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OZET

Son yillarda birgok ilkeden penisiline orta diizey (MIK>0.12 pg/mL) veya
yiksek diizey (MIK>2 pupg/mL) direngli Streptococcus preumoniae suslarn
bildirilmektedir. Tiim diinyada bu direngli izolatlann ¢ogunun bulundugu beg serogrup
veya serotip 6, 9, 14, 19 ve 23’tir. Penisiline direngli pnémokok insidansinin
¢ogunlukla bazi direngli kionlann yayilmasi nedeniyle arttigi bilinmektedir. Bu
caligmada klinik 6rneklerden izole edilen 193 S. preumoniae susu degerlendinldi.
Penisiline duyarhlik E-test ile belirlendi. Yiksek diazey penisilin  direnci
saptanamazken, orta diizey direng % 23 olarak bulundu. Serotiplendirme Statens Serum
Institute’den elde edilen antiserumlarla “Quellung” reaksiyonu ile yapildi. Direngli
suslarda, izolatlanin gogunun sirasiyla serogrup 19, 23, 14 ve 1’e ait oldugu gériilirken;
duyarli suslarda en ¢ok serogrup 19, 1, 6, 23 ve 3 saptandi. “Pulsed-field gel
electrophoresis” ile penisiline direngli suglarda sekiz farkli ana klon saptandi.

Yoremizdeki penisiline orta diizey pnémokoklarda genetik heterojenite belirlendi.



SUMMARY

Penicillin Susceptibility and Scrotyping of Streptococcus pneumoniae

Strains; Investigation of Clonality in Penicillin-resistant Strains

Isolates of Streptococcus pneumoniae with intermediate-level penicillin
resistance (MIC=>0.12 pg/mL) or high-level resistance (MIC>2 pg/mL) have been
reported from many countries in recent years. The five serogroups or serotypes found
most frequently in these isolates all over the world are serogroup/serotype 6, 9, 14, 19,
and 23. It has been known that a major part of the increase in incidence of penicillin-
resistant S. pneumoniae was due to the spread of some pneumococcal clones. In this
study we evaluated 193 isolates of S. pnewmoniae isolated from clinical specimens. E-
test was used to evaluate susceptibility to penicillin. We found the prevalence of
intermediate-level penicillin resistance as 23 %. There were no high-level resistant
pneumococci. Serotyping was performed with antisera from Statens Serum Institute by
“Qellung” reaction. In susceptible strains, the majority of isolates were of
serogroup/serotype 19, 1, 6, 23 and 3; while the majority of penicillin-resistant strains
were of serogroup/serotype 19, 23, 14, and 1, respectively. It was seen that there were
eight major clones in penicillin-resistant pneumococci with “pulsed-field gel
electrophoresis”. It was found that there was genetic heterogenity in intermediate-level

penicillin-resistant pneumococci in our region.



KISALTMALAR

ATCC : American Type Culture Collection

BOS : Beyin omurilik sivisi

mb : megabaz

MIK : Minimal inhibit6r konsantrasyon

NCCLS : National Committee for Clinical Laboratory Standards

NTA : Nazotrakeal aspirat

PBP : Penisilin baglayan protein

PFGE : Pulsed-field gel electrophoresis

PsaA : Pneumococcal surface adhesin A

PspA : Pneumococcal surface protein A
111

o YUESERIERETIN K&gm}{g};:y
! @hw@mmsm R




SEKIL LISTESI

Sekil 1: Serotiplendirmede kullanilan dama tahtast metodu

Sekil 2: Streptococcus pneumoniae 'de olumlu Quellung reaksiyonu
Sekil 3: Streprococcus pneumoniae ve penisilin igin MiK dagilimlarn
Sekil 4: Streptococcus pneumoniae suglannin serogrup/serotip dagilimi

Sekil 5: Penisiline orta diizey direngli pndmokoklarin serogrup/serotip
dagilimi

Sekil 6: Sma 1 ile kesilerek elde edilmis belli bagli PFGE paternleri

v

Sayfa
16

17
22

24

24

25



TABLO LIiSTESI

Sayfa
Tablo I: PBP tipleri ve molekiil agirhiklan 9
Tablo II: S. pneumoniae’da Antibiyotiklere Direng Mekanizmalan 11

Tablo I1: Streptococcus pneumoniae suglarinin izole edildigi klinik 6rekler 20

Tablo 1V: Yiizdoksanii¢ Srreprococcus pneumoniae susunda
penisiline duyarlilik durumu 21

Tablo V: Streptococcus ppeumoniae suglarinin penisilin igin
MIK araliklan, MiKso ve MiKgo degerleri 21

Tablo VI: Streptococcus pneumoniae ve penisilin igin MiK dagihmlan 22

Tablo VII: BOS’indan izole edilen Streptococcus pneumoniae
suslarinin duyarhilik durumu 23

Tablo VIII: Penisiline orta diizey direngli pnémokoklarda
sefotaksim igin MIK araliklan, MiK s, ve MiKg, degerleri 23

Tablo IX: Penisiline orta diizey direngli 44 pnomokok susuna ait
epidemiyolojik veriler, penisilin ve sefotaksim MIK
degerleri, serotipleri ve PFGE tipleri 26

Tablo X: Tirkiye’de pnémokoklarda penisilin direncini belirlemeye
yonelik ¢alismalar 28

Tablo XI: Kayseri yoresinde pnomokoklarda penisilin direncini
belirlemeye yonelik ¢aligmalar 29

Tablo XII: Penisiline direngli pnémokoklar ile kolonizasyon ve
infeksiyon igin risk faktorleri 30

Tablo XIII: Glikoprotein konjuge pnémokok astlan 34




1. GIRIS ve AMAC

Streptococcus pneumoniae insanlarda agir infeksiyon olusturabilen Gnemli
bakteriyel patojenlerden biridir. Pnémokok infeksiyonlarinin tedavisinde ilk tercih
edilen antibiyotik penisilindir. Ancak penisiline ve diger antibiyotiklere giderek artan
direng, bu infeksiyonlarin tedavisi igin problem olusturmaktadir (1, 2). Bugiin penisiline
direngli pnémokoklarin horizontal ve klonal olmak iizere iki yolla yayildig
bilinmektedir (3). Ozellikle klonal yayilim birbirinden gok uzak cografi bolgeler
arasinda bile yayilima yol agmasi nedeniyle birgok 6nemli arastirmaya konu olmustur
(4, 5).

