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Mycoplasma pneumoniae infeksiyonlarmm

Laboratuvar Tanisi
Mine Ang-Kiiciiker

Girig

Bakteri taksonomisinde Tenericutes boliimiiniin Mollicutes s1-
mfinda yer alan (1) ve 5x108 daltonluk genomlariyla yapay besi-
yerlerinde iireyebilen en kilgilk mikroorganizma iinvanina sahip
olan Mycoplasma cinsi bakteriler, evrim siirecinde hiicre duvar
olmaksizin ve sinirlt biyosentetik etkinliklerle iireyebilme yetene-
Ei gibi baw dzgill yagama stratejileri gelistirmis bir gruptur (1,2).
Bu tjzallik]cr, bu bakterilerin muayene maddelerinde gosterilebil-
mesi, etken olarak tanimlanabilmeleri igin Bzel yontemlcn zorun-
lu kilmaktadir (2).

Bu yazida, laboratuvar tamsing iligkin bilgilerin Gzetlenccefi
M preumoniae tiirlintin etken oldugu solunum sislemi infeksiyon-
lar1 daha ¢ok adolesans cagindaki gocullarla geng yetigkinlerde
goriilmektedir (2,3). Bu infeksiyonlann % 77'si trakeobrongit, %
3 atipik pntimoni, % 20'siyse asemptomatik infeksiyon geklinde
seyreder (3). Genel olarak M.preumoniae’nin etked oldugu solu-
num sistemi infeksiyonlarinda, belirtilerin nonspesifik olugu, ay-
rica bu alanda hazh tan yontemlerinin heniiz yeni yeni geligtiril-
mekte olusu, etkenin tanisim ¢ogu kez olanaksiz klmaktadr (2,
3). Ancak, M.pneumonige infeksiyonlarntmn géritlme siklifinn
yiiksekligi ve alipik pnﬁmoni etkeni olarak bu bakterinin tnemi-
nin kavranmasi, tam i¢in yeni yontemierin gehﬁhn!mesme yone-
lik galigmalan hlzlandlrm1§ur

M preumoniae’nin tamsinda uygnlanan gegildi yontemler genel
olarak ii¢ temel grupta incelenebilir:

A) M preumonianin muayene maddelerinden izolasyonu

B) Serolojik yontemlerle M. pneumoniae'ye kargi olugmug an-

tikorlarin goslenimcm
C) M.pneumoniae antijenlerinin muayene mdddesmde direkt
saptanmas:

tzoiasyen

Mycoplasma'lar izolasyonu amaciyla muayene maddesi olarak
balgam, bogaz salgis1, nazofarinks salgsi, trakeal aspirat, akciger
biyopsi materyalinden yararlambir (2-4). M.pneumoniae solunum
epitel hilcrelerine yapisttgl igin muayene maddesi hastaya ait hiicre-
sel materyal de icermelidir (3). Muayene maddesi olaruk agag so-
lunum yollarmdan alinan muayene maddeleriyle M pren-moniae
tamsmnda bagan olasiig artar (3,4). Muayene maddesinin alinma-
sinda zaman ¢ok Snemli bir kriter degifdir. Zaten hastabgin dogal
silresi 6-8 haftadr ve hastalar belitiler orlaya giktiktan sonraki bir-
kag giin ile 1 hafta icinde hekime bagvururlar (4).

M. preumoniae kurwluga duyarh oldugu igin, muayene maddesi-
nin Amies, Stuart gibi bir transport besiyerinde veya normal iireme
besiyerinde, laboratuvara ulastirilmas: gerckmektedir: (4,5). Uygun
kogullarda laboratuvara ulagtinlan muayene maddesi + 4°C sicak-
likta 1-2 giin, derin dondurucuda haftalarca bekletilebilir (4), Bura-
da tek kosul muayene maddesinin icinde bulundugu bekleme orta-
minda prolein bulunmasidir (2). Sivi muayene maddeleri kapali
kaplarda ve kuru buz icinde laboratuvara yollanmalidir (2,4,5).

