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OZET

Streptococcus pneumoniae toplum kaynakli solunum yolu enfeksiyonlarinin en
onemli etkeni olup, morbiditesi ve mortalitesi yiksek enfeksiyonlara yol acan bir
patojendir. Makrolidlerin toplum kaynakli solunum yolu enfeksiyonlarinin
tedavisinde yaygin ve uygunsuz kullanimi, bu grup antibiyotiklere direncli
pnomokoklarin  tiim diinyada yayilmasina yol agmstir. Ulkemizde makrolidlere

direncli pnémokoklarin insidanst % 25’in izerindedir.

Cahsmamizda amacimiz; hastanemizde Klinik 6rneklerden enfeksiyon etkeni
olarak izole edilen ve makrolid direnci gosteren pnomokok izolatlarinin makrolid

direncinde, mef denetimindeki aktif ilag pompasinin roliinu ortaya koymaktir.

izolatlarin disk difiizyon yontemi ile eritromisin, azitromisin, Kklaritromisin,
klindamisin duyarhhdi ve sivi mikrodilisyon yontemi ile minimum inhibitér
konsantrasyonlari  belirlenmistir. Makrolid direng fenotipinin saptanmasinda
eritromisin ve klindamisin cift disk yontemi kullanilmistir. izolatlarda makrolid
direncinin genetik determinantlari mef(A), mef(E), erm(B), erm(TR) her gene 0zgl
primerler kullanilarak PZR yontemiyle tespit edilmistir. izolatlarin % 40’inda (n:20)
sadece erm(B), % 30’unda (n:15) sadece mef(E) geni, % 30’unda (n:15) da her iki
gen birlikte bulunmustur. erm(B) tasiyan izolatlar cMLSg fenotipinde olup, makrolid
ve linkozamid MiK’leri yiiksek diizeydedir. Sadece mef(E) tasiyan izolatlarin
14’iinde M fenotipi saptanmis ve makrolid MiK’leri goreceli olarak diisiik

bulunmustur. mef(E) tastyan 1 izolat iMLSg fenotipinde bulunmustur.

Calistigimiz kokenlerdeki yiiksek eritromisin direncinden sorumlu olan ana
mekanizma hedef bdlge degisikligi [erm(B)] olarak bulunmasina ragmen, yalniz
basina ya da erm(B) ile birlikte bulunan yiksek mef(E) geni varligi, bélgemizdeki
makrolid direngli pndmokoklar agisindan yeni bir tehdit olarak karsimiza
gelmektedir.

Anahtar sozcukler: erm(B), makrolid direnci, mef(E), Streptococcus

pneumoniae



SUMMARY

The Role of the Active Macrolide Efflux Pump Mediated by mef in the
Macrolide Resistance of Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae is the most important pathogen of the community-
acquired respiratory tract infections and causes high morbidity and mortality rates.
Widespread and improper use of macrolides for the treatment of the community-
acquired respiratory tract infections has led to the quick spread of the antibiotic-
resistant pneumococci throughout the world. Incidence rate of the macrolide-resistant
pneumococci is 25 % in our country. Our aim in this study is to display the role of
the active drug pump under the control of mef in the macrolide resistances of
pneumococcus isolates that are isolated from the clinical samples as the infection
factor in our hospital and show macrolide resistance. Erytromycin, azithromycin,
clarithromycin, clindamycin sensitivity of the isolates were determined with disc
diffusion method and their minimum inhibitory concentrations investigated with
liquid microdilution method. Erytromycin and clindamycin double disc method was
used for the determination of macrolide resistance phenotype. Genetic determinants
of the macrolide resistance: mef(A), mef(E), erm(B), erm(TR) genes were detected in
the isolates with PCR method by using primers specific to each gene. erm(B) was the
only gene in 40 % (n:20) of the isolates while mef(E) gene was detected alone in 30
% (n:15) of the isolates and both genes were detected in 30 % (n:15). Isolates
carrying erm(B) show cMLSg phenotype and their macrolide and lincosamide MIC
levels are high. M phenotype was detected in 14 of the isolates carrying only mef(E)
and their macrolide MIC levels were found to be relatively low. One isolate carrying
mef(E) was found to show iIMLSg phenotype.

Although the main mechanism responsible for the high erytromycin resistance in
the origins of our study was found out to be the target area change [erm(B)], presence
of mef(E) gene either alone or with erm(B) emerges as a new threat to the

macrolide-resistant pneumococci in our region.

Key words: erm(B), macrolide resistance, mef(E), Streptococcus pneumoniae



1. GIRIS VE AMAC

Streptococcus pneumoniae ¢ocuklarda ve eriskinlerde toplum kaynakli pnémoni,
otitis media, sinlizit, menenjit ve sepsisin 6nde gelen etkenleri arasinda olup, belirli
hasta gruplarinda morbiditesi ve mortalitesi yuksek olan enfeksiyonlara neden
olmaktadir. 1980’li yillardan baslayarak penisiline direngli ve cogul direngli
S. pneumoniae kokenleri giderek yayginlasmis ve diinya genelinde énemli bir sorun
haline gelmistir. Bu durum pndmokok enfeksiyonlarinin tedavisinde makrolidlerin
alternatif olarak 6ne ¢ikmasina sebep olmustur. Pnémokoklarda penisiline direncli
suslarin artmasiyla birlikte, alternatif antimikrobiyallerin daha fazla kullanilmasina
bagh olarak makrolidler basta olmak Uzere dider antimikrobiyallere de direng
gelismeye baslamistir. Avrupa Antimikrobiyal Direng izleme Sistemi’nin (EARSS)
2005 yili verilerine gore Turkiye’de saptanan eritromisin direng orani % 10 iken, bu
oran 2008 yilinda Tiirkiye’nin de aralarinda bulundugu bir grup tlkede (italya,
Tarkiye, Fransa, Macaristan, Kibris) % 25-50 arasindadir. Turkiye’deki eritromisin
direng orani ise % 29’dur. Pndmokoklarda en yuksek eritromisin direnci Asya
tlkelerinde gorulmektedir.

Pnomokoklarin klinikte 6nem tastyan makrolid direncinde, esas olarak iki
mekanizma rol oynamaktadir. ilki; sentezlenen metilaz enzimiyle ribozomal
RNA’nin metilasyonu sonucu antibiyotigin hedefinde degisiklik olusmasi, ikincisi;
antibiyotigin aktif olarak hicre disina pompalanmasi (efflux) mekanizmalaridir. Son
dénemlerde yapilan pndmokoklarda makrolid direncinden sorumlu mekanizmalarin
arastirildigi bircok calisma, ilacin hiicre disina atilmasina yol acan aktif pompa
proteinlerinin makrolid direncindeki roltiniin giderek arttigina dikkat cekmektedir.
mef geni denetimindeki aktif ilag pompasi prevalansi, makrolid direncli
S. pneumoniae izolatlarinda giderek artmaktadir. Ulkemizde pnomokoklarda goriilen
makrolid direng mekanizmalarinin genetik karakteristiklerini arastiran ¢alisma sayisi
sinirhidir. Pnémokok enfeksiyonlarinin etkin tedavisi i¢in mikroorganizmanin yaygin
kullanimindaki antibiyotiklere karsi gelistirdigi antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin

belirlenmesinin ve bolgesel farkliliklarin ortaya koyulmasinin buyuk 6nemi vardir.



Makrolidlere direncli pndmokoklarin orani tilkeden tlkeye, bdlgeden bélgeye,
hastaneden hastaneye hatta ayni hastane icinde cesitli birimler arasinda dahi

farkliliklar gostermektedir.

Bu calismada amacimiz, hastanemizde klinik ¢rneklerden enfeksiyon etkeni
olarak izole edilen ve makrolid direnci gosteren pnémokok izolatlarinda, makrolid
direncinin fenotipik ve genotipik karakteristiklerini ve makrolid direncinde mef

denetimindeki aktif ilag pompasinin roliinu ortaya koymaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

1881 yilinda Amerikal bilim adami George Miller Stenberg ve Fransiz bilim
adami Louis Pasteur bagimsiz olarak yaptiklari calismalarda, insan tukdriguni
tavsanlara enjekte ettikten sonra, tavsanlarin kaninda lanset seklindeki diplokoklari
tespit etmigslerdir ve o zamandan beri pnomokoklar, klinik éneme en fazla sahip
bakterilerden biri olmustur. Stenberg tarafindan “Micrococcus pasteur ” ve Pasteur
tarafindan “Microbe septicemique du salive” olarak adlandirilan pnomokoklarin
pnomoni ile iliskisi ilk olarak 1882’de, pnémoni sonucu 8lmus sekiz hastanin akciger
kesitlerinde Friedldnder‘in diplokoklari gostermesi ile baslar (1,2,3). Christian Gram,
bu hastalarin akciger kesitlerini anilin-jelatin moru, iyodin ve Bismarck kahverengisi
ile boyadiginda, kesitlerde anilin-jelatin moru ile boyanmis ikili uzamis koklar
gormistur  (1). Boylelikle pnomokoklar, Gram boyama ile g0sterilen ilk

mikroorganizmalar olmuslardir (1,2).

Pulmoner hastalik yapma egiliminden dolay! 1886°da mikroorganizmanin ismi;
“Pneumococcus” olarak konulmus ancak 1920°de mikroskoptaki ikili koklar
halindeki goruntisiinden dolayr “Diplococcus pneumoniae” olarak yeniden
adlandirilmistir. Sivi besiyerinde kok zincirleri seklindeki tUreme o6zelliklerinden
dolayr mikroorganizmaya, 1974 yilinda taksonomik olarak Streptococcus cinsi
icerisinde, gunumuzde bilinen adi olan ““Streptococcus pneumoniae’ adi verilmistir
(1,3).

1890’h yillarin baslarinda Felix ve George Klemperer 1si ile oldarilmuas
pnomokok kdkenlerini tavsanlara enjekte ederek yaptiklari ¢alismada, tavsanlarin
ayni kokenle yeniden Kkarsilastiklarinda bu kdkene karsi bagisik hale geldiklerini,
aktif immunizasyon ile hayvanlarin korunabilecegini ve serumda bu korunmaya
neden olan faktorlerin oldugunu ortaya koymuslardir. S. pneumoniae’nin kullanildigi

bu ¢alisma, modern immdanolojinin temelini olusturur (1,4).



1900 yilinda Neufeld, safranin pnémokoklar Uzerine litik etkisi oldugunu ve
1902 yilinda da tipe 6zgl antiserum ile kapsil materyali arasinda olusan ve kapsuliin
gorundr hale gelmesini saglayan kapsul sisme reaksiyonunu (Quellung) gdstermistir
(1,2,3).

1927 yilinda Scheiman ve Casper, 1930'da ise Francis ve Tillet insanlarda
kapsuler polisakkarit ile imminizasyon saglanabilecegini gostermislerdir. 1977'de
tetravalan pnomokok asisina lisans alinmis ve 1983'te de 23 serotipi igeren 23-valanli
asl kullanima girmistir (1,5).

Farmakoterapide ilk olarak “kinin” kullaniimis, sonra da kinin derivesi olan
“etilhidrokdprein hidrokloride” (optokin) kemoterapiye ilave edilmistir. 1912 yilinda
Morgenroth ve Kaufmann optokine direncli pndmokoklari farelerden izole
etmislerdir. in vivo bir kaynaktan elde edilen pnémokoklar, antimikrobiyal bir ajana
direnc gosterdigi belirlenen ilk bakterilerdir (2,5).

Streptococcus pneumoniae DNA’nin kesfinde de oOnemli rol oynayan bir
bakteridir. 1920°de Griffith farelere canli ve kapsulsiiz pnémokoklarla birlikte, isi ile
oldurilmus kapsulli pnémokoklari intraperitoneal olarak enjekte etmistir. Daha
sonra farelerden canl kapsullu bakteriler izole etmis ve bu olayr “transformasyon”
olarak adlandirmistir (4). Griffith’in  transformasyona dayali c¢alismasi genetik
materyalin nikleik asit oldugu fikrine temel teskil etmistir (6). 1944 yilinda bir grup
arastirict tarafindan transformasyon sirasinda DNA’nin fenotipik degisimden
sorumlu oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma, molekiiler genetik alaninin baslangic
calismasi olarak kabul edilmektedir (1,3,4). Bunu takiben 1953°de Watson ve Crick,
pnomokoklarla ilgili ¢ahismalarin isiginda genetik materyalin yapisini yani cift
sarmalli DNA’y1 agiklamislardir (7).

2001 yilinda Streptococcus pneumoniae R6 kokenin genomu aydinlatiimistir.
Bakterinin tek dairesel kromozomu bulunmakta, 2.038.615 baz ciftinden (bp)
(% 40 G+C) olusmaktadir ve 2043 tane protein kodlayan bélgesi vardir (8). Ayni yil
yapilan calismada Streptococcus pneumoniae TIGR4 kdkenin genomunun, 2.160.837
baz ¢iftinden (% 39.69 G+C) olustugu ve 2236 tane protein kodlayan bdlgesi oldugu
tespit edilmistir (9).



2.2. Streptococcus pneumoniae’nin Mikrobiyolojik Ozellikleri ve Virtilansi

Streptococcus pneumoniae, Streptococcaceae ailesinin Streptococcus cinsinde
yer alan bir turddr. Gram-pozitiftir. Oval veya yuvarlak, 0.5-1.25 mm boyutlarinda,
tipik olarak ikili, bazen de tek veya kisa diz zincirler halinde bulunurlar. Her ikilinin
distal uclari sivrilesmeye egimlidir (10). Sekilleri lansete benzer. Hareketsizdirler
(11) (Resim 1). Sitokromlardan ve katalaz enziminden yoksundur. Kultir ortaminda
olusan hidrojen peroksitin (H20,) etkisinden korunmak igin, ekzojen katalaza
gereksinim duyar, bunu da eritrositler saglar (10,12). Aerop kosullarda kanli agarda,
alfa (a) hemoliz, anaerop ortamda ise pndmolizin-O’ya bagli olarak beta () hemoliz
olustururlar (Resim 2.1, 2.2). Kapsul polisakkarit maddesi asiri yapildiginda, agar
besiyerinde, mukoid gérinimli M koloni olustururlar (Resim 3).

