N.meningitidis serogrup C synE (capsule biosynthesis gene E), synF (NmY): N.meningitidis
serogrup Y synF (capsule biosynthesis gene F), sacB (NmA): N.meningitidis serogrup A sacB (capsule polymerase sacB), synG
(NmW135): N.meningitidis serogrup W135 synG (capsule biosynthesis gene G), xcbB (NmX): N.meningitidis serogrup X xcbB
(capsule polymerase xcbB).
** Testte kullanilan primer/problar 7 nolu kaynaktan alinmistir.
*** Yéntemin optimizasyonunda kullanilan standart suslar.
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kanh agar besiyerine ekim yapildi ve ayrica 100’er pl alinarak kaynatma yontemiyle DNA
ekstraksiyonlari yapildi®. Plaklar uygun sartlarda (37°C, %5 CO,, mikroaerofilik, nemli or-
tamda 24 saat) Uretildi. Kalip DNA'lar ise test glintine kadar -20°C’de sakland. Elde edi-
len logaritmik diltisyonlar ile Rt-multipleks PCR yapilarak testin saptama limiti test edildi.

Duyarhlik Simiilasyon Calismasi

Simiilasyon calismasi klinik 6rnek olan BOS ile yapildi. Konsantrasyonu 102, 10 ve
10* cfu/ml olan bakteri siispansiyonlarindan 100’er pl alinarak 400 ul NHS icermeyen
BOS ornegiyle karistirildi ve 500 pl simiile BOS 6rnegi elde edildi. BOS 6rneklerinden,
CDC'nin ilgili protokoliinden uyarladigimiz yonteme gore 3000 Unite/ml olacak sekilde
mutanolysin (Sigma Aldrich, ABD) ve 30 mg/ml olacak sekilde hiyallironidaz (Sigma
Aldrich, ABD) kullanilarak DNA'lar ekstrakte edildi®. Ardindan Rt-multipleks PCR gercek-
lestirildi.

Laboratuvarimiza Gelen Klinik Orneklerde Yontemin Test Edilmesi

Bu calismaya, Temmuz 2012-Mayis 2014 tarihleri arasinda laboratuvarimiza gonde-
rilen akut bakteriyel menenijit stipheli 41‘i BOS olmak Uzere 43 hastaya ait klinik 6rnek
(BOS, serum) ve kan kiltlri ile arastirma amacl gonderilen alti adet nazofarengeal suriin-
tu izolati dahil edildi. Klinik 6rneklerde N.meningitidis, H.influenzae ve S.pneumoniae’ya
bagh akut bakteriyel menenijit taramasi istemiyle “Daire Baskanligimiz Numune Kabul
Birimi”ne gelen, kiltirde 6rnegin ainmasinin tizerinden uzun siire gegmis olmasi, uygun
transport besiyerinde gonderilmemesi gibi nedenlerle etkenin tiretilme olasili§i mimkin
goriinmeyen ve ornek miktari farkl testlerin caligilmasi icin yetersiz olan BOS (n= 41)
ve serum (n= 1) ornekleri laboratuvarimiza gonderildi. Akut bakteriyel menenijit stipheli
ornekler laboratuvarimiza gelir gelmez hemen incelemeye alinirken, nazofarengeal alti
izolat toplu halde caligildi.

Klinik &rnekler’ ve izolatlardan® DNA izolasyonu vyapildi. Toplam 49 &rnek,

laboratuvarimizda optimize ettigimiz Rt-multipleks PCR ile incelendi. izolatlar hem
konvansiyonel yontemle hem de Rt-multipleks PCR yontemiyle calisildi. Sivi besiyeri
ortaminda gonderilen N.meningitidis izolatlari %10 at kanh cikolata besiyerine ekilerek,
37°C'de 16-18 saat nemli ve %5-10 CO,’li ortamda tremeye birakildi.

Ureyen kolonilerden;

(i) Kaynatma yontemi ile ekstraksiyonun ardindan Rt-multipleks PCR ile amplifikasyon
yapildi.

(i) Konvansiyonel olarak; oksidaz, katalaz, Gram boyama, API-NH, 6zgil antiserum-
larla aglitinasyon testleri caligildi.
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Akreditasyon

Turk Akreditasyon Kurumu tarafindan TS EN ISO 15189-Tibbi Laboratuvarlar-Kalite
ve Yeterlilik icin Ozel Sartlar Standardina gére, NHS Rt-multipleks testi “S.pneumoniae,
H.influenzae, N.meningitidis saptanmasi” test/parametre adi ve standart caliima prose-
dird (SCP) kod numarasi “SCP 05/MRLDB.06" ile, BCY Rt-multipleks PCR testi ve AWX
Rt-multipleks testleri “N.meningitidis serogrup tayini test/parametre” adi ve “SCP 06/
MRLDB.06” kod numarasi ile akredite edildi (Akreditasyon No: AB-0024-TL)'°.

