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OZET

Caferoglu L. Streptococcus pneumoniae’de Makrolid Direng Fenotipleri ve Direng
Genlerinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji
ve Klinik Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2010.

Streptococccus pneumoniae, menenjit, pndmoni ve septisemi gibi invaziv hastaliklarin,
otitis media ve siniizit gibi solunum yolu infeksiyonlarmin 6nemli bir nedenidir.
Antimikrobiyal tedavideki yeni gelismelere ve uygun izleme politikalarina ragmen
pnomokoksik infeksiyonlarin morbidite ve mortalitesi halen yiiksektir. S.
pneumoniae’in farkli sinif antibiyotiklere karsi duyarliliginin giderek azalmasi tiim
diinyada problem yaratmaktadir. Buna en karakteristik o6rnek ise makrolidlerdir.
Makrolidlerin S. pneumoniae ve diger sik izole edilen respiratuar patojenlere etkili,
giivenilir ve 1yi tolere edilen antibiyotikler olmasi, alt solunum yolu infeksiyonlarinin
ampirik tedavisinde yaygin olarak kullanilmalarina ve bununla birlikte pnomokokal
makrolid direncinin tiim diinyada giderek artmasina yol a¢mustir. Calismamizda
boliimiimiizde izole edilen S. pneumoniae suslarindaki makrolid direncini ve direncli
suslarin fenotip ve genotiplerini belirlemeyi amagladik. Calismamizda 2008-2009
tarithleri arasinda 80 S. pneumoniae susu toplandi. Bakterinin identifikasyonu; kanl
agardaki koloni morfolojisi, katalaz reaksiyonu, alfa hemoliz, optokin duyarlilig1 ve
safrada erime Ozelligine dayanilarak yapildi. Antimikrobiyal duyarlilik testi CLSI
kriterlerine uygun olarak %5'lik koyun kanli agarda disk diflizyon yontemi ile yapildi.
S. pneumoniae suslarinin makrolid direng fenotipleri icin eritromisin-klindamisin ¢ift
disk diflizyon yontemi kullanildi. Makrolid diren¢ genleri, erm(B) ve mef(A)/(E) PZR
yontemi ile incelendi. 18 (%22,5) sus makrolidlere direngli bulundu. Direncli suslarin
16’s1 MLSg fenotipine 1’1 M fenotipine ve 1’inin M+ iMLSg’e sahip oldugu belirlendi.
8 sus erm(B), 2 sus mef(A) ve 8 susun her iki geni birden tasidig1 saptandi.

Anahtar Kelimeler: Streptococcus pneumoniae, Makrolid direnci, erm(B), mef(A),
Polimeraz Zincir Reaksiyonu.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 3357/2009
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ABSTRACT

Caferoglu L. Research of phenotypes and genotypes of macrolide resistant
Streptococcus pneumoniae. Istanbul University, Institute of Health Science, Department
of Microbiology and Clinical Microbiology. Master Thesis. Istanbul. 2010.

S. pneumoniae is a major cause of invasive diseases such as meningitis, pneumonia,
septicaemia and respiratory tract infections like otitis media and sinusitis. Despite of the
availability of excellent antimicrobial therapy and adequate health care systems, the
morbidity and mortality of pneumococcal infections are still high. Decreased
susceptibility of S. pneumoniae strains to different classes of antimicrobial agents is a
worldwide problem; the most characteristic example relates to macrolides. Macrolide
anti-bacterials are widely used for the empirical treatment of lower respiratory tract
infections due to their activity against S. pneumoniae and other common respiratory
pathogens and have a good safety/tolerability profile. The purpose of this study is to
evaluate the level of macrolide resistance in our clinical strains of S. pneumoniae and to
determine their resistance phenotypes and genotypes. In this study, we collected 80 S.
pneumoniae strains from 2008 to 2009. Identification of S. pneumoniae species was
based on colony morphology on blood agar, catalase reaction, alfa-hemolysis, optochin
susceptibility and bile solubility testing. Antimicrobial susceptibility testing was
performed by disc diffusion method on 5% sheep blood agar according to Clinical
Laboratory Standards Institute criteria. For all erythromycin resistant S. pneumoniae
strains, macrolide resistance phenotypes were identified using a double disc test with
erythromycin and clindamycin. MIC data were used for determination of macrolide
resistance phenotypes. The strains were examined by PCR for the macrolide resistance
genes erm(B), and mef(A)/(E). In our study, macrolide resistance was observed in
22.5% (18) strains. Resistant strains were determined to belong to MLSg phenotype (16
strains), M phenotype (one strain) and iMLSg+M (one strain). Two of the S.pneumoniae
strains were mef(A), eight erm(B) and eight were both erm(B) and mef(A)/(E) positive.

Key Words: Streptococcus pneumoniae, Macrolides resistance, erm(B), mef(A),
Polymerase Chain Reaction.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No0.3357/2009



1. GIRIS VE AMAC

Pnomokoklar giinlimiize dek gelistirilen korunma ydntemlerine ve
antimikrobiyal tedavi alanindaki ilerlemelere karsin, halen tiim diinyada 6nemli oranda
morbidite ve mortalite nedeni mikroorganizmalardir (1). Streptococcus pneumoniae {ist
solunum yolu infeksiyonu ve sepsis, menenjit, pndmoni gibi invaziv infeksiyonlarin
temel etkeni olarak goriilen, tiim diinyada yaygin olarak saptanan énemli bir patojendir
(2). 1ki yas alt1 gocuklar ve 65 yas {istii eriskinler, pnémokoklarin sebep oldugu
infeksiyonlar i¢in daha yiiksek risk altindadirlar. Her y1l bes yasin altindaki yaklasik 2,6

milyon ¢ocuk pndmoniden hayatin1 kaybetmektedir (3).

S. pneumoniae suglarinin yillarca penisiline duyarl kalmasi ve yan etkilerinin az
olmasi1 nedeniyle penisilin ampirik olarak yaygin bir bicimde kullanilmistir (4). Ancak
1967 yilindan itibaren penisiline direngli S. pneumoniae suslar gittik¢e artan oranda
bildirilmeye baslanmustir. Ik penisiline direngli sus 1967 yilinda Papua Yeni Gine ve
Avusturalya’dan bildirilmistir. ilk penisiline direngli susun bildirilmesinden 10 y1l sonra
1977 yilinda Giiney Afrika’da penisilin disinda, eritromisin ve kloramfenikole direngli,

cogul direngli olarak tanimlanan S.pneumoniae susu bildirilmistir (5).

S. pneumoniae'in farkli sinif antibiyotiklere kars1 duyarliliginin giderek azalmasi
tim diinyada sorun yaratmaktadir. Buna en karakteristik ornekse makrolidlerdir.
Makrolidlerin S. prneumoniae ve diger sik izole edilen respiratuar patojenlere etkili,
giivenilir ve 1yi tolere edilen antibiyotikler olmasi, solunum yolu infeksiyonlarinin
ampirik tedavisinde yaygin olarak kullanilmalarina ve bununla birlikte pndmokokal

makrolid direncinin tiim diinyada giderek artmasina yol agmuistir (6).

Makrolid grubu antibiyotiklere karsi gelisen direng mekanizmalarinin
belirlenmesi, pnomokok infeksiyonlarinin tedavi ve onlenmesinde onemli bir yere
sahiptir. Calismamizda hastanemizde izole edilen S. pneumoniae suslarindaki makrolid

direncini, direngli suslarin fenotip ve genotiplerini belirlemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

S. pneumoniae ilk kez 1880 ve 1881°de Pasteur tarafindan Microbe septicemique
du saliva olarak isimlendirilirken, Amerika Birlesik Devletleri’nde Sternberg
tarafindan Micrococcus pasteuri olarak isimlendirilmistir. 1882 yilinda Friedlander
pnomonili hastalarin dokularinda pnémokoklar1 gostermis ve S. pneumoniae 1880’lerin
sonuna kadar olan dénemde lober pndmoninin en genel sebebi olmasinin yani sira otitis
media, artrit, menenjit gibi ciddi infeksiyonlarin da en 6nemli etkenlerinden biri oldugu
gosterilmistir (7). 1926’da balgamin Gram boyamasindaki goriiniisii ile Diplococcus
olarak, 1974’te DNA yapis1 ve s1v1 besiyerindeki liremesine bakilarak Strepfococcus

pneumoniae olarak isimlendirilmis ve Streptococcus cinsi i¢inde yer almistir (8).

Yirminci yilizyilin baginda pnémokok siispansiyonuna antiserum eklenmesiyle
bakterinin hiicre duvarmin disinda bulunan kapsiiliin mikroskobik olarak sistigi ayrica
makroskobik olarak da agliitinasyon reaksiyonu gelistigi gosterilmistir (9). Kapsiil
polisakkaritinin serolojik reaksiyondan sorumlu faktor oldugu 1917 yilinda belirtilmis,
sonraki yillarda da 90 farkli serotipi tanimlanmistir. Serotiplendirmenin yapilmasiyla
birlikte epidemiyolojik veriler elde edilmis ve as1 gelistirme, pndmokokal

infeksiyonlarin kontrolii gibi ¢alismalar baglamistir (10).
Bir grup arastirmaci tarafindan 1944 yilinda pnomokokal transformasyon

sirasinda genetik materyal olan DNA’nin fenotipik degisimden sorumlu oldugu

gosterilmistir. Bu ¢aligma, molekiiler genetik alaninin baslangi¢ ¢alismasi olarak kabul

edilmektedir (8).

2.2. Smiflandirma

Pnomokoklar  Streptococcaceae  ailesi  igindeki  mikroorganizmalardir.
Streptococcaceae ailesindeki mikroorganizmalar 16S rRNA dizi analizine gore 7 gruba
ayrilmiglardir. Bu smiflamada pnomokoklar piyojenik bakteriler olmalarina ramen
genetik olarak viridans streptokoklara (S. mitis, S. gordonii, S. oralis, S. sanguis, S.

parasanguis) benzer olduklarindan ayni grupta yer almaktadirlar (11).

Streptokoklar kanli agardaki hemolizlerine ve Lancefield sistemine gore

gruplandirilmaktadirlar:



1- Beta hemolitik streptokoklar: Kanli agarda tirediklerinde kolonilerin etrafinda

seffaf zonlar olusur. Bunu olusturan streptokoklara beta hemolitik streptokoklar denir.

2- Alfa hemolitik streptokoklar: Kanli agarda iiretildiklerinde koloni ¢evresinde
tam olmayan, yesilimsi bir hemoliz olusur. Bu gruptaki streptokoklarin cogunda

polisakkarit bir kapsiil yoktur; S. pneumoniae bir istisnadir.

3- Gama hemolitik ya da non hemolitik streptokoklar: Kanli agarda
uretildiklerinde hemoliz yapmayan streptokoklar bu gruptadir. Bu grup igerisinde yer

alan streptokoklar genellikle patojen degildir.

Lancefield sistemi’ne gore yapilan smiflamada ise S. pneumoniae’nin gruba

0zgil hiicre duvart antijenleri bulunmadig: i¢in bu sistemle siniflandirilamaz (12).

2.3. Morfoloji Ve Boyanma Ozellikleri

Pnomokoklar birbirine bakan yiizleri diiz diger uglari sivri, 0,5-1,2 pm
boyutlarinda oval ya da lanset sekilli, kisa zincirler veya ikili koklar (diplokoklar)
halinde dizilim gosteren, tipe 0zgiil olarak kapsiilli ya da kapsiilsiiz bakterilerdir.

Hareketsiz, sporsuz ve fakiiltatif anaeropturlar (13).

Balgam, irin ve serdz sivida kisa zincirler halinde bulunurlar. Kapsiil olusumu
kan, serum, gibi proteinli besiyerlerindeki pasajlarda devam ederse de, diger
besiyerlerinde kisa siirede kaybolur. Kapsiiller cogu kez homolog serumlar kullanilarak
yapilan ve kapsiil yapisinin daha iyi belirlenebildigi kapsiil sisme reaksiyonu sonrasinda

boyanarak gosterilebilir (13, 14).

Sitokromlardan ve katalaz enziminden yoksundurlar. Pnodmokoklar oksijenli
ortamda metabolizma {iriinii olarak hidrojen peroksit (H,O,) aciga cikarirlar. Eger dis
kaynaklar yoluyla katalaz enzimi saglanmazsa H,O, birikimi pndmokoklarin tiremesini

inhibe eder.

Pnomokoklar aerop kosullarda kanli agarda alfa hemoliz yaparlar. Anaerop

ortamda ise pndmolizin-O’ya bagl beta hemoliz olustururlar (13, 15, 16).
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Sekil 2.1 Balgam ornegindeki S. pneumonaie’nin Gram gorintiisii (17)

Pnomokoklar gram pozitif olup bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar. Ancak
besiyerindeki pasajlarinda yagslt hiicreler kolay dekolorize olarak gram negatif boyanma

egilimi gosterirler (13, 16).

2.4. Kiiltiir Ozellikleri

Pnomokoklarin Streptococcus cinsinde bulunan diger bakteriler gibi, besin
gereksinimleri komplekstir, tireyebilmeleri i¢in kan veya seruma gereksinim duyarlar.
%35 koyun kani ilave edilmis beyin-kalp infiizyon agar, triptik soy agar veya ¢ukulata
agarda 1y1 irerler. Kanli besiyerinde iirediklerinde kolonilerin etrafinda alfa-hemoliz
olarak kabul edilen yesil bir zon goriiliir. Bu, bakterinin olusturdugu pnémolizin enzimi
ile iliskilidir. Bu etki, eritrositlerle ilgili olmayip hemoglobinin pargalanmasi ile
iligkilidir. Cukulatali besiyerinde iireyen bakterilerin g¢evresinde de yesil bir zon
goriilmesi bu diisiinceyi dogrulamaktadir (18). Serum igeren kat1 besiyerleri yiizeyinde
37°C’de 24-36 saatlik inkiibasyonun ardindan yuvarlak, kii¢iik, parlak, hafif konveks,
0,5-1,5 mm ¢apinda koloniler meydana getirirler (19 ).

Pnémokoklar i¢in optimal iireme 1s1s1 35°C ve optimal pH 7,4-7,8'dir. Isinin 25-

42°C arasinda ve pH'nin da 6,9-8,8 arasinda bulundugu kosullarda iireyebilirler (7).