S. pneumoniae’nin 90 serotipi bilinmektedir (6). Ancak sinirh sayida serotip
invaziv hastaliga neden olmaktadir. Ozellikle penisiline ve/veya diger antibiyotiklere
direngli pnémokoklarn serogrup/serotip 6, 9, 14, 19 ve 23’e ait oldugu belirlenmistir (7,

8).




~n

Pnémokok infeksiyonlarindan korunma da tedavi kadar 6nemlidir. Bugin
kullamlmakta olan konvansiyonel a1 invaziv hastalik etkeni oldugu belirlenen 23 farkh
serotipten elde edilen piiriifiye kapsiiler polisakkaritten olusmaktadir (9).

Bolgemizde yaygin olan serotipleri belirlemek kullanimdaki konjuge ésllann
etkinligini gostermek agisindan énemlidir. Bu ¢alismanin planlanmasinda birinci amag,
bolgemizde S. pneumoniae izolatlannda penisiline diren¢ durumunu belirlemektir.
Ikinci amag, yéremizde hangi serotiplerin yaygin oldugunu ve bunlardan hangilerinin
penisiline direngli oldugunu tespit etmektir. Uglincii amag¢ ise penisiline direngli
pnomokoklarda kromozomal bir benzerligin olup olmadigimt veya bagka bir deyisle
bolgemizde penisiline direngli S. preumonice suslannin klonal yayilim gosterip

géstermedigini belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

S. pneumoniae akut otitis media, sintzit, konjonktivit gibi infeksiyonlarin
yanisira, pnémoni, menenjit gibi agir infeksiyonlann bakteriyel etkenleri arasindadir.
Pnomokok infeksiyonlari, hala tim diinyada morbidite ve mortalitenin en 6nemli
sebeplerinden biridir (10, 11). Penisilinin kullamma girmesiyle birlikte pnémokok
infeksiyonlarina bagli mortalite hizla azalmistir. Pemnisilin, bu infeksiyonlarin
tedavisinde hala ilk siray1 korumaktadir. Bununla birlikte ilk kez 1967°de Papua Yeni
Guinea’dan bildirilen ve 1974 ten itibaren tiim diinyada artarak bildirilmeye baslanan
penisilin direnci pnémokok infeksiyonlannin tedavisinde 6nemli bir sorun olarak
kargimiza gikmaktadir (1, 2).

2. 1. Streptococcus pneumoniae’nin mikrobiyolojik 6zellikleri

S. pneumoniae ilk kez 1881’de ej zamanli olarak, Amerika’da Steinberg
tarafindan, Fransa’da ise Pasteur tarafindan tamimlanmustir. Steinberg’in Micrococcus

pasteuri adim verdigi mikroorganizma, Pasteur tarafindan Microbe septicemique du

nERETI KURBLY
. %@%&S@W aan IAERKER



salive olarak isimlendirilmigtir. 1880°li y1llarin sonundan itibaren, lober pnémoninin en
yaygin sebebi olmasi nedeniyle bu bakteri i¢in Preumococcus terimi kullamimaya
baglanmig, 1926’da balgam gram boyamasindaki gériintiisii nedeniyle Diplococcus ismi
verilmigtir. Son olarak 1974’te siv1 besiyerinde treme sirasindaki gériintiimii nedeniyle
Streptococcus pneumoniae olarak adlandirilmigtir (10).

S. pneumoniae tipik olarak birbirlerine bakan yiizlen diiz, diger uglan sivri,
boylan enlerinden az uzun, mum alevi ya da lanset bigiminde 0.5-1.2 um biyukliginde
gram olumlu ikili duran koklar halinde gériilmekle birlikte, sivi besiyerlerinde zincir de
olusturabilir. Fakiltatif anaeroptur. %5-10 CO, igeren ortamlarda daha iyi drer.
Hareketsiz ve sporsuzdur. Organizma disinda dayaniksizdir ve kiiltirlerinde ¢abuk
otolize olur (12, 13).

Rutin mikrobiyoloji laboratuvarinda bes 6nemli 6zellig1 ile tanimlanir:

1. Kanli agarda alfa-hemoliz yapmasi (Anaerop ortamda pnémolizin O

aktivasyonu sonucu beta-hemoliz gériilebilir)

2. Katalaz negatif olmasi

3. Safrada erime (Safra veya safra tuzlan otolitik amidazi aktive eder. Bu

enzim peptidoglikandaki alanin ve muramik asit arasindaki képrileri keser
ve organizma erir)

4. Ethyl hydrocuprein (optokin)’e duyarlilik (10-14).

Son yillarda ¢ok sayida optokine direngli kokenle kargilagilmasi nedeniyle kesin
tanida safrada erimenin daha 6nemli oldugu iddia edilmektedir (15, 16).