BULGULAR

Laboratuvarimizda optimize ve standardize ettigimiz Rt-multipleks PCR yonteminin
duyarlilik sonucunun Wang ve arkadaslarinin 2012 yilinda yapmis olduklar calismanin’
duyarlilik sonucuyla benzer oldugu saptanmistir. N.meningitidis icin testin saptama limiti
40 cfu/ml olup; bu 1 bakteri/reaksiyon karigimi [(bak)/reak] olarak hesaplanmistir. Bu
sonug, ayni zamanda PCR yontemi reaksiyon tiipiinde bir adet bakterinin saptanabildigi
teorisini de dogrulamaktadir.

Tablo II. Rt-Multipleks PCR Yonteminin Duyarliiginin Degerlendirilmesi
Kiiltiirdeki koloni sayisi ile
Rt-multipleks PCR sonuclarinin karsilastiriimasi
BOS
. simiilasyon
Bakteri . Standart bakteri caligmasi ile
Diliisyon yogunlugu Koloni sayisi  gygjari jle elde  elde edilen CT
No orani (cfu/ml)* (cfu/ml) edilen CT araligi arahgi
1 1 10° >10° 13.32-14.34 -
2 107 108 >10° 16.35-17.42 -
3 102 107 >10° 20.04-21.12 -
4 103 108 >10° 23.97-24.85 -
5 10 10° ~10° 27.23-28.32 -
6 107 104 ~10* 30.35-31.15 31.32-32.50
7 106 103 ~ 103 33.11-34.07 33.30-34.80
8 107 102 ~ 102 34.66-35.52 34.75-35.67
9 108 10 - - -
10 107 1 - - -
* Rt-multipleks PCR testinin duyarlihgi N.meningitidis, H.influenzae ve S.pneumoniae’nin 1x107'-107°
cfu/ml arasi azalan logaritmik diliisyonlar ile ayri setler halinde test edilmistir.
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Hazirlanan bakteri dilisyonlarindan yapilan kiltiirlerin Greme sonuglarina gore her bir
dilisyonundaki bakteri sayilari dogrulanmigtir. 1-8 arasi diltisyonlardan ekstrakte edilen
kalip DNA'lar ile gerceklestirilen Rt-multipleks PCR sonucu azalan titrasyonlarda pozitiflik
saptanmis olup, ydntemin saptama limiti 102 cfu/ml olarak tespit edilmistir (Tablo II).
Yaptigimiz calismalara ornek olarak, NmB-N.meningitidis CDC kod M5179 susunun
107-10° cfu/ml arasi logaritmik olarak azalan diltsyonlari ile yapilan duyarllik
calismasinda elde edilen CT degerleri Sekil 1’de gésterilmis, saptama limiti 102 cfu/
ml’deki CT degerinin yaklasik 35 oldugu hesaplanmustir.

Temsili nitelikteki BOS 6rnekleri ile yapilan Rt-multipleks deneyinde, testin saptama li-
mitinin 102 cfu/ml oldugu, matriks etkisinin duyarlilik izerine olumsuz etkisinin olmadig
gOzlenmistir (Sekil 2).

Klinik érneklerin NHS miks ile test edilmesi sonucunda, 14 BOS 6rneginde (14/41)
N.meningitidis saptanirken, hicbirinde S.pneumoniae ve H.influenzae tespit edilmemistir.
Yapilan calismada N.meningitidis pozitif BOS orneklerinin CT degerlerinin 17.75-40.42
arasinda oldugu gozlenmistir. CT degerinin 35’in izerinde saptanmasi durumunda, test
tekrarlanarak sonug hastanin klinigi ile birlikte yeniden degerlendirilmistir. Bu hastalarin
dordu N.meningitidis agisindan pozitif olarak yorumlanmistir. Hastalarin klinik takip so-
nuclarina gore, BOS’un ge¢ donemde alinmig oldugu ve/veya antibiyotik kullaniminin
etkisiyle CT degerinin yiikseldigi anlagilmistir.
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Sekil 1. NmB-Neisseria meningitidis CDC kod M5179 susunun 10°-10" cfu/ml arasi logaritmik diliisyonlar:
ile yapilan duyarliik calismasi. Sekilde, yéntemin saptama limitinin 102 cfu/ml olarak tespit edildigi
gériilmektedir. 10 cfu/ml bakteri diliisyonu threshold cizgisinin hemen altinda ve bakteri icermeyen reaksiyon
kontrol egrisiyle paralel seyretmektedir.
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Sekil 2. Simiile BOS érnekleri ile yapilan Rt-multipleks deneyinde testin saptama limiti. 102, 103 ve 10*
102, 103 ve 10* cfu/ml bakteri diliisyonlar: ile hazirlanan simiile BOS érnekleri. PK: Pozitif Kontrol. RK:
Bakteri icermeyen reaksiyon kontrol.