Fakiiltatif anaerop olduklarindan karbonhidratlar1 laktik asite fermente ederek enerji
kazanirlar. Ag¢iga cikan laktik asit ise hizlica toksik seviyelere ulasip bakterilerin

tiremelerini sinirlar (13).

Pnomokoklarin kiiltiir ortaminda 2 farkli koloni morfolojisi gosterdigi

bilinmektedir:

1) S-R form degisiklikleri: Kat1 besiyerinde iireyen pnOmokoklar kapsiillii,
diizgiin S kolonileri (S: Smooth=diizgiin), homolog antiserum iceren besiyerinde ise
kapstilsiiz, kaba ve graniillii R kolonileri (R: Rough=piirtiiklii) olustururlar. R kolonileri
iceren buyyon kiiltiirlerinin farelere inokulasyonu sonucunda bu avirulan kolonilerin, S
formundaki virulan kolonilere doniistiigli gosterilmistir. Bunun sebebi pndmokoklarin
kapstiliinde bulunan polisakkarit yapisindaki spesifik ¢oziinebilir maddesine (Spesific
Solubl Substance) baglidir (14). Pnomokok infeksiyonu esnasinda organizmada anti
SSS antikorlar1 meydana gelir. Hastaligin ileriki gilinlerinde bu antikorlar karsisinda
organizmada, kapsiilsiz ve R kolonisi yapan pndomokoklarin baskin hale geldigi
saptanmistir. R formuna gecen pndmokoklar, sik hayvan pasajlar1 yapilarak yada iireme

ortamina anti-R bagisik serumu eklenerek gii¢ de olsa S formuna doniisebilirler (20).

2) Transformasyon: Transformasyon R formu gosteren pnomokoklarin, bagka

bir tip pndmokok DNA’s1 igeren ortamlarda liremesi sonucu S formunu almasidir (13).

Kiiltiir ortaminda pndmokoklarin koloni yapilart diger viridans streptokoklarla
benzerlik gostermektedir ancak pnomokoklar1 viridans streptokoklardan ayiran

farkliliklar bulunmaktadir. Bunlar :
Optokin (etilhidrokuprein hidroklorit) duyarhhk testi

Kanli agarda inhibisyon zon ¢apinin 6 mm’lik diskle >14 mm, 10 mm’lik diskle
>16 mm olmas1 duyarlilig1 gosterir (21). Bir kinin analogu olan optokine duyarlilik S.
pneumoniae’nin viridans streptokoklardan ayiriminda en ¢ok aranan ozelliktir. Ancak
nadir de olsa direngli suslara rastlanmaktadir. Diren¢ olusumu, yogun antibiyotik
kullannmma veya optokine etki mekanizmasinda meydana gelen mutasyona
baglanmaktadir. Invaziv infeksiyonlardan izole edilen optokine direngli suslara viridans
streptokok tanis1 konmadan Once safrada erime ve DNA prob hibridizasyon deneyi

yapilmalidir (22).



Sekil 2.2 Kanh agar plagindaki S. pneumonaie’nin optokin duyarhhgi (17)

Safra ve safra tuzlarinda otolize olma ozelligi

%10-20 oraninda sigir veya tavsan safrasit ilave edildiginde pnomokok
kolonileri erirler (otoliz). Ancak viridans grubu streptokoklarda bu durum goriilmez (7,
14). Pnomokoklarin safrada erime nedeni, safranin peptidoglikan tabakasinin alanin ile
muramik asit arasindaki bagi kirarak deforme eden otolitik amidaz isimli enzimleri
aktive etmesidir (23). Giinlimiizde, safra yerine c¢ogunlukla safra tuzlarn
kullanilmaktadir. Bunun nedeni kolay hazirlanabilmeleri ve sterilize edilebilmeleridir.
Safra tuzlarinin %2’lik konsantrasyonlart en iyi kimyasal yapiy1 teskil etmeleri sebebi
ile tercih edilmektedir (19). Safra deneyinin optokine duyarlilik deneyinden daha 6zgiil
oldugu kabul edilir. Test aktif iireme fazindaki, 18-24 saatlik kat1 veya daha 6zgiil olan
stv1 kiiltiirler ile tiipte yapilir. Kat1 besiyeri igin %2’lik, tiip testi i¢in %10’luk sodyum
deoksikolat hazirlanir. Siv1 kiiltlirle yapilan deneyde bakteri tercihen uygun buyyon
besiyerinde siispanse edilerek (0,5-1 McFarland) biri kontrol olan 2 tiipe 0,5 ml konur;

birinin lizerine safra ¢ozeltisi, digerine fizyolojik tuzlu su ayni miktarda ilave edilerek



35°C’de 2 saat bekletilir. Tilip deneyinde bakteri siispansiyonunun pH’s1t 7’e
ayarlanmalidir, ¢iinkii safra tuzu 6,5 ve daha diisiikk pH’da presipite olarak etkisiz kalir
(24). Kismen erime gosterenler kapsiil sisme deneyi veya molekiiler yontemlerle tekrar

incelenmelidir (22).

Iniilini fermante etme ozellikleri: Pnomokoklarin hemolitik streptokoklardan
ayriminda kullanilir. Pndmokoklar iniilini fermante ettikleri halde; S. salivarius ve S.
sanguis disinda diger alfa hemolitik streptokoklar iniilini fermante edemezler. Bununla
birlikte, bazi1 pnomokok kokenlerinin iniiline etki gostermedikleri belirlendiginden, bu

test son zamanlarda degerini kaybetmistir (20).

Pnomokoklart diger streptokoklardan ayiran ozelliklerinden bir digeri de
hayvanlara olan etkileridir. Laboratuvar hayvanlarinin pndmokoklara olan duyarliliklar
degisiktir. Fare ve tavsan ¢ok duyarli; kobay daha az duyarli; kopek, kedi, glivercin ve
tavuk ise direnglidir. Intratrakeal inokiilasyonlarla maymunlarda lober pndmoni
olusturulabilir. Fare ve tavsanlarda cabuk ilerleyen fatal bir septisemi gelisir ve bu
hayvanlarda bronkopndémonik tipte bir akciger infeksiyonu olusur. Pndmokok enjekte
edilmis fareler sepsis sebebiyle 48 saat icinde Oldiikleri halde, diger hemolitik

streptokoklarin enjeksiyonu bdyle bir duruma neden olmamaktadir (14, 19).

2.5. Pnomokoklarin Molekiiler Yapitaslari

2.5.1. Hiicre Duvar

Hiicre duvar diger Gram pozitif bakteriler gibi, birbirlerine peptid zincirleri ile
baglanmis N-asetilglikozamin ve N-asetilmuramik asitten olusan peptidoglikan
tabakadan meydana gelir (13, 7). Hiicre duvarmin diger 6nemli komponenti
galaktozamin, fosfat ve kolinden zengin teikoik asittir. Kolin sadece S. pneumoniae’nin
hiicre duvarinda bulunur ve hiicre duvarinin hidrolizinde diizenleyici role sahiptir (25).
Teikoik asit, hiicre duvar yapisinda bulunan, gliserol ya da ribitoliin tekrarlayan
birimlerinden olusan ve fosforilkolin igeren bir karbohidrat polimeridir. Peptidoglikan,
hiicre duvarinin en dis ylizeyinde kovalan olarak baglanir ve kapsiiliin i¢ine dogru
uzanan fragmanlar1 ile birlikte C polisakkaridi meydana getirir. Ancak bunun,
Lancefield siniflandirilmasinda kullanilan streptokoklarin gruba 6zgii karbonhidratlar
(C maddesi) ile iliskisi yoktur. Pnomokoklarin teikoik asit yapisindaki C maddesinin,

bir akut faz reaktani olan ve akut inflamatuar hastaliklarda artan CRP ile presipite olma



ozelligi vardir. Ancak bu presipitasyon 6zgiil degildir, yani CRP pndémokoklarin C

maddesine karsi olusmaz (7, 25).

N-asetil miiramik asit ve N-asetil glikozaminin ardi ardina siralanmasindan
meydana gelen peptidoglikan yapi, pndomokoklarda bakteri hiicre duvarinin genis bir
boliimiinii meydana getirir. Bu 6rgii, hiicrenin iskeletini olusturur ve antijenik yapidan
sorumludur. Bakteriyi ozmotik giiclere karsi korur. Bu islevin yerine getirilmesi yan
baglarla oriilii seker zincirleri araciligi ile meydana gelmektedir. Hiicre duvari
bitlinliigiinli saglayan baglar karboksi ve transpeptidaz gibi enzimlerle lineer ve

caprazlama baglanan ¢ok sayida seker ve peptid zincirlerinden olugsmaktadir (26).

2.5.2. Pnomokok Antijenleri

Pnomokoklarda kapsiil antijeni ve somatik antijen olmak {izere baslica 2 tip
antijen vardir. Bunlardan kapsiil antijeni, hiicre duvar1 peptidoglikanina kovalan bag ile
baglanmis dogrusal ya da dallanan yapilara sahip polisakkarit polimerlerinden meydana
gelmistir (7, 27). Pnomokok kapsiilleri antijenik 6zellik gosteren, virulansi arttiran ve
pnomokoklarin fagositozdan korunmasini saglayan énemli yapilardir.

Kapsiil, pndmokoklarin hiicre duvar yapisindaki M protein antijenleri ile bunlara
kars1 olusan antikorlarin aglutinasyonunu engeller. Kapsiilsiiz suglar avirulandir ve
herhangi bir antifagositik 0Ozellik gostermezler. Serumlarinda kapsiil polisakkarit
antikoru bulunan kimseler, o tip pnomokok infeksiyonuna kars1 dayaniklilik
gostermektedirler (14, 23). Suda c¢oziinlir yapida olan bu kapsiiler polisakkaritlere
‘spesific soluble substans’ (SSS) ad1 verilir (16). Deneysel olarak da SSS antikorlariyla
bagisiklik gelistigi gosterilmis ve bundan dolayr SSS’in pnémokok virulansinda etkin
bir rol oynadig1 saptanmistir (20).

Pnomokoklarin  serolojik tiplendirilmesi, kapsiil yapilarinin  antijenik
ozelliklerine gére yapilmaktadir. ilk serotiplendirme, Dochoz ve Gillespie tarafindan
1913 yilinda yapilmistir. Pnodmokoklarin tiplendirilmesinde numaralandirma sistemi
kullanilmig, sonradan birbirine yakin antijenik Ozellik gosteren tipler ayni serotip
numarasi altinda harflerle gruplandirilmistir. Danish, Eddy ve Lund, pnomokoklarin
serotiplendirilmesi ile ilgili ¢cok sayida ¢alisma yapmislar ve kendi isimleriyle anilan
numaralandirma sistemlerini olusturmuslardir (7). Danish sisteminde birbirine yakin
antijenik Ozellik gosteren suslar subtipler olarak bir arada gruplandirilmig, Eddy

sisteminde ise bdyle bir durum dikkate alinmadigindan, gruplandirmada farkli antijenik



Ozellikli ayn tipler birbirini takip eden numaralarla siralanmislardir (19). Glinlimiizde
Amerikan sistemi olarak da bilinen Lund’un sistemi yaygin olarak kullanilmaktadir ve
toplam 90 serotip tanimlanmistir (28).

Pnomokoklarin belli tipleri insanlarda hastalik olusturmaktadir. Hastaliga yol
acan tiplerin siklifi ¢ocuk ve erigkinlerde farklilik gostermektedir. Eriskinlerde
infeksiyondan sorumlu suslar serotip 1, 2, 3,4, 6,7, 8,9, 12, 14, 19, 23, 25, 51 ve 56’dir
(29). Cocuklarda olusan infeksiyonlarin yarisindan ¢ogunda 6A, 14, 19F ve 23F
serotipleri 6n plandadir. Ilk 6 yasta bu serotiplerin yol agt1§1 infeksiyonlara ve dzellikle
otittis media’ya sik rastlanmaktadir. Bebek pnomonilerinde 6zellikle serotip 14 en sik
izole edilendir. Serotiplerin dagilimi yas disinda, llkeler arasi, hatta ayni iilkede

merkezler arasinda bile bir takim farkliliklar géstermektedir (30).
Pnomokoklar serolojik olarak ii¢ sekilde tiplendirilmektedir;
1) Tipe 6zgiil antiserumlarla aglutinasyon
2) Tipe 6zgiil antiserumlarla SSS’in prepitasyonu
3) Kapsiil sisme reaksiyonu

Bazi pnomokoklarin kapsiiler polisakkaritleri, diger pnomokok tiplerinin
kapsiiler antijenleriyle, ya da alfa hemolitik ve non hemolitik streptokoklar, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae ve bazi Salmonella tiirleri ile ¢apraz reaksiyonlar
verebilmektedirler (13, 31). Giiniimiizde tip tayininde en sik kapsiil sisme reaksiyonu

kullanilmaktadir.

Pnomokoklarda kapsiil antijenleri disinda somatik antijenlerde bulunmaktadir.
Somatik bolgede iki antijenik madde bulunur. Bunlardan birisi protein yapisinda olan M
proteini, digeri ise karbonhidrat yapisindaki C maddesidir. M protein yapilari, farkh
pnomokok tiplerinde degisiklik gostermektedir ancak bu farkliliklar tiplendirilmede
yararlanilabilecek kadar 6zgiil degildir. Tipe 6zgiil protein antijeni olan M proteini, S.
pyogenes’in M proteini ile ayn1 yapisal 6zellikte olmakla birlikte, immiinolojik olarak
farklh etkiye sahiptir (14). Pndmokoklarin M proteinine karsi gelisen anti-M protein
antikorlari, fagositozu inhibe edemezler. Bundan dolay1 koruyucu oOzellikleri
bulunmamaktadir. Somatik boliimdeki ikinci madde, hiicre duvarinin asil eleman tiire
6zel bir karbohidrat olan polisakkarid C dir. Teikoik asit polimeri olan C antijeni kolin,

trideoksidiaminohegsoz, galaktoz, ribitol, glikoz ve fosfat yapisindadir. Organizma
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onunla birlestiginde presipitasyona yol agan CRP ismi verilen bir madde olusturur. Bu
protein 110.000 dalton agiliginda ve B globulin yapisinda bir pentamerdir. CRP ve C

maddesince olusturulan kompleksler kompleman aktive etmektedir (13).