Pnémokoklarin hiicre duvan, peptidoglikan ve kolin-ribitol teikoik asit
kompleksinden olusur. Bu duvanin dis yiizeyinde ise polisakkarit kapsil yer alir.
Pnémokoklarda kapsiil ve somatik antijen olmak izere iki ttrlii antijen vardir. Her tip

i¢in ayn immiinojenik 6zellik tasiyan kapsiil maddesine “spesifik solubl substans™ adt




verilir (12). Konjonktivit etkeni olabilen nadir kapsilsiz kékenler diginda, klimk S.
pneumoniae izolatlannin tamam kapstlliidiir. Kapsiiler polisakkarntlerdeki antijenik
degisikliklere dayanilarak 90 serotip tammlanmigtir (6). Kékenin tipe 6zgii antiserum ile
karsilastirilarak olusan kapsiiler reaksiyonun gosterilmesi esasina dayanan “Neufeld
testi” ile serotiplendirme mimkiindir. “Quellung reaksiyonu” olarak da bilinen
“Neufeld testi”, bir kapsiil sisme olay: degil, tipe 6zgii antiserum ile kapsiil materyali
arasinda olusan ve kapstlin gorintir hale gelmesini saglayan bir reaksiyondur.
Reaksiyon sonunda bakteriler agliitine olur ve kapsil goriiliir (13). Bugiin en ¢ok kabul
goren numaralandirma sisteminde antijenik benzerliklerine gore serogruplar soz
konusudur. Ornegin serogrup 19, 19F, 19A, 19B ve 19C serotiplerini igerir (10, 13). S.
pneumoniae serotip 3 kolonileri ¢ok mukoid gorundiiginden Streprococcus mucosus
olarak da isimlendirilirler (10).

Pnémokok infeksivonlarinin spontan iyilesmesi sirasinda [gM ve IgG yapisinda
serotipe Ozgii antikapsiler antikorlar ortaya ¢ikar. Agamaglobulinem: ya da
disgamaglobulinemi diginda genellikle aymi kapsiiler tip ile reinfeksiyon gorilmez (10).

Pnémokoklarda kapsiil antijeninden bagka somatik antijenler de vardir.
Bunlardan biri protein yapisindaki M proteini, digeri ise karbonhidrat yapisindaki C
maddesidir. Anti-M protein antikorlarnimin koruyucu 6zelligi yoktur. C maddesi ise
antijeniktir ve buna kars:i gelisen ve birlesince presipitasyona neden olan madde “C
reaktif protein”dir (17).

2. 2. Pnémokoklarda patogenez ve viriilans faktdrleri

Pnémékok infeksiyonlarinin gelisiminde ilk basamak nazofaringeal kaviteye
giris ve kolonizasyondur (10). Kolonizasyon, organizmamn, konagin nazofaringeal
kavitesindeki hiicre yiizey yapilarindan bir veya daha fazlasina baglanabilme yetenegine

baglidir. Baglanma bakteri yiizey adezinleri ve epitel hiicre reseptorierinin spesifik




etkilesimi sonucu olur. Bu adezinlerin disinda bazi glikoprotein yapisindaki
molekiillerin ve baz1 ylizey proteinlerinin (Psa A) baglanmada 6nemli oldugundan s6z
edilmektedir (10, 18). Kolonizasyon siiresi bazi kisilerde bir yildan uzun olsa da
ortalama alt1 aydir. Infeksiyonlarin gogu tasiyiciligin ilk haftasinda gorilir. infantlarda
ve c¢ocuklarda infeksiyon, kolonize olan serotip ile korelasyon gosterir. Baskin olan
serotipler 6, 14, 19F ve 23F’dir (19). Cinki bu serotipler zayif immiinojendirler,
mukozaya daha 1yl yapigma gosterirler ve yavas otolize olurlar (7).

Kolonizasyon meydana geldikten sonra, viral iist solunum yolu infeksiyonlan ya
da alerji gibi koruyucu mekanizmalann islevinin bozuldugu durumlarda pnémokoklar
alt solunum yoluna ulasarak infeksiyona neden olurlar (10, 20). Pnémokoklarin
kolonize olduklan nazofarinksden santral sinir sistemine ulagmalar ise hiicre duvan ve
pnomolizin etkisiyle daha gegirgen hale gelen hiicre araliklann ya da nazofarinks ile
santral sinir sistemini birlestiren anatomik bir hasar nedeniyle olur (18).

Pnomokok infeksiyonlarinin patogenezindeki en o¢nemli iki mekanizma
fagositozdan kagis ve kompleman aktivasyonudur. Fagositozdan korunmay: saglayan
polisakkarit kapsiildiir. Bu mekanizma su ii¢ hipotezle agiklanmaktadir:

a. Spesifik  antikapsiiler antikorlar  opsonizasyonda  hiicre  duvan
polisakkaritlerine kars: gelisen antikorlardan daha etkilidir. Bu antikorlann
yoklugunda fagositoz gerceklesemez.

b. Kapsiil fagositik hiicreleri itebilen bir elektrokimyasal igleve sahiptir.

c. Insan serumunda bulunan bazi antikor ve komplemanlar bakteri hiicre
duvarna birikir ve bu durum fagositik hiicrelerin antijeni tanimasim engeller
(10, 18, 21).

Hostetter (22), virulan pnémokoklardaki serotiplerin fagositoz ve antikor tretimi

ile iligkisini aragtirmig, serotip 3 ve 4’iin fagositoza daha direngli oldugunu ve bu



serotiplerin C3d opsoninleri sayesinde B-lenfositleri uyararak daha ¢ok antikor
sentezlettiini gostermigtir. Aym ¢aligmada serotip 6A ve 14’in fagositoza serotip 3 ve
4’den daha duyarli ve antikor tiretiminin daha az oldugu bulunmustur.