M preumoniae'nin izolasyonu amaciyly, difer Mycoplasma'-
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larda oldugu gibi, genelde et veya soya proleininden ibaret temel
besiyerinin steroller ve peptid vs kaynag1 olarak taze maya Szeti
ile zenginlestirilmesiyle elde edilen besiyerleri kullamlir (2,4,5).
M pneumoniae, difer varhfi olast mikroorganizmalardan daha
yavag ilredigi icin besiyerine bu hizh iireyen mikroorganizmalar
icin inhibitér olan bazy antimikrobiyal maddeler ilave edilmelidir
(2,4,5). Mycoplasma'larin direngli oldugu penisilin, talyum asetat,
amfoterisin B, polimiksin bu amagla kullamlan antimikrobiyal -
maddelerdir {2). Son yillarda M pnewmoniae'nin izolasyonunda ba-
sanyla kullamlan SP-4 besiyeri difazik bir besiyeri olup esas olarak
Spiroplasma'lann izolasyonu amaciyla gelistirilmistir (2,4). Bu be-
siyerinin  kullammaimin  M.preumoniae  izolasyonunda bagariyi
%30-50 artirdifh saptanmigiir (4). Bu besiyerinde lireyen ve sle-
reomikroskopta incelenen koloni morfolojisine gére M .pneumo-
nige oldugu diisintilen bakterinin tir dilzeyinde kesin tams, bi-
yokimyasal Ozeliklerinin belirlenmesi -ki burada M pneumo-
nige'yi solunum yollan normal florasinda bulunabilecek M.orale,
M salivariuim gibi tiirlerden ayirt eden en Snemli dzellik glikozu
fermenie etmesidir- hemadsorbsiyon yeteneginin ve bets-hemoliz
yapma tizelliginin saptanmasiyla veya spesifik antiserumun varh-
finda dreme inhibisyon deneyiyle gergeklestirilir (2,4).

Serolojik Yontemler

Gilnitmiizde hasta muayene maddelerinden, M.pneumoniae’
nin izolasyonunun kiilfetli ve gok fazla zaman gerektiren bir ybn-
tem oimasi, daha sonra stz edilecek olan antijenin direkt olarak
gtisterilmesini amaglayan ydntemlerinse pahal clmast nedeniyle
kullamimlan ¢ok kisitl: olep M .prenmoniae infeksiyonlarnimn la-
msinda serolojik ydntemler bityilk nem tasimaktadir (2, 3,6).
Klasik serolojik yiniemlerin yam sira, daha duyarh ve daha dzgiil
serolojik ydntemlerin gelistirilmesine yonelik calismatar da bil-
yitk iz kazanmstur.

Serolojik dencylerin ¢ogunda oldugu gibi, M.pneumoniae in-
feksiyonlarinin da tamsi, hastalifin erken akut fazinda ve bunu
izleyen 7-10 giin sonra alinan serum &rmekierinde antikor titresin-
de anlamli bir arbsin saptanmasina dayanir (6). Akut faz serom
drnekleri.aym yéntemle incelenmelidir. Serum, soguk agliitininle-
rin pihtiya absorbe olmasini tnlemek igin 20-37°C'de ayngtiril-
malidir (2). Dilile olmamg serum drnekleri +4°C'de kisa bir silre,
-20°C'deyse uzun siire saklanabilir (2).