Pnomokoklarin diger bir somatik antijeni de, memeli hiicrelerindeki Forssman
yiizey antijeni ile capraz reaksiyona girdigi i¢in F antijeni olarak bilinen lipoteikoik

asittir (13).

2.6. S. pneumoniae’de Virulans Faktorleri ve infeksiyonlarinin Patogenezi
S. pneumoniae’nin patogenezinde rol oynayan virulans faktorleri hakkinda
bilgilerin ¢ok fazla olmamasinin en 6nemli nedeni bakteri DNA’sinin kesfinin geg

olmasidir (32).

Pnémokok araciligt ile olusan hastaliklar esas olarak konaga giren
mikroorganizmalarin olusturdugu inflamatuar cevabin sonucu olarak meydana gelirler.
Hastalik olusturmada temel faktor pnomokoklarin 6zgiil antikapsiiler antikorlar

olusuncaya kadar fagositozdan kagabilme yeteneklerine sahip olmalaridir (15).

Ik yapilan fare deneylerinde polisakkarit yapidaki kapsiiliin virulanstaki énemi
ortaya  ¢itkmug ancak  sonrasinda  agraniilositozlu  tavsanlarda  kapsiilsiiz
mikroorganizmalarin da agir klinik tabloya yol agtiginin gosterilmesiyle, kapsiiliin
disinda peptidoglikan ve teikoik asit gibi hiicre duvari elemanlar1 ve ylizeysel proteinler
gibi hiicre yapilarmin da infeksiyonun farkli basamaklarinda rol aldiklart ve

patogenezdeki dnemleri kanitlanmistir (33, 34, 35).

2.6.1. Bakteriyel Yapisma (Aderans) ve Kolonizasyon

Pnomokoksik infeksiyonun gelismesinde birinci basamak bakteriyel yapisma
veya aderanstir. S. pneumoniae yiizeyindeki protein yapidaki adezinler ile epiteliyal
hiicre reseptorleri arasinda 6zgiil bir birlesme s6z konusudur (7). Faringeal epiteliyal
hiicrelerdeki glikolipidlerin disakkarid komponenti (N-asetil heksozamin galaktoz-
GIcNABI-4Gal) baslama yeri olarak rol oynar (34, 36). Normal konakta mukosiliyer
hareket ya da Oksiiriik refleksi gibi 6zgiil olmayan mekanizmalar araciligiyla bakteriler
kolayca temizlenerek alt solunum yoluna gegisleri engellenir. Ancak viral infeksiyon ya
da alerji nedeniyle Ostaki borusunun ve sinlis boslugunun konjesyona ugradigi

durumlarda ya da sigara ve kronik viral infeksiyonlarin etkisiyle bronsiyal klirensin
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bozuldugu durumlarda, akciger dokusunda bakterilerin ¢ogalmalarinda bir artig

meydana gelir (33).

Kolonizasyonda rol oynayan diger bakteriyel komponent ise salgisal IgAl
(sIlgA) proteaz tretimidir (34, 37). Bu enzim sIgAl’in Fab ve Fc baglantisini

pargalayarak pnomokoklarin mukus i¢inde tutulmasini engeller (34).

2.6.2. Ust Solunum Yollarimnn Siliyer Aktivitesinden Korunma

Nazofarinks bolgesinde kolonize olan pndmokoklarin akcigere, siniislere ve
Ostaki borusuna gegebilmeleri, iist solunum yollarmin siliyer aktivitesinden
korunmalarina baglidir (34). Bu asamada pndmolizin énemli rol oynar. Pnomolizin,
tiyol aktive eden toksin ailesine ait olan, tiim patojen klinik pndmokok suslar1 tarafindan
iiretilen, 53-kDa agirliginda sitoplazmik bir enzimdir (38, 39). Pnomolizinin, 6zellikle
pnomokok infeksiyonlar1 patogenezinin erken doneminde farkli islevleri vardir. Enzim
broslarla ilgili olan sillerde sitotoksiktir. Konak hiicre membranindaki kolesterole
baglanip porlar olusturarak membrani pargalar. Bu 6zelliginden dolayi silli bronsiyal
epitel hiicrelerinin alt solunum yollarindaki mukusu temizleme yetenekleri azalir. Bu
durum pnoémokokal infeksiyonun yayilmasini kolaylastirir (34, 39, 40). IgG'min Fc
kismina baglanarak yaptigi kompleman aktivasyonu yaninda TNF-a (Tiimor Nekroz

Faktor), interlokin-1 iiretimini de indiikleyerek inflamasyona neden olur (7).

Akciger dokusunda pnomokoklarin tutunmasini artiran diger énemli bir faktor
de fibronektinlere pnomokoklarin baglanabilme o6zellikleridir. Doku hasar1 sirasinda
fibronektinler ortaya ¢ikar ve trombosit aktive edici faktor (PAF) reseptorleri olarak
ortama salinirlar. Bu reseptorlerin pndmokokal hiicre duvarinda bulunan fosforilkolini

baglama yetenekleri bulunmaktadir (16, 33, 34).

2.6.3. Fagositozdan Korunma
Pnomokok konagin fagositik hiicrelerince sindirilme ve 6ldiiriilme siireclerinden
kacabildiginden hastalik olusturabilmektedir. Esas patojenik etki konak dokularda

¢ogalma ve yogun inflamatuvar cevap olusmasi ile gerceklesmektedir (7).

Siliyer aktiviteden kagabilen ve akcigerlere ulasan bakteriler konak direng

mekanizmasinin bir sonraki basamagi olan alveoler makrofajlarin fagositik aktivitesiyle

karsilasirlar (32, 33, 34).
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Fagositozdan kurtulmada asil rolii kapsiil oynamaktadir. Kapsiiliin fagositozu
Oonleme mekanizmalar1 tam olarak anlagilamamakla birlikte; fagositik hiicrelerde
kapstiler polisakkaritleri taniyan reseptorlerin yoklugu, fagositik hiicreleri iten
elektrokimyasal bir giiciin varlig1 ve bakteriye yapisan antikor ve komplemanin kapsiil
tarafindan maskelenmesi nedeniyle opsonizasyonun gerceklesmemesi gibi olasiliklar

tizerinde durulmaktadir (7, 34).

2.6.4. Kompleman Aktivasyonu
Pnémokoklar, hiicre duvar yapilari ve pndmolizin enzimleriyle konakta yogun

inflamatuvar cevaba yol acarak infeksiyon tablosuna sebep olurlar.

Pndmolizin enzimleri kompleman: iki sekilde aktive eder. Ilki direkt olarak
C,q’1n pndmokok kapsiiliine baglanmasini saglayan uyarici etkisidir. Ikincisi ise, dolayli
yoldan kompleman: aktive etmesidir ki antikorlarin Fc kisimlarina bagli pndmolizinin

direk degil de antikor iizerinden komplemani uyarmasina bagli gerceklesmektedir (20).

Teikoik asit ve peptidoglikani iceren pndmokoklarin hiicre duvar yapilar
kompleman1 alternatif yoldan aktive edebilirler. Bu yolun aktivasyonu sonucunda
ortama C5a salinir (7). C5a polimorf niiveli 16kositler (PNL) i¢in kemotaktik etkilidir.
Sonug olarak bolgeye bol miktarda PNL gbc¢ii olur. Ancak hiicre duvarina bagli bulunan
C3b kapsiil tarafindan maskelendigi icin fagositik hiicrelerin yiizeyinde bulunan
reseptorlerle  birlesemez ve fagositoz gerceklesemez (34). Hiicre duvan
polisakkaritlerine karsi olusan antikorlar komplemani klasik yoldan aktive
edebilmektedirler. Bdylece hem alternatif hem de klasik kompleman yolunun
aktivasyonu sonucu olusan yogun inflamatuar cevap konakta pnomokokal infeksiyon
tablosuna sebep olmaktadir. S. pneumoniae’ nin hiicre duvar komponentleri olan
peptidoglikan ve lipoteikoik asitler, inflamatuar sitokinlerinden interlokin-1, interlokin-
6 ve TNF salimimina yol agarlar. Bakteriyel DNA ve pndomolizinler de inflamatuar

sitokinlerin salinimini artirirlar (7).

2.6.5. Diger Viriilans Faktorleri

Pnomokokal yiizey protein A (Psp A): Yapilan antikor ¢alismalart sonucu, Psp
A’nin hiicre duvan ylizeyinde bulunan ve tiim S. pneumoniae suslarinda varolan bir
yiizey proteini oldugu gosterilmistir. Psp A’nin molekiiler boyutu 67-99 kDa arasinda

degisir. Pnomokok i¢in koruyucu bir antijen olan Psp A’nin gorevi konagin kompleman
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sistemine karsi koruma saglamaktir (39, 41, 43). Yapilan calismalarda PspA’ nimn
yiiksek polar elektrostatik yilike sahip oldugu, molekiiliin elektropozitif ucu sayesinde
kapsiiler yiikiin stabilize olup PspA’ nin baskin olan elektronegatif kismi sayesinde

kompleman aktivasyonunu onledigi gosterilmistir (43, 44, 45).

Psp A

Hyaluronidaz

Chp A

Otolizin

Noraminidaz

pnomolizin '
. PsaA

hiicre membranm hiicre duvan

Sekil 2.3 S. pneumoniae’nin viriilans faktorlerinin sematik diizenlenmesi (39)

Pnomokokal yiizey adezini A (PsaA): 37-kDa agirhigindaki PsaA tim
pnomokoklarda bulunur ve konak hiicre ylizeyine tutunmada rol oynamaktadir. Fare
modelinde yapilan bir ¢alismada PsaA’ ya karsi olusan antikorlarin nazofarinksde

pndmokokal kolonizasyonu azalttig1 gosterilmistir (7, 43).

Otolizin (lyt): Otolizinler bakterilerin hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan
tabakasini parcalayip hiicrenin lizisine yol acarlar. Hiicre membraninda bulunan bu
enzimler, hiicrelerin béliinmesi, hiicre duvarinin biiyiimesi gibi ¢esitli fizyolojik hiicre
fonksiyonlarinda da rol alirlar (39, 43). Yapilan calismalarda otolizin negatif olan

mutantlarin, direngli suslara gore daha az virulan oldugu gosterilmistir (39, 46).
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Otolizinler, baz1 hayvanlarda inflamatuar etki yarattigi gosterilmis olan hiicre
duvar komponentlerinin salinimina yol agmaktadir. Otolizin A (lyt A) denilen aminaz
farelerin akcigerlerine inokiile edildiginde bu hayvanlarda streptokoklara karsi

koruyucu bir yanit olusur (39, 46, 47).

Hyaluronidaz: Tim pnomokok suslart tarafindan iiretilen bu enzimin
patogenezdeki rolii heniiz tam bilinmemekle birlikte, hem kiiltlirlerde hemde hiicreye ait
parcalarda bu enzim bulunmustur. Konak dokuyu c¢evreleyen patojen tarafindan

infeksiyon sirasinda invazyonu kolaylastirmak i¢in salindig1 diistiniilmektedir (48, 49).

Noraminidaz: Bu enzim, miikoz membran yilizeyinde bulunan sialik asidi
parcalar ve bakterinin tutundugu GIcNAc-Gal molekiiliinii agiga ¢ikararak bakteri
aderansina ve kolonizasyona neden olur (7). iki tip noraminidaz vardir. Bunlardan ilki
pndmokokun nazofarenks epiteline tutunmasina saglar. Ikincisi ise serumda bulunan
komplemani aktive eden pnomokok yiizey proteinlerini Orterek kompleman
aktivasyonunu engeller (35). Farelerin ndéraminidaz ile bagisiklanmasi, parenteral
pnomokok uygulanmasi sonucu gelisen enfeksiyona karsi orta diizey bir koruma saglar.
Yani bu durum, néraminidazin virulansa katkis1 oldugunu, fakat bakteri kolonizasyonu
acisindan ise fazla bir etkisinin olmadigini ifade etmektedir (7). Pndmokok menenyjiti
geciren hastalarin  beyin omurilik sivilarinda (BOS) yiiksek seviyede N-asetil
neuraminik asit bulunmasi koma ve bakteriyemi gelisiminde néraminidazin 6nemli bir

rolii olabilecegini akla getirmistir (50).

Hidrojen peroksit (H;O;): Bakteri metabolizmasinin bir yan {riiniidir.
Fagositler tarafindan agiga c¢ikarilan oksijen ara iiriinlerinin yol ag¢tig1 doku hasarinin

olugmasina katkida bulunur (34).

2.7. Epidemiyoloji

S. pneumoniae insanlarin normal nazal mikrobiyotasinin bir sakinidir ve saglikli
insanlarin %2-65’inden izole edilebilir (30, 51). ilk nazofaringeal kolonizasyon 4
giinliik ile 18 aylik ¢ocuklarda ortaya ¢ikmakta ve pndmokok ile kolonize 3 yas alti
cocuklardan izole edilen suslarin %65'ini 6, 14, 19 ve 23 serotipleri olusturmaktadir
(52). Kolonizasyon 3. yasta en yiiksek oranda bulunur ve 10. yastan itibaren diismeye
baslar (18). Kreslerde ¢ok sayida kii¢iik cocugun yakin temas1 pndmokok tasiyiciligi ve
kolonizasyon dongiisiinii kolaylastirmaktadir (52). Kolonizasyon ve infeksiyon goriilme

siklig1 mevsimsel degisiklikler gosterir ve 6zellikle de kis ortasinda en sik goriiliir (53).
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Pnémoni, otitis media ve bakteriyemi i¢in hastaliin ekim-kasim aylar1 arasinda
yogunlastig1l, subat ayinda da zirveye ulastigi bildirilmistir. Bu mevsimsel degisikligin
ilk doneminde artan viral solunum yolu infeksiyonlari ile yakindan iliskili olabilecegi

ileri siirtilmektedir (7).

Pnomokoklarda bulagma, yakin temasla havadan aerosol inhalasyonu ile
olmaktadir. Pndmokoklar, yakin temas disinda havada asili kalabilen partikiilleri
sayesinde bir bireyden digerine kolaylikla yayilabilir. Yeni yiirimeye baslayan ¢ocuklar
kreslerde bu organizmalarin yayilimi acisindan 6nemli rol oynar. Yetigkinlerin toplu
yasadiklari yurtlar, askeri kamplar, cezaevleri, hastaneler, diiskiinlere ve kimsesizlere ait

barmaklar, pndmokok epidemiyolojisi agisindan 6nemli risk faktorleridir (7, 35, 53).