Patogenezde Onemli diger virilans faktorleri, pnomolizin, otolizin, alfa-
hemolizin, yizey proteinleri, néraminidazlar, hyaluronidaz, serin proteaz ve IgAl’e
spesifik proteazdir. Pnémolizin hem sitotoksiktir, hem de komplemam aktive eder.
Otolizin pnémokok hiicre duvarini pargalayan katabolik bir enzimdir. Bu pargalanma
sonrasi ortaya ¢ikan solubl maddeler proinflamatuardir. No6rominidazlar wiicut
sivilanindaki veya hiicre yiizeyindeki glikolipid, glikoprotein ve oligosakkaritlerin
terminal sialik asitlerini keserek konaga zarar verirken, hyaluronidaz bag dokusunda
hasar olusturarak invazyonu kolaylastinir (23). Yizey proteinlent (PspA ve PsaA) konak
hiicreye baglanmada ¢nemlidir (24). Pnomokoklarca iretilen H>O,’nin de pnémoni
sirasindaki alveoler epitel hasanina katkida bulundugu iddia edilmektedir (25).

2. 3. Pnomokok infeksiyonlarinin epidemiyolojisi

Pnomokoklar saglikli eriskinlerin %5-10"unda, saglikli g¢ocuklarnn ise %20-
40’inda nazofarinksde kolonize olabilirler. Kolonizasyon da infeksiyon gibi ki
aylarinda artar. Pnémokok bakteriyemisi insidans1 2 yas alti bebeklerde, yashlarda ve
immiinkompromize hastalarda fazladir (10, 25-27). HIV ile infekte hastalarda insidans
genel populasyona gore en az 100 kat artmaktadir (27).

Pnémokoklar insandan insana yakin temasla bulasir. Toplu halde yaganan
kresler, cazaevleri, bakimevleri ve askeri kamplar yayilim i¢in uygun ortam olugturur.

Bronkopulmoner hastalik, sigara igme, humoral immiiniteyi azaltan durumlar,
dalagin fonksiyonel veya anatomik yoklugu, malniitrisyon ve alkolizm gibi predispozan

faktorler, kisilerin pnomokok infeksiyonlarina duyarhlifini artinir (18, 19).



Invaziv hastalik etkeni olan pnémokoklarda serogruplarin yas, cinsiyet ve
cografi bolge gibi degiskenlerle iliskisi aragtinlms ve sonugta cinsiyet ile serogrup
arasinda anlaml bir iliski gosterilemezken, yas ve cografi bolgenin énemli oldugu
belirlenmigtir. Bu ¢aligmaya gore Avrupa ve Kuzey Amerika’da serogrup 19 ve 23
yayginken, Giiney Afrika’daki invaziv infeksiyonlardan daha ¢ok serogrup 1 ve 5’in
sorumlu oldugu bulunmustur. Cocukluktan sonra serogrup/serotip 6, 14, 19, 23 ile
infeksiyon riskinde azalma gézlenirken, serogrup 3 ve 8’in orta yastan sonra arttigy,
serotip 1 ile olan riskin ise yasam boyunca giderek azaldig gésterilmistir (28).

2. 4. Pnomokokarda antibiyotik direnci

Penisiline direngli ilk pnémokok 1967°de Avusturalya’da izole edilmistir (29).
Bu tarthten 1980 sonlanna dek ¢ok az sayida direngli izolat bildirilmistir. Ancak
1980°den sonra 6zellikle Ispanya, Fransa, Dogu Avrupa, Kore, Amerika Birlesik
Devletleri basta olmak Gzere tiim diinyada %30’lara varan penisilin direnci bildirilmeye
baslanmigtir (2). Penisilin ve kloramfenikole direngli ilk ¢ogul direngli sus 1977°de
bildirilmistir (30). Bunun ardindan penisilin, tetrasiklin, eritromisin, trimetoprim ve
kloramfenikole ¢ogul direng gosteren kokenler izole edilmeye baslanmustir.

Diger gram-pozitif bakterilerin aksine S. pneumoniac’da plazmid aracili beta-
laktamaz yoktur. Pnomokoklarda penisilin direnci, hiicre duvarimun sentezi veya
modiﬁkasyonunda yer alan penisilin baglayan proteinlerde (PBP) degisiklikler sonucu
meydana gelir. Bu degisim mutasyon veya gen transferi yoluyla olugur (31). Sonugta
PBP’lerin beta-laktam affinitelerinde azalma olur ya da affinitesi digik yeni PBP’ler

sentezlenir (10). Pnémokoklarda Tablo I’de gosterildigi gibi alt: tip PBP vardir (32).




Tablo I: PBP tipleri ve molekiil agirhiklan

PBP Molekiil Agirhgr (Da)
PBPla 98.000
PBPIb 95.000
PBP2a 81.000
PBP2b 79.000
PBP2x 85.000
PBP3 43.000

PBP’lerden penisiline affinitesi en yiiksek olan PBP3’tur. Daha sonra giderek
azalan sirayla PBPla, PBP 2x, PBP 2a, PBP 1b ve PBP 2b gelir (33).

PBP2b’deki en ufak bir degisiklik bile penisilin direnci gelisimi igin yeterlidir.
Ancak yiiksek diizey penisilin direnci i¢in hem PBP2b hem de PBP2x’de degisiklik
gereklidir (34).

Baquero (35) pnomokoklarda penisiline direng gelisimini bes evrede
incelemektedir. Buna gore, “kriptik faz” denilen ilk evrede PBP’lerde mutasyonlar
sonucu penisilinin minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) unda hafif bir yiikselme
olur. [kinci evrede disikk dizey direngli kokenler goériilmeye baslar. Ugiincii evre
“penetrasyon fazi”dir. Bu evrede kolay kolonize olabilen kékenler, lokal antibiyotik
tilkketiminin de etkisiyle insandan insana, iilkeden ilkeye yayilir. Dérdincii evrede
PBP’leri kodlayan pbp genlerinde degisiklikler meydana gelir. Degismis pbpla ve
pbp2x genlerini tagiyan kokenler diigik diizey direngli iken, degismis pbp2b’nin
kazamilmasiyla yiksek diizey direng fenotipi ortaya ¢ikar. Son evrede ise gruba 6zgiil
bagisiklik gelismesi ve toplumun direngli kokenlerle saturasyonu nedeniylé penisilin

direnci stabilize olur.
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Serogrup/serotip 1, 3, 4, 5, 11, 18, 25°de penisiline direngli kokenler ¢ok nadir
iken, en ¢ok penisilin direnci goriilen serogruplar 6, 9, 14, 19 ve 23’tiir (7, 8).