Resim 1. Streptococcus pneumoniae’nin mikroskopik gorlntiisi: Gram pozitif, lanset sekilli
diplokoklar (http://www.microbelibrary.org)

Resim 2.1. Kanli agarda alfa hemoliz yapan Resim 2.2. Kanl agarda beta hemoliz yapan
Streptococcus pneumoniae kolonilerinin Streptococcus pneumoniae kolonilerinin gériintisu

goriintlsi (http://www.microbelibrary.org) (http://www.microbelibrary.org)



-

Resim 3. Streptococcus pneumoniae’ nin kanli agarda mukoid kolonilerinin gériintisu
(http://lwww.microbelibrary.org)

Hicre duvarinin major polimerleri; peptidoglikan ve kolin-ribitol-teikoik asit
kompleksinden olusur. Safra/safra tuzlari, bakterinin otolitik enzimi; L-alanin
miramil amidazi aktive eder ve hcreler lizise ugrar (3,10). Kokenlerin ¢ogu
optokine duyarlidir. Bakteriler 600 °C sicakhga 30 dakika dayanabilirler.
S. pneumoniae fakiltatif anaerop bir bakteri olmasina ragmen, klinik érneklerden ilk
izolasyonunda % 5-10 CO,’li ortamdaki inkibasyonda daha iyi Grer (13,14).
Pnomokoklar basit besiyerlerinde tremeyip; kan, serum, haben sivisi gibi maddeler
iceren zenginlestirilmis besiyerlerinde, % 5 koyun kani ilave edilmis beyin-kalp
inflzyon agar, triptik soy agar veya cukulata agarda iyi Urerler (14,15). Kanli
besiyerinde Urediklerinde kolonilerin etrafinda, a-hemoliz olarak kabul edilen yesil
bir zon goérulur. Bu, bakterinin olusturdugu pnémolizin enzimi ile iliskilidir,
eritrositlerle ilgili olmayip hemoglobinin parcalanmasi ile ilgilidir (12,14). Isinin
25-42 °C ve pH’Iin da 6.5-8.3 oldugu kosullarda Ureyebilirler (15). Optimal Greme
Isist 37 °C’de pH 7.4-7.8 olarak bilinmektedir. Fakultatif anaerop olduklarindan
karbonhidratlar laktik asite fermente ederek enerji kazanirlar. Agiga ¢ikan laktik asit
ise, hizlica toksik seviyelere ulasip bakterilerin Gremelerini sinirlar. Pnémokoklar
oksijenli ortamda metabolizma 0riini olarak H,O, acida cikarirlar. Uzun sireli
inklibasyonda kalirlarsa, ortamda H,O, birikimi sonucu sitolize ugrarlar (15). Ayrica
koloniler zaman igerisinde otolize ugradiklarindan, santral kisimlarinda bir ¢okint

meydana gelir (16).

Pnomokok enfeksiyonlarinin kesin tanisi, klinik drnekten mikroorganizmanin
izolasyonunu  saglayan  kultir ile  konmaktadir (17,18).  Streptococcus
pneumoniae’nin tipik morfolojik 6zellikleri ve uygulanan fenotipik testler tani



koymaya yardimcidir. Klinik 6rneklerin gram preparasyonunun direkt mikroskopik
incelemesinde; lanset seklinde gram pozitif diplokoklar veya zincir yapmis koklar
halinde goralurler (18). Klinik materyal % 5 oraninda defibrine edilmis koyun kani
iceren agara ekilir ve % 5 CO-’li ortamda 35 °C’de 18-24 saat inkubasyona birakilir
(17). inkiibasyon esnasinda, pndmokoklar tarafindan Gretilen hemolizin enzimiyle
hemoglobinin parcalanmasi sonucunda, alt kisimlari ve cevresi yesil a-hemoliz zonu
ile cevrili, kicuk, gri, yesilimsi, mukoid koloniler gorulur. 24-48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda kolonilerin merkezleri ¢okuk hale gelir ve bu kolonilere “draughtsman”
kolonileri adi verilir (18). Ortasi ¢Okik koloniler bakterinin otolitik enzimleri
nedeniyle hiicre yapilarinin erimesi sonucu meydana gelir (19) (Resim 4).

Resim 4. Streptococcus pneumoniae’ nin tipik draughtsman kolonilerinin gérianimd
(http://'www.microbelibrary.org).

Pnomokoklarin - mikrobiyolojik identifikasyonunda 4 reaksiyon kriteri
s0zkonusudur; kanli agarda a-hemoliz olusturan, optokine duyarli, safrada eriyebilen
ve katalaz negatif reaksiyon veren izolatlar pndmokok olarak tanimlanir (12).
Bakterinin diger a-hemolitik streptokoklardan ayiriminda en sik kullanilan test,
optokin duyarliligidir. Optokin testi disk difiizyon prensibi ile ¢alisan ve pndmokok
oldugu duslnilen bakterilerin, ekimi yapilmis kanlh agar besiyerine optokin
emdirilmis diskin yerlestirilip 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasinda, diskin etrafinda
olusan inhibisyon zonunun capina gore duyarli ya da direncli diye degerlendirildigi
bir yontemdir. 6 mm capinda optokin diski kullanildiginda zon ¢api = 14 mm veya
10 mm capinda disk kullanildiinda zon capr = 16 mm olan ve safrada eriyen
koloniler pndmokok olarak tanimlanir (Resim 5) (12,18,20,21).



Resim 5. Streptococcus pneumoniae’ de optokin duyarlihgi (18 numaral kaynaktan
uyarlanmistir).

Safra tuzu bakterinin erimesine neden olan indirekt etkili bir madde olup
otolitik enzim sentezini aktive ederek etkisini gosterir. Optokine duyarlilik
deneyinden daha 6zgul oldugu kabul edilir. Kanli agarda tiremis, pnémokok oldugu
dustinulen bakteri kolonisinin Uzerine, birka¢ damla safra tuzu sollisyonunun
eklenmesi, sonrasinda da 15 dakika kadar etiivde inkiibasyona birakilmasi ile
yapilmaktadir. Pnémokoklar, sentezledikleri otolitik enzimlerin tuzlar aracihigiyla
aktive olmalari sonucunda litik reaksiyona girerek besiyerinde erimektedir.
Besiyerinde gozlenen bu erimeye gore sonug verilmektedir (18,20,21).

Gunumuzde optokine direncli pnomokoklarin bildirilmesi ve Streptococcus
pseudopneumoniae’nin tanimlanmasinin ardindan, Streptococcus pneumoniae’nin
tanimlanmasi  karmasik hale gelmistir. Pndmokok tanimlamasi sadece optokin
duyarlihgr ile kalmamali, safrada erime testi de kolonilere uygulanmalidir.
S. pseudopneumoniae’nin, S. pneumoniae’den ayriminda dikkat edilmesi gereken
Ozellikleri; kapsllsiz olmasi, safrada erimemesi, % 5 CO‘li ortamda inkiibe
edildiginde optokine direncli veya az hassas gorilmesi, normal oda kosullarinda
inklibe edildiginde ise, optokine hassas gérulmesidir (12,18,22).

Pnomokoklarin serolojik tanisinda kullanilan Quellung reaksiyonu, tanida ve
serotiplendirmede kullanilan bir testtir. Bakterinin kapsul materyali ile tipe 6zgu

antiserum arasinda olusan presipitasyon reaksiyonu sonucunda kapsuliin gorundr
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hale gelmesi esasina dayanir (Resim 6). Gunumuzde kullanilan ticari antiserumlar 90
farkli serotipi tanimlayabilir. Serotiplendirmede kapiller presipitasyon, karsilikli
immunoelektroforez (CIEP), lateks aglltinasyon ve koaglitinasyon yontemlerinden

yararlantlabilir (23).
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Resim 6. Quellung (kapstl sisme) reaksiyonu (18 numarali kaynaktan uyarlanmistir).

Bakterinin supheli klinik 6rneklerde gosterilmesinde veya saf kilttriin tanisinda
Ozellikle virulans faktorlerini belirleyen genlerin saptanmasi molekiler tani
yontemlerindendir. Rintamaki ve ark. pnémolizin gen yapisini belirlemek amaciyla,
gelistirilmis PZR yontemiyle klinik orneklerde glvenilir sonuclar elde etmislerdir.
Baslicalart DNA-DNA hibridizasyonu, DNA prob hibridizasyonu, 16S rRNA
sekanslama ve PZR teknolojisine dayali yontemlerdir (19). Glnumuzde gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu hizli sonug vermesi, kontaminasyon riskini en
aza dustirmesi gibi avantajlarindan dolayi IytA, ply ve psaA gibi pndmokokal virtilans

genlerini saptamada umut vermektedir (24).

2.2.1. Streptococcus pneumoniae’nin hicre ytzeyi ve virilanstaki rola

Streptococcus pneumoniae grubu bakterilerde hiicre ylizeyinde icten disa dogru

uc tabaka ayirt edilir; sitoplazmik membran, hiicre duvari ve kapsil (25) (Sekil 1).

Sitoplazmik membran tim bakteri hucrelerinde sitoplazmay! cevreleyen,
fosfolipit, protein ve karbonhidrat iceren bir membrandir. Fosfolipit tabaka genellikle
fosfatidilgliserol, fosfatidil etanolamin ve difosfatidil gliserolden olusur. Fosfatidil

kolin (lesitin) sadece birkag¢ bakteri tiiriinde bulunur (26).

11



Teikoik asit Peptidoglikan

Hiicre duvan & _ Lipoteikoik asit

e e O >

.,

Plazma

membram Ll

=3

n“: =
P { 7
Ry = *
: .'.".':"%
R O L s |
. ik

| )
elily e
......

Sekil 1. Gram pozitif bakteri hicre yiizeyinin sematik gériniimi : En icte plazma membrani ve
plazma membraninin tizerinde peptidoglikan tabaka ile teikoik asit ve lipoteikoik asitten olusan
hiicre duvari (www.classes.midlandstech.edu)

Hucre duvari, sitoplazmik membranin disinda yer alip bakteriye seklini veren,
dayanikli ve kompleks bir yapidir. Fiziksel bariyer olarak islev géren bu yapi,
bakteriyi kendi i¢ basincina karsi korumaktadir. Bakteri hicre duvarindaki temel
yap! “peptidoglikan” denilen buyuk bir polimerdir. Bu tabakanin omurgasini 1,4
B-glikozid baglariyla baglanan N-asetilglukozamin (NAGA) ve N-asetilmuramik
asit (NAMA) molekiilleri teskil eder. Gram pozitif bakterilerde NAMA molekuliine
once L-alanin baglanir, buna D-glutamik asit ve L-lizin eklenir. Birbirine baglanmis
iki D-alanin (D-alanil, D-alanin) molekiliinden olusan dordinctu ve besinci
aminoasitler de, ilk ¢ aminoasite kalip halinde baglanirlar ve pentapeptid yan
zincirini olustururlar. Her bir zincir Uzerindeki penta glisin ile yanindaki zincirin
DAP veya L-lizin molekili arasinda capraz ve kovalent baglar meydana gelir.
Dorduncl pozisyondaki D-alanin, diger zincirde tglincl pozisyondaki L-lizine penta
glisin bagi ile baglanir. Son aminoasit olan D-alanin kopar, kompleksten ayrilir ve
geriye dort aminoasit kalir (26,27) (Sekil 2). Bu olay transpeptidasyondur ve
B-laktam grubu antibiyotiklerin etki alanidir. Sitoplazmik membranin dis yuzinde
yer alan serin proteaz derivesi transpeptidaz, transglikosilaz, karboksipeptidaz,
endopeptidaz gibi enzimlerle katalize edilmektedir ve bunlara “Penisilin Baglayan
Protein” (PBP) denmektedir (28).

Pnomokoklarin hicre duvari; peptidoglikan ve kolin, ribitol, teikoik asit
kompleksinden olusur (29,30). Hiicre duvarinin degisik tabakalarinda bakteri hicre
yuzeyine ait antijenik determinantlar yer almaktadir (26) (Sekil 3).
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Sekil 2. Gram pozitif bakteri hiicre duvar yapisinin sematik gorinim
(www.sigmaaldrich.com).

Suda eriyebilen, fosfodiester baglari ile baglanarak uzun zincirler teskil eden
teikoik asit; kolin, fosfat ve galaktozaminden zengindir (29). Kolin, hiicre duvarinin
hidrolizinde 6nemli rol oynar ve yoklugunda pnémokok otolitik enzimleri gorev
yapamaz (29,30). Hicre duvarinin asil elemani, tire 6zel karbonhidrat olan C
polisakkaritidir. Teikoik asit polimeri olan C antijeninin yapisinda; kolin, galaktoz,
ribitol, glikoz ve fosfat bulunur. Bu antijene karsi konakta “C reaktif protein” (CRP)
ismi verilen bir madde olusturulur (15,17).

Hiicre membrami Hicre duvar Kapsiil Kapsiiler

=" polisakaritit
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—-|‘~"": = — Lipoteikoik asit
1 k(:_, : ] KOI:;iI'I Kapsiiler
” Psp A ‘
= . > " polisakaritit
== l _——= Hiicre duvar (C-) polisakariti
e = 1:; = [ Lipoteikoik asit
gz “H l Kolin Kapsiiler
l'“"'\..,k/ ——— Psa A o -
— = polisakaritit s
IGMGMGM _ =
a 5 * Hucre duvar (C-) polisakariti
L"u ‘/ Kolin

} | TFU Psp C

== [ ] - Lipoteikoik asit

9nm 16-20nm =100nm

Sekil 3. Streptococcus pneumoniae hiicre membrani, hicre duvari ve kapsuli. M:NAM ve G:NAG
(12 numarali kaynaktan uyarlanmistir).
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Pnomokoklarin virtlansindan sorumlu en énemli yapilari olan kapsilleri hiicre
duvarinin disinda yer alir ve hucreye asil seklini verir. Kapsul polisakkaritleri;
tekrarlayan (Onitelerden olusan, dallanan veya dallanmayan 5-6 karbonlu
monosakkaritlerin olusturdugu yiksek molekil agirlikhi polimerlerdir (3,29,31,32).
Her antijenik tip i¢in ayri imminojenik 6zellik tasiyan kapsuler polisakkaritlere
"specific soluble substance" (spesifik ¢Ozunebilir madde) kisaca “SSS” adi verilir
(33).

Pnomokoklarda bes yiizden fazla ytizey proteini vardir. Bu proteinlerin bir kismi
kovalan olarak peptidoglikan tabakaya baglanirken, bir kismi ise fosforilkolin
araciligiyla non-kovalan olarak baglanir. Bunun sonucunda U¢ ana protein ailesi
karsimiza ¢ikar (29). Bunlar; lipoproteinler, kolin baglayici protein ailesi ve LPXTG
motifi tasityan protein aileleridir. Pnomokoklarin hicre duvarinda non-kovalan
baglarla baglanmis 13-16 adet gesitli proteinler bulunmaktadir. Bu proteinler; kolin
baglayici proteinler (CBP) ailesini olustururlar. Bu ailenin en 6nemli Gyeleri;
koruyucu protein olan PspA, ana adezin CbpA ve otolitik enzim LytA’dir (34,35)
(Sekil 4).

L] Aktif atim pompasi

[« 4 N Metal
@ ? ', baglayici
5, X =
Pnémolizin 2 \_\ proteinler

Kapsiil
Hiicre davan

. Hiicre membram

proteinler

LPXTG motifi tasivan proteinler

Norominidaz proteinleri

Sekil 4. Streptococcus pneumoniae ’de yuzey yapilari ve viriilans faktorleri
(32 numarali kaynaktan uyarlanmistir)

Pnomokoklarin patojenitesinden sorumlu ¢ok sayida virtlans faktori vardir ve

onemli bir kismi ylzey yapilarini olusturur. Glnumuzde kapsilsiiz bazi suslarin,
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kapsullti olan suslar kadar virtilan olduklarinin gdsterilmis olmasi, virtilansta kapstl
kadar 6nemli olan bir ¢ok protein yapinin da oldugunu ortaya ¢ikarmistir. En énemli
proteinler; hyalurinat liyaz (Hyl), pndmolizin, iki néraminidaz (NanA ve NanB), ana
otolizin (LytA), kolin baglayici protein A (CbpA) pnémokok yiizey antijen A (PsaA)
ve pndmokok ylzey protein A (PspA)’dir (Sekil 5) (36).

PspA

Hyalurinat liyaz

p’%pA

Otolizin

Pnémolizin ' £ ) Néraminidaz

2

Hacre membram Hiicre duvan

PspC

Sekil 5. Streptococcus pneumoniae’nin viriilans faktorlerinin sematik
gorinimi (36 numarali kaynaktan uyarlanmistir.)

Pnomokoklarin ana yuzey proteinlerinden olan hyalurinat liyaz, hyalurinik asiti
parcalar ve ekstraselliler matriksin butinlaguni bozarak, dokulara invazyonu
kolaylastirir (36).