S. pneumoniae’nin klinik belirtileri degiskendir fakat iki biiyiik kategoriye
ayrilabilir; invaziv infeksiyonlar organizmalarin, kan dolagimi, merkezi sinir sistemi gibi
viicudun normalde steril olan kisimlarindan izole edilir, mukozal infeksiyonlar ise

solunum yollariyla ilgilidir.

S. pneumoniae, toplum kokenli pndmoni, menenjit, akut otitis media ve akut
bakteriyel siniizit olgularinin en sik nedenidir. Pnomokok infeksiyonlarinda, piyojenik
artrit, osteomiyelit, piyomiyosit, nekrotizan fasiit, endokardit, perikardit, mikotik
anevrizma, merkezi sinir sistemi abseleri, bakteriyel peritonit, liriner ve genital sistem
infeksiyonlari, kabakulak, epiglottit, bukal veya periorbital seliilit, mastoidit,
endoftalmit ve konjuktivit ise daha nadir belirtilerdir. Pnomokok infeksiyonlar
hemolitik iiremik sendrom, trombotik trombositopenik purpura, Waterhouse-
Friderichsen sendromu ve rabdomiyoliz gibi diger infeksiyon ajanlar ile nadiren de olsa

iliskilendirilebilmektedir (54).

2005’te Diinya Saghk Orgiitii’niin yapmis oldugu tahminlere gore her yil
yaklagik 1,6 milyon insan pnomokoklara bagli hastaliklardan hayatini kaybetmektedir.
Yapilan bu tahminlere gore Oliimlerin 0,7-1 milyonunu gelismekte olan {ilkelerde

yasayan 5 yas alt1 cocuklar olusturmaktadir (55).

Pnémokoklar toplum kokenli pndmonilerin en yaygin nedenidir. Toplum
kokenli pndmonilerin %20-40’1ndan, Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH) akut
alevlenmelerinin  %15-25’inden ve akut sinilizit olgularinin  %30-40’1indan S.

pneumoniae sorumludur (56).
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Pnémokoksik pnomoninin geng¢ eriskinlerde antibiyotik Oncesi donemdeki
goriilme orani yaklasik 100 binde 700 iken, antibiyotik sonrast donemde yaslilar icin bu

oran 280°e ve geng erigkinler i¢in 20’e inmistir (7).

Riskli gruplarda antibiyotik 6ncesi donemde pnomokoksik pnomoniye bagl
6lim oran1 %77 iken, bu oran 1950-60’l1 yillarda %28'e 1970’11 yillarda ise %?25'e
gerilemistir (57). Tedavi edilmemis bakteriyemik hastalarda ise mortalite %80'lere

kadar ulagsmaktadir (58).

Pnomokoksik menenjitler epidemiler seklinde seyreden meningokoksik
menenjitler bir yana birakilirsa, sporadik vakalarin birincil nedenini olusturmakta ve

mortalitesi %10-60 arasinda degismektedir (59).

Pnomokoklar erigkin ve ¢ocuklarda otitis medianin en 6nde gelen nedenidir.
Yapilan calismalarda ¢ocuklarda etkenin izole edildigi otit ve sinuzit vakalarinin %40-
50'sinden tiim vakalarin da %30-40''lndan pnomokoklarin sorumlu oldugu ortaya

konmustur (7).

Infeksiyonun goriilme siklign beyaz ve zenci irkta da farklihk gdstermektedir.
Kuzey Amerika'dan alinan Atlanta verilerinde ortalama infeksiyon goriilme insidansi
beyazlarda 100.000 de 18, zencilerde ise 48 olarak saptanmistir. Yine 2 yas altindaki
cocuklarda insidans, zencilerde 100.000'de 300, beyazlarda ise 100'diir. Bunun disinda
sosyoekonomik diizeyi diisiik kesimlerde invazif pnomokok hastaliginin daha yogun

oldugu bildirilmektedir (60).

Amerika Birlesik Devletleri’nde bir yilda karsilasilan toplum kaynakh
pndémonilerin yaklasik 500.000°1, bakteriyemik infeksiyonlarmm 50.000’i, menenjitlerin
5000-6000°1 ve otitis medialarin ise 6 milyonuna S. pneumoniae’nin neden oldugu
bildirilmistir (61). Isvigre’de 1985-1994 yillarinda 17 yas alt1 cocuklarin dahil edildigi
bir calismada 393 olgunun %42'sini menenjit, %28'ini pndmoni ve %?26'sin1 da
bakteriyemi olusturmustur. Yillik insidans 17 yas alt1 cocuklarda 100.000 de 2,5 iken; 2
yas altinda 100.000'de 11 olarak belirlenmistir. Mortalite menenjit goriilen vakalarda
%8,6 ve bakteriyemik hastalarda ise %8,9 bulunmustur (62).
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2.8. S. pneumoniae’nin Sebep Oldugu Klinik Infeksiyonlar

2.8.1. Pnomoni

S. pneumoniae nin alveolar bosluklarda iiremesiyle pnomokoksik pnomoni
gelismektedir. Aspirasyon sonrasinda pnoémokoklar besince zengin olan 6dem sivisinda
hizlica iiremektedirler. Tikali olan kapillerden disar1 sizan eritrositler alveoller icinde
birikmekte ve sonrasinda bunu makrofajlar ve nétrofiller takip etmektedir.
Mikroorganizmanin fagositozunu kolaylastiran 6zgiil antikapsiiler antikorlarin
olugmasiyla rezoliisyon meydana gelmektedir (16). Pndmokoksik pndmoninin gelisimi
ani baslayan bir tislime, titremenin ardindan kisa siire sonra gelisen ates ve pasli balgam
ile olmaktadir. Hastalarin ¢ogu bogaz agrisi, balgamsiz oksiiriik yakinmalar1 ve birkag
giinliik viral enfeksiyon bulgularina sahiptirler ya da devamli ksiiriikle karakterize olan
kronik akciger hastalig1 dykiisiiyle bagvururlar . Pnémoni ileri yaslardaki hastalarda ates

ve balgam olmaksizin, hafif 6ksiiriik, halsizlik ve konfiizyonla seyredebilir (15).

En agir seyir ise asplenik hastalarda goriiliir. Bu hastalarda antikor olusumunun
bozulmasi ve bakterinin kandan temizlenmesi zorlastigi icin hastalik ¢cok daha agir

seyretmektedir (15).

Pnémokoksik pnémoninin diger énemli bir semptomu da ploretik tipte yan
agrisidir. Fizik muayenede hasta genellikle halsiz soluk ve dehidrate goriiniimdedir.
Tutulumun oldugu tarafta gogiis duvar1 hareketleri azalmis ve yardimer solunum kaslari
devreye girmistir. Mortalite hastanin yasina, altta yatan hastaliga ve mikroorganizmanin
serotipine bagli olarak degisiklik gostermektedir. hastalarda antikor olusumunun
bozulmasi1 ve bakterinin kandan temizlenmesi zorlastigi icin hastalik ¢cok daha agir

seyretmektedir (15).

2.8.2. Siniizit ve Otitis media

Pnomokoklar paranazal siniislerin ve orta kulagin akut infeksiyonlarinin en
yaygin goriilen etkenleridir. Hastalik genellikle iist solunum yollarmmin viral
infeksiyonundan ve sonrasinda da orta kulak kanalina ve siniislere sizan ve buralar
tikayan PNL’lerden kaynaklanmaktadir. Orta kulak iltihab1 (otitis media) ¢ogunlukla

cocuklarda goriiliirken bakteriyel siniizit tim yaglarda goriilebilmektedir (16).
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Cocuklarda en sik saptanan pndmokok infeksiyonu otitis media ve siniizittir. S.
pneumoniae, etiyolojik ajan izole edilen akut otitis mediali olgularin %30-60'inda,

bakteriyel siniizitlerin %30-50"sinde etken olarak saptanmaktadir (16, 63, 64).

2.8.3. Menenjit

Bakteriyemi, siniislerin ya da orta kulagin infeksiyonu veya nazofarinksle
subaraknoid bosluk arasinda iletisim saglayan kisimda meydana gelen kafa travmalari
sonrasinda pndmokoklar merkezi sinir sistemine yayilabilmektedir. Hastalarin ¢ogu
cocuk olmakla birlikte tiim yaslarda bakteriyel menenjit goriilebilmektedir.
Pnomokoklarin sebep oldugu menenjitli hastalardaki mortalite ve ciddi nérolojik
bozukluk oran1 diger organizmalarin sebep oldugu menenjitli hastalardakine oranla 4-20
kat daha fazladir (7). Cocuklardaki menenjitin %]15’inde ve yetiskinlerdeki menenjitin

%30-50’inde etken S. pneumoniae’dir (10).

2.8.4. Bakteriyemi
Infeksiyon odagi olmaksizin bakteriyemi 3-36 ay arasindaki atesli gocuklarin
yaklasik %4 kadarinda goriiliir. Gizli bakteriyemili c¢ocuklarin %85’inde etken

pnomokoklardir. Siniizit ve otitis media infeksiyonlarinda bakteri kanda bulunmaz (65).

2.8.5. Diger Klinik infeksiyonlar

Piyojenik artrit, osteomiyelit, piyomiyosit, nekrotizan fasiit, endokardit,
perikardit, merkezi sinir sistemi abseleri, bakteriyel peritonit, {iriner ve genital sistem
infeksiyonlari, kabakulak, epiglottit, bukal veya periorbital seliilit, mastoidit,

endoftalmit ve konjuktivit ise daha nadir belirtilerdir (7).

2.9. Pnomokok Infeksiyonlarinda Laboratuvar Tamisi
Mikroskobik inceleme: Klinik 6rneklerden ilk olarak Gram preparati hazirlanir.
Preparatlar incelendiginde mum alevi bi¢iminde, kapsiillii, PNL’ler i¢inde ve disinda

diplokoklar goriilmesi mikrobiyolojik tan1 agisindan 6nemlidir (11, 16, 43).
Kiiltiir: Pnomokok infeksiyonlarinin kesin tamisi kiiltiir ile konulmaktadir.
stiphelenilen klinik drnekler %35 oraninda koyun kani igeren agara ekilir ve %5 CO,’li

ortamda 35°C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilir. Balgam kiiltiirlerinde ¢ok daha

hizli iireyen normal flora elemanlarini baskilamak amaciyla besiyerine 5 mg/ml

gentamisin eklenebilmektedir (14).
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Kanli agar besiyerinde pnomokok kolonileri siklikla ortasi ¢ukur veya kaba
goriinim sergileyen mukoid yapida goériinmektedir. Pnomokoklar tarafindan tiretilen
hemolizin enzimi aracilifiyla hemoglobinin par¢alanmasi sonucunda kolonilerin altinda
ve ¢evresinde alfa hemoliz olarak adlandirilan yesilimsi bir zon bulunmaktadir.
Pnomokoklar, kolonilerinin safrada erime o6zelligi, optokin duyarliligt ve iniilini
parcalama Ozellikleri ile diger alfa hemoliz yapan streptokoklardan ayrilmaktadir (15,

66).

Antijen aranmasi ve Lateks testi: Invaziv pnomokokal infeksiyonlarin kesin
tanisinda altin standart yontem, pnomokoklarin kan ya da diger steril viicut
bolgelerinden izole edilmeleridir. Ancak gilinlimiizde kapsiill komponentlerinin
immunolojik tanimlanmasina yonelik agliitinasyon testleri de yaygin tan1 yontemi
olarak kullanilmaktadir. Antijen aranmasi, menenjit olgularinda bakteri elde
edilemediginde tani agisindan kolay bir yontemdir. Biyolojik 6rnekler arasinda idrar,
insanda bakteriyemi olusturan bakteriyel infeksiyonlarin antijen saptanmasi yoluyla

tanisinda yaygin olarak karsimiza ¢ikmaktadir (66, 67).

ELISA yontemi ile serumda kapsiiler antijenlere karsi olusan antikorlarin
saptandig1 serolojik testlerin diisiik duyarlilik ve 6zgiilliiklerinden dolay1 tanimlama

amactyla kullanilmasi 6nerilmemektedir (7).

Molekiiler Tani: Son zamanlarda aciga ¢ikan optokine diren¢li pndmokoklar,
optokine duyarli viridans streptokoklar, safrada erimeyen pnomokoklar ya da
karsilastirmali immuno-elektroforez, koagliitinasyon gibi serolojik testlerde ¢ikan olasi
hatalar ve yanlis pozitif sonuglarin rapor edilmesiyle, arastirmacilar pndmokoklari

tanimlamada farkli yontemlere yonelmislerdir (43).

Molekiiler tanida baslica DNA-DNA hibridizasyonu, DNA prob hibridizasyonu,
16S rRNA sekanslama ve PZR teknolojisine dayali yontemlerdir. MLST (multilocus
sequence typing ) ve LAMP (loop-mediated isothermal amplification) hata oranini
azaltmak amaciyla son yillarda gelistirilen diger yontemlerdir (22, 68, 69). PZR en ¢ok
uygulanandir ve bakterinin otolizin (autolysin, /yt4), pndmolizin (pneumolysin, ply),
pnomokok tutunma faktorii (pneumococcal adhesin A), pnomokok ylizey proteini
(PspA), manganeze bagli superoksid dismutaz (manganese-dependent superoxide

dismutase, sodA4) gibi virulans genlerini saptamaktadir (22).
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Arastirmacilar diger alfa-hemolitik streptokoklarda bulunmayan pndmokokal
toksin genlerini igine alan virulans genlerinden p/y genini hedef alan PZR yontemi ile
tipik pndmokoklar1 saptayabildiklerini ancak atipik pnémokoklar1 saptamada yontemin
yetersiz odugunu gostermislerdir (43, 70). Messmer ve ark. yaptig1 ¢alismada hem tipik
pnomokoklar1  saptamak  hemde tiplendirilememis  pnomokoklarin  atipik
streptokoklardan kesin olarak ayirimini saglamak amaciyla /yt4, psaA ve 2 adet ply
genini hedef alan primerler tasarlayarak dort ayri PZR yontemi gelistirmislerdir. PZR
sonuglart optokin duyarlilik, safrada erime, kapsiil sisme reaksiyonu ve AccuProbe testi
ile karsilagtirilmis ve /ytA primerleri ile uygulanan PZR, test edilen 100 sus i¢in %100

0zgil bulunurken psaA primerleri ile uygulanan PZR %99 6zgiil bulunmustur (71).