Soguk Hemagliitinasyon

M pneumoniae tanisinda vzun yillardir ok sik kullanilan bir
yintemdir, Bu yontemle IgM simifindan antikorlar saptanir. Hizly,
ucuz, basit bir ybntem olugu, ayrica soguk hemaglitinin titresinde
artigin hastalifin akut fazinda degigim gbsteren ilk palolojik para-
metreler arasinda olmas: yéntemin sik kullanilma nedenidir (2,4,
6). Titrenin = 128 olarak saptanmas: pozitiflife isarel eder. Ancak
pozitif sonuglarin yorumlanmasinda dikkatli olmak gerekir. Zira,
birincisi sofuk hemagliitinasyon-pozitif nonbakieriyel pn&imoni-
lerin sadece kilciik bir baliimiinde ctken M pneumoniae'dir (6),
aynca Ozellikle sonucun pozitif fakat titrenin diigltk oldugu du-
rumiarda, spfuk hemagliitininlerin, adenovirus, solunumsal sin-
sisyum virusu, influenza virusu infeksiyonlarnyla kolajen-vas-
kiiler hastaliklarda, myelomalarda ve bazi tropik hastaliklarda da
orlaya giktifii unutulmamalider (6). Deney sonucu negatif olarak
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saptandiinda, test 3-5 giin sonra ahinan serum 8rmegiyle yinelen-
meli ve titrede artiy saptanmaya caligilmalidir, Negatif sonucun
yorumlanmas: gilgtiir, zira hastalarin salt 1/2'sinde sofuk hemag-
liitininler ortaya ¢ikmaktadir, Bu nedenle negatif sonug M.pneu-
moniae kugkusunu oriadan kaldirmaz (2,4). Bu deneyin bulgulan
bagka testlerle konfirme edilmelidir.

Kompleman Birlesmesi Reaksiyonu (KBR)

1965'te ilk kez Onerilerek uygulanmaya baglanan bu dency
M pneumoniae tamsinda en sik kullamlan serolojik yéntemlerden
biridir (6). Akut ve konvalesan serumda antikor titresinde 4 (ya
da daha fazla) kat artig veya tek serum Srneginde titrenin 2 32 ol-
mas1 pozitif sonug olarak degerlendirilir (6). KBR, killtir sonucn
pozitif olgulann % 85'inde pozitil sonug vermektedir (6). 12 yil-
Iik bir siireyi ve 3546 olguyu kapsayan bir ¢aligmada KBR'nun
duyarhig1 % 90, dzglilligiiyse % 94 olarak saptanmgtir (6). Yine
de KBR'nun bazi dezavantajlan vardir. Bunlardan biri bu deney-

“de kullamlan ve M.pneumoniae hiicrelerinden kloroform-metal
eksiraksiyonuyla elde edilen ve M. preumoniae igin spesifik olma-
yan bir glikolipidin antijen olarak (kit olarak var} kullaniimasidir
(2,6). Bu glikolipide benzer molekiiller, ¢egitli insan dokuolarinda,
streptokok ekstrelerinde ve bazi bitkilerde bulunmaktadir (6).
(zellikle, iltihabi reaksiyonlarda, konak hilcreleri tarafindan olug-
turulan ve bu glikolipidle gapraz reaksiyon veren bazi otoantikor-
lar yalanci pozitiflife yol agabilitler. Bu duruma. buz niirolojik
sendromlarda, bakieriyel menenjitlerde, akut pankreatitte rastlanir
(6). Bu nedenle, KBR, etyolojisi bilinmeyen hastaliklann ayirt
edilmesinde kullamilmamalidir. Yine de bu ybniem, gocuklarda
ve yetigkinlerde, M.pneumonige’nin etken oldugu solunum siste-
mi hastahklarinda, alita yatan baska bir hastalik dilgtiniilmedigi
durumlarda, son derece uygun bir yéntemdir (2,6). KBR'nunda
negatif sonug M pneumonice kuskusunu yok etmez. KBR'nunda
birincil olarak "erken" IgM sinifindan antikorlar, az miktarda da
ikincil olarak IgG'ler Slgiililr (6). Buna bagls olarak bu serolojik
yontem M.pneumoniae infeksiyonlannda, primer infeksiyonun
baglangi¢ fazim saptamayla sinirhdir ve tekrear fazindaki antikor
yaniiin: saptayamamakiadir (6).