Pnoémokoklarda penisiline diren¢ arastirmalan sirasinda penisiline tolerans da
gosterilmistir. Guney Afrika Cumhuriyeti’nde ¢oful direngli pnomokoklann biiyiik
kisminda penisiline tolerans bulunmugtur. Bu kékenlerde otolitik aktivite ok diigiktiir.
Otolitik enzimden yoksun mutantlar beta-laktamlarla inhibe olabilirler ancak lize
olmazlar (36).

Genis spektrumlu sefalosporinlere direng ise ancak PBPla ve PBP2x’deki
degisikliklerle mumkin olmaktadir (37). 1989’a dek ugiincii kugak sefalosporinlere
direng yokken bu tarihten itibaren sefotaksim ve seftriakson igin MIK’u > 0.5 pg/mL
olan kokenler bildirilmeye baslanmistir (38). Kaliforniya’da izole edilen bir kékende
PBP1b ve PBP2b’de degisiklik saptanmis ve bu kdkenin hiicre duvan peptid paterninin
de diger beta-laktam direngli kokenlerden farkli oldugu bulunmugtur. Bu ¢aligmaya gore
bunun yeni bir beta-laktam direngli klon oldugu iddia edilmektedir (39).

Pnomokoklarda tedavide kullanilan diger antibiyotiklere direng mekanizmalan
Tablo II’de 6zetlenmistir (40).

Direngli pnémokoklann yayilimi klonal yayilim ya da horizontal gen transfen
ile olur (3). Klonal yayilim nedeniyle direngli kékenler cografi olarak birbirinden ¢ok
uzak boélgeler arasinda bile yayilabilir. Penisiline direngli pnémokoklann yayilmas: ve
invaziv hastalik olusturmasinda yas, immiin yetmezlik ve beta-laktam antibiyotik
kullanim hikayesi énemli rol oynar. Ozellikle de antibiyotik kullammina bagli selektif
baski yiksek diizey direngli suslarla kolonizasyon ve infeksiyon igin 6nemli risk

faktoridir (7, 41, 42).
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Tablo II: S. pneumoniae’da Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalan

Antimikrobik ila¢ Diren¢ Mekanizmalar

Beta-laktamlar PBP’in ilaca affinitesinde degisiklik

Kloramfenikol Kloramfenikol asetil transferaz yoluyia ilacin modifikasyonu

Makrolid Makrolid, Linkozamid ve StreptograminB (MLS) tipi direng. ermAM geni
yoluyla 23S ribozomal RNA metilasyona ufrar ve ilacin baglanmas:
engellenir

Kanamisin Fosfotransferazla ilacin modifikasyonu

Kinolonlar DNA gyrase’in azalmis affinitesi ?
[la¢ permeabilitesinin azalmasi ?

Sulfonamidler Dihidropteroat sentazin azalmus affinitesi ?

Tetrasiklin tetM geni yoluyla ribozomal protein sentezi ilagtan korunur

Trimetoprim Dihidrofolat rediiktazin azalmug affinitesi ?

Izlanda’da 1989-1992 yillan arasinda izole edilen ve serogrup 6B’de yer alan
¢ogul direngli pnémokoklann, [spanya’da izole edilen kokenlerden serotipik ve
genotipik olarak farksiz oldugu bulunmustur. Bu klonun Izlanda’ya Ispanya’da tatilini
geciren aileler tarafindan getirilmis oldugu disunilmiistiir (4).

Pbp genlerinin ve serotipi belirleyen genlerin horizontal yayilimi genetik
heterojenitenin nedenidir. Aymt DNA paternini gosteren suslann farkli PBP profili
gostermeleri ve farkli serotiplere ait olmalan dogaldir (43). Munoz ve ark. (5), ikisi
Ispanya, digerleri Macaristan ve Alaska kékenli dért klonu incelemis ve her bir klonda
PBP profillerin, PspA tiplerinin ve multilokus enzim analizi ile genotiplerinin aym
oldugunu gostermislerdir. Bu ¢aliymaya gére taksonomik olarak iligkili streptokok
tirlerinden gen segmentlerinin alimiyla gok yiksek siklikta bagimsiz olarak penisilin
direnci ortaya ¢ikmaktadir. Bu genler bir kez alindiktan sonra horizontal gen aktanmu
yoluyla degisik pnémokok kékenleri arasinda yayiimaktadir.

Penisiline direngli pnomokoklarin epidemiyolojisini anlamak igin direngli
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izolatlarin yaythmi (klonal yayilim) ile direng genlerinin yayilimi (horizontal yayilim)
birbirinden ayirt edilmelidir Bu da ancak molekiler yontemlerle genetik
determinantlarin belirlenmesi ile miimkindiir. Bu amagla kullantlan yontemlerden bir,
tim diinyada g¢ok popiiler olan “pulsed-field gel electrophoresis” (PFGE)’dir (44).
Lefevre ve ark. (45) epidemiyolojik olarak bagimsiz pndmokok kékenleri arasindaki
genetik benzerlik ya da farkliligin belirlenmesinde bu yontemin miikkemmel oldugunu
kanitlamiglardir.  PFGE ile kromozom analizi, karsilagtinlabilir DNA paterni
olusturmast, tekrarlanabilirliginin iyi olmasi, organizmaya 6zgii olmamasi ve birkag giin
gibi kisa stirede sonuglanmasi nedeniyle geleneksel epidemiyolojik molekiiler
yontemlere tistiinlitk kazanmistir (44, 46).