Gilinlimiizde arastirmacilar pndmokokal hastaliklarin tanisinda daha yeni niikleik
asit temelli yontemler gelistirmektedirler. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu,
diger konvansiyonel testlere oranla daha hizli sonu¢ vermesi, kontaminasyon riskini en
aza diislirmesi ve daha pek ¢ok avantajindan dolay1 /ytA4, ply ve psaA gibi pnomokokal

virulans genlerini saptamada umut vermektedir (72).

2.10. Tedavi

S. pneumoniae infeksiyonlarinin tedavisinde penisilin ilk asama olarak
kullanilan antibiyotik olup son yillarda pnomokoklarda goriilen penisilin direncinden
dolay1 tedavi antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina gore verilmelidir. S. preumoniae
infeksiyonlarinin bagarili bir sekilde tedavisi, infeksiyonun yerine ve patojenin

duyarlilik diizeyininin bilinmesine baghdir (25).

Pnomokoklarda penisiline kars1 baglica diren¢ mekanizmasi penisilin baglayan
proteinlerdeki degisiklik nedeniyle oldugundan, penisilin MIK degerlerindeki artisa
paralel olarak tiim beta-laktamlarin da MiK degerleri artmaktadir. (73).

Pnomokoksik infeksiyonlarin penisilin ile tedavisi direngteki yiiksek ve diisiik
diizey tanimlamalar1 ve infeksiyon bolgesinde ulasilabilen antibiyotik konsantrasyonu
olmak iizere iki faktore baglhidir. Duyarli ve diisiik diizeyde direng gosteren kdkenlerin
neden oldugu otit, siniizit ve agir olmayan pndmoni gibi infeksiyonlar penisilin ile
tedavi edilebilirken (doz artirilarak), menenjit olgular1 penisilin tedavisine yanit
vermezler. Ayrica, yiiksek diizeyde direng gosteren suslarla olusan hi¢bir pndmokoksik
infeksiyonda penisilin kullanilmamalidir. Yiiksek diizeyde direngli kdkenlerle olusan

infeksiyonlarda ve pnomokoksik menenjitlerde bakterinin antibiyotik duyarlilig
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belirlenene kadar tedavide seftriakson veya sefotaksim gibi {iglincii kusak
sefalosporinler kullanilmalidir. Ancak, penisiline yiiksek diizeyde direng gdsteren
pnomokoklarda sefalosporinler ile ¢apraz direng de olabilir ve bu durumlarda mutlaka
ticlincii kusak sefalosporin duyarliligi da belirlenmelidir (25, 73, 74). Makrolidler
pnomokoklarin tedavisinde uygun antibiyotikler olmakla birlikte makrolid direnci artis
gostermektedir. Klindamisin, penisilin direngli bir ¢ok pndmokoka karsi oldukca
etkilidir. Tetrasiklinler ve trimetoprim-sulfametoksazol, diren¢ oranlarinin yiiksek
olmas1 nedeni ile uygun secenekler degildirler. Yeni florokinolonlar tedavi se¢enekleri

icinde yer alan antibiyotiklerdir (74).

2.11. Korunma
Pnomokok suslar1 arasinda antimikrobiyal diren¢ gelisimi insidansindaki ve
pnomokoklarin sebep oldugu infeksiyonlardaki artig, bu bakterilere karsi korunmada

astlama gibi alternatif stratejilerin gelistirilmesine yol agmustir.

Olii bakteri asis1 olan ilk kusak pnémokok asis1 Sir Almroth Edward Wright ve
arkadaslar1 tarafindan bulunmustur (9). Bu as1 ilk defa ABD askerlerinde kullanilmis ve
insanlarda bagisiklik kazandirarak pnomoniden korudugu gosterilmistir. ABD’de 7
valanli polisakkarit agis1 1977 yilinda kullanim ruhsati almigtir. FDA 1992 yilinda 23

valanl polisakkarit aginin 2 yas iistii cocuklarda kullanimini onaylamistir (75).
Pnomokokal as1 endikasyonlar1 asagidaki sekilde belirtilmektedir:
A- Yetiskinler:

1- Atmigbes yas lizerindeki bireyler ya da kronik pulmoner, kardiyovaskiiler

hastalig1, diyabeti, siroz hastalig olanlar, alkol bagimlilari.

2- Immiin sistemi baskilanmis olanlar: Asplenikler, Hodgkin ve non-Hodgkin

lenfomalilar, nefrotik sendromlu olanlar,

3- HIV infeksiyonu olanlar.

B- Cocuklar:

1- Iki yas iizerinde bulunan kronik hastalifi ya da asplenik ve orak hiicreli

anemisi olan ¢ocuklar.

2- HIV infeksiyonu olan 2 yas iizerindeki ¢ocuklar.
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Altta yatan hastalig1 olan 2-64 yas arasi bireyler ve 65 yas Ustii kisiler i¢in 1983
yilindan bu yana uygulanan 23 valanli polisakkarit asmmin (PPV) kullanilmasi
onerilmektedir. Yetigkinlerde ve yaslilarda invaziv pndmokokal hastaliklar1 azaltmada
PPV’nin etkili oldugu gosterilmis olsa bile immun sistemi ciddi baskilanmis kisilerde
daha az etkili oldugu belirtilmistir (52, 53). Ayrica 2 yasin altindaki ¢ocuklarda etkisiz
oldugu gosterilen PPV’nin ¢ocuklarda ve yetiskinlerdeki pndmokok tasiyicilig tizerine

onemli bir etkisinin olmadig1 da yapilan calismalarda belirtilmistir (43, 76).

PPV’nin zayif immiinojenik olmasi ve tiim hasta gruplarinda etkili
olmamasindan dolay1 polisakkarit-protein konjuge as1 gelistirme ¢aligmalar1 baglamistir.
ABD’de 2000 yilinda, Avrupa birliginde 2001 yilinda lisans alan ve 4, 6B, 9V, 14, 18C,

19F, 23F gibi en sik izole edilen serotipleri iceren 7 valanli konjuge as1 (PCV7)

ABD’de ve diger pek c¢ok iilkede cocuklarda en yaygin uygulanan asi olarak
bilinmektedir. Yedi serotipi igeren asi, ABD’de goriilen serotiplerin %80’den fazlasini,
Kanada, Afrika ve Avrupa’da ise %70-88’ini kapsamaktadir. Ancak, Asya ve Latin
Amerika {lkelerinde goriilen invaziv pndémokok hastaliklarinin  %65’den azim
kapsamaktadir. PCV7 agisinda bulunan 7 serotipin 5’i (6B, 9V, 14, 19F ve 23F) yiiksek

diizeyde antibiyotik direngli serotiplerden olup 2’sinde (18C ve 4) direng gelisimi nadir

goriilmektedir. Serotipler ve diren¢ arasindaki bu iliskiden dolayr PCV7 asis1 direngli
suslarin sebep oldugu hastalik insidansin1i ve toplumdaki direngli pndmokoklarin

sirkiilasyonunu azaltmada 6nem tasimaktadir (76, 77).

Her ne kadar konjuge asilarin etkili oldugu gosterilse de son yillarda asida
bulunmayan serotiplerin insidansinda da artiglar gdzlenmektedir. PCV7 agilarla
immunizasyon yoluyla asida bulunan serotiplerin nazofaringeal tasiyiciliginin
azalmasina karsin asida bulunmayan serotiplerin ortaya c¢ikist ve kolonizasyonu
sonucunda pek cok olguda toplam pnomokokal kolonizasyon orani degismeden

kalmaktadir (76).
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2.12. Makrolidlere Direncg

2.12.1. Makrolidler
14, 15 veya 16 iiyeli makrosiklik bir lakton halkasina (aglikon), glikozit

baglariyla sekerlerin baglanmasiyla olusan bir yap1 gosterirler.

Eritromisin, spiramisin, josamisin ilk bulunan makrolidlerdir. Daha sonra

rokitamisin, azitromisin ve klaritromisin bulunmustur (78).

2.12.2. Etki ve Diren¢ mekanizmasi
Makrolidler ribozomun 50S alt {initesinin 23S ribozomal RNA’smna geri
dontistimlii baglanarak protein sentezini inhibe eden antibiyotiklerdir. Pnémokoklarda

makrolid direncine iki ana mekanizma aracilik eder:

1. Antibiyotigin baglanma hedefinde (ribozom) meydana gelen degisiklik:.
Kromozom mutasyonu veya makrolidce indiiklenen veya yapisal bir metilazla, ribozom
baglanma yerinin de8isimi sonucu kazanilan diren¢ seklidir. Fenotipik agidan ‘MLSg
fenotipi’ olarak tanimlanan bu mekanizmada, ‘eritromisin ribozom metilasyon geni’
erm(B) tarafindan kodlanan metilaz enziminin neden oldugu ribozomal degisiklik,
yapica farkli ama etki mekanizmalar1 benzer (ribozom baglanma yerleri ayni) olan
antimikrobiklere (klindamisin, streptogramin) karst da capraz dirence neden olur

(makrolid-linkozamid-streptogramin direnci) (78).

2. Disar1 atim mekanizmasinda meydana gelen degisiklik (efluks
makanizma): Bir efluks pompas1 araciligiyla antibiyotigin hiicre disina atilmasidir.
Fenotipik acidan “M fenotipi” olarak tanimlanan bu mekanizmadan “makrolid efluks
geni” (mef) sorumludur. Bu mekanizmaya sahip pnomokok suslari, eritromisine orta
diizeyde diren¢ (MIK:1-32mg/L) gosterirler ve hemen tamami 16 iiyeli makrolidlere
(rokitamisin, josamisin, spiramisin vb), linkozamidlere ve streptograminlere
duyarhdirlar (79). Pndmokoklardaki efluks mekanizmasidan S. pyogenes orjinli mef(A)
geni ve S. pneumoniae’de tanimlanan mef(E) geni sorumludur. Baglangicta bu iki gen
%090 oraninda sekans homolojilerinden dolay1 mef{A) olarak tek grup altina alinmistir.
Fakat bir ¢ok arastirmacinin yaptig1 ¢caligmalar sonucunda bu iki gen arasindaki genetik

farkliliklar ortaya ¢ikmis ve farkl iki gen olarak kabul edilmistir (80).

Makrolid direncini kodlayan erm ve mef genleri kromozom, plazmit veya

konjugatif transpozonlar {izerinde kodlanirlar (81).
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Cok az susta (%1-3) saptanan diger bir fenotip erm(B) ve mef(A/E) genleri
bulunmadig1 halde bakterinin eritromisin ve klindamisine gosterdigi yapisal direngtir.
erm ve mef bakterilerde tek tek bulunduklari gibi, bazi suslarda beraber, ayn1 veya farkl

genetik yapilar iizerinde bulunabilir (69, 82).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Caismada Kullanilan Suslar

Calismaya Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda incelenen klinik Orneklerden izole edilen
toplam 80 sus dahil edildi. Suslar %5 koyun kanli agara ekilerek 35°C’de %5-10 CO,’li
etiivde 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Kiiltiirden hazirlanan Gram preparatlarinda
Gram-pozitif kok ve diplokok goriiniimiindeki suslar pnodmokok dogrulamasi igin

tanimlama testlerine alindi.

3.2. 8. pneumoniae Tanimlanmasi

3.2.1. Optokin (etilhidrokuprein hidroklorit) Duyarhhk Testi

Calismaya alinan suslarin pndmokok oldugunu kesin olarak belirlemek amaci ile
optokin duyarlik testi yapildi. Bu test icin pnomokok oldugundan siiphe edilen, %5
koyun kanli agarda saf olarak iireyen, alfa hemoliz yapan kolonilerden tek tek tireyen
birka¢ koloni 6ze yardimi ile almarak %5 koyun kanli besiyerine homojen olacak

sekilde ekildi. Ekimi yapilan plaklar {izerine 6 mm ¢apli ve 5 pug optokin igeren Taxo

‘P’ diski (BBL, USA) yerlestirilerek 35°C’de %5 CO,’li etiivde 18-24 saat inkiibasyona

birakildi. Diskin etrafinda 14 mm’ye esit ya da daha fazla inhibisyon zonu olusan

besiyerinde lireyen bakteriler S. pneumoniae olarak tanimlandi.

3.2.2. Safrada Erime Testi
Optokin duyarlilik testine ek olarak ¢alismada pnémokoklarin tanimlanmasinda

safrada erime testi yapildi. S. pneumoniae kolonileri %5 koyun kanli agarda tiretildikten

sonra bu kolonilerin tizerine %2’lik safra soliisyonu damlatildi ve plaklar 35°C’ye ayarli

%5 CO,’li etiive konularak yarim saat bekletildi. Safra damlatilan kisimda bulunan

bakteriler lizise ugrayip eridiklerinde, pnémokok olarak yorumlandi.



26

3.3. Antibiyotik Duyarhhklar:
Suslarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde disk difiizyon ve E-test

yontemleri kullanilda.

Calismamizda optokin, eritromisin, klindamisin, azitromisin, klaritromisin,
kinupristin/dalfopristin,  oksasilin,  siprofloksasin, levofloksasin, trimetoprim-
sulfametoksazol ve tetrasiklin diskleri kullanildi. Antibiyotik disklerinin potenslerini
koruyabilmek amaciyla +4°C’de saklandi ve iiretici firma tarafindan belirtilen son
kullanma tarihini agmamaya 6zen gosterildi. Disklerin potenslerini kaybetmemeleri i¢in
kapali kutuda muhafaza edilmeleri saglandi, nemli ortamdan korundu ve su ile temas

etmelerinden kaginild.