BCY miks ve AWX miks ile N.meningitidis saptanan BOS 6rnekleri incelendiginde 10
tanesinin serogrup spesifik primerler ile reaksiyon verdigi gézlenmistir; bunlarin 8 (%80)’i
serogrup B, 1 (%10)’i serogrup A, 1 (%10)’i serogrup W135 olarak saptanmustir. Geri-
ye kalan ve CT degeri 35’in Uizerinde olan dort BOS 6rnegi serogruplandirilamamistir
(NT). Ayrica Rt-multipleks PCR testleri (NHS, BCY ve AWX miks) ile calismaya alinan
izolatlarin timunun [nazofarengeal surlnti izolati (n= 6) ve kan kdlturd izolati (n= 1)]
N.meningitidis serogrup B oldugu saptanmistir. Bu izolatlar USYPRL'de cikolata agar besi-
yerinde uretildikten sonra, oksidaz katalaz ve NH API (Biomeriux, Fransa) ile tanimlanmis
ve N.meningitidis’e 6zgil antiserum (Becton Dickinson, ABD) ile serogrup B olarak tip-
lendirilmistir.

TARTISMA

Bilindigi Gzere gercek zamanh PCR hizli ve giivenilir bir tani aracidir. Yontem, yiiksek
duyarliigi sayesinde bir yandan laboratuvar tani kapasitesinin artirilmasini saglarken, se-
kans spesifik florojenik oligoniikleotit problar sayesinde coklu DNA hedeflerinin 6zgil
olarak saptanabilmesine olanak saglamaktadir. Bu sayede, Rt-multipleks PCR ile tek bir
reaksiyonda coklu etken taramasini, ézellikle BOS gibi klinik 6rnegin sinirli oldugu ve me-
nenijit gibi hayati ve toplum saghgini tehdit eden enfeksiyonlarda yapabilmek miimkiin
olabilmektedir. Akut bakteriyel menenijit tanisinda kultir halen “altin standart” olmakla
birlikte enfeksiyonlarin cogundan sorumlu olan NHS'nin uretilmesi ve kiiltir ile tani ko-
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nulmasinin zaman alici olmasi gibi zorluklar nedeniyle BOS 6rneginde dogrudan etkeni
tanimlayabilmek zorunlu hale gelmistir. Bu calismada, klinik 6rneklerde hizl, givenilir
bir sekilde hastaligin tanisini koymak ve serogrup tayini yapmak lizere laboratuvarimizda
“in-house Rt-multipleks PCR” yontemini optimize etmek amaciyla tg¢ farkli miks (NHS,
BCY ve AWX) tasarlanmustir.

Akut bakteriyel menenijit tanisina yonelik Rt-multipleks PCR yonteminde onceleri
N.meningitidis ctrA, H.influenzae bexA ve S.pneumoniae lytA genleri hedef alinmistir'!.
Ancak, bexA tabanh testler sadece kapsiillii olan H.influenzae izolatlarini tespit edebil-
mekte, tiplendirilemeyen izolatlar tespit edememektedir. Ek olarak, S.pneumoniae tani-
sinda lytA geninin ply geninden daha 6zgiil bir hedef bélge oldugu gésterilmistir'2. Daha
sonraki calismalarda gelistirilen Rt-multipleks testlerinde, hem tiplendirilebilen hem de
tiplendirilemeyen H.influenzae izolatlarini tespit etmek amaciyla protein D (hpd) geni ve
S.pneumoniae lytA geni hedef bélge olarak secilmistir'?'31% Bu calismalarda ctrA geni
N.meningitidis icin hedef gen bdlgesi olarak secilmistir. CtrA tabanli Rt-multipleks PCR
testi kapsilli N.meningitidis izolatlarinin bircogunu saptamak icin uygun bir test olma-
sina ragmen, ctrA geni tasimayan kapsulsiiz izolatlarin tespitinde veya bu gende 6nem-
li varyasyonlar olmasi durumunda yetersiz kaldigi gdzlenmistir'>1%17. Son calismalarda
N.meningitidis sodC geninin hedef olarak kullanildigi Rt-multipleks PCR yonteminin, hem
tiplendirilebilen kapstillii izolatlarin hem de daha cok nazofarengeal tasiyicilik arastirma-
larinda kargimiza cikan ve tiplendirilemeyen kapstilstiz izolatlarin tanimlanmasinda yararli
olabilecegi belirtiimekte olup, bu konudaki arastirmalar devam etmektedir'®19:20,