Pnomokok vyiizey protein A (PspA) hicre duvarinda bulunan yizeyel bir
proteindir (37). Tam olarak islevi anlasilamamistir. Komplemanin aktivasyonunu
engelledigi bilinmektedir (34). Ylzey adezin molekull olan pndmokok yiizey antijen
A (PsaA), pnomokoklarin konak hiicre ylizeyine tutunmasinda rol oynamaktadir
(38). Adezyonda ve kolonizasyonda rol alan kolin baglayici protein A (CbpA) ise,
salgisal IgA’ya ve komplemanin C3 fraksiyonuna baglanarak komplemani inhibe
eder (4,38).

NoOraminidaz; mikoz membran yiizeyinde bulunan sialik asiti, hiicre ylizey
glikanlarindan ayirir, konak hucrenin glikolipitlerinin ve glikoproteinlerinin hasar
gormesine neden olur. Sialik asiti parcalayip bakterinin tutundugu GIcNAc-Gal
molekilini aciga cikararak ve konak hiicrenin glikolizasyon paternlerinde

15



degisiklige yol acarak pndmokoklarin aderansini ve kolonizasyonunu arttirir (12,36).
NanA ve NanB olmak uzere iki tiptir. NanA, pnomokokun nazofarinks epiteline
tutunmasini  saglarken, NanB; komplemani aktive eden pndmokok vylzey
proteinlerini Orterek kompleman aktivasyonunu engeller (36).

Normalde inaktif olan otolizinler besin yoklugu, antibiyoterapi gibi 06zel
durumlarda aktive olurlar ve peptidoglikan tabakayi parcalayip hicreyi lizize
ugratirlar (29,36).

Pndmokoklarda hiicre yizeyi ile dogrudan iliskili olmayan pnémolizin, salgisal
IgA gibi virtlans faktorleri de vardir. Tum pnémokok serotipleri “tiyol” ile aktive
olan “pndémolizin” isimli bir toksin dretir (25). Nazofarinkste kolonize olan
pnomokoklarin, st solunum yollarinin siliyer aktivitesinden korunmasinda 6nem
tasir. Bu korunma sonrasinda pndmokoklar akcigerlere, sintslere ve dstaki borusuna
gecebilir (39). Fagositik ve silli bronsiyal epiteliyal hiucreler icin sitotoksik etkilidir
(36). Konak hiicre membranindaki kolesterole baglanip porlar olusturarak membrani
parcalar ve enfeksiyonunun yayilmasini kolaylastirir (36,39). Pnémolizin-O, 1gG’nin
Fc kismina baglanarak yaptigi kompleman aktivasyonunun yani sira, TNF-a (timor
nekrozis faktor alfa), IL-1 (interlokin-1) dretimini indikleyerek de inflamasyona
neden olur (14). Ayrica pndmokoklarin néraminidaz enziminin aktivasyonunu
artirarak, pndmokoklarin hastalandiricilik ézelliklerini etkiledigi kabul edilmektedir
(15,17). Kolonizasyonda rol oynayan diger bakteriyel komponent salgisal IgA
proteaz (slgA), Fab ve Fc baglantisini parcalayarak pnomokoklarin mukus iginde

tutulmasini engeller (39).

2.2.1.1. Kapsul ve viralanstaki rolt

Hemen hemen tim pndomokoklarda bulunan kapsil, bakteriyi fagositoza karsi
koruyan ve virlilansi saglayan temel yapidir. Virllans olusturma mekanizmasi;
fagositozdan kagis ve kompleman aktivasyonudur (12). Kapsul hem antifagositik
hem de antijeniktir (11). Bakterinin granilositler ve makrofajlar tarafindan
fagositozunu engeller (40). Kapstle karsi olusan antikorlar opsoniktir (11). Kapsulli
bakteriler opsonik etki ile antikorlari notralize ettijinden fagositoza direncli;
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kapsilsuz bakteriler ise duyarlidirlar (15). Kapsulin antijenik 6zelligi bakterilerin
serolojik teshisinde 6nem kazanmaktadir (27). Pndmokok serotipleri Amerikan ve
Danimarka sistemleriyle iki sekilde numaralandirilir. Amerikan numaralandirma
sisteminde serotipler tanimlanma sirasina gore, daha cok kabul géren Danimarka
sisteminde ise, antijenik benzerliklerine gore siniflandirihr (25). Streptococcus
pneumoniae kendi serotipine 6zgul antikorlar ile Kkarsilastirildiginda kapsuli
mikroskopik olarak belirgin hale gelir, buna kapstl sisme reaksiyonu (Quellung) adi
verilir (4,12) (Resim 7).
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Resim 7. Streptococcus pneumoniae’de kapsul sisme reaksiyonunun (quellung)
mikroskoptaki gorintist (www.textbookofbacteriology.net)

2.3.  Streptococcus pneumoniae’nin  Klinik Onemi: Enfeksiyonlari,

Patogenezi, Epidemiyolojisi, Korunma ve Kontrolu

Pnomokoklar nazofarinksin normal bakteri florasinda yer alirlar ve solunum
yollari epitelinde hasar olusmadikca varhklarint kommensal olarak surddrdrler (13).
Enfeksiyon olusturabilmeleri icin, nazofarinkste kolonize olmalari gerekir.
Kolonizasyon bakterinin, konagin nazofaringeal kavitesindeki hiicre yiizey yapilarina
baglanabilme yetenegine baghdir. Baglanma; bakteri yizey adezinleri ve disakkarit
GIcNAcbh1-4Gal iceren epitel hiicre reseptorlerinin 6zgin etkilesimi sonucu olur
(31,12,39). Solunum yollarini ddseyen hucrelerde viral, mekanik veya kimyasal
etkilerle meydana gelen anatomik degisiklikler, bakteriyel enfeksiyona zemin
hazirlar (13). Kolonizasyon sonrasinda viral ust solunum yolu enfeksiyonlari ya da
allerji gibi koruyucu mekanizmalarin islevinin bozuldugu durumlarda pnémokoklar,

alt solunum yoluna ulasarak enfeksiyona neden olurlar (4). Alt solunum yollarini
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yabanci cisim aspirasyonundan koruyan kompleks ve koordine bir takim

ndromuskiler reflekslerin bozulmasi, akcigerlerin enfekte olmasi ile sonlanir (13).

Pnomokok enfeksiyonlarinin patogenezinde en Onemli iki mekanizma;
fagositozdan kacgis ve kompleman aktivasyonudur (29). Fagositozdan korunmayi
saglayan polisakkarit kapstldir. Bu mekanizma su hipotezlerle aciklanmaktadir:
i) Spesifik antikapsiler antikorlarin yoklugunda fagositoz gerceklesemez, fagositik
hicrelerde kapsuler polisakkaritleri tantyan reseptorler bulunmamaktadir, ii) Kapstl
fagositik hucreleri itebilen bir elektrokimyasal isleve sahiptir iii) Serumda bulunan
bazi antikor ve komplemanlar bakteri hiicre duvarinda birikir ve fagositik hucrelerin
antijeni tanimasi engellenir, iv) Komplemani inaktive eder (4,12).

Pndmokoklarin  neden oldugu enfeksiyonlar genellikle endojendir ve
mikroorganizmanin kolonize oldugu bdlgelerden distal bolgelere yayilimi ile ortaya
cikar. Bakteri akcigerlere (pnémoni), paranazal sintslere (sinizit), orta kulaga (otitis
media) ve beyine (menenjit) komsuluk, aspirasyon veya kan yoluyla yayilabilir.
Bakterinin kana, santral sinir sistemine ve diger steril viicut bolgelerine yayilmasi

sonucu invazif enfeksiyon gelisebilir (30).

Pnomokoklari igeren orofarinks florasinin aspirasyonu sonucunda gelisen
pndmoni tim pnomonilerin % 10-35’inden sorumludur. Alveollerde ¢ogalan
bakteriler, serum ve polimorfonikleer l6kositlerin sizmasiyla siddetli yangisal yanita
neden olur. Enfeksiyon alveol duvarlarindan yayilir ve lober infiltratlar olusur (41).

Pndmokoklar, paranazal sinuslerin ve orta kulagin akut enfeksiyonlarinin en yaygin
gorilen etkenidir. Hastalik genellikle tst solunum yollarinin viral enfeksiyonu ve
sonrasinda orta kulak kanalina ve sinlslere sizan ve buralari tikayan
polimorfonukleer  I0kositlerden kaynaklanmaktadir  (33). Konak savunma
mekanizmalari enfeksiyonu akciger dokusuna sinirlamada yetersiz kaldiginda,
bakteriler hiler lenf bezlerine ulasir ve duktus torasikus araciligiyla sistemik
dolagima Katilarak bakteriyemi olustururlar. Herhangi bir enfeksiyon odagi
olmaksizin meydana gelen bakteriyemi Gzellikle meninksler, eklemler ve periton gibi
serd6z bosluklara yayilarak metastatik odaklar meydana getirir. Bunun disinda
menenjit, enfeksiyonun paranazal sintsler veya orta kulaktan yayilmasiyla ya da
bakteriyemi sonucunda koroid pleksustan girisi ile olmaktadir (4,12). Ampiyem veya
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perikardit ise, enfeksiyonun akcigerlerden yayilimi sonunda olusabilir. Endokardit

ise, bakteriyemi ile seyreden enfeksiyonlarin bir komplikasyonudur.

Pnomokok enfeksiyonunda spontan iyilesme, tipe 0zgl antikapsiler
antikorlarin olusmasina baglidir. Olusan antikorlar IgM ve 1gG sinifindandir. Bu
antikorlar komplemanin da etkisiyle, enfekte eden pnomokoklarin cevresindeki
polisakkarit kapslle baglanarak hem onlari birbirine yapistirir hem de fagosite
olmalarini saglar (13). Konaga ait bazi 6zel durumlar pndmokok enfeksiyonlarinin

olusumuna zemin hazirlar (Tablo 1) (42).

Tablo 1. Pnémokok enfeksiyonuna zemin hazirlayan durumlar (42).

Defektif Antikor Uretimi

Primer Sekonder

Konjenital agammaglobulinemi Multiple myeloma
Kazamhms Agammaglobulinemi Kronik lenfositikc 16semi
Selelctif IgG sublkdas elcsildigi Lenfoma

HIV enfelcsivonu
Kompleman Azhgi va da Yoklugun (C1,C2.C3.C4)
Yetersiz Polimorf Niiveli Likosit Sayvisi
Primer Sekonder
Sikdlike nétropeni llagla indiiklenen nétropeni
Aplastikc anermi
Polimorf Niiveli Likosit Fonksivonlarmda Azalma
Alkolizm Renal yetmezlik
Karaciger sirozu Fcdeltall'R.131 aleli reseptdrilerinde afinite azhg
Kortikosteroid tedavisi
Pnomokoksik Bakteriveminin Yetersiz Klerensi

Primer Sekonder
Konjenital aspleni hipospleni Splenektomi
Oralc hiicreli anemi (otosplenskiomi)
Multifaktidrivel Nedenler
Infant denemi, vaglhlc Allcolizm
Glukolkortikosteroid tedavisi Kronik hastahlc hastanede kahs
Malniitriisvon Yorgunhilc
Karaciger sirozu Stres
Renal yvetmezlik Soguga mamz kalma
Diabetes Mellitus
Temas Riskinde Artma
Kresler Hapishaneler
Asslceri egitim lkeamplan Huzurevleri
Daha Once Gegirilmis Soluonum Yolu enfeksivonu
Influenza Digerleri
Inflamatuvar Durumlar
Sigara icmelk Kronik obstriilctif akciger hastal
Astom

Pnomokok enfeksiyonlarinin  tedavisinde penisilinler  klinik  kullanima
girmelerinden bu yana, yaklasik yarim yiz yildir basariyla kullaniimaktadir, ancak
son 25 yildir Avrupa’da ve son 15 yildir da ABD’de pndmokoklarda penisiline
direng sorunu ortaya ¢ikmistir. Ulkemizde de benzer sorun vardir. Streptococcus
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pneumoniae kdkenlerinde penisilinlere, makrolidlere ve difer antibiyotiklere direnc
gorulmesiyle birlikte, bu bakterilerle olusan enfeksiyonlarin tedavisinde sikintilar bas
gostermistir. MIiK degerleri 0.1-1 mg/mL arasinda bulunan pnémokoklar penisilin
icin ODPD, 2 mg/mL ve Uzerinde bulunanlar yiksek duzey direngli olarak kabul
edilmektedir (CLSI 2008 kriterleri dncesi). Menenjit disinda ODPD suslarin neden
oldugu enfeksiyonlarda penisilin ile tedavide sorun yoktur. Bu direng durumu
menenjit tedavisinde sorun olustururken, pnémonili olgularda mortaliteye o denli
etki etmemistir. BOS’a 1yi gegebilen seftriakson ve sefotaksim gibi tglinct kusak
sefalosporinler, penisiline direncli pndmokok menenjitli olgularin tedavisinde
kullaniimaktadir. Pndmokoklarda vankomisine direng bugtine kadar bildirilmemistir.

Akut otitis media’h ¢ocuklardaki tedavide amoksisilin salik verilmektedir. Akut
sindzitte ilk secenek amoksisilindir, yanit ahinamadiginda amoksisilin/klavulanik
asite gecilir. Cocuklarda kullanilamayan kinolonlar, eriskinlerde alternatif olabilir.
Ketolit grubundan bir antibiyotik segilebilir. Pnémokoklarin neden oldugu
pnomonide, ayaktan takip edilen hastalara kinolonlar, makrolidler, penisilinler,
B-laktam+p-laktamaz inhibitord, trimetoprim/ silfametoksazol veya doksisiklin
verilebilir. Toplum kaynakli kokenlerde giderek artan makrolid direnci akilda
tutulmahdir. Yatan hastalarda kilavuzlar dogrultusunda tedavi planlanir. Penisiline
yuksek diizey direncli bir sus s6z konusuysa, seftriakson veya sefotaksim verilebilir.
Penisiline direncli pndmokoklarla olusan enfeksiyonlarda, meropenem veya dglnci
kusak sefalosporinle kombine edilecek bir yeni kinolon alternatif tedaviler arasinda
sayilabilir (13).

Streptococcus pneumoniae’nin neden oldugu hastaliklar tim diinyada 6nemli bir
saglik problemini olusturmaktadir (www.who.int/nuvi/pneumococcus/en/ erisim
tarihi 23.08.2010). S. pneumoniae tim yas gruplarinda gorilebilmekle birlikte, kiigik
cocuklar, yashlar ve kronik hastaligi olanlarda ciddi enfeksiyonlara ve élimlere yol
acabilen bakteriyel bir patojendir. Saghkli bireylerin st ve alt solunum yollarinin
florasinda bulunan ve 6zellikle nazofarinkste kolonize olan pndmokoklar, dogumdan
sonra 6. ayda kolonize olmaya baglarlar ve 3. yasta en yuksek diizeye ulasirlar (14).
Saghkli yetiskinlerde tastyicilik orani % 5-10 iken, cocuklarda % 20-40 civarindadir
(12). Pnomokoklarin neden oldugu invazif hastaliklar gelismekte olan tlkelerde iki

yasindan kucuk ¢ocuklardaki 6limlerin basta gelen nedeni olup, 0-5 yas arasi ¢ocuk
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olimlerinin % 9’undan yani her yil meydana gelen 1.5 milyon ¢ocuk Olimunden
sorumludur (43). Diinya Saghk Orgiti’niin (WHO) 2000 yili verilerine gore 14.5
milyon insan pnomokokkal hastaliklara yakalanmistir ve bunun 826.000°i 1-5 yas
arasindaki cocuklarin 6limiyle sonuglanmistir. 826.000’in 91.000°i HIV pozitif
cocuklar iken, 735.000°i HIV negatif cocuklardir ve bunun da % 61’ini Asya ve
Afrika Ulkelerinde yasayanlar olusturmaktadir (www.who.int/nuvi/pneumococcus/en
erisim tarihi: 23.08.2010).