M preumoniae infeksiyonlarimin patogenezinde primer ve se-
konder infeksiyonun 6nemi bilyiiktiir. Hayvan deneyleri, M.pneu-
monige izolasyon oraminin reinfekie hayvanlarda, ilk kez infekte
olanlardan daha ditgiik oldugunu gbstermigtir, fakat deneylerde,
ne izolasyon oramnmn dilgiikliigiiniin ne de KBR'nunda diigitk an-
tikar titresinin, M.preumoniae infeksiyonunun klinik statiisiinil
yansitmadifa saptanmmgtir, Zira reinfekte hayvanlarda, histopato-
lojik bulgular, yeni infekte olmug hayvanlardakinden gok daha
agir bir lenfohistiositer infiltrasyonu gostermektedir. Ayrica hay-
van deneyleri, ikincil infeksiyonlarda IgG ve IgA diizeylerinde
girillen yliksek artigin IgM diizeyinde gdriilmedigini gbstermistir.
Bu nedenlerle KBR, reinfeksiyon kosullannda, spesifik Ig simfla-
nm Slgen diger testlerden daha az tamisal anlam tagimaktadir (6).

ELISA Teknikleri _

Mycoplasma serolojisinde son yillarda giderek artan oranda
kullanilmaya baglanan bu {ekniklerde antijen olarak sonikasyonla
elde edilen tiim hilcre preparasyonlar, tween-eter ekstraksiyonuy-
la elde edilen proteinler, SDS ile muamele ediliis M.preu-
monige hiicreleri kullansdlmaglir (2,6). Ancak antijen olarak bu bi-
legiklerin kuliamlmasinm neden oldugu, capraz reaksiyonlar gibi
olumsuz kogullart ortadan kaldumak {izere galigmalar, Western
biot teknigiyle M.pneumoniae'nin daha spesifik antijen profilleri-
ni aragtirmaya ytnlendirilmigtir (6). Yapilan cahgmalarla, M.pre-
umoniae infeksiyonlannda hasta serumlannda &zellikle M preu-
moniae'min 170 kD'luk P1-membran proteinine karyt giigld anti-
kor yamt saptanmighr. P1 proteini izole edilerek spesifik, tamm-
lanmmsg antijen olarak kullamlmaya baglanmgtir (6,7). P1'in giiclii
bir antijen olmanin yam sira M preumoniae'nin asal virtilans fak-
tril olmasi nedeniyle, antijen olarak Pl'in kullamiimasi1 PI- nega-
if M.pneumoniae ile kolonizasyonun P1- pozitif gercek infeksi-

yondin aywrt edilmesi de saglanmugtir (6). Aynca P1'in -bazi arag-

“tirmalarda bildirdldigi tizere solunum sistemi infeksiyonlarindan

da izole edilebilen- M.genitalium'un (6) MgPa'siyle homolog ol-
mayan amino asid dizilerinden elde edilen sentetik peptidler ELI-
SA tekniklerinde kullanilabilmekiedir {6). ELISA teknikleriyle
elde edilen bulgularla KBR y&ntemiyle elde edilen bulgular ara-
sinda paralellik vardir (6). Ozellikle P1 antijen olarak kullanild-
gmnda ELISA tekniklerinin duyarlifn ve 6zgtilligii cok yilksektir
(6). Bu yintemle gerek total Ig'ler gerckse IgG ve IgM sinifi anti-
kerlar ayri ayr saplanabilmektedir (2,6). Farkl: Ig simifi antikorla-
rin ayrt ve tek cesidi segilerck yaptlan test sonuglan infeksiyonun
seyrine iliskin dogru bulgulan yansitmaz, bu saplama daha eski
galismalarda elde edilen ve baz hastalarda Gzellikle 1gG ve dzel-
likle genclerde olmak {izere bazi hastalardaysa IgM simifi antikor-
larmn litresinde ylikselme saptanmasi bulgularina da uymaktadir
(6).

Total IgG + IgM veya bunlardan biri yerine ayn ayn her iki s1-
mf antikor titresinin de saptanmasi Snemlidir (8). Baz1 cahgmalar-
da saglikli kisilerde de yilksek titrede IgG'ler saptanmig olup bu
bulgu gegirilmis bir M preumoniae infeksiyonu olarak yorumiban-
migtir, ayrica yukanda da deginildigi gibi, zellikle yaghlarda,
IgM artig1 olmamaktadrr ki bu da bir reinfeksiyona isaret etmekie-
dir. Aynca IgG titresinin normalde IgM'den daha geg yilkselmesi,
tzellikle gocuklar olmak tizere bazi hastalarm infeksiyon silrecin-
de tizellikle baskin olarak IgM {iretmeleri de her iki simfin birkik-
te degerlendirilmesini gerekli knlmaktadir {(6).