3.3.1. Disk Difiizyon Testi

Antibiyotik duyarlilik testleri CLSI kriterlerine gore Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemi ile degerlendirildi. 24 saatlik taze kiiltiir pasajindan saf olarak elde edilen
bakteri kolonileri deneylerde kullanildi. Bu kolonilerden triptik soy buyyonda 0,5
McFarland bulanikliginda bakteri stispansiyonu hazirlandi. Siispansiyonun bulanikligini
ayarladiktan sonra en fazla 15 dakika igerisinde, igine steril bir ekiivyon daldirild1 ve
fazla inokulumu o6nlemek icin tlipiin sivi istiinde kalan béliimiinde ekiivyonu tiip
duvarinda sikica bastirarak birka¢ kez dondiiriildii. Hazirlanan ekiivyon ile %5 koyun

kanli agar plagimin tamamina ekim yapildi. En fazla 30 dakika igerisinde diskler

yerlestirilip 35°C’ye ayarli %5 CO,’li etiivde 18-24 saat inkiibe edildi. Calismamizda

incelenecek suslarin antibiyotik duyarlilik durumlarinin aragtirilmasi amaciyla optokin
(5 pg), eritromisin (15 pg), klindamisin (2 pg), azitromisin (15 pg), klaritromisin (15
ng), kinupristin/dalfopristin (15 pg), oksasilin (1 pg), levofloksasin (5 pg), trimetoprim-
sulfametoksazol (1.25/23.75 ng) ve tetrasiklin (30 pg) diskleri (BD, USA) kullanildi.
Uygulanan testin kontrolii S. pneumoniae ATCC 49619 susu kullanilarak yapildi.

3.3.2. Minimal inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) tayini

Calismaya alman suslarin makrolid-linkozamid-streptogramin B grubu ve
oksasiline direngli olanlarinin MIK degerleri, CLSI standartlarma uyularak E-test
yontemi ile saptandi. 24 saatlik taze kiiltiir pasajindan saf olarak elde edilen bakteri

kolonilerinden triptik soy buyyonda 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu
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hazirlandi. Steril ekiivyon yardimiyla %5 koyun kanli agar plaginin tamamina ekim

yapildi. -20°C’de muhafaza edilen E-test seritleri oda 1sisina gelmeleri i¢in 30 dakika

kadar beklendikten sonra steril edilmis pens yardimu ile plaklara yerlestirilip 35°C’ye

ayarli %5 CO,’li etiivde 18-24 saat inkiibe edildi.

Caligmamizda oksasilin diski kullanilarak yapilan disk diflizyon yonteminde
inhibisyon zonu 20 mm’ye esit ve daha biiylik olan suslar penisiline duyarli olarak
degerlendirildi. Oksasilin zon ¢ap1 < 19 olanlarin penisilin MIK’leri E-test yontemi ile

belirlendi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda yerlestirilen E-test seritlerinin ¢evresinde olusan
tireme inhibisyon alanlarinin E-test seritlerini kestigi noktadaki en diisiik antibiyotik
konsantrasyonlar1 saptandi. Uygulanan testin kontrolii S. prneumoniae ATCC 49619
susu kullanilarak yapildi.

Calismamizda E-test eritromisin (0,016-256 pg/ml), klindamisin (0,016-256
pg/ml), azitromisin (0,016-256 pg/ml), klaritromisin (0,016-256 pg/ml), kinupristin-
dalfopristin (0,002-32 npg/ml) ve penisilin G (0,016-256 npg/ml), (AB BIODISK,
Sweden E-testleri) kullanild.

3.4. Fenotip Tayini

Suslarin fenotip tayini ‘Cift disk difiizyon yontemi’ ile eritromisin (15 pg),
klindamisin (2 pg) kullanilarak gerceklestirildi. Bu testte incelenecek suslarin 24 saatlik
taze kiiltiirlerinden birka¢ koloni alnarak triptik soy buyyonda 0,5 McFarland
bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlandi. Steril ekiivyon yardimiyla %5 koyun

kanl1 agar plaginin tamamina ekim yapildu.

Eritromisin (15pg) ve klindamisin (2pg) disklert %5 koyun kanli agarda
kenardan kenara birbirinden 15 mm uzakliga yerlestirilerek MLSg ve M fenotipleri
aragtirldi.  Inkiibasyondan sonra klindamisin zonunda kiitlesme gériilmeyen
mikroorganizmalar klindamisine duyarli, klindamisin diskinin eritromisin diskine bakan
kenarindaki zonda bir kiitlesme olmasi “’D’’ zonu olarak, yani indiiklenebilir (iMLSg)
klindamisin direnci gosterir olarak tanimlandi. Sadece eritromisin direncli, klindamisin
duyarli ve klindamisin zonunun eritromisin yoniinde kiitlesme yoksa M fenotipi, hem
eritromisin hem de klindamisin direngli olanlar konstitiitif (cMLSg) fenotip olarak

tanimlanda.
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3.5. Molekiiler Yontemler

3.5.1. Genomik DNA ekstraksiyonu
Makrolidlere (eritromisin, klaritromisin, azitromisin) direngli bulunan suslarin
DNA ekstraksiyonu Roche High Pure Genomik DNA Kit'i kullanilarak {iretici firmanin

onerileri dogrultusunda yapildi.

Genomik DNA ekstraksiyonu yapilacak olan suslarin 24 saatlik pasajlarindan
alian koloniler, 1 ml PBS tamponu ile homojenize edildikten sonra, slispansiyonlar
14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Ust sivilar1 atildiktan sonra kalan pellete 200 pl
‘binding’ solusyon ve 40 pl proteinaz K eklenip vortekslenerek 70°C’de 10 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra sivilara 100 pl izopropanol eklenerek filtreli
kolonlara aktarildi. Sivilar 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip, kolonlarin toplayici
tiipleri degistirildikten sonra, lizerine 500 pl Inhibitor Removal Buffer (IRB) solusyonu
koyup 1 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edildi, kolonlarin toplayict tiipleri
degistirildikten sonra 500 pl %96-100’liik etil alkolle hazirlanan Wash Buffer eklendi.
10.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra kolonlarin toplayici tiipleri degistirildi ve
tekrar 500 ul Wash Buffer eklenerek 10.000 rpm’de santriflij edildi. Wash Buffer’in
fazlasini almak i¢in kolonlarin toplayict tiipleri degistirilerek 14.000 rpm’de 1 dakikada
santrifiij edildi. Toplayici tiipler atilarak kolonlar 1,5 mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.
Kolonlara 70°C’de 1sitilmis 100 pl steril niikleazsiz su eklenerek oda 1sisinda 1 dakika
bekletildi. 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra mikrosantrifiij tiiplerinde
genomik DNA elde edildi.

3.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

3.5.2.1. DNA Amplifikasyonu

Calismamizda arastirilan S. pneumoniae DNA’sinin amplifikasyonu igin tek
asamali PZR deneyi yapildi. Deneyde thermal cycler cihazi olarak PTC- 200 (Peltier
Thermal Cycler, MJ Research, A.B.D.) kullanildi.



PZR asamasi:

Sekil 3.1 PZR i¢in gerekli reaktif karisimi
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PZR Karisimi Miktar Son Konsantrasyon
DNaz-RNaz icermeyen deiyonize su 14,375 pl -
10X PZR buffer* 2,5 ul 1X
MgCl, * (25 mM) 1,5 ul 1,5 mM
dATP** 200 mM
dCTP ** her 1dNTP’den 10 mM 0,5 ul 200 mM
dGTP** 200 mM
dTTP** 200 mM
Primer F 0,5 ul 0,25uM
Primer R 0,5 pul 0,25uM
Taq DNA polimeraz* (5 U/ ul) 0,125 pl 0,625 U
Toplam 20 ul
Hedef DNA Sul
TOPLAM REAKSIYON HACMI 25 ul

* MBI fermantas (Litvanya), 10X Buffer, 100 mM Tris-HCI (pH 8.8), 500 mM

KCl, MgCl, 25 mM.

** MBI fermentas (Litvanya)
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3.5.2.2. S. pneumoniae i¢in Kullanilan Primer Dizileri

Calismamizda erm(B) ve mef(A)/(E) direng genlerini arastirmak icin Sutcliffe ve

arkadaslarinin belirlemis oldugu primerler kullanildi (83).

forward 5 GAA-AAG-GTA-CTC-AAC-CAA-ATA 3°

erm(B) reverse 5 AGT-AAC-GGT-ACT-TAA-ATT-GTT-TAC-3’

mefiA)/(E) | forward 5’-AGT-ATC-ATT-AAT-CAC-TAG-TGC-3’

reverse 5’-TTC-TTC-TGG-TAC-TAA-AAG-TGG-3’

Primerler kullanilarak; thermal cycler’da 94°C’de 3 dakikalik baslangi¢ siklusu
sonras1 amplifikasyon i¢in 94°C’de 60 saniye denaturasyon, 48°C’de 60 saniye
baglanma ve 72°C’de 1,5 dakikalik uzama olmak {izere 40 siklus sonunda 72 °C’de 10
dakika ekstansiyon yaptirildi.

3.5.2.3. Calismada Kullanilan Kontrol Suslari
Calismamizda erm(B) direng geni pozitif olan ATCC 700673 (HungarleA-6) ve

mef{A)/(E) diren¢ geni pozitif olan ATCC 51916 (Tennessee™'-4) standart suslari
kullanildi.

3.5.3. Calismada Kullanilan Cozeltiler ve Tampon Sivilari

3.5.3.1. Elektroforez tamponu (10X TBE — Jel ve tanklar i¢cin tampon)

Trisbase.......ccoovviiiniininnn. 108 g
Borik asit............oooiiiinii 55¢g
EDTA 0,5 M, pH 8.0............ 40 ml

1 litreye DEPC (diethyl pyrocarbonate) ile tamamlandi.

3.5.3.2. Etidyum bromiir (EB)

10 mg/ml olarak hazirlandi. Distile suda manyetik karistiric1 ile uzun siirede

¢Oziinmesi saglandi. +4 °C’de 1g1ktan uzak muhafaza edildi.

3.5.3.3. Yiikleme tamponu (Loading Buffer)

Bromfenol mavisi............... 20,25
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Gliserol.....ccooovvvviiiii. .. %30

Hazirlanan tampon +4 °C’de saklandi.

3.5.4. Jelin hazirlanmasi ve PZR iiriinlerinin goriintillenmesi

Elektroforez tamponu 10 kat sulandirildi ve igerisine %]1,5 oraninda agaroz
karistirtlip tampon eritildi. 40-50°C’ye soguduktan sonra igine 1 pl etidium bromiir
ilave edildi. Jelin ytiksekligi 6,5 mm olacak sekilde gerekli hacimler ayarlandi. Taraklar
yerlestirildikten sonra jel dokiildii. Jel donduktan sonra taraklar ¢ikartilip tampon ilave

edildi ve 6rnekler jele yiiklendi.

Cogaltilan PZR fiiriinleri yatay agaroz jel elektroforezi ile incelendi. Uriinler
molekiiler agirlik belirteci (DNA 100bp ladder, Promega, A.B.D) ve erm(B) diren¢ geni
pozitif olan ATCC 700673 ile mef(A)/(E) direng geni pozitif olan ATCC 51916 kontrol
suslar1 ile beraber jele yiiklendikten sonra 100-150 V’da 20 dakika yiiriitiildii (Minnie
the Gel Cicle HE33, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco). Arastirilan her bir
pnomokoka  Ozgli  biyiikliikteki  bantlar  kontrollerle  karsilastirilarak UV
transilluminatorde (Model Tuv 20 Owl Scientific, A.B.D) degerlendirilerek pozitif
orneklerin fotograflar cekildi (Kodak 1D 3.5).



32

3.5.5. BOX-PZR
Calismamizda suslar arasindaki klonal iliskiyi arastirmak icin BOX-PZR

yontemi kullanildi.
BOX-PZR asamast:

Sekil 3.2 BOX-PZR igin gerekli reaktif karisimi

PZR Karisimi Miktar Son Konsantrasyon
DNaz-RNaz icermeyen deiyonize su 12,6 ul -
10X PZR buffer* 2,5 ul I1X
MgCl, * (25 mM) 2,5 ul 1,5 mM
dATP** 200 mM
dCTP ** her 1dNTP’den 10 mM 0,75 ul 200 mM
dGTP** 200 mM
dTTP** 200 mM
Primer 1,5 ul 0,25uM
Taq DNA polimeraz* (5 U/ ul) 0,150 pl 0,625 U
Toplam 20 ul
Hedef DNA Sul
TOPLAM REAKSIYON HACMI 25 ul

* MBI fermantas (Litvanya), 10X Buffer, 100 mM Tris-HCI (pH 8,8), 500 mM
KCI, MgCl, 25 mM.

** MBI fermentas (Litvanya)
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3.5.5.1. BOX-PZR i¢in kullanilan primer dizisi

Calismamizda McGee tarafindan belirlenen primer kullanildi (84).
BOX ARI1 primeri (5’-CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAG G-3°).

Primer kullanilarak; thermal cycler’da 95°C’de 5 dakikalik baglangic siklusu
sonrast amplifikasyon i¢in 95°C’de 60 saniye denaturasyon, 52°C’de 60 saniye
baglanma ve 72°C’de 2 dakikalik uzama olmak tizere 30 siklus sonunda 72 °C’de 5

dakika ekstansiyon yaptirildi.

3.5.6. Calismada Kullanilan Cozeltiler ve Tampon Sivilari

3.5.6.1. Elektroforez tamponu (10X TBE — Jel ve tanklar i¢cin tampon)

Trisbase.......cccoovvviniinnnnn. 108 g
Borik asit..............cooia 55¢g
EDTA 0,5 M, pH 8.0............ 40 ml

1 litreye DEPC (diethyl pyrocarbonate) ile tamamlandi.

3.5.6.2. Etidyum bromiir (EB)
10 mg/ml olarak hazirlandi. Distile suda manyetik karistirici ile uzun siirede

¢Ozilinmesi saglandi. +4 °C’de 1s1ktan uzak muhafaza edildi.

3.5.6.3. Yiikleme tamponu (Loading Buffer)

Bromfenol mavisi............... 260,25
Gliserol......ccoovvvviv. %30

Hazirlanan tampon +4 °C’de saklandi.

3.5.7. Jelin hazirlanmasi ve BOX-PZR iiriinlerinin goriintiilenmesi

Elektroforez tamponu 10 kat sulandirildi ve igerisine %]1,5 oraninda agaroz
karigtirtlip tampon eritildi. 40-50°C’ye soguduktan sonra igine 1 pl etidium bromiir
ilave edildi. Jelin yiiksekligi 6,5 mm olacak sekilde gerekli hacimler ayarlandi. Taraklar
yerlestirildikten sonra jel dokiildii. Jel donduktan sonra taraklar ¢ikartilip tampon ilave

edildi ve drnekler jele yiiklendi.