Pndmokoklarda serotip dagihmi, populasyonun yasina ve cografi bdlgeye gore
farklilik gostermektedir (44). Cocuklarda olusan enfeksiyonlarin yarisindan ¢cogunda
6A, 14, 19F ve 23F ayrica 4, 6B, 9V, 12F, 18C, 19A eriskinlerde ise; 3, 19F, ve 6A
serotipleri 6n planda olarak enfeksiyon etkeni olurlar. Bebek pnémonilerinde serotip
14 en sik izole edilendir. Toplu halde yasanan kresler, bakimevleri ve askeri kamplar
yaytlim i¢cin uygun ortamlardir (4). Yuksek tastyicilik oranlari iki yasindan
kiicuklerde, kres veya yuvaya gidenlerde, kalabalik ortamlarda yasayanlarda,
uygunsuz antibiyotik kullananlarda ve ebeveyni sigara icenlerde daha yuksektir
Kolonizasyon ve tastyicilik enfeksiyon gelisimi ile iliskilidir. Pnémokok tastyicihgi
mevsimlere gore farklihk gosterir, yaz aylarinda en dustik diizeydedir (43).

CDC’nin (Centers for Disease Control and Prevention) verilerine gére 2008
yilinda 5 yas altindaki ¢ocuklarda pnémokoklarin neden odugu invazif hastaliklarin
insidansi 20.2/100.000 iken, bu oran 2010 yilinda 46/100.000’e yikselmistir. 65 yas
ve Uzeri kisilerde 2008’de 40.4/100.000 olan insidans, 2010 yilinda 42/100.000
olmustur (45).

Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Enfeksiyon Hastaliklar
Departmani’nin yapmis oldugu calismaya gore, Ulkemizde her yil 5 yas altinda
150.000 pnémokok pnémonisi olgusunun bulundugu tahmin edilmekte ve 5 yaklasik
1800 c¢ocugun pndémokoka bagli pnémoni nedeniyle kaybedildigi tahmin
edilmektedir. Ulkemizde 5 yas altinda pnomokok menenjiti orani ise 3-5/100.000
olarak hesaplanmistir. Pnémoni ve invazif pndmokok hastaligina bagli olarak 5 yas
altindaki cocuklarda, tilkemizde her yil kaybedilen yasam yili 114.2 yil, pnémokoka
bagh hastaliklarin direkt tedavi maliyeti ise, yaklasik 110 milyon Amerikan Dolari
olarak hesaplanmistir (46).
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Dinya genelinde as! ile korunabilir hastaliklar arasinda pnémokoklarin neden
oldugu hastaliklar, yilda 1.609.000 6lumle birinci sirayr almaktadir (47). Zaman
icinde antibiyotik direncinin ortaya cikisi, pndmokok enfeksiyonlarinin 6nemini daha
da arttirmistir. Yaygin gorilen bu enfeksiyon etkeninin tedavisinde de sorunlar

gOrulmesi hastaliktan asi ile korunma arayislarini arttirmistir (48).

Pnomokok enfeksiyonlarini giivenli ve etkili asilarla 6nlemek, hem antibiyotik
direncinin gelismesini 6nlemeye katki saglayacak hem de bu enfeksiyonlarin
kontrolliinde daha etkili ve ekonomik olacaktir (13). Korunma 23 valanli pndmokok
polisakkarit asisi (PPV23) ve 7 valanli pnémokok konjuge asisi (PCV7) ile saglanir
Polisakkarit pnomokok asisi 1977°de 14 serotipi iceren bir asi olarak gelistirilmis,
1983’de 23 serotipi (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F,
18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, 33F) igeren asi uretilmistir. Bu serotipler
endustrilesmis ve gelismekte olan (lkelerde gorilen invazif pnémokok
infeksiyonlarinin % 90 kadarini kapsamaktadir (48,49). PPV23, ABD’de ruhsat
aldigi 1977 yilindan beri lkemiz de dahil bir ¢ok Ullkede uygulanmaktadir. Ancak
PPV23 kisa sureli bagisiklik olusturmasi, antijenle tekrar karsilasinca anemnestik
yanit olusmamasi ve iki yasindan kiciuk cocuklarda yeterli antikor yaniti
olusturmamasi nedeniyle normal asilamada kullanilamaz. Sadece iki yas Gstlnde risk
faktorleri tasiyan ¢ocuklara uygulanabilir. Pndmokok kapsulinin yapisinda bulunan
polisakkaritler T-bagimsiz antijenlerdir. T bagimsiz antijenler, olgun B lenfositlerini
(antikor yanitinl) T lenfositlerden badimsiz uyarirlar. iki yasindan kiigiiklerde
T-badimsiz antijen yaniti yetersiz oldugu igin, polisakkarit pndmokok asisina antikor
yaniti zayif olur koruyuculuk olusmaz. Polisakkaritlerin proteinlerle konjugasyonu
ile T-bagimsiz yanit, T-bagimli yanita doniisir. Bu antijen kompleksi, T-yardimci
hlcreleri uyararak sit cocuklarinda birincil yaniti ve yeniden karsilasimda gucli
tekrar yanitini saglar. Birincil imminizasyonla 6mir boyu bagisiklik saglanabilir.
Pndmokok konjuge asi, polisakkarit asidan farkl olarak tasiyicthgi azaltir ve
dogrudan korunma yaninda toplumun korunmasina da etkili olur (47). Polisakkarit
konjuge asi Subat 2000°de ABD’de lisans aldiktan sonra (Prevnar; Wyeth Lederle
Vaccines) ginimuizde bir ¢ok gelismis Ulkede de lisans alarak uygulanmaya
baslanmistir (47,49). Konjuge asilarda pnomokokkal polisakkaritler bir protein
tastyicisina konvelesan olarak baglanirlar (40). PCV7 yetmisten fazla tilkede ruhsat
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almis ve bircok gelismis Ulkede (Ocak 2007 itibariyle toplam 18 (lkede) asi
semasina dahil edilmistir. Turkiye’de PCV7 (Prevenar) 2005 yilinda ruhsat alarak
kullanima girmistir (48). Asinin, 4-8 hafta arayla 3 doz ve 1 yil sonra rapel olmak
Uzere 4 doz uygulanmasi gerekmektedir (13).

Son olarak 24 Mart 2007°de yayinladigi bildiride WHO, konjuge pnémokok
asilamasinin gelismekte olan tlkeler icin 6ncelik oldugunu bildirmistir (47).

Yas! 23 ay ve altinda olan tim ¢ocuklar, yasi 24-59 ay arasinda olan ¢ocuklar,
orak hiicre hastaligi ve diger orak hiicre hemoglobinopatiler, konjenital veya akkiz
aspleni veya splenik disfonksiyon, HIV ile infekte cocuklar, immin yetmezlik
durumlari olanlar, bobrek yetmezligi ve nefrotik sendromu olanlar, immunstpresif
tedavi veya radyoterapi alanlar, maligniteler (I6semi, lenfoma, Hodgkin hastaligt),
uzun sureli sistemik kortikosteroid tedavisi, solid organ transplantasyonu yapilanlar,
kronik kalp hastahgi (siyanotik hastalik, kalp yetmezligi), kronik akciger hastaligi
(astim harig), BOS kagag! olanlar, diabetes mellitus hastalari asi yapiimasi gereken
grubu olusturmaktadirlar (48).

2.4. Makrolid ve Linkozamid Grubu Antibiyotiklerin Genel Ozellikleri ve
Pnomokoklara Etkileri

2.4.1. Makrolid grubu antibiyotikler

ilk kez 1952°de McGuire ve ark. tarafindan toprakta bulunan Streptomyces
erythreus’den eritromisin elde edilmis, bu kesfin ardindan gerek dogal gerek
sentetik bircok makrolid turd antibiyotik kullanima sunulmustur (50).

Temel yapi olarak glikozid baglariyla dezozamin ve kladinoz sekerlerine bagl
14, 15 veya 16 atom iceren bir makrosiklik lakton (aglikon) halkasi tasiyan
antibiyotiklerdir. Lakton halkasindaki hidroksil gruplarina, notral veya bazik seker
radikalleri, glikozid baglariyla baglanmistir. Bu halka (zerinde ayrica alkil, keton,
metil veya aldehid gibi antibiyotiklere farkl biyolojik 6zellikler kazandiran yapilar

yer alir. Makrosiklik lakton cekirdegi icermeleri nedeniyle “makrolidler” diye
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adlandirilan bu grup antibiyotikler, icerdikleri atom sayilarina gore 14, 15 ve 16 tyeli
olmak Uzere ¢ gruba ayrilirlar (Tablo 2) (50,51). En yaygin kullanilan ve ilk
bulunan, grup temsilcisi 14 Uyeli eritromisindir. Eritromisin primer endike oldugu

durumlarin yanisira, penisilin allerjisi olanlarda alternatif olarak da kullaniimaktadir.

Tablo 2. Makrolidlerin siniflandiriimasi (50).

Makrohd Tiiri  Dogal Yan sentetik

14 karbonlu Eritromisin Rolcsitromisin
Oleandomisin Diritromisin
Klaritromisin

15 karbonlu Azitromisin

16 karbonlu Josamisin Rokitamisin
Spiramisin Miokamisin
Tilosin Tilmilcosin
Midelcamisin
Kitasamisin

Eritromisinde 9. karbon atomunda keton grubu bulunur ve lakton halkasina iki
seker baglanmistir. On dort Oyeli makrolidler arasinda; eritromisin, oleandomisin,
roksitromisin,  klaritromisin, diritromisin, fluritromisin  sayilabilir. Makrolid
halkasina bir azot atomu yerlestirilerek, 15 tyeli bir makrolid olan azitromisin elde
edilmistir. Azalidler de denilen bu antibiyotik sinifinin ilk Gyesi spiramisin olup,
bunu takiben josamisin, miokamisin, rokitamisin elde edilmistir. Eritromisin derivesi
antibiyotiklerle ilgili bazi problemlerin Ustesinden gelmek amaciyla yeni makrolid
antibiyotikler sentezlenmistir. Klaritromisin ve diritromisin yine 14 dyeli halka
iceren semisentetik turevlerdir. Eritromisinin 6. pozisyonundaki hidroksil grubunun
metilasyonu ile aside dayaniklihk arttirilarak klaritromisin  sentezlenmistir.
Azitromisin ve klaritromisinin, antimikrobik aktivite, farmakokinetik 6zellikler ve
yan etki acisindan eritromisine Gstinlikleri vardir (50,51) (Sekil 6). Genis
spektrumlu makrolidler olarak kabul edilen azitromisin ve klaritromisinin farenjit,

sinuzit, otit, bronsit gibi solunum yolu enfeksiyonlarinda etkinlikleri kanitlanmistir.
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Eritromisin ayrica A, C, G grubu streptokok ve pnomokoklara (penisiline
duyarli) bagh gelisen solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde penisiline
alternatif olarak kullantlir (50).

Eritromisin Klaritromisin

Sekil 6. Makrolid ve ketolitlerin molekiler yapilarinin sematik gérinimd (52 numarali
kaynaktan uyarlanmistir).

Genel olarak bakteriyostatik etkili ilaglar olarak kabul edilen makrolidler,
mikroorganizmanin turiine (Streptococcus pyogenes ve Streptococcus pneumoniae
gibi), Ureme dénemine ve yogunluguna bagli olarak bakteriyostatik veya bakterisidal
etkili olabilirler (50).

Bakterilerde ribozom 30S kuguk alt birim ve 50S buytk alt birimden olusur.
30S alt birim 16S rRNA’dan olusurken, 50S alt birim ise; 5S rRNA ve 23S
rRNA’dan olusmaktadir (53) (Sekil 7). Makrolid grubu antibiyotikler, bakteri
ribozomunun 50S alt birimine baglanarak protein sentezini inhibe etmek suretiyle

ribozomun fonksiyonu tizerine etki ederler (54).
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55 rANA 235 fAMA 1ES FAMA
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34 protein 21 protein

Sekil 7. Ribozomun yapisinin sematik goriintust (53 numarah kaynaktan
uyarlanmistir) .

Protein sentezi genel olarak dort asamadan olusmaktadir: Baslama, uzama,
sonlanma ve geri dontsum. Baslama asamasinda; ribozom alt birimleri mRNA’ya
baglanip AUG baslama kodonunu bulduktan sonra, metionil-tRNA ribozomlardaki
peptidil (P) bdlgesine baglanir. Uzama asamasinda, aminoagcil-tRNA’lar
ribozomlardaki akseptér (A) bdlgesine girer ve peptidil (P) bélgesinde bulunan
aminoasit ile peptit bagr olusturarak polipeptit zinciri uzamaya baglar.
Ribozomlar mRNA (izerinde diger kodona dogru kayar ve islem tekrarlar. Bir stop
kodona ulagsmasi durumunda sonlanma gergeklesir. Sonlanmis  polipeptit
ribozomlardan ayrilir ve geri dénusiim asamasinda ribozomal birimler birbirinden
ayrilip, mRNA ve deasile olmus (yiksiz) tRNA’lar serbest kalirlar. Peptit bagini
katalizleyen enzimatik aktivite, ‘peptidil transferaz’ olarak kabul edilmis ve uzun
slire blyuk alt birimdeki bir protein tarafindan yapildig distintlmastar. 1992 yilinda
Hary Noller ve ekibi bu aktivitenin proteinler tarafindan degil, 23S rRNA tarafindan
katalizlendigini gostermistir. Bu bulgular, RNA’nin enzimatik aktiviteye sahip
oldugunu gosteren ¢ok énemli bulgulardir. Uzama dénglsuniin tglincl asamasil,

ribozomun bir kodon mesafesi kadar 3~ ucuna dogru ilerledigi translokasyon
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asamasidir. Ribozomun bu hareketi mRNA’da ikinci kodonda bulunan dipeptidil-
tRNA’yI A bolgesinden P bdlgesine getirir ve deasile olmus tRNA da P bdlgesinden
ayrilarak sitozele birakilir. Boylece mRNA’nin Ggunci kodonu A bdlgesine, ikinci
kodonu ise P bolgesine yerlesir. Polipeptit zinciri her zaman en son eklenen
aminoasitin tRNA’sina bagh kahr (53) (Sekil 8) .

ws 308

Y liksiiz
tRNA

Sekil 8. Translokasyonun sematik goruntiisi  (http://yunus.hacettepe.edu.tr/~pkelicen).

Makrolidler, duyarli bakterilerde ribozomun 50S alt biriminde yer alan 23S
rRNA’daki polipeptid ¢ikis tinelinin baslangicini olusturan 2058-2062 arasindaki 6
nikleotidlik bir bolgeye reversibl (geriye donusumli) olarak baglanip, akseptor
noktadaki (A noktasi) aminoacil-tRNA molekiline bagl peptid zincirinin peptidil
(P) noktasina kaymasini (translokasyon olayi) engelleyerek peptid zincirinin
uzamasini Onler. Boylece bakteri hiicresinde protein sentezi engellenir (50,51).