2. 5. Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Elektroforez, yiiklii molekiilleri biyiiklitklerine gére ayirmak igin kullanilan bir
yontemdir. Konvansiyonel elektroforezde vyiiriitiilebilen en kiigiik DNA pargas1 50
kilobaz iken, PFGE sayesinde |0 megabazlik (mb) pargalar bile yiiriitiilebilir hale
gelmistir (44, 46).

Bu yontemde jel igerisine bir sira katod ve tek noktali bir anod konmustur. Bu
sayede birbirine dik iki elektrik akims olugturulur. Diizenli araliklarla akim uygulanir ve
sonugta “rare-cutting endonuclease” ile kesilmis olan DNA pargalar, bityiik pargalar
jelin ug kisminda, kigiikler uzakta olacak sekilde siralanir. Boyama sonrast elde edilen
bandlar yorumlanarak kékenlerin ne derece benzer oldugu belirlenir (44, 47).

Yontemi etkileyen faktorler su sekilde dzetlenebilir:

1. DNA konsantrasyonu arttikga hareket azalir ve bandlar diffiiz goriniir.

2. Agaroz konsantrasyonu artttkga DNA pargalarinin hareketi azalir. En iyi

rezoliisyon %1.2-1.5 konsantrasyonda saglamr.

3. En yaygin kullamlan voltaj 6V/cm’dir. 2 mb’dan biiyitk DNA pargalarimin
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harcketi akim kuvvetiyle artar, ancak bandin netligi bozulabilir.

4. Pulse sayist artikga ayrilabilen DNA parcalarinin bityiikliigii artar. ideal olan,

pulse zamanim kisadan uzuna dogru artirmaktir.

5. Hareket sicakhk ile artar, ancak band netligi bozulur. Optimum 151 14°C’dir

(44).

2. 6. Pnomokok infeksiyonlarindan korunma

Olii bakteri asist olan ilk kusak pnémokok astst bundan yaklagik 80 yil 6nce Sir
Almroth Wright ve ark. tarafindan bulunmustur. Bindokuzyiizkirkli yillarla birlikte
birgok pnoémokok serotipinden elde edilmis pirifiye kapsiiler polisakkarit agilan
iizerinde g¢ahgilmaya baslanmigtir. Ancak bu yillarda penisiline direng s6z konusu
olmadigindan bu ag1 klinik kullamima girememistir. Ilk kez 1977°de 14 serotipten elde
edilen as1 igin lisans alinmistir. Bindokuzyiizseksenii¢ yilindan itibaren en g¢ok hastalik
etkeni olan 23 serotipten elde edilmis piiriffiye kapsiiler polisakkarit asist kullamma
girmistir (9).

Endikasyon varliginda kullanildiginda bu as1 ¢ok etkilidir. Ancak bagisikligin
kalicihipr yasla ters orantihdir. iki yas altinda bagisiklik gosterilememisken, 55 yas ve
tizeri erigkinlerde bagisik yamitin yiiksek oldugu belirlenmistir (48). Bebeklerde,
yaghlarda, immiinkompromize, splenektomili ya da orak hiicre anemili ve HIV-pozitif
hastalarda bu ag1 yeterince imminojen degildir (49). Risk altindakilerde aginin etkinligi
%77 iken imminsiprese hastalarda %0’dir (48). Buna ragmen eger hastayla
immiinsiipresyonun minimal oldugu dénemde karsilagiimigsa mutlaka as1 denenmelidir.
As1 uygulamas 6nerilen diger gruplar soyle siralanabilir (50):

. Altms bes yas ve iizeri insanlar

2. Pnémokok infeksiyonlari igin riski artiran durumlar

- Dalagin anatomik veya fonksiyonel yoklugu



iki yas alt1 gocuklar ve immiinsiiprese hastalar igin ¢tplak kapsiiler polisakkaritin
direkt olarak tasiyict bir proteine baglanmasiyla elde edilen konjuge asilann daha
immiinojen oldugu gosterilmistir (51). Ancak faz Il ¢aligmalan yapilan bu agilarn
tagima kapasitesi simrlidir. En gelismisi olan 11 valanl agida serotip 1, 3, 4, 5, 6B, 7F,
9V, 14, 18C, 19F, 23F’e ait kapsiiler polisakkaritler vardir. Yan etkisi olmayan , iyi
tolere edilebilen asilardir. Konjuge astlarin nazofaringeal tasiyicilig1 azaltarak toplumda

pnomokoklarin yayilimim sinirlayacag, diizenli agilama ile invaziv ve direngli suglar

Kardiyovaskiiler hastalik
Pulmoner hastalik
Diabetes mellitus
Alkolizm

Siroz

azaltacag iddia edilmektedir (52).



3. GEREC VE YONTEM

26. 11. 1997 — 10. 1. 2000 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Gevher Nesibe
Hastanesi Bakteriyoloji Laboratuvarinda gesitli klintkk émeklerden izole edilen 193
pnomokok susu calismaya alindi. Duyarlilik ¢aligmalarinda kontrol susu olarak S.
pneumoniae American Type Culture Collection (ATCC) 49619, PFGE’de ise kontrol
susu olarak S. pneumoniae ATCC 49619 ve Staphylococcus aureus NCTC 8325
kullamldi.