Cogaltilan BOX-PZR iirlinleri yatay agaroz jel elektroforezi ile incelendi.

Uriinler molekiiler agirlik belirteci (DNA 1000bp ladder, Promega, A.B.D) ile beraber
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jele ytiklendikten sonra 100-150 V’da 20 dakika yiiriitiildii (Minnie the Gel Cicle HE33,
Hoefer Scientific Instruments, San Francisco). Arastirilan bantlar UV transilluminatorde
(Model Tuv 20 Owl Scientific, A.B.D) degerlendirilerek klonal iliskiyi incelemek iizere
fotograflar1 ¢ekildi (Kodak 1D 3.5).

3.5.8. Klonal Yakinhgin Hesaplanmasi ve Dendogramin Cizilmesi

Incelenen kokenler arasidaki klonal benzerligi ortaya koymak igin bant
paternleri 1 (var)/0 (yok) formatina c¢evrildi ve Bioedit (85) program paketi altindaki
Clustal-Wallis program paketi kullanilarak hizalandi ve fasta formatinda kaydedildi.

Fasta formatindaki hizalama dosyasi, Treecon (86) paketi altinda yer alan
Forcon (87) programi kullanilarak ardisik phylip formatina ¢evrildikten sonra, Treecon
programi kullanilarak UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic

Averages) yontemi ile dendogram ¢izildi.
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4. BULGULAR

Ocak 2008-Eyliil 2009 tarihleri arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Laboratuvarlari’miza gelen gesitli
klinik 6rneklerden izole edilen 80 S. pneumoniae susu ¢aligmaya alinmistir. Suslarin
izole edildikleri hasta bilgileri, orneklerin tiirii ve geldikleri boliimler Tablo 4-1’de

gorilmektedir.

Tablo 4-1:Suslara ait hasta bilgileri

ORNEK NO ORNEK KLINIK DOGUM
T./CINSIYET
1. HEMOKULTUR COCUK HASTALIKLARI 2008/E
2. BALGAM GOGUS HASTALIKLARI. 1961/K
3. ETA KARDIYOLOJI 2008/K
4. HEMOKULTUR KARDIYOLOJI 1927/E
5. BALGAM KARDIYOLOJI 1932/E
6. BALGAM POLIKLINIK 1973/E
7. BALGAM GOGUS HASTALIKLARI 1940/E
8. BALGAM ACIL DAHILIYE 1981/K
9. BALGAM ACIL DAHILIYE 1938/E
10. BALGAM POLIKLINIK 1952/K
11. BALGAM IC HASTALIKLARI 1953/E
12. ETA GOGUS HASTALIKLARI 1929/E
13. BURUN POLIKLINIK 1998/K
14. BAL POLIKLINIK 1971/K
15. BALGAM IC HASTALIKLARI 1955/E
16. BALGAM POLIKLINIK 1951/E
17. BALGAM COCUK HASTALIKLARI 1991/K
18. BURUN KBB 1985/E
19. HEMOKULTUR KARDIYOLOJI 1960/K
20. BURUN POLIKLINIK 2004/E
21. BURUN POLIKLINIK 2002/E
22. BALGAM GOGUS HASTALIKLARI 1936/E
23. BALGAM KBB 1954/E
24. BALGAM R. ONKOLOJISI 1973/E
25. HEMOKULTUR GOGUS HASTALIKLARI 1930/K
26. BALGAM GOGUS HASTALIKLARI 1933/E
27. BALGAM IC HASTALIKLARI 1934/E
28. BALGAM POLIKLINIK 1987/E
29. BALGAM ACIL DAHILIYE 1934/E
30. BALGAM GENEL CERRAHI 1960/E
31. BAL GOGUS HASTALIKLARI 1927/E
32. BALGAM POLIKLINIK 1947/K
33. BURUN POLIKLINIK 1982/K
34. BALGAM COCUK HASTALIKLARI 1995/E
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ORNEK NO ORNEK KLINIK DOGUM
T./CINSIYET
35. BAL GOGUS HASTALIKLARI 1946/E
36. BALGAM COCUK HASTALIKLARI 2000/E
37. BALGAM GOGUS HASTALIKLARI 1978/K
38. BALGAM IC HASTALIKLARI 1955/E
39. BALGAM POLIKLINIK 1927/E
40. BALGAM POLIKLINIK 1944/E
41. BAL GOGUS HASTALIKLARI 1954/E
42. BALGAM GOGUS HASTALIKLARI 1928/K
43, BALGAM POLIKLINIK 1946/E
44. BALGAM DERMOTOLOIJI 1947/E
45, BAL POLIKLINIK 1949/E
46. BALGAM POLIKLINIK 1976/K
47. BALGAM ACIL DAHILIYE 1968/K
48. BALGAM FiZIK TEDAVI 1941/E
49. BURUN POLIKLINIK 2001/K
50. BAL GOGUS HASTALIKLARI 1960/E
51. BALGAM POLIKLINIK 1963/K
52. BAL POLIKLINIK 1957/E
53. BALGAM POLIKLINIK 1927/K
54. BALGAM POLIKLINIK 1985/E
55. BALGAM POLIKLINIK 1950/E
56. BALGAM POLIKLINIK 1949/E
57. BALGAM POLIKLINIK 1983/E
58. BALGAM GASTROLOIJI 1968/E
59. BALGAM GOGUS HASTALIKLARI 1945/E
60. BALGAM POLIKLINIK 1945/E
61. HEMOKULTUR R. ONKOLOJISI 1974/E
62. BALGAM GOGUS HASTALIKLARI 1946/E
63. BALGAM POLIKLINIK 1978/K
64. ETA ANESTEZI 1927/E
65. BALGAM GOGUS HASTALIKLARI 1940/E
66. ETA R. ONKOLOJISI 1974/E
67. BURUN KBB 2004/E
68. BAL GOGUS HASTALIKLARI 1937/E
69. BAL GOGUS HASTALIKLARI 1939/E
70. BALGAM GOGUS HASTALIKLARI 1946/E
71. BALGAM POLIKLINIK 1956/E
72. BALGAM GENEL DAHILIYE 1946/E
73. BAL R. ONKOLOJISI 1936/E
74. BAL POLIKLINIK 1940/E
75. BAL GOGUS HASTALIKLARI 1950/E
76. ASSIT SIVISI ACIL DAHILIYE 1943/K
77. HEMOKULTUR COCUK HASTALIKLARI 2007/E
78. HEMOKULTUR COCUK CERRAHISI 2009/E
79. HEMOKULTUR ACIL DAHILIYE 1958/E
80. BALGAM POLIKLINIK 1960/E

(E: erkek, K:kadin; BAL: bronkoalveolar lavaj sivisi, ETA:endotrakeal aspirat, R. Onkolojisi:radyasyon onkolojisi)



37

Orneklerin %25’ kadm, %75’ erkek hastalardan, %12,5’i ¢ocuk, %87,5’i ise
erigkin hastalardan izole edilmistir. Orneklerin %65’i yatan hastalardan kalan %35°1 ise

ayaktan tedavi edilen poliklinik hastalarindan gelmistir.

4.1. Disk Difiizyon Testi Sonug¢lari
S.  pneumoniae suslarinin disk diflizyon testi sonuglar1 Tablo 4-2°de

Ozetlenmistir.

Tablo 4-2: S. pneumoniae suslarimin disk diflizyon yontemi ile belirlenen

antibiyotik duyarliliklari.

uyarhlik orani (n) S () 1(n) R (n)
Antibiyotik
ERITROMISIN %77,5 (62) 0 %22,5 (18)
AZITROMISIN %725 (58) %5 (4) %22,5 (18)
KLARITROMISIN %77,5 (62) 0 %22,5 (18)
KLINDAMISIN %80 (64) 0 %20 (16)
KINUPRISTIN- %95 (76) %S5 (4) %0
DALFOPRISTIN
TETRASIKLIN %81,25 (65) %0 %18,75 (15)
LEVOFLOKSASIN %98,75 (79) %0 %1,25 (1)
TRIMETOPRIM- %32,5 (26) %5 (4) %62,5 (50)
SULFAMETOKSAZOL

(S:duyarli, I:orta duyarli, R:direngli, n:sus sayisi)

Calismamizda 58 sus (%72,5) penisiline duyarli, 16 sus (%20) penisiline orta
diizeyde direngli ve 6 sus (%7,5) penisiline yliksek diizey direncli bulundu.

4.2. Fenotip Sonuglari

Yaptigimiz calismada 16 (%88,8) susta cMLSB fenotipi, 1 susta (%5,6)
IMLSB+ M fenotipi ve 1 susta (%5,6) M fenotipi saptanmigtir.

4.3. Cogul Diren¢ Durumu
Makrolidlere direngli bulunan 18 (%22,5) pnomokok susunun 15’1 (%83,3)
trimetoprim-sulfametoksazole, 16’s1 (%88,8) penisiline ve 11’1 (%61,1) tetrasikline de

direncli bulundu.
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4.5. PZR Sonuglar

Calismada makrolidlere direngli bulunan 18 (%22,5) susun 8’1 (%44,5) erm(B),
2’s1 (%11) mef(lA)/(E) ve 8’1 (%44,5) her iki geni birden tasidigi saptandi. Makrolid
direngli suslar jel elektroforezinde pozitif ve negatif kontroller ile eszamanl yiiriitiildi.

Jel UV transilluminatoriindeki fotografi Sekil 4.1 ve 4.2°de gosterilmistir.

Sekil 4.1 mef(A)/(E) pozitif suslarin jel elektroforez sonucu

(SM: Size marker, P: Pozitif kontrol, N: Negatif kontrol, DNAladder:100 kb)

* mef(A)/(E) i¢in tek asamali PCR sonrasi: 348 bp’de bantlar izlendi.

Sekil 4.2 erm(B) pozitif suslarin jel elektroforez sonucu

(SM: Size marker, P: Pozitif kontrol, N: Negatif kontrol, DNA ladder:100 kb)

* erm(B) icin tek agsamali PCR sonrasi: 639 bp’de bantlar izlendi.



4.6. BOX-PZR Sonuclari
Sekil 4.3 Makrolidlere direncli suslarin BOX-PZR jel elektroforez sonucu

(SM: Size marker, DNA ladder:1000 kb)

Makrolidlere direngli 18 pndmokok susunun birbirine olan yakinlig1 Sekil

4.4°deki dendogramda gdsterilmistir.
Sekil 4.4 Makrolid direncli 18 susun klonal yakinlik dendogrami

0.2 0.1

e I - ST
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Calismaya dahil edilen 18 sus; 11 kiime olusturdu. erm(B) ve mef(A)/(E) ikisi
birden pozitif olan kokenlerin tiimii tek bir kiimede gruplanirken (klon), tek basina

mef(A)/(E) ya da erm(B) pozitif olan suslar farkli kiimeler altinda gruplandi.
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5. TARTISMA

S. pneumoniae insanlarda 6nemli mortalite ve morbidite olusturan patojenlerden
biridir. Ozellikle bakteriyemi, pnémoni, menenjit ve orta kulak itihab: basta olmak
tizere ¢ocuklar ve eriskinlerde bircok hastaliga neden olmaktadir. Gliniimiizde ise

gelismekte olan iilkelerde akut solunum yolu hastaliklarinin en 6nemli etkenidir (7).

Kiiltiirlerde suslarin zor elde edilmesi ve duyarlilikla ilgili sonucglarin geg
O0grenilmesinden dolayr pnomokok infeksiyonlarinin ¢ogunda tedavi ampiriktir.
Pnémokok suslarina kars1 direng olmadigi donemlerde ampirik antibiyotik se¢imi dogru
bir yaklagim sayillmis ve bu durum herhangi bir sorun teskil etmemistir. Giiniimiizde
giderek artan penisilin direnci ve ona paralel olarak makrolidlerdeki diren¢ durumu

tedavi ilkelerinin tekrar gozden gecirilmesini gerektirmistir.

Caligmamizda hastanemizde bir yil i¢inde izole ettigimiz S. pneumoniae
suslarmin makrolid direncini ve direngli suslarin fenotip ve genotiplerini belirlemeyi
amagcladik. Ayrica suslarin penisilin, kinupristin-dalfopristin, levofloksasin, tetrasiklin

ve trimetoprim-sulfametoksazol’e olan diren¢ durumunu da arastirdik.

Gilinlimiizde makrolid direncinin en fazla goriildigii {ilkeler Asya iilkeleridir.
1996-1997 Alexander projesinde Hong Kong’daki makrolid direnci %68,2 olarak
bildirilmistir (88). 2001 y1l1 Alexander Projesi verilerine gore ise Japonya’da eritromisin

direnci %71,5, Hong Kong’da %74 tiir (89).

2003-2004 yillarin1 kapsayan PROTEKT caligmasinda eritromisin direnci Hong
Kong’da %80,1, Japonya’da %81,9 olarak bulunmustur (90). 2002-2006 yillar1 arasinda
Kore’de yapilan bir ¢alismada ise eritromisine diren¢ orant %80 olarak bulunmustur
91).

Giliney Afrika’da da makrolid direnci yliksek oranlarda bildirilmektedir.

PROTEKT 5 ¢aligmasina gore pnomokoklardaki eritromisin direnci %58,7’e ulagsmistir
(90).

ABD’de 1988 yilinda makrolid direnci %0 - % 0,2 iken, 2002 yilinda yapilan
PROTEKT c¢alismasinda Kuzey Amerika’da makrolid direnci %23,3, Giiney
Amerika’da %15,3 olarak bildirilmistir (92). PROTEKT US’in 2000-2004 yillarini
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kapsayan calismasinda 39.495 pnémokok susu incelenmis ve eritromisin direnci %29,3

olarak bulunmustur (93).

Amerika’da yapilan PROTEKT US 6 (2005-2006) calismasinda 6.747 S.

pneumoniae susunun %35,3’1 makrolidlere diren¢li bulunmustur (94).