Eritromisin bunun disinda olasilikla yine 23S rRNA’ya baglandidi icin, 50S alt
unitedeki yapilarin bir araya gelmesini de engellemektedir. Eritromisin ve diger
makrolidlerin baglandigi yere, kloramfenikol ve linkozamidler de baglanir.

Makrolidler, peptidil transferaz bdlgesindeki peptid bagl olusumunu dogrudan
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engellemelerine ragmen, direkt peptidil transferaz etkinligi olan linkozamidlerle
yarisa girmeleri ve ayni direng mekanizmasindan etkilenmeleri, baglanti bdlgeleri

arasinda kismi bir ortaklik oldugunu dustindtrmektedir (50).

Solunum yolu enfeksiyonlarinda tani gicligi ve artan direng oranlari nedeniyle,
ampirik tedavide en uygun secenek arayislari devam etmektedir (50). Bu amacla
mikroorganizmanin tipine ve antibiyotik duyarliligina gore bakteriyostatik veya
bakterisidal etki gosterebilen eritromisinin semisentetik tirevi ketolitler tretilmistir.
Lakton halkasina cesitli gruplar eklenerek degisik biyolojik 6zellikler
kazandirilmistir. Bu grubun ilk kullanima giren Gyesi telitromisinde en belirgin
yapisal fark, eritronolid halkasinin 3. pozisyonundaki nétral seker L-kladinoz yerine
keto grubunun gelmesidir. L-kladinozun kaldirilmasi aside dayanikliligi, keto
grubunun gelmesi ise indiklenebilir MLSg direncine dayanikhiligi saglamistir.
Ayrica 11. ve 12. pozisyonlara eklenen heterosiklik aromatik karbamat yan zincirleri
ise, ribozomlara baglanma affinitesinin ve antibakteriyel etkinligin artmasini
saglamistir. Telitromisin, penisiline ve/veya eritromisine direncli olan Streptococcus
pneumoniae’nin etken oldugu toplum kaynakl solunum yolu enfeksiyonlarinin
tedavisinde aktif olan oldukga yararli bir ajandir. (50,55,56) (Sekil 6).

Tek doz kullanim, az yan etki ve kisa sureli tedavi gibi hasta uyumunu arttiran
ozellikler dikkate alindiginda ketolitler uygun bir secenek olarak goriilmektedir. Su
an klinik kullanimda olan tyesi telitromisin olup, basta ABT-773 (ketromisin) olmak
Uzere degisik ketolitler (HMR 3004, TE-802, TE-810) lizerinde ¢ahsiimaktadir (50).

Ketolitler eritromisine benzer sekilde 50S ribozomal alt birime baglanirlar,
ancak bu baglanma 11/12. pozisyonundaki karbamat yan zincirleri sayesinde 10 kat
daha guclidir. Ribozomal alt birimin 23S rRNA’sinda bulunan domain V
molekdlinin peptidil transferaz bdlgesindeki nikleotidlere ve domain 11
molekilindeki spesifik nikleotidlere baglanirlar. Translasyonu bloke ederek protein
sentezini inhibe ederler (50).
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2.4.2. Linkozamidler

ilk olarak 1962’de Streptomyces lincolnensis’den elde edilen linkomisin ve
daha sonra bundan kimyasal olarak turetilen klindamisin olmak Gzere iki Gyesi
vardir. Linkomisin; prolin aminoasidi ile kukudrtli amino oktoz molekulinin
birlesmesinden olusan bir amiddir. Linkomisin molekilinde bir hidroksil grubu
yerine klor atomunun eklenmesiyle elde edilen 7-kloro 7-deoksi tirevi olan
klindamisin, yari sentetik ve daha lipofilik bir antibiyotiktir (50) (Sekil 9) .

Linkozamidler, Streptococcus pneumoniae’nin  50S ribozomal alt birimine
baglanan bakteriyostatik etkili antibiyotiklerdir. Peptidil (P) noktasini bloke edip,
transpeptidasyonu engelleyerek protein sentezini inhibe ederler. Klindamisin duisuk
dozlarda bile opsonizasyon, fagositoz ve hiicre i¢i 6ldirme mekanizmalarini aktive
edebilir (50).
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Sekil 9. Klindamisinin molekdiler yapisinin sematik gértnima
(www.medicineonline.com)

Makrolidler ve linkozamidler disinda pnomokoklarda, ribozomun 50S alt
unitesinde yer alan 23S r RNA’ya baglanarak 50S alt Ginitenin polipeptid translasyon
aktivitesini  engelleyen streptograminlerin, ayni diren¢ mekanizmasindan
etkilendikleri icin baglanma bdlgelerinin kismen makrolidlerle ortak oldugu tahmin
edilebilir.  Bircok Streptomycetes turd, streptogramin ailesinden grup A ve grup B
olarak adlandirilan bir ¢ift antibiyotik Uretmektedir. Gintmiuzde klinik kullanimda
olan kinupristin ve dalfopristin streptogramin A ve B grubu antibiyotiklerdir (50).
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2.5. Streptococcus pneumoniae’de Makrolid Direnci ve Mekanizmalari

Makrolidler giinimuzde dustk yan etkiye sahip olmalari, genis etkinlik, yliksek
doku ve serum duzeylerine ulasmalari ile Gnemini koruyan antimikrobiyallerdir (57).
ilk kez eritromisine direncli suslar 1959 yilinda ingiltere’den ve 1967 yilinda da
Kuzey Amerika’dan rapor edilmistir (58).

Pnomokoklarda penisiline direngli suslarin artmasiyla birlikte alternatif
antimikrobiyallerin daha fazla kullanilmasina bagli olarak makrolidler basta olmak

uzere diger antimikrobiyallere de diren¢ gelismeye baslamistir (58).

Son yillarda tim dinyada makrolidlere direngli Streptococcus pneumoniae
kokenlerinde artis gozlenmektedir. 2007 yili EARSS verilerine gore eritromisin
direnci gdsteren pnomokoklarin oranlari; Fransa, italya, Macaristan, Finlandiya ve
Kibris’ta % 25-50; izlanda, irlanda, Portekiz, Belgika, Avusturya, Isvicre,
Hirvatistan, Bulgaristan, Romanya ve Tiirkiye’de % 10-25; ingiltere, Norveg, isveg,
Almanya, Hollanda, Cek Cumhuriyeti ve Litvanya’da % 5-10 arasindadir (59). 2005
yili verilerine gore Turkiye’de saptanan eritromisin direng orant % 10 iken, bu oran
2008 yilinda Turkiye’nin de aralarinda bulundugu bir grup iilkede (italya, Turkiye,
Fransa, Macaristan, Kibris) % 25-50 arasindadir. Turkiye’de eritromisin direng orani
ise % 29°dur (60,61). Makrolid direncinin en fazla goruldigu ulkeler ise Asya
ulkeleridir. Bu ulkelerde makrolid direng oraninin % 79’lara ulastigi belirlenmistir
(62).

Streptococcus pneumoniae’nin makrolid direncinden sorumlu 2 ana mekanizma
tanimlanmistir. Bunlardan birincisi; antibiyotigin hedefinde degisiklik olusmasi,
ikincisi ise; antibiyotigin aktif olarak hiicre disina pompalanmasi mekanizmalaridir
(63,64). i) Hedef molekiil degisikligi: ilk olarak tanimlanan ve en yaygin goriilen
direng mekanizmasidir. Makrolidler, bakterilerde 50S ribozomal alt birimin bir
pargasl olan 23S rRNA’nin domain V molekiline ba@lanarak, protein sentezini
inhibe ederler (65). Bakterilerin 23S rRNA'yI metile eden bir enzim sentezlemeleri
sonucu 23S rRNA’nin domain VV molekulinin adenin (genellikle A2058 ve A2059)
rezidileri metilaz enzimi ile metillenir. Metillenme sonucunda ribozomda yapisal bir

degisiklik olusur ve ilacin ribozomlara baglanmasi azalir (58,65,66,67). Metilazlari
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kodlayan genler, genel olarak erm (erythromycin ribosomal methylase) seklinde
adlandiriimaktadir. Guntimuzde tanimlanmis olan 40 erm geni vardir ve 21 erm geni
sinifini olusturmaktadir. Bu genler plazmid ya da transpozonlar tarafindan
kodlanabilmektedir. Patojen mikrorganizmalarda erm(A), erm(B), erm(C), ve erm(F)
olmak (zere 4 ana erm sinifi tespit edilmistir. Stafilokoklarda; erm(A) ve erm(C),
streptokoklar ve enterokoklarda erm(B) geni bulunurken, erm(F) genleri ise;
Bacteroides turleri ve diger anaerobik bakterilerde gorultr. B-hemolitik streptokoklar
ve pnomokoklarda erm(B) geninin yaninda nadir olmakla birlikte erm(A) geninin

varyanti erm(TR) geni de gorulebilir (58).

Enzimin sentezi yapisal veya induklenebilir tirde olabilir (67). Yapisal olarak
metilaz geni bulunduran pnomokoklarda bu enzim devamli olarak Uretilir (65).
Eritromisinin baglanma bdélgesi yapisal olarak farkh olmakla birlikte, linkozamidler
ve streptograminler ile 6rtasur (50,68). Dolayisiyla, yapisal metilaz geni bulunduran
bakterilerde, makrolidlerle birlikte linkozamid ve streptogramin B'ye karsi yuksek
diizeyde capraz direng (MiK > 64 ug/mL) gelisir ve cMLSg direng fenotipi ortaya
cikar (58,69,70) (Resim 8). Ayrica eritromisine direncli olan pndmokoklar, ayni
zamanda azitromisin, Klaritromisin, roxitromisin gibi azalidlere ve diger makrolidlere
de direng gelistirirler (69,71). Pnoémokoklarda hedef bolge degisikligine baglh direng
mekanizmas! baskin olarak gorulmektedir. Streptococcus pneumoniae’de 23,5 kb
boyutundaki Tn1545 adl transpozon ile tasinan erm(B) geni kromozom ve plazmid
uzerinde yer alabilir veya konjugatif transpozonlarla tasinabilir (68,70). Bu

mekanizma Avrupa’da ve Giiney Afrika’da yaygin olarak gorilmektedir (70).

H"-.__- -a:'-'qfhe_ 5
Resim 8. cMLSg direng fenotipi: Eritromisin, azitromisin ve klaritromisine
direngli (29 numarali kaynaktan uyarlanmistir).
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Daha az sikhkla erm(TR) geni tarafindan kodlanan direng ise, indiklenebilir
makrolid direng fenotipi ile karsimiza ¢ikar. Dlsuk veya yiksek diizeyde dirence yol
acar (MiK 1-8pl/mL veya > 128ug/mL) (58). indiiklenebilir direncte bakteri aktive
olmamis mRNA salgilar, boylece metilaz enzimi kodlanamaz. mRNA ancak ortamda
indukleyici bir makrolid varliginda aktive olur. Bunun sonucu olarak iMLSg fenotipi
olusur (Resim 9) (65).

Resim 9. iMLSg direng fenotipi: Eritromisin, azitromisin, klaritromisine direncli
klindamisinin eritromisine bakan ylzlinde kiintlesme gorinimid (29 numarali
kaynaktan uyarlanmistir).

i) Pnomokoklarda makrolid direncinden sorumlu ikinci mekanizma ise mef
geninin  kontrolundeki, membranda yerlesim g0steren transport sistemidir.
Antibiyotiklerin pndmokok hicresinden atimi, bakterilerin antibiyotiklerin hiicre igi
yogunlugunu azaltmak igin kullandiklari proton motivasyon kuvvetiyle ¢alisan bir
transport mekanizmasi ile gerceklesmektedir (efflux). Bu durumda direncin seviyesi
dustktir (1-32 pg/mL) ve klindamisin ile 16- Gyeli makrolidler bu direngten
etkilenmezler (65,69,72). Aktif ilag pompa proteinleri bakterilerde, aminoasit
diziliglerindeki homolojilere gore bes buyuk protein stper ailesinin [ATP binding
cassette stper ailesi (ABC), Major facilitator super ailesi (MFS), Small multidrug
resistance super ailesi (SMR), Multidrug and toxic compound extrusion (MATE)
stiper ailesi, Resistance-nodulation-cell division (RND) super ailesi] uyeleri olup,

cogunlugu kromozomal genler tarafindan kodlanmaktadir (73,74).
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Aktif pompa proteinleri, gram pozitif bakterilerde yaygin olarak bulunmakta
olup, makrolid direncinden sorumlu iki pompa ailesi vardir. Bunlar; MFS ve ABC
stper aileleridir (58,73,74). Hucre duvari yapisinin farklihgi nedeniyle, gram pozitif
bakterilerde bulunan aktif ilag pompa sistemlerinin organizasyonu basit olup, hicre
membranindaki bir aktif pompa proteini ile bu fonksiyon yerine getirilmektedir (73).
Stafilokoklarda makrolid direncinden ABC, streptokoklarda ise MFS stiper ailesinde
yer alan pompa proteinleri sorumludur. Stafilokoklarda pompa proteinini msr(A)
geni kodlar. Bu gen, Staphylococcus epidermidis’den orjin alir. Ayrica varlig ilk kez
S. epidermidis’te gosterilen ABC ailesine mensup msr(A) proteininin homologu,
Staphylococcus aureus’un Klinik izolatlarinda da gosterilmis olup, makrolid ve

streptogramin B direnciyle iliskili bulunmustur (73).

Streptococcus pyogenes’de pompayl kodlayan gen mef(A)’dir  (58).
Streptococcus pneumoniae’nin  klinik izolatlarinda varligi gosterilen pompa
proteinlerini kodlayan mef geninin ise mef(E) ve mef(A) olmak lzere iki varyanti
vardir. Nukleotid sekanslari ortalama % 90 oraninda benzerlik gdsteren mef(E) ve
mef(A) genleri MFS siiper ailesinden 12 transmembran segmentli, proton motivasyon
kuvvetiyle ¢alisan pompa proteinini kodlarlar (Sekil 10) (13,65,68,75).
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Sekil 10. Major Facilitator Stiper (MFS) ailesinden disa atim pompasinin sematik goriniima:
A) MFS’ler 12 segmentli bir atim pompasini kodlar. B) Atim pompasi hidrojen gradientine
bagh calismaktadir (74 numarali kaynaktan uyarlanmistir).
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Pnomokoklarin makrolid direncinde erm(B) geninin neden oldugu mekanizma
baskin olarak bulunmakla birlikte erm(B) geninin yani sira mef(E) geninin varhgi da
yeni bir tehdit olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Streptococcus pneumoniae’de M direng fenotipine neden olan mef(E) geni ilk
olarak 1996 yilinda tanimlanmistir (67,76). Aktif pompaya bagh direncte disuk
diizey makrolid direnci (MiK 1-32 pg/mL) s6z konusu olup, bakteriler
linkozamidlere ve streptograminlere duyarl kalmaktadirlar. (58,70,77,78). Bu
Ozellik rutin tani laboratuvarlarinda kolaylikla ayirt edilebilecek tipik bir fenotip olan

M fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (73) (Resim 10).

Resim 10. M direng fenotipi: Klindamisine hassas, eritromisin, azitromisin ve
klaritromisine direncli (29 numarali kaynaktan uyarlanmistir).