3. 1. Bakteri identifikasyonu

Bakteri identifikasyonu i¢in koloni morfolojisi ve Gram boyama 6zelliklerinin
yanusira optokin ve safrada erime testlerinden yararlanildi. % S koyun kanli agarda 6
mm’lik optokin diski ile 14 mm veya daha fazla zon olugturan suslar optokine duyarli
kabul edildi. Safrada erime testi i¢in koyun kanl1 agardaki 18 saatlik kolonilerden % 0,9
serum fizyolojik igerisine 0.5 Mc Farland bulamkligina egdeger bakteri siispansiyonu

hazirlandi ve yarns: steril kosullarda bir bagka bog tiipe aktanldi. Taplerden birine
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1:10’luk sodyum deoksikolat soliisyonu damlatildi. 37 °C’de 2 saatlik inkiibasyondan
sonra deoksikolat solisyonu damlatilan tiip berraklagtiginda safrada erime testi olumlu
olarak degerlendinldi (53).

3. 2. Serotiplendirme

Suslarin  serotiplendinilmesinde ortak antijenik determinantlarina  gore
havuzlandinilmig 12 antiserumdan olusan Pneumotest kiti (Statens Seruminstitut,
Denmark) kullaniidi. Mikroskobun 100°litkk objektifinde her sahada 10 civarinda
mikroorganizma goérillebilecek sekilde % 0,9 serum fizyolojik igerisinde bakteri
siispansiyonu hazirlandi. Suslar dretici firmanin 6nerdigi Sekil 1’de gorillen dama

tahtas1 metoduna gore antiserumlarla kargilastinldi.

Havuzlandiriimig P Q ‘ R S T
antiserumlar ;

A 1 18 4 5 2
B 19 6 ; 3 8
C 7 " 20
D 9 11
E 12 10 33
F , 17 22
H 14 23 15

Sekil 1: Serotiplendirmede kullanilan dama tahtas: metodu

Bakter1 siispansiyonundan otomatik pipetle alinan 5 uL’lik bir damla esit
miktarda antiserumla lam #zerinde kanstinldi. 2-3 dakika bekledikten sonra metilen
mavisi damlatilarak tizeri lamelle kapatildi. Immersiyon objektifi ile yapilan incelemede
mavi boyanmis mikroorganizma ve etrafinda boyanmamis bir hale goriilmesi
durumunda Quellung reaksiyonu olumlu olarak degerlendirildi (Sekil 2). Once sirasiyla
B, A, C, H, D, E, F antiserumlan ile kapsiiler reaksiyon arastirildi. Bunlardan herhangi

biri ile olumlu reaksiyon gorildiigiinde bu kez sirastyla P, Q, R, S ve T antiserumlan ile




kargilastinldi. Sekil 1’deki dama tahtasi metoduna gore yukandan asafiya ve soldan
saga olumlu kapsiiler reaksiyon gériilen antiserumlarin kesistigi nokta serotip/serogrup
olarak belirlendi. Herhangi bir antiserumla kapsiiler reaksiyonun gorilmedigi suslarin

tiplendirilemedigi kabul edildi.

Sekil 2: S. pneumoniae 'de olumlu Quellung reaksiyonu

3. 3. Duyarhhk testleri

Penisilin direnci National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) (54) dogrultusunda disk diffiizyon yontemi ile 1pg oksasilin igeren diskler
kullantlarak aragtinldi. Ayrica suslarin penisilin ve sefotaksim duyarliliklan E-test ( AB
Biodisk, Isveg ) yontemi ile belirlendi. Bakterilerin 24 saatlik saf kiltirlerinin Mueller-
Hinton buyyonda Mc Farland 0.5 bulanikhifina esdeger siispansiyonlan hazirlandi. Bu
siispansiyonlardan steril ekivyonlar aracilifi ile 4 mm kalinliginda dokilen %5 koyun
kanli Mueller-Hinton agar yiizeyine surildi ve 10-15 dakika iginde besiyerleri tizerine
penisilin ve sefotaksim igeren E-test seritleri kondu. Plaklar %5 CO, li ortamda 35°C

de 18 saatlik inkiibasyona birakildi. E-testler igin okuma sirasinda dretici firmanin

1. VUKSEXOERETIM KURULY
mokmaANTASTON MERKEZ)
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onerileri dogrultusunda inhibisyon zonunun antibiyotikli seridi kestigi noktadaki
antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak kabul edildi ve sonuglar degerlendirildi. E-test
ile penisilin MIK’i 0.06 pug/m1’ye esit ve daha kiigiik olanlar duyarls, MIK’i 0.1 pug/mL
ile 1 ng/mL arasinda olanlar digiik dizey direngli, MIK’i 2 ug/mL’ye esit ya da daha
biyiikk olanlar yiiksek diizey direngli suslar olarak tammlandi. Oksasilin  diski
kullamlarak yapilan disk diffiizyon yénteminde inhibisyon zonu 20 mm’ye esit ve daha
biyiik olan suglar penisiline duyarh, 19 mm’ye esit ve daha kiigiik olanlar. penisiline
direngli olarak belirlendi. Sefotaksim i¢in MIK’i 0.5 pg/mL veya daha kiigiik olaniar
duyarl;, MIK’i 2 ug/mL veya daha biyiik olanlar direngli olarak kabul edildi.