Avrupa’da makrolid direnci 1992 yilinda %9,9 olarak belirlenmis, 1996-1997
Alexander projesinde makrolid direnci Fransa’da % 43,2, Belcika’da %26,6, Ispanya’da
%25,7, Macaristan’da %13,4, Almanya’da %4,6 olarak birdirilmistir. 2000 yilina kadar
Hollanda, Avusturya, Norveg, Almanya ve Finlandiya’da %10’un altinda saptanan
eritromisin direnci 2005’de biraz artmis, Hollanda’da %11, Avusturya’da %]15,
Norveg’te %16, Danimarka’da %17 ve Finlandiya’da %20 oldugu bildirilmistir (88,
95).

Almanya’da 2002-2003 yillarmi kapsayan bir ¢alismada 16 yasindan kiiclik
cocuklardan izole edilen 241 pnémokok susu incelenmistir. Yapilan ¢aligmada makrolid

direnci %19,9 olarak bulunmustur (96).

1999-2004 yillar1 arasinda yapilan, 65 yas ve lstii hasta Orneklerinin dahil
edildigi ¢ok merkezli bir caligmada Bati Avrupa iilkelerinden 358, Dogu Avrupa
ilkelerinden 3019 pnémokok susu incelenmis ve eritromisin direnci sirasiyla %19,3 ve

%27,7 olarak tespit edilmistir (97).

PROTEKT 2003-2004 c¢alismasinda Avrupa iilkelerindeki eritromisin direnci
ozellikle Fransa, Macaristan, Italya, Ispanya ve Yunanistan’da yiiksek oranlarda
bildirilmistir. Direng oranlari sirasiyla %53,1, %43,6, %45,6, %33,5 ve %49,4’tir. Ayni

calismada Tiirkiye’deki eritromin direnci %14,5 olarak saptanmistir (90).

Balkan iilkelerinden Bulgaristan’da 2006-2008 yillar1 arasinda izole edilen
pnomokok suslartyla ilgili yapilan bir calismada ise 413 pnomokok susunun 150’si

(%36,3) eritromisine direngli bulunmustur (98).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda makrolid diren¢ oranlar1  farkliliklar
gostermektedir. 1996-1999 yillar1 arasinda solunum yolu 6rneklerinden izole edilen 735

pndmokok susunda eritromisine direng orant %9,1 olarak bulunmustur (99).

Sener ve Kdseoglu'nun 1996-2002 yillart arasinda yaptigi bir calismada 326

pnomokok incelenmis, eritromisin direnci %13,8 olarak bildirmistir (100).
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Kayseri’de 1998-2003 doneminde yapilan bir calismada 525 pnomokok susu
incelenmis ve 17 (%3,2) sus makrolidlere direnc¢li bulunmustur (101).

Mamal-Torun ve arkadaslari, Istanbul’da 1994-2000 tarihleri arasinda izole

edilen pnomokok suslarinda eritromisin direncini %20 olarak bulmuslardir (102).

Giilay ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, 1998-2002 tarihleri arasinda Ankara,
Istanbul, izmir, Kayseri illerinden izole edilen toplam 151 pndmokok susu arasinda 40

(%26,4) susun eritromisine direncgli oldugu saptanmistir (103).

Azap ve arkadaslarmin 2002-2003 tarihleri arasinda Ankara’da yaptigi bir

calismada 77 pndmokok susunda eritromisin direnci %14,3 olarak bulunmustur (104).

Yaman ve arkadaglar1 2004 yilinda Adana’da yaptiklart bir ¢alismada

eritromisin direncini %28 olarak bulmuslardir (105).

Calismamizda 80 pnomokok susunun 18’inde (%22,5) makrolid direnci
saptanmistir. Bu oran, bir ¢ok Avrupa iilkesi ve yurdumuzda yapilan ¢aligmalardaki

verilerle paralellik gdstermektedir.

Pnomokoklarda makrolid diren¢ genotip ve fenotip dagilimlar1 ve yogunluklari
cografik bolgelere gore farkliliklar gosterir. Amerika’da mef{A) geni ve M fenotipi daha
sik izole edilirken, Avrupa iilkelerinin ¢ogunda ve Asya’da erm(B) genotipi ve MLSp
fenotipi agirlikli olarak saptanmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda her iki geni

birden tasiyan pndmokok sayisinin giderek arttig1 gézlenmektedir.

Giliney Kore’de 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada erm(B) genotipt %43.4,
mef(A) genotipi %17,1, erm(B) ve mef(A) genotiplerini birlikte tasiyan sus orani ise
%39,5 olarak saptanmistir (106).

Amerika’da PROTEKT US 6 (2005-2006) calismasinda makrolidlere direngli
bulunan 6.747 (%35,3) susun %18,8’inde erm(B) genotipi, %53,8’de mef(A) genotipi
saptanmistir. Calismanin 6nemli bir bulgusu, hem erm(B) hem mef{A) genleri tasiyan
suslarin oranindaki artisidir. 2004-2005 yillart arasindaki PROTEKT US 5°de %19,8
olan erm(B)+mef(A) oran1 2005-2006 dénemindeki ¢alismasinda % 24,1’e yiikselmistir.
Ozellikle bu iki geni birlikte tasiyan suslarda ¢ogul antibiyotik direnci gézlenmektedir.
Makrolidlere direngli bulunan suslarin %90’imndan fazlasi ayni zamanda penisiline,

tetrasikline ve trimetoprim-sulfametoksazole de diregli bulunmustur (92, 107).
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Rusya’da 2003-2005 yapilan ve 76 makrolid direngli pnémokok susu izole
edilen bir c¢alismada, suslarin 38’inde (%50) erm(B) geni saptanmistir. erm(B) geni
tastyan 38 susun 29’u iMLSg, 9’u ise cMLSg | fenotipi olarak belirlenmistir. mef(E)
geni tastyan 15 (%19,7) sus izole edilmis ve bu suslarin tiimiiniin M fenotipine sahip
oldugu belirlenmistir. erm(B) ve mef(E) genlerinin ikisini birden tasiyan sus sayisi ise
23’tilir (%30,3). Fenotip olarak 23 susun 21’1 cMLSg, 2’si iMLSg olarak bulunmustur
(108).

Yunanistan’da 1985-2004 yillar1 arasinda direngli toplam 207 (% 33,8)
pnomokok susunun %70,1°’1 mef(E), %19,8’1 erm(B) ve %4,8 mef(E)+erm(B) geni
tagimaktadir. Suslarin %75,4’1 M fenotipi, %24,6’s1 MLSg fenotipidir (109).

Ispanya’da 2000-2007 yillar1 arasinda yapilan bir calismada kan kiiltiirlerinden
izole edilen 78 eritromisin diren¢li pndomokokta erm(B) geni %74,3, mef(A) geni %7,7
olarak bulunmustur. Her iki geni birden tasiyanlarin orani ise %17,9’dur. erm(B) geni
tastyan suslarinin %79,4’1 iMLSg, %20,6’s1 cMLSg’dir. Mef(A) genine sahip olanlarin
hepsi M fenotipine sahiptir. Her iki geni birden tasiyanlarin %85,7’s1 iMLSg, % 14.3’i
cMLSg fenotipine sahiptir (110).

Ulkemizde yapilan ¢alismalara bakildiginda, Sener ve arkadaslar1 669
pnomokokun 91’ini  (%13,6) makrolidlere direngli bulmuslardir. Direngli suslarin
%83,5’1 erm(B), %16,5’1 mef(A) geni tagimaktadir. erm (B) geni tasiyanlarin %62,6’s1
cMLSg, %20,9’u ise iMLSp fenotipine aittir. mef(A) genini tasiyan suslarin hepsi M

fenotipindedir ve %16,5 oraninda saptanmistir (111).

Esel ve arkadaglarinin 1998-2003 yillarin1  kapsayan ¢aligmalarinda,
makrolidlere direncli bulunan 17 (%3,2) sustan %58,8’inin erm(B), %35,3 liniin mef(A)
genini tasidigi, bir susun ise 23S RNA’da A2059G mutasyonunu gosterdigi
bildirilmistir (101).

1998-2002 yillar1 arasinda Giilay ve arkadaslarinin yaptigi bir caligmada 151
pnomokok susu incelenmis, 40 (%26,4) susta makrolid direnci saptanmistir. Bu suslarin
38’1 (%95) erm(B), 1’1 (%2,5) mef(A) ve 1 (%2,5) tanesi her iki geni birden
tagimaktadir. erm(B) geni tasiyanlarin 37°si (%97,3) cMLSg, 1 (%2,6) tanesi iMLSg
fenotipine aittir. Her iki geni tagiyan sus iMLSg+ M fenotipini tagimaktadir (112).
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Pinar ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢alismada penisiline direngli 76 pnémokok
incelemiglerdir. Bu suslarin 18’1 (% 23,6) makrolidlere direngli bulunmustur. Bu
suslarin 11’1 (%61,1) cMLSg fenotipi, 5’1 (%27,5) iMLSg fenotipi ve 2’si (%11,4) M
fenotipine sahiptir (113).

Yaptigimiz c¢alismada makrolidlere direngli bulunan 18 (%22,5) susun 8’i
(%44,5) erm(B), 2’si (%11) mef(A)/(E) ve 8’1 (%44,5) her iki geni birden tasimaktadir.
Ulkemizde yapilan dnceki calismalara bakildiginda, bizim ¢alismamizdaki makrolid
direnci onceki ¢aligmalarla paralellik gosterirken, erm(B)+mef(A)/(E) genlerinin birlikte
goriildiigii sus oraninda 6nemli bir artis saptanmistir. Bu suslarin hepsinde yliksek

diizey makrolid direnci ( MIK > 256 pg/ml) tespit edilmistir.

Calismamizda 16 (%88,8) susta cMLSg fenotipi, 1 susta (%5,6) iMLSg+ M
fenotipi ve 1 susta (%5,6) M fenotipi saptanmistir. Bu sonuglar Avrupa’daki ve

tilkemizdeki fenotip oranlari ile benzerlik gostermektedir.

Izole ettigimiz 80 pndémokok susunun 58’i (%72,5) penisiline duyarl, 16’s1
(%20) penisiline orta diizeyde direncli ve 6 sus (%7,5) penisiline yiiksek diizey direngli
bulunmustur. Calismamizdaki verilerle {lkemizdeki c¢esitli c¢alismalarin verileri
karsilagtirildiginda, bizim saptadigimiz penisilin direncinin daha disiik oldugu
gozlenmistir. Goniillii ve Berkiten’in 1998 yilinda yaptig1 ¢alismada orta diizey direng
%31,3, yliksek diizey direng %10 olarak bulunmustur (114). Giir ve arkadaglarinin 2002
yilindaki ¢alismalarinda ise orta diizey direng %11,5, yiiksek diizey direng %22,7 olarak
saptanmustir (115). Eyigor ve arkadaslarinin 2008 yilindaki ¢alismalarinda incelenen 83
pnomokokun % 35’1 penisiline diisiik diizeyde direngli, % 1’1 yiiksek diizeyde direncli
bulunmustur (116).

Izole ettgimiz suslarda kinupristin-dalfopristin’e direng saptanmamus, 4 (%5) sus
orta direngli bulunmustur. Ulkemizde kinupristin-dalfopristin ile ilgili yeterli veri
bulunmamaktadir. Yurt disinda yapilan ¢aligmalarda bizim sonuglarimiza benzer oranlar
bulunmustur. PROTEKT 1999-2000 verilerine goére Avrupa’daki kinupristin-
dalfopristin duyarliligi %98’dir (89). Reinert ve arkadaslarinin 2005’te 7 Avrupa
tilkesinde topladiklart 82 eritromisin direngli susun %2,4{inii kinupristin-dalfopristine

orta direncli bulumus, direngli sus saptanmamistir (117).

Calismamizda sadece 1 sus (%]1,25) levofloksasine direngli olarak saptanmuistir.

Ulkemizde yapilan diger ¢alismalarda da levofloksasin direng oranlarinm diisiik oldugu
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bildirilmistir. Yaman ve arkadaslarinin yaptigi c¢aligmada levofloksasin direnci %2
olarak bulunmustur (105). Giir ve arkadaslarinin yaptig1 ¢ok merkezli bir ¢alismada ise

levofloksasine direngli sus saptanmamustir (118).

Suslarin tekrasiklin direnci %18,75 olarak saptanmistir. Bu oran iilkemizdeki
oranlarla paralellik gostermektedir. Oncii ve arkadaslarinin ¢alismasinda tetrasiklin
direnci %24,6 olarak bulunurken, Giir ve arkadaslarinin ¢alismasinda %21,5 olarak

saptanmistir (118, 119).

Calismamizda trimetoprim-sulfametoksazol (SXT) direnci %62,5 olarak
saptanmistir. Son yillarda {ilkemizde yapilan diger ¢calismalarda da SXT direncinde artis
oldugu gozlenmektedir. Yaman ve arkadaslar1 yaptiklar: ¢alismada SXT direncini %55,

Oncii ve arkadaslar1 ise %63,8 olarak bulmuslardir (105, 119).

Yaptigimiz ¢alismada dikkati ¢eken, makrolid direncgli suslarda yiiksek oranda
erm(B) ve mef(A)/(E) birlikteligi saptanmasidir. Sonuglarin giivenirligi, suslarin iki kez
DNA ekstraksiyonu yapilarak ve ilgili gen bolgeleri ayr seanslarda iki kez PZR
islemine tabi tutularak giivence altina alinmistir. Nitekim, erm(B) ve mef(A)/(E) birlikte
tasiyan suslarin dendogramda aymi kiime altinda gruplanmasi, bélgemizde erm(B) ve
meflA)/(E)’yi  birlikte tasiyan suslarin  klonal olarak yayilmis oldugunu
desteklemektedir.

Sonug¢ olarak pnoémokoklardaki makrolid direncinin artis1 6nemli bir sorun
haline gelmistir. Pomokoklara kars1 yapilan yerel ve evrensel siirveyans caligsmalari,
uygun ampirik tedavinin belirlenmesi ve dogru antibiyotik kullanimi agisindan 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle makrolid direng genotiplerinin takibi, pndmokokal
infeksiyonlarin epidemiyolojisi ve bu infeksiyonlardan korunma agisindan 6nemlidir.
Calismamizin bu konuda yapilan epidemiyolojik caligmalara katkis1 olacagi

kanisindayiz.
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