MFES tipi transport proteinlerinin sentezi transkripsiyon seviyesinde kontrol
edilmektedir (73). mef genleri cogunlukla kromozomda bulunmakta ve konjugasyon
ile iletilmektedir (13,29). Streptococcus pneumoniae‘de mef(E) geni, 5.5 kb
boyutunda konjugatif transpozon MEGA (macrolide efflux genetic mef assembly) ile
tasinirken, mef(A) geni 7.2 kb boyutundaki Tn1207.1 ile tasinmaktadir.
Streptococcus pyogenes‘de ise mef(A) geni Tn1207.3 ile tasinmaktadir (65,79,80).
mef(A) geni esas olarak S. pyogenes’den orjinlenirken, mef(E) geni esas olarak
S.pneumoniae’den orjinlenir (81). mef(A) geninin, orjin aldigi S. pyogenes’den

konjugasyonla S. pneumoniae’ye gecti§i, transpozonlar yoluyla da diger
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pnomokoklara aktarildigi dustunilmektedir (58). Yapilan calismalarda mef(A) geni
tastyan izolatlarin MiK degerleri, mef(E) tasiyanlara gore daha yiiksek bulunmustur
(82,83,84).

Pnémokoklarin diger bir pompa proteini PmrA ise, Staphylococcus aureus’taki

NorA’nin bir homologu olup, florokinolon direnciyle iliskilidir (73,85).

erm(B) ve mef(E) genleri cografik bir dagilim gosterirler. erm(B) geni
kontroliindeki makrolid direnci Avrupa’da ve Glney Afrika’da yaygindir. Kuzey
Amerika’da ve Japonya’da aktif atim pompasina bagl makrolid direnci % 61-85
oraninda iken, bu oran Avrupa’da % 20°nin altindadir (70). mef(E) tasiyan
pnomokoklar Kuzey Amerika, Guney Afrika ve Asya’da sik gorilirken, mef(A) geni
tasiyanlar ise Avrupa’da sik gorilmektedir (82). PROTEKT’in yapmis oldugu
calismada mef(A) geninin neden oldugu aktif atim pompasina bagl makrolid direnci
Avustralya, Kanada, Almanya, Yunanistan, Italya, ingiltere, Tirkiye, Japonya ve
Hong Kong’da yaygin olarak tespit edilmistir (86). italya’da yapilan ¢alismada M
fenotipine neden olan genetik determinant % 84 oraninda mef(A) iken, % 16
oraninda mef(E) genidir (87). Sili’de yapilan ¢alismada ise aktif atim pompasina
bagh makrolid direncinden sadece mef(E) geni sorumlu olarak bulunmustur (88).
Yapilan calismalar aktif atim pompasina bagl makrolid direncinin Bulgaristan’da
yaygin olarak mef(E) geni kontroliinde oldugunu gostermektedir (89,90).

Otuz sekiz ulkede ydiritulen PROTEKT’in 5 yillik surveyans calismasi
sonuclarina gore 6646 S. pneumoniae izolatininin eritromisin direnci % 31.3 olarak
saptanirken, coklu ilag direnci gosteren izolatlarin orani % 37.2 olarak bulunmustur.
Makrolid direng mekanizmalari arastirildiginda, dirence % 61.4 oraninda erm(B)
geninin neden oldugu belirlenmistir. Birinci yilin sonunda erm(B) ve mef(A)
genlerinin birlikte saptandigi direncli izolatlarin orani % 5.4 iken, besinci yilin
sonunda bu oran % 7.4’e yikselmistir (89). Makrolid direncinin en fazla goruldugu
ulkeler Asya ulkeleridir. Bu Ulkelerde makrolid diren¢g oraninin % 79’lara ulastigi
belirlenmistir (62). Toplumdan kazanilmis solunum yolu enfeksiyonu etkeni olan
patojenlerin antimikrobiyal ilaclara duyarliliklarinin arastirildigi surveyans calismasi
Alexander Projesi’nde S. pneumoniae izolatlarinda makrolid direng prevalansi %
24.6 olarak saptanmistir. (91).
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Makrolidlere direng mekanizmalari ile ilgili ulkemizde yapilan g¢alismalardan
birinde Esel ve ark. 1998-2003 yillari arasinda Kayseri’de klinik drneklerden izole
edilen S. pneumoniae kokenlerinde (n=525) makrolid direncini % 3.2 oraninda
saptamiglardir. Direncli bulunan 17 susun 10’unda erm(B), 6’sinda mef(A) geni
saptamiglar, 1 susta ise; 23S rRNA’da A2059G mutasyonunu Turkiye’de ilk kez
olmak tzere belirlemislerdir (66).

Solunum yolu enfeksiyonlarinda tedavinin ¢ogunlukla ampirik olmasi nedeniyle,
kullanimda olan antibiyotiklere karsi direng oranlarina iliskin bdlgesel verilere
ihtiya¢ duyuldugundan Gur ve ¢alisma grubunun, Eylul 2002 ve Haziran 2003 yillari
arasinda bir cok ulkede ydrattugl cok merkezli in vitro bir arastirma olan
e-BASKETT-II surveyans calismasinin Turkiye bolimunde, on sekiz merkezden
izole edilen pnomokoklarda makrolid direnci % 17.3 oraninda bulunmustur.
Eritromisine direncli izolatlarin % 77.8’inde erm(B), % 17.8’inde mef(A) geni ve 1
izolatta (% 2.2) erm(B) ve mef(A) genleri birlikte saptanmistir (92).

Gillay ve ark. izmir ve Ankara illerinden izole edilen 151 pnémokok susunda,
eritromisin direncini % 26.4 oraninda saptamislardir. Eritromisine direngli 40 susun
38’inde ribozomal metilasyona bagh direnc¢ [erm(B)] 1’inde M tipi [mef(A)/mef (E)]
direng, 1’inde ise, her iki mekanizmanin da oldugunu gdstermislerdir. erm(B) ve
mef(A)/mef(E) genlerini birlikte tasityan izolatin diren¢ fenotipi ise iMLSg + M
fenotipi olarak belirlenmistir (93).

Torun ve ark.’larinin istanbul Universitesi’nde 2008 yilinda yaptiklari calismada

ise, eritromisin direnci % 42 gibi ylksek bir oran olarak saptanmistir (44).

italya’da yapilan bir calismada iki Streptococcus pneumoniae kokeninde mef
geni varyanti olan mef(l) tanimlanmistir. mef(l), hareketsiz 30.5 kb boyutunda 5216Q
kompleksi ile tasinmaktadir (94).

Pnomokoklarda iki ana makrolid direng mekanizmasinin disinda nadir olarak
gorilen, bununla beraber son yillarda bu konuda yapilan ¢alisma sayisinin giderek
arttigr baska bir diren¢ mekanizmasi daha vardir. Bu mekanizmada, makrolid
direncinden bakteri ribozomunun 50S alt biriminde yer alan ve makrolidlerin
baglandi§i yer olan 23 rRNA ve L4, L22 gibi ribozomal proteinlerde meydana gelen
mutasyonlar sorumludur. 23S rRNA’daki mutasyon genellikle domain V
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molekdlinin A2058 veya A2059 pozisyonlarinda meydana gelmektedir. L4 veya
L22 ribozomal proteinlerindeki mutasyonlar ise, aminoasit zincirinde tek veya birden

fazla aminoasitin insersiyonu ve/veya delesyonu seklinde olmaktadir (95).

Tait-Kamradt ve ark.’min yapmis olduklari calismada; 14 ve 15 fyeli
makrolidlere direncli bulunan 4 S. pneumoniae izolatinda s6z konusu direng, bilinen
higchir mekanizma ile agiklanamamistir ve yapilan arastirmada bu 4 izolatin 23S
rRNA’larinda mutasyon saptanmistir. Ayni ¢alismada, 23S rRNA’larinda degisiklik
olmayan 2 S. pneumoniae izolatinin, L4 ribozomal proteinlerindeki aminoasit
dizilimlerinde nokta mutasyonlari saptanmistir. Tait-Kamradt ve ark.’nin 2000
yilinda yayinlamis olduklari bu ¢alisma pnomokoklarda mutasyonun goésterildigi ilk
calismadir (96).

Turkiye’nin de yer aldigi PROTEKT’in arastirmasinda rRNA metilasyonu ve
aktif atim pompasi saptanamayan pnomokok izolatlarinin 23S rRNA’larinda
A2058G, A2059G ve C2611G mutasyonlari saptanirken, Japonya’dan elde edilen
izolatlarda ayni zamanda L22 ribozomal proteininde G95D mutasyonu saptanmistir
(97). Yapilan calismalarda mutasyon saptanan izolatlarin gesitli antimikrobiyallere
karsi olan MiK degerlerinde artislar saptanirken, genellikle telitromisinin MiK

degerlerinde 6nemli bir degisme gdrilmemistir.

Antimikrobiyal ajanlara karsi ortaya cikan direng sorunu cesitli enfeksiyonlarin
tedavisinde yeni antimikrobiyallerin gelistirilme gereksinimi de beraberinde
getirmistir. Bu sure¢ sonunda makrolidlerin yeni bir sinifini olusturan ketolitler

gelistirilmistir. Telitromisin bu ailenin ilk Gyesidir (98).

indiiklenebilir makrolid direncinden 14- ve 15- liyeli makrolidler etkilenirken, 3.
pozisyonda L-kladinoz sekeri vyerine, keto grubunun bulunmasi nedeniyle
indiklenebilir direngten telitromisin etkilenmez (56). Ketolitlerin domain I1’ye olan
spesifik etkisi, MLSg grubu antibiyotiklere karsi direncte 6nemli rol oynayan domain
V’deki degisikliklerin olumsuz etkisini de azaltir. Ketolitlerde direnci indiikleme
egiliminin dusiik olmasinda bu olayin da rolt oldugu dustntlmektedir (50).

Telitromisin, yapisal MLSB direnci gosteren Streptococcus pneumoniae
suslarina etkinligini strdirtrken, mef genleri ile kodlanan efflux direncinden

karbamat yan zincirleri dolayisiyla etkilenmezler. Sonugta ketolit direnci yapisal
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olarak metilaz ekspresyon seviyesine veya ek olarak bilinmeyen baska
mekanizmalara bagli olarak gelisebilir (50,56).

Fogarty ve ark.’nin telitromisinin klinik ve bakteriyolojik etkinligini arastiran
calismalarinda, eritromisin MiK degerinden badimsiz olarak biitin pnémokok
suslarinin telitromisine duyarh olduklari gosterilmistir (99). Ulkemizde son yillarda
yapilan ¢ok merkezli bir calismada 260 pnémokok susundan sadece biri telitromisine
orta duyarl bulunurken, istanbul’da iki bilyiik tiniversite hastanesinde ortak yapilan
bir calismada ise kdkenlerinin hepsi telitromisine duyarl bulunmustur (92,100).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Besiyerleri

1. % 5 Koyun Kanli Agar (Biomeriux)

2. % 5 Koyun Kanli Mueller Hinton Agar (Biomeriux)
3. Katyon Ayarlanmis Mueller Hinton Buyyon (BD)
4. Lize Edilmis At kani (Oxoid)

5. Skim Milk (Oxoid)

6. Triptik Soy Buyyon (Oxoid)

3.1.2. Standart kdokenler

1. Streptococcus pneumoniae ATCC 49619: Tum antimikrobiyal duyarlilik

testlerinde kalite kontrol kdkeni olarak kullaniimistir (101).

2. Streptococcus pneumoniae ATCC 700675: erm(B), mef(A/E) ve erm(TR)
genlerinden hig birini tasimayan kontrol kdkeni (68).

3. Streptococcus pneumoniae ATCC 700677 : erm(B) geni tasiyan pozitif
kontrol kokeni (68).

4. Streptococcus pneumoniae ATCC 700676: mef(A) geni tasityan pozitif
kontrol kokeni (82,102).

5. Streptococcus pneumoniae KTL spn-237: mef(E) geni tastyan pozitif kontrol
kokeni (82,103).

6. Streptococcus pyogenes A200: erm(TR) geni tasiyan pozitif kontrol kdkeni
(89).
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[Not: Kontrol kokenleri 2008 yilinda “Klinik Streptococcus pneumoniae izolatlarinda
Makrolid Direng Mekanizmalarinin Arastiriimasi” isimli tez calismasini yapan Dr.Pinar
Sagiroglu’ndan temin edilmistir. Dr.Pinar Sagiroglu erm(B), mef(A) pozitif kontrol ve
negatif kontrol kokenlerini Almanya Ulusal Streptokok Referans Enstitiisi’den Prof. Dr.
Ralf Reine Reinert’tan, mef(E) ve erm(TR) pozitif kontrol kdkenlerini Finlandiya Ulusal
Halk Saghgi Enstitiisii Bakteriyoloji ve inflamatuvar Hastaliklar Departmanindan Prof.

Dr.Pentii Huovinen’den temin etmistir.]

3.1.3. Antibiyotikler

3.1.3.1. Antibiyotik diskleri

1. Eritomisin disk 15 pg (Oxoid)
2. Klindamisin disk 2 pg(Oxoid)
3. Azitromisin disk 15 pg (Oxoid)
4. Klaritomisin disk 15 pg (Oxoid)

5. Optokin disk (Oxoid)

3.1.3.2. Antibiyotik tozlari

1. Eritomisin toz (Fluka)

2. Klindamisin toz (Sigma, Eczacibasi Zentiva)
3. Azitromisin toz (Fluka, Eczacibagl Zentiva)

4. Klaritomisin toz (Sigma, Eczacibasi Zentiva)

3.1.4. Kimyasal maddeler
1. Gliserol (Sigma)

2. PBS (pH: 7,2)
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. Na,COj3 (Merck)
4. KOH (Merck)
5. NaOH (Merck)
6. HCI (Merck)

7. NaCl (Merck)

8. Sodium deoksikolat (Fluka)

3.1.5. PZR malzemeleri

1. DNA ekstraksiyon Kiti (Roche)

2. 100 kb DNA Ladder (MBI Fermentas)

3. Lamda DNA (MBI Frementas)

4. 10x TBE Buffer (Tris, EDTA, Borik asit)

5. 1x TBE Buffer (Tris, EDTA, Borik asit)

6. 6 x Loading Dye (MBI Fermentas)

7. 2x PCR Master mix (MBI Fermentas)

8. Enjeksiyon suyu (DNaz-RNaz Free Distile su) (MBI Fermentas)
9. erm(B), mef(A), mef(E), erm(TR) primer giftleri (IDT)

10. 1,5 mL, 0,5 mL ve 0,2 mL’lik ependorflar (Axygen)

11. Mavi, sar1, beyaz pipet uclari (DNaz, RNaz Free) (Grenier)
12. Agaroz (Applichem)

13. Etidyum bromid (Merck)

14. Eldiven (Beybi)

15. Polaroid film (Kodak)
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3.1.6. Araglar ve aygitlar

1.

2.

8.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

Tek kanalli otomatik pipetler (Pipetmen, isotherm, Thermo)
Sekiz kanalli otomatik pipet (Thermo)
Petri kutulari, balonlar, pipetler, tupler, sari ve mavi pipet uglari, sporlar
96 kuyucuklu U tabanli plak (LP Itiliana)
Etiv (Memert)
Pasteur firini (Memert)
Otoklav (Hirayama)
Buzdolabi (Arcelik)
(- 20 °C) Dondurucu (Ugur)
(- 80 °C) Dondurucu (iShin)
Hassas terazi (Sartorius)
Kaba terazi (Scaltec)
Vorteks (Yellow line)
Su banyolari (Memert)
Kurutma kagitlari
Steril eklivyonlar
Termal Dongl Cihazi (Techne, BIO RAD)
Elektoforez tanklari ve cihazi (Biometra)
pH metre cihazi (Hana instruments)
Mikrodalga firin (Beko)
UV goruntuleyici (Vilber Lourmant)
Santriftujler (Hettich)
Model 111 Mini IEF Cell (BIO-RAD)

Power Pac Universal Power Supply (BIO-RAD)

42



3.2. Yontemler

2009 yilinda Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen cesitli klinik 6rneklerden, enfeksiyon etkeni olarak izole
edilen ve rutin disk diflizyon testi ile eritromisine direncli bulunan 50 Streptococcus
pneumoniae izolati calismaya dahil edildi.

Cahsmamizda izolatlarin disk diflizyon yontemi ile eritromisin, azitromisin,
klaritromisine ve klindamisine olan duyarlihgdi ve sivi mikrodiliisyon yéntemi ile
minimum inhibitér konsantrasyonlari belirlendi. Makrolid direng fenotipinin
saptanmasinda eritromisin ve klindamisin ¢ift disk yontemi kullanildi. izolatlarda
makrolid direncinin genetik determinantlari mef(A), mef(E), erm(B) ve erm(TR)
genleri her gene 6zgu primerler kullanilarak PZR yontemiyle tespit edildi.

3.2.1. izolatlarin tanimlanmasi

Streptococcus pneumoniae izolatlarinin tanimlanmasi, koloni morfolojisi ve
gram boyama 0Ozelliklerinin incelenmesini takiben, optokin ve safrada erime testleri
uygulanarak yapildi. % 5 koyun kanli agarda a-hemoliz olusturan, mikroskopik
incelemede gram pozitif diplokok olarak gorilen, kanli agarda 6 mm optokin diski
etrafinda = 14 mm inhibisyon zonu olusturan ve % 10 sodyum deoksikolatta eriyen
izolatlar Streptococcus pneumoniae olarak tanimlandi (18,20,21).

3.2.2. Antibiyotik duyarlilik testleri

3.2.2.1. izolatlarin makrolid ve linkozamid duyarhiliklarinin disk difiizyon

yontemiyle belirlenmesi

izolatlarin eritromisin, azitromisin, klaritromisine, ve klindamisine duyarliliklari

CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) standartlarina uygun olarak disk
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diftizyon yontemi ile belirlendi. Bakterilerin koyun kanh agarda treyen bir gecelik
kolonilerinden Mueller Hinton sivi besiyerinde 0,5 McFarland bulanikhginda (1.5
x10® kob/mL) hazirlanan bakteri siispansiyonlari, % 5 koyun kanli Mueller Hinton
agar yuzeyine steril eklivyonla yayildi. Antibiyotik diskleri agar tizerine, merkezden
merkeze uzakliklari 24 mm olacak sekilde yerlestirildi ve 35+2 °C’de 20-24 saat
inklibe edildi. Antibiyotik diskleri gevresinde olusan inhibisyon zonlari Olgulerek
izolatlar duyarli, orta duyarh ve direngli olarak gruplandirildi (Tablo 3). Tim
testlerde Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 kalite kontrol susu olarak
kullanildi (101).

Tablo 3. CLSI’nin Streptococcus pneumoniae i¢in énerdigi disk difiizyon degerlendirme
kriterleri (101).

Antibiyotik Direncli Orta duyarh Duyarh
Eritromisin =~ <15 mm 16-20 mm =21 mm
Klaritromisin <16 mm 17-20 mm >21 mm
Azitromisin <13 mm 14-20 mm >18 mm
Klindamisin <15 mm 16-18 mm >19 mm

3.2.2.2. lzolatlarin makrolid ve linkozamid minimum inhibitor

konsantrasyonlarinin (MiK) sivi mikrodiliisyon yontemiyle belirlenmesi

Eritromisin, azitromisin, klaritromisin ve klindamisin antibiyotiklerinin
minimum inhibitér konsantrasyonlari (MiK) sivi mikrodiliisyon yontemi ile CLSI

standartlarina uygun olarak belirlendi (104).

1) Antibiyotik diltsyonlarinin hazirlanmasi; antibiyotiklerin 512 pg/mL’den
baslayarak 0.015 pg/mL’ye kadar seri sulandirimlari hazirlandi ve steril U tabanli
plak Kkuyucuklarina her bir konsantrasyondan 100 pL dagitildi. ii) Bakteri
inokulumlarinin hazirlanmasi; direkt koloni yontemi kullanilarak izolatlarin 18-20
saatlik kdlturlerinden 0.5 McFarland bulanikhginda bakteri stispansiyonlari
hazirlandl. iii) Hazirlanan siispansiyonlar antibiyogram plagindaki son bakteri

inokiilim konsantrasyonu 5x10° cfu/mL olacak sekilde 1/100 oraninda % 5 lize

44



edilmis at kani iceren katyonu ayarlanmis Mueller Hinton sivi besiyeri ile
sulandirildi ve her bir kuyucuga inokulumdan 100 pl eklendi. Plaklar 35+2°C’de
20-24 saat inklbe edildi ve go6zle ureme gorilmeyen en disuk antibiyotik
konsantrasyonu MiK degeri olarak kabul edildi. MiK degerleri CLSI kriterlerine
gore duyarl, orta duyarli ve direncli olarak yorumlandi (Tablo 4). Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619 kalite kontrol susu olarak kullanildi (104).

Tablo 4. CLSI’nin Streptococcus pneumoniae icin dnerdigi minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK)
degerlendirme kriterleri (104).

Antibiyotik Direncli (ug/ml)  Orta duyarh (ug/ml) Duyarh (ug/ml)

Eritromisin 21 0.5 <0.25
Klaritromisin 2] 0.5 <0.25
Azitromisin 22 1 <0.5

Klindamisin 2] 0.5 <0.25

3.2.3. Makrolid diren¢ mekanizmalarinin fenotipik test ile belirlenmesi

izolatlarin makrolid grubu antibiyotiklere direng fenotipi eritromisin ve
klindamisine ¢ift disk testi ile belirlendi. Bakterilerin kilttrlerinden Mueller Hinton
sivi besiyerinde 0.5 McFarland bulanikh§inda (1.5 x10° kob/mL) hazirlanan bakteri
stispansiyonlari, % 5 koyun kanli Mueller Hinton agar yuzeyine steril ekivyonla
yayildi. Eritromisin ve klindamisin diskleri, birbirlerine uzakliklari merkezden
merkeze 15-20 mm olacak sekilde yerlestirildi. Degerlendirme, plaklar % 5 CO,
iceren ortamda 352 °C’de bir gece inkiibe edildikten sonra yapildi. Hem eritromisin
hem de klindamisine direncli bulunan izolatlar yapisal MLSg fenotipi (cMLSg)
olarak, klindamisinin eritromisine bakan tarafinda kintlesme gosteren izolatlar
indiklenebilir MLSg fenotipi (iMLSg) olarak, eritromisine direncli klindamisine
hassas bulunan izolatlar ise M fenotipi olarak kabul edildi (Resim 11) (29,105).
cMLSg fenotipini belirlemede kontrol kdkeni olarak Streptococcus pneumoniae
ATCC 700677, iMLSg fenotipi icin Streptococcus pyogenes A200 ve M fenotipi igin
de Streptococcus pneumoniae ATCC 700676 kontrol kdkeni olarak kullanildi
(68,82,89,102,103) (Resim 11).
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Resim 11. Kontrol kokenlerinin eritromisin klindamisin ¢ift disk testi sonuclari: A)
Eritromisin ve klindamisine direncli cMLSg fenotipi gosteren koken, Streptococcus
pneumoniae ATCC 700677 B) Klindamisinin eritromisine bakan yizinde kintlesme ile
karakterize iMLSg fenotipi gosteren koken, Streptococcus pyogenes A200 C) Eritromisine
direncli, klindamisine hassas M fenotipi gosteren koken, Streptococcus pneumoniae ATCC
700676.

3.2.4. Makrolid direng genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile

belirlenmesi

3.2.4.1. DNA izolasyonu

“High Pure PCR Template Preparation”(Roche, Germany) DNA izolasyon Kkiti
ile Uretici firmanin 6nerilerine gore bakterilerin DNA’lar1 izole edildi.
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3.2.4.2. Polimeraz zincir reaksiyonu

Izolatlarda makrolid direng genlerinden mef(A), mef(E), erm(B), erm(TR) varhgi
polimeraz zincir reaksiyonu ile uygun reaksiyon kosullarinda, her gene 0zgi
primerlerle gerceklestirildi. Denatlirasyon, baglanma ve uzama basamaklari termal
dongu cihazinda 30 dongti tekrarlandi (Tablo 5, Tablo 6).

Tablo 5. Polimeraz zincir reaksiyonu kosullari (29,68,82,102,103).

- m®) mf() mf®  em(TR) Sikdessaym
Baghng; denatiirasyonu ~ 94°C4dak 94°C4dak  MC4dk  MCHdk 1

Denatiirasyon 94°C1ldak 94°Cldak 94°Cldak  94°C1dak 30
Baglanma (Annealing) 55°Cldak 55°C1dak 55°CIdak  50°C 1dak 30
Uzama (Elongation) °Cldak 72°Cldak T72°Cldak  72°C1dak 30

Son Uzama (Final Elongation) 72°C7dak 72°C7dak  72°C7dak  72°C7 dak 1

50 pl reaksiyon karisimi; 5 pl ekstrakte edilmis DNA, 25 pl PCR Master Mix
(dNTP, Tag polimeraz, MgCl igeren), 1’er pl primer ¢ifti ve 18 ul RNAaz DNAaz
icermeyen apirojen su igerecek sekilde hazirlandi (29,82,89).

Tablo 6. Makrolid direng genlerine 6zgil primerler

erm () 5 ATTGGAACAGGTARAGGGC-3' S GAACATCTGTGGTATG6(G-3" 68
mef (4] 5 TGGTTCGGTGCTTACTATTGT-3' §'-CO0CTATCAACATTCCAGA-3' 82,102
mef (E] S GGAGATGAAAAGAAGGAGT-3' - TAAMTGGCACCGARAG-3' 82,103

em (TR) 5-ACAGAAARACCCOAAMAATACG-3"  5-TTGGATAATTTATCAAGATCAG-3 89

PCR’da Streptococcus pneumoniae ATCC 700675, Streptococcus pneumoniae
ATCC 700677, Streptococcus pneumoniae ATCC 700676, Streptococcus
pneumoniae KTL spn-237, Streptococcus pyogenes A200 kontrol kdkeni olarak
kullanildi (68,82,89,102) (Resim 12, Resim 13).
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3.2.4.3. PZR UrUnlerinin saptanmasi

Elde edilen PCR Urunlerine agaroz jel elektroforezi uygulandi. PCR drtnleri
etidyum bromid iceren % 1’lik agaroz jelde 90 V*da 1 saat yiiritildi. izolatlara ait
PCR bantlari, UV isik altinda, kontrol izolatlarinin PCR bantlari ile karsilastirilarak
degerlendirildi.

Resim 12. Makrolid direnc genleri negatif ve pozitif olan kontrol kdkenlerinin agaroz jeldeki goriintusu:
1) DNA Ladder (1000 bp cifti) 2) Negatif kontrol kikeni (Streptococcus pneumoniae ATCC 700675) 3)
mef(A) pozitif kontrol kdkeni (Streptococcus pneumoniae ATCC 700676) (553 bp) 4) erm(B) pozitif
kontrol kdkeni (Streptococcus pneumoniae ATCC 700677) (442 bp) 5) mef(E) pozitif kontrol kokeni
(Streptococcus pneumoniae KTL spn-237) (363 bp).

Resim 13. Makrolid diren¢ geni [erm(TR)] negatif ve pozitif olan kontrol kékeninin agaroz jeldeki
gorintisu 1) DNA Ladder (1000 bp cifti) 2, 3, 4) erm(TR) pozitif kontrol kékeni (Streptococcus
pyogenes A 200) (679 bp) 5) Negatif kontrol kokeni (Streptococcus pneumoniae ATCC 700675).
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4. BULGULAR

2009 yilinda Marmara Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilen klinik 6rneklerden enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 118
Streptococcus pneumoniae kokeni arasindan, disk diflizyon testi ile eritromisin
direnci tespit edilen 50 koken galismamiza dahil edilmistir. Hastanemizde 2009 yili
eritromisin direng orani % 42.3 olarak tespit edilmistir. Laboratuvarimiz verilerine
gore cahismamizda test edilen kokenlerin % 94’0 penisilinlere, % 96°si tetrasikline,
% 901 trimetoprim-sulfometaksazole direngli bulunurken, % 2’si de kinolonlara
direncli bulunmustur. incelenen 50 Streptococcus pneumoniae kokeninin % 60’1
balgam 6rneginden, % 16’s1 endotrakeal aspirat (ETA), % 14’0 bronkoalveolar lavaj
(BAL), % 4’0 beyin omurilik sivisi (BOS), % 2’si kan, % 2’si derin trakeal aspirat
(DTA), % 2’si de plevra Orneklerinden izole edilmistir. Gelen 6rneklerin yaklasik
% 82’si 0-18 yas arasl hastalara aittir (Tablo 7). Kékenlerin % 18’1 hastanede yatan
hastalardan gelen Orneklerden izole edilirken % 82’si ise poliklinik hastalarinin

orneklerinden izole edilmistir

Tablo 7. Kokenlerin izole edildigi 6rnek tiiri ve hasta yasina gére dagilimi

Ornek Cinsi 0-5 5-18 22-37 71-76
Solunum| Balgam - 26 2
Yolu BAL 4 1 2
ETA i 1
DTA =
Viicut BOS - 1
Srvis1 Plevra -
Kan Kan 1 1

izolatlarin tamami disk difiizyon yéntemiyle makrolid grubu antibiyotiklere
(eritromisin, azitromisin, Klaritromisin) direncli bulunurken, % 28’1 klindamisine

duyarli bulunmustur.
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Disk difiizyon yodnteminde oldugu gibi sivi mikrodilisyon yéntemiyle de

izolatlarin hepsi makrolid grubu antibiyotiklere direngli bulunmustur. Makrolid

grubu antibiyotiklere izolatlarin % 32’sinde disuk dizeyde, % 68’inde yiiksek

diizeyde eritromisin direnci tespit edilmistir (Tablo 8). Yuksek dlzeyde makrolid

direnci tespit edilen kékenlerin MiK degerleri 256 - > 512 ug/mL, diisik diizeyde

direnc tespit edilen kokenlerin MiK degerleri 2-32 pg/mL arasindadir. izolatlarin

% 30’u klindamisine duyarli olarak bulunup, MIK degerleri 0.03-0.125 ug/mL
arasindadir (Tablo 8).

Resim 14.’de gosterilmistir.

Sivi mikrodilusyon testi sonuglarinin degerlendirilmesi

Tablo 8. izolatlarin makrolid ve linkozamid grubu antibiyotiklere MiK degerlerinin dagilimi

Minimum Inhibitér K 3 (MIK) (Pg/mL)
Asntibiyotil =512 | 512 | 256 | 128 | &4 32 16 8 4 2 | 1| 05 |025(0125| 006 | 003
Eritromisin n 28 3 3 1 3 g 3
(€0)) (56) ® | © @ | (@ (18) | (6)
Azitromisin n 24 9 2 3 2 6 4
() @8 | 48 | @ (6) @ [ (12 (8)
Klaritromisin n 2 20 1 2 2 4 7|2
(*0) 4 40 | (22)| @) 4) @8 [(4) ] @)
Klindamisi n 1 2 28 1 2 1 1 13 1
(%) 2) @) | (56) | @ (4) @) 2) | (28) @

Resim 14. izolatlarin MiK degerlerinin tespit edildigi sivi mikrodiliisyon plagindan bir kesit: Yesil
ile gorilen kuyucuklarda tireme gozlenirken, kirmizimsi kahverengi gorilen kuyucuklarda tireme
g6zlenmemistir. Uremenin olmadigi ilk kuyucuk eritromisin MiK degeri olarak alinmistir. 1
numarall izolatin eritromisin MiK degeri 128 ug/mL , 2. ve 3. izolatin 8ug/mL ve 4. izolatin ise
=512 pg/mL “dir.
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Polimeraz zincir reaksiyonunda 50 Streptococcus pneumoniae izolatinda
arastirtlan makrolid direng genlerinden erm(B) geni, izolatlarin % 70’inde, mef(E)
geni % 30’unda tespit edilmistir. erm(B) izolatlarin % 40’inda tek basina, % 30’unda
ise mef(E) geni ile birlikte saptanmistir. mef(A) ve erm(TR) genleri hicbir izolatta
tespit edilmemistir (Tablo 9). PZR sonuclarinin degerlendirilmesi Resim 15’de
gOsterilmistir.

Tablo 9. 50 Eritromisin direncli kokende direng genlerinin dagihimi

Genler Gen tasivan izolat sayisi (%)
erm (B) 20 (40)
mef (E) 15 (30)
erm (B) + mef (E) 15 (30)

Resim 15. Makrolid direng genleri pozitif olan kdkenlerinin agaroz jeldeki géruntiisi: 1) DNA Ladder
2) Negatif kontrol kdkeni (Streptococcus pneumoniae ATCC 700675) 3) erm(B) pozitif kontrol kdkeni
(Streptococcus pneumoniae ATCC 700677) (442 bp) 4) mef(A) pozitif kontrol kokeni (Streptococcus
pneumoniae ATCC 700676) (553 bp) 5) mef(E) pozitif kontrol kokeni (Streptococcus pneumoniae KTL
spn-237) (363 bp) 6,7,10,11) erm(B) pozitif kdkenler 8) mef(E) pozitif koken 9) erm(B) ve mef(E) pozitif
koken
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erm(B)’yi mef(E) ile birlikte ya da olmaksizin tasiyan 35 izolat (% 70) cMLSg
fenotipi gostermis olup, makrolid MiK degerleri 32 - > 512 pg/mL ve klindamisin
MiK degerleri 4 - > 512 pg/mL arasindadir (Tablo 10). mef(E)’yi tek bagina tasiyan
izolatlarin biri haric timi M fenotipindedir ve makrolid MiK degerleri 1-32 pg/mL,
klindamisin MiK degerleri 0.06 - 0.125 pg/mL arasindadir (Tablo 11). izolatlarin
makrolid ve klindamisin MiKso ve  MiKgq degerleri Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 10. Makrolid direng fenotipinin, makrolid direng genleri ve minimal inhibitor konsantrasyonlari ile iliskisi

N{fe;):d I;:;i Antibiyotik Minimum Inhibitér Konsantrayom (MIK) (Ug/mL) Gen iceren izolat sayist
fenotipi (%o) Aralk MIK 50 MiKsg0 erm (B) |mef (E) |erm (B) + mef (E)
Eritromisin 32-=512 =512 =512
cMLSB 35 Azitromisin 256 - = 512 =512 =512 20 i 15
(%70} Klaritromisin 128 - =512 512 512 -
Klindamisin 4-=512 256 512
Eritromisin - - -
MLSB 1 Azitromisin - - - 1
(%) Klaritromisin - - -
Klindamisin -
Entromisin 2-16 4 16
M 14 Azitromisin 4-32 g 32 i 14
(%028) Klaritromisin 1-8 2 g
Klindamisin 0.06-0.125 0.06 0.06
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5. TARTISMA

Diinya saglik orgutl verilerine gore, yilda 1.6 milyon insan pnémokoka bagl
hastaliklar nedeniyle yasamini yitirmektedir. Bu 6limlerin 1 milyondan fazlasini 5
yasin altindaki ¢ocuklar olusturmaktadir (106,107). Bu korkutucu tablonun ortaya
¢itkmasinda mikroorganizmanin virllans dzelliklerinin yani sira, antibiyotiklere ¢oklu
direng gosteren izolatlarinin hizla artmasinin da 6nemli rolt vardir. 1980’li yillardan
itibaren pnémokokal enfeksiyonlarin tedavisinde basariyla kullanilan penisiline karsi
direng gosteren pndmokok izolatlarinin diinyada hizla yayilmasi, alternatif tedavi
protokollerinin gelistirilmesine ihtiyag gostermis ve bunlar arasinda da makrolidler
distk yan etkiye sahip olmalari, genis etkinlikleri, yiiksek doku ve serum diizeyine
erismeleri ile 6n sirada yerlerini almislardir. Ancak pnémokoklar, makrolidlere karsi
direng gelistirmekte de gecikmemisler ve makrolidlere direngli pndmokoklarin sayisi
bircok tlkede dnemli bir sorun haline gelmistir (98,108).

Ozellikle son 15 yildan bu yana tilkemizin de iginde bulundugu dinyanin birgok
bolgesinde ciddi bir problem haline gelen pndémokoklardaki makrolid direncinin
mekanizmalarini bilmek, bu bakterinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavi
yaklasimlarinin diizenlenmesinde kritik bir 6neme sahiptir. Uluslararasi yapilan
bircok ¢calismada makrolid diren¢g mekanizmalari ile ilgili epidemiyolojik pek ¢ok
veri elde edilmistir (73). Avrupa Antimikrobiyal Direng izleme Sistemi’nin (EARSS)
2005 yili verilerine gore Turkiye’deki eritromisin direng orani % 10 iken, bu oran
2008 yilinda % 29’a yukselmistir (60,61). Hastanemize ait veriler, pndmokoklarda
makrolid direng oranlarinin yillar icinde giderek arttigini ve son 4 yilda % 30’un
Uzerine ciktigini gostermektedir (29). 2009 yilinda eritromisin direng oranimiz
% 42.3 olarak tespit edilmistir. Ulkemizde pnomokoklarin makrolid grubu
antibiyotiklere diren¢ oranlari azimsanmayacak diizeylere ulagmasina ragmen,
makrolid direncinin 6zelikle genotipik karakteristiklerini ortaya koyan calismalarin
sayisi sinirhdir (29,92,93).

Pnomokoklarin makrolid direng fenotiplerini belirlemeye yonelik dinyanin
cesitli Ulkelerinde yapilmis birgok calismada, makrolid direng fenotiplerinin cografi
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bir dagilim gdsterdigi ortaya konmustur. Asya ve Avrupa Ulkelerinde MLSg fenotipi
daha sik gorilmektedir. erm(B) geni kontroliindeki makrolid direnci Avrupa’da ve
Guney Afrika’da yaygindir (70). Asya’da (Cin) yapilan bir calismada % 90 oraninda
cMLSg, % 5.7 oraninda iMLSg ve % 4 oraninda M fenotipine; Avrupa’da (italya)
yapilan bir ¢calismada % 61.2 oraninda MLSg, % 36.12 oraninda ise M fenotipine
rastlanmistir (87,109). Bu Ulkelere ve ulkemizde yapilan diger calismalara benzer
sekilde hastanemiz izolatlarinda da MLSg fenotipi baskin (% 70) olarak bulunmustur
(Tablo 10) (29,92,93). Bununla beraber izolatlarimizin % 28 gibi yuksek bir oranda
M fenotipi gostermis olmasi, pnomokoklarin makrolid direncine neden olan ana
mekanizmanin hedef molekil degisikligi olmasina ragmen, aktif atim pompasinin da

makrolid direncinde azimsanmayacak 6lctide énemli rolt oldugunu gostermektedir.

Asya ve Avrupa’daki calismalarin aksine M fenotipi Amerika’da daha yaygin
olarak gorulmektedir. ABD’de yapilan bir ¢alismada eritromisin direngli kdkenlerin
% 75’inin M, % 25’inin ise MLSg fenotipinde oldugu, Sili’de yapilan bir ¢calismada
bu oranlarin % 56.5 M ve % 43.5 MLSg seklinde oldugu gosterilmistir (88,110).

Ulkemizde Deniz ve ark. ile Giilay ve ark.’nin yaptiklari calismalarda M fenotipi
oldukca dusuk oranlarda saptanmistir (92,93). Hastanemizde yapilan 2005-2008
yillarini kapsayan ve 50 eritromisine direngli pnomokok izolatinin degerlendirildigi
tez calismasinda izolatlarda % 14 oraninda M fenotipi tespit edilmistir (29).

Calismamiz bu anlamda M fenotipinin yayginligini gostermesi bakimindan
Onem tasimaktadir.

Makrolid direncinin genetik determinantlari arasinda 50 Streptococcus
pneumoniae izolatinin % 70’inde erm(B) geni tek basina ya da mef(E) ile birlikte,
% 60’Inda ise mef(E) geni tek basina ya da erm (B) geni ile birlikte tespit edilmistir.
erm(B) ve mef(E) genlerinin birlikte bulundugu izolatlarin orani % 30’dur.

Gulay ve ark. yaptiklari ¢alismada 40 Streptococcus pneumoniae kdkeninde
makrolid direncinden % 95 oraninda erm(B) geninin sorumlu oldugunu gostermisler,
Gur ve ark. ise ¢alismalarinda % 77.8 oraninda erm(B) geninin varligini tespit
etmiglerdir (92,93).

Polimeraz zincir reaksiyonu sonuclarimiz, baskin olan cMLSg fenotipinden

sorumlu ana mekanizmanin erm(B) geni kontrolinde oldugunu ortaya koymustur.
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erm(B)’yi tek basina ya da mef(E) ile birlikte tasiyan tim izolatlar cMLSg fenotipi
gOstermis olup, yilksek MiK degerlerine sahiptir (Tablo 10). erm(B) diinyanin birgok
bolgesinde ve Turkiye’de vyapilan sinirh ¢alismalarda  gosterildigi  gibi
pnomokoklarda yiiksek makrolid direncinin ana mekanizmasi olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Bununla beraber calismamizda % 60 oraninda mef(E) geni varligi tespit
edilmistir.  Son yillarda pnémokoklarin  makrolid direncinde mef geninin
konroliindeki aktif atim pompasinin roli giderek artmaktadir (29,66,110). Her ne
kadar fenotipte erm(B) geni baskin olsa da, mef(E)’nin izolatlardaki bu yayginhgi
bolgemizde bu gen denetimindeki aktif makrolid pompasinin da, kokenlerimizin
makrolid direncinde énemli bir tehdit olusturdugunu gostermektedir. mef(E)’yi tek
basina tasiyan izolatlarin orani % 30 ’dur (n:15) ve bu izolatlarin 14’0 beklenildigi
gibi M fenotipi gdéstermis olup, makrolid MiK degerleri goreceli olarak disiik
bulunmustur. Bu kokenler linkozamidlere (klindamisin) duyarhidir (Tablo 9,
Tablo 10).

Turkiye’de yapilan diger ¢alismalarin bazilarinda hi¢ mef geni saptanmamisken,
mef geni saptananlarda ise bu oran % 20’yi gegmemektedir. Gir ve ark. yaptiklari
calismada % 2.5 gibi oldukc¢a dustik bir oranda mef(A)/mef(E) geni saptamislarken,
Deniz ve ark. ¢alismalarinda pnémokoklarin makrolid direncinden % 17.8 oraninda
mef(A) geninin sorumlu oldugunu tespit etmislerdir (92,93).

Bu yonuyle calismamiz, aktif makrolid pompa geninin yuksek oranini gdsteren,
hastanemiz izolatlarinda yapilan ikinci tez calismasidir. Calismamiz Streptococcus
pneumoniae’de % 60 gibi oldukca yiiksek bir oranda mef(E) geninin tek basina ya
da erm(B) ile birlikte tespit edilmesi bakimindan 6nem tasimaktadir.

Cahsmamizda mef(E)’yi tek basina tasiyan ve de M fenotipi gosteren izolatlarin
% 28 gibi yiiksek bir oranda bulunmasi ise, bolgemizde rutin tani laboratuvarlarinda
makrolidlere direncli bulunan pnomokok izolatlarinin  mutlaka linkozamid
duyarlihklarinin da test edilmesi gerekliligine isaret etmektedir. Bdylelikle aktif
pompa denetimindeki mekanizma ile makrolidlere direncli olan bir pndmokokun
neden oldugu enfeksiyonun tedavisinde linkozamid grubu bir antibiyotik rahatlikla
kullanilabilecektir.
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Bilindigi tzere mef(A) ve mef(E) genleri cografik bir dagilim géstermektedir.
Genellikle mef(E) tasiyan pnomokoklar Kuzey Amerika, Gliney Afrika ve Asya’da
sik goralurken, mef(A) tasiyanlar ise Avrupa’da sik gorilmektedir (82). mef(A)
geninin, orijin aldigi S. pyogenes’den konjugasyonla S. pneumoniae’ye gectigi,
transpozonlar yoluyla da diger pnémokoklara aktarildigi ileri strtilmektedir (58).
mef(E) ve mef(A) genlerinin niikleotid sekanslari ortalama % 90 oraninda benzerlik
gosterir (68). PROTEKT’in yapmis oldugu calismada mef(A) geninin neden oldugu
aktif atim pompasina baglh makrolid direnci Avustralya, Kanada, Almanya,
Yunanistan, Italya, ingiltere, Tiirkiye, Japonya ve Hong Kong’da yaygin olarak tespit
edilmistir (86). italya’da yapilan calismada M fenotipine neden olan genetik
determinant % 84 oraninda mef(A) iken, % 16 oraninda mef(E) geni olarak
bulunmustur (87). Sili’de yapilan bir baska ¢alismada ise aktif atim pompasina bagli
makrolid direncinden sadece mef(E) geni sorumlu olarak bulunmustur (88). Yapilan
calismalar aktif atim pompasina bagli makrolid direncinin Bulgaristan’da yaygin
olarak mef(E) geni kontroliinde oldugunu gostermektedir (89,90)

Calismamizin ilging sonuclarindan bir digeri ise, sadece mef(E) geni tasiyan 1
izolatin iIMLSg fenotipinde olmasidir (Tablo 10). Bu izolat iMLSg fenotipi
gOstermesine karsin, sanki M fenotipi gosterir gibi oldukca disuk makrolid ve
linkozamid MIK degerlerine sahiptir. Literatiirde sadece mef geni tastyan pndmokok
izolatlarinda boyle bir fenotip bildirilmemistir. Bu izolatin sahip oldugu makrolid
direng mekanizmasi, arastirilmak Uzere daha ileri diizeyde calismalara ihtiyac

gostermektedir.

Makrolidlere direngli pnémokoklarin orani, goruldigi ulkelere ve Ulkeler
icerisinde de bolgelere gore degismekle birlikte, ayni bdlgelerde hastaneden
hastaneye hatta ayni hastane icinde cesitli birimler arasinda dahi farkhliklar

gostermektedir.

Calismamiz hastanemiz izolatlarinin yuksek eritromisin direncinden esas olarak
sorumlu olan ana mekanizmanin erm(B) denetimindeki hedef bdlge degisikligi
oldugunu gostermekle birlikte, M fenotipinin % 28 gibi yiksek bir oranda bulunmasi
ve Ozellikle aktif makrolid pompa geni mef(E)’nin izolatlarin % 60 gibi yiksek bir

oraninda saptanmasi, aktif makrolid pompasinin Turkiye’de izole edilen
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pnomokoklar arasinda olduk¢a ©Onemli bir tehdit oldugunu agikga ortaya
koymaktadir. Bu izolatlarin serotiplendirilmesi ve daha ileri molekuler analizlerle
direncin genotipik karakteristiklerinin daha detayl olarak aydinlatilmasina ihtiyac

vardir.
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