Bir menenijit hastasindan alinan BOS érneginde bakteri sayisi genelde 103-10° cfu/
ml’nin {izerinde saptanmaktadir?'. Bu calismada yéntemin saptama limiti 102 cfu/ml ola-
rak tespit edilmis olup, NHS Rt-multipleks PCR’nin duyarliliyi akut bakteriyel menenjitin
%80-85'inden sorumlu olan bu Ug etkenin BOS ve diger steril viicut sivilarinda saptana-
bilmesi icin yeterli oldugu gézlenmistir. Bakteri saptama sininmiz 102 cfu/ml degeri icin,
Rt-multipleks PCR’nin sinir degeri (CT, threshold cycle) yaklasik 35 olarak hesaplanmustir.
CDC Rt-multipleks PCR test sonucunda CT degerinin 35-40 arasi bulunmasi durumunda
BOS 6rneginin seyreltilerek testin tekrar edilmesini énermektedir®. Calismamizda sinirl
sayida hastada elde ettigimiz > 35 CT degeri, bu gibi durumlarda test tekrarinin 6nemi-
ni gostermistir. S6z konusu durumlarda elde edilen pozitif sonug konfirme edilememis,
dolayisiyla yanlis pozitifligin rapor edilmesi 6nlenmistir. Bazi hastalarda ise testin ikinci
tekrarda da pozitif sonug verdigi gozlenmistir. Bilindigi (izere, numunenin alinmasindan
once antibiyotik tedavisine baglanmis olmasi, 6rnegin uygunsuz sartlarda transportu veya
saklanmasi gibi faktorler DNA'nin yikimina yol acabilmektedir. Bu gibi durumlarda sonug-
lar, klinik veriler ve diger laboratuvar bulgulari ile birlikte dikkatli bir sekilde yorumlanma-
hdir.

Toplumdaki N.meningitidis serogruplarinin belirlenmesi uygulanacak olan asi tipi ve
kombinasyonuna karar verilmesi acisindan 6nem arz etmektedir. On iki serogrubu olan
N.meningitidis'in en sik gorilen serogruplari A, B, C, Y, X ve W135tir. N.meningitidis
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serogrup A epidemilerin cogundan sorumlu tutulurken, serogrup B, C ve Y daha cok
sporadik olgulardan sorumludur. Serogrup B ve C Amerika ve Avrupa’da en yaygin gori-
len serogruplar olusturmaktadir. Turkiye'de ise 1982 yilinda en sik saptanan serogrup B
iken, 2005 yilinda yapilan aktif stirveyans calismalarinda W135'in %42.7, B'nin %31.1, Y
ve A serogruplarinin sirasiyla %2.2 ve %0.7 oraninda oldugu saptanmistir?2, Tiirkiye’de
2007-2009 yillarinda serogrup A ve B’nin az diizeyde artti§gi, W135'in ise azaldigi tespit
edilirken; serogrup W135 prevalansindaki degisikligin Hac epidemisine bagli oldugu bil-
dirilmistir?3. 2010 yilindaki bir calismada ise iilkemizde serogrup B’ye bagl meningokokal
hastalik prevalansinin %35’e yikseldigi ve serogrup W135 prevalansinin azaldigr bildiril-
mistir?*. Bu calismada optimize ettigimiz ydntem ile her ne kadar sinirli sayida BOS érnegi
test edilmis olsa da, elde edilen veriler N.meningitidis serogrup B’nin yayginlagmasina
isaret etmektedir.

Laboratuvar tani kapasitesini artirmaya yonelik bir “in-house” Rt multipleks PCR testi
tasarlarken; 6zgul, duyarl, hizli ve giivenilir sonug verebilmek hedeflenmelidir. Bu calis-
mada optimize edilen Rt-multipleks PCR yonteminin NHS'ye bagli akut bakteriyel me-
nenijitin dogrudan tanisinda ve N.meningitidis'in tiplendirmesinde hizli ve givenilir bir
test oldugu duslincesindeyiz. Hizli tani, hastaligin tedavisi ve kontrolii agcisindan, etkenin
serogruplandiriimasi ise korunma/kontrol ve asi politikalari agcisindan 6nem arz etmekte-
dir.
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