3. 4. PFGE

Galismanin bu bolimit H. U. T. F Infeksiyon Hastaliklan Unitesi’nde yapilda.
S.pneumoniae suslanmn DNA’lan Soares’in (4) tarif etigi yonteme gére agaroz bloklar
seklinde hazirlandi. Frken stasyoner faz hicreleri (ODsgg, 0.7-0.9) iceren 6 ml.’lik
kulttr pellet haline getirildi ve 1 ml. PTV (10mM Tris pH 8.0, 1.0 M Na(l) ile yikand.
Daha sonra 200 ul. PTV ile tekrar stspansivon haline getirildi. Hiicre sispansiyonlan
PTV ile ODgp’de 0.05-0.15 olacak sekilde ayarlandi. Bu sispansiyon 100 ul. % 1.5
“low melting agarose” ile 1:1 oraminda diliie edildi. Buradan 20 ul.’lik agaroz diskler
yapildi ve —-20°C’de 5 dakika donmaya birakildi. Hiicreler 50 pl. RNase igeren 1 mL
EC-lizis solisyonu (6 mM Tris pH 8.0, 1 M NaCl, 100 mM EDTA pH 8.0, % 0.2
sodyum deoksikolat, % 0.5 sarkozil) iginde 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Diskler daha
sonra proteinaz. K (1 mg/ml.) igeren ES-tampon (0.5 M EDTA pH 9.0 ve % 1 sarkozil)
iginde 50°C°de 17 saat inkiibe edildi. Agaroz diskler 13 mL 1 X TE tampon (10 mM
Tris pH 7.5 ve ImM EDTA pH 8.0) ile herbiri 1 saat stirmek iizere S kez yavasca

galkalanarak yitkandi ve DNA diskleri 4-5 mL 1 X TE tampon i¢inde 4°C’de sakland:.
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DNA’nm kesilmesi igin agaroz diskler 6nce 250 pl. restriksiyon tamponu iginde
25°C°de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra disk basina 20 U Smal restriksiyon enzimi
(Promega) igeren restriksiyon tamponu konarak 25°C’de bir gece inkitbe edildi ve
reaksiyon 5 pl. yitkleme tamponu ile durduruldu. Yiriitme igin 0.5 X TBE tampon (50
mM Tris, 50 mM borik asit, 0.2 mM EDTA) iginde % 1.1 agaroz jel (Genaxis)
hazirlandi. DNA diskleri jele yerlestirildikten sonra 10°C’de 0.5 X TBE tampon
igerisinde 210 V’luk bir giic kaynag (Gen Navigator-Pharmacia) ile 22 saat sirecek
olan yiiriitme islemine baslandi. Pulse zamanlan ilk 5 saat i¢in 5 s, 6 saat igin 10 s, 6
saat igin 30 s ve son 5 saat igin 60 s olarak programlandi. Molekil agirhk standards
olarak A-ladder (Sigma) kullamldi. Yiriitme bittikten sonra jel etidyum bromid ile
boyandi ve ultraviole 1s1k  altinda fotografland:.

Smal makrorestriksiyon paternlerinin kargilastirmasi  yapilarak farklh PFGE
paternleri harflerle isimlendirildi. Restriksiyon paterninde 3 fragmentten fazla farkhilik
gosteren suslar farkli major paternler olarak belirienirken, 3 veya daha az farklilik

gosterenler major paternierin subtipleri olarak yorumlandi (55).



4. BULGULAR

Calismaya alinan 193 S. pneumoniae susunun 122 (% 63)’si eriskin 71 (% 37)i
gocuk hastalara ait klinik 6meklerden izole edildi. Suslann izole edildigi klinik émekler

Tablo III’de gostenldi.

Tablo III: Streptococcus preumoniae suslannin izole edildigi klinik érnekler

Klinik Ornek Sayt %
Bagam 40 255
Beyin Omurilik Sivisi 34 18
Kulak akintist 33 17
Kan 26 13.5
Goz 22 11.5
Plevra sivisi 10 5
Yumusgak doku 8 4
Nazotrakeal aspirat 7 4
Bronkoalveoler lavaj 2 1
Periton sivist 1 0.5

Toplam 193 100
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Bir pg oksasilin igeren disk kullamilarak yapilan duyarhilik taramasinda
penisiline duyarli 124 sus bulunurken, 69 sus direncli olarak belirlendi. E-test geritleri
ile MIK degerlerine bakildiginda 149 sus penisiline duyarl bulunurken 44 sus penisiline
orta duzey direngli bulundu. Oksasilin yontemi ile direng¢ saptanan 69 sustan 25
(%36)’inin E-test ile penisiline duyarli oldugu belirlendi. Suglarin penisiline duyarhilik

durumu Tablo IV’de gosterldi.

Tablo IV: Yiizdoksanii¢ Streptococcus pneumoniue susunda penisiline duyarlilik

durumu

Duyarhhik Sayr %
Duyarh (MIK < 0.1 pg/mL) 149 77
Disik diizey direngli (1ug/mL 2 MIK > 0.1 pg/mL) 44 23
Yiksek diizey direngli (MIK > 1 ng/mL) 0 0
Toplam 193 100

Suslarin penisilin igin MIK arahiklan, MiKso ve MIKg, degerleri Tablo V’de,

MIK dagilimlan ise Tablo VI'da ve Sekil 3’te gosterildi.

Tablo V: Streptococcus pneumoniae suslannin penisilin igin MIK araliklan, MIKso ve

MIKg degerleri

MIK (ug/mL)

Antibiyotik Araitk MIKso MiKy,

Penisilin 0.004 -1 0.01 0.25
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Tablo VI: Streptococcus pneumoniae ve penisilin igin MiK dagilimlan (n : 193)

MIK 0.004 0.008 0.01 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1
n 3 25 69 41 11 13 17 11 3
% 1.5 13 355 21 6 6.5 9 6 1.5

70-
60
50
40

Sayi
y 30. 25
20+

10 3

0004 0008 001 003 006 012 025 05 1
MIK (zg/mL)

Sekil 3: Streptococcus pneumoniae ve penisilin igin MIK dagilimlari (n : 193)

Beyin omurilik s1visi1 izolatlarimin gocuk ve erigkin hastalardaki duyarlilik
durumlari incelendi ve bulgular Tablo VII’