p-capture EIA [=IgM EIA]

Bu yoniem ELISA plaklarinda immobilize edilmis p zincirleri-
ne hasta IgM'lerinin baglanmasinin saptanmasina dayanmaktadir
(6,9). M.pneumoniae igin spesifik IgMlerin varligl yeni bir infek-
siyonu giisterir, IgM'ler daha ¢ok genglerde goriilmektedir (6).
Antijen olarak sonikasyona Labi tutulmug M.pneumoniae hiicrele-
i kullanilmakiadir, Bu nedenle gapraz reaksiyonlar olasidir (6).

IHA (M)

Bu yOntem sifr eritrositleri Uzerinde immobilize edilmis p
zincirlerine hasta serumundaki M. preumoniae igin spesifik IgM'
lerin adsorbsiyonuna dayanmaktadir, Tiim hilcrenin antijen olarak
kullamlmas: nedeniyle dzgilliigii diigiiktlir (6).

Antijenin Muayene Maddesinde Direkt Saptanmas

Mycoplasma'lanin hiicre duvanna sahip olmalar nedeniyle
Gram preparasyonunun lanuda dnemi yoktur. Buna karsilik Giem-
si ybntemiyle veya karanhk alan, faz-kontrast veya elekironmik-
roskop yontemleriyle daha bagarili géritntiiler elde edilebilirse de
bu ySntemler rutin uygulamalar igin pratik ve uygun degildir
(2,4).

M pneumoniae'nin antijenlerinin muayene maddelerinde direkt
olarak saptamasma ydnelik direkt teknikler gelistirilmis ve gelis-
tirilmekiedir (9,10).

Bu teknikler arasinda licari olarak mevcut olan monoklonal
antikorlarin kullantldifa immiinflooresans teknigi, veya nilkleik
asid hibridizasyon lekniklerinin yam sira mouayene maddelerinde
antijenin direkl olarak ggsterilmesinde en stk kullamilan teknik
PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) teknigidir (9,10). PCR ama-
ciyla iki tp primer kullamitabilir. Bunlardan biri M .preumo-
nice'nin P1 proteini genlerine ait 153 bp'lik bir nikleotid dizisi
olup, heniiz ticari kit olarak bulunmamaktadir (7).

Ikinci secenefii olugturan primer M pneumoniaenin [1251]'le
igaretli olup 16 s fRNA penlerine komplemanter bir sentetik niik-
leotid dizisidir ve ticari kit olarak bulunmaktadir, Bu yéniemle tr-
nekie 10% cfu saptansbilmekte olup P1 genlerinin primerinin kul-
lamldifn PCR tekniBine oranla daha duyarlidir (9,11-13).

Antijenin muayene maddesinde direkt olarak saptanmasi ama-
ciyla geligtirilmig bir baska y&ntem ise kitleri ticari alarak meveut
olan "antigen-capiure EIA"dwr. Antikor olurak, M.pneumoniae’
nin tiim antijenik yapisina (glikolipid+protein) kargi elde edilen
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tavsan bafisik serumu (absorblanmug ve fraksiyonlanms olarak)
kullamalir (6,8,14). Tavgamn bagisikianmadan &nceki serumu ne-
gatif konirolditr. Balgam Srneklerinde, serolojik deneylerin pozi-
tif oldugu olgularin % B1'ini, negatif oldugu olgularin % 94'tnil
bu yintemle saptamak miimkiindiir (14). Kltir yéntemine gére
duyarhg: % 40, Szgitlliiii % 64'tiir. Poliklonal antikorlar kullani-
diff igin M.genitalium ile gapraz reaksiyonlar sézkonusudur. Ust
solunum yolanndan cok, alt solunum yollarindan alinan &mekler-
le iyi sonuglar elde edilir. Aynca pndmonilerde, bronsit olgulari-
na oranla, daha anlamli eldugu saptanmigtir (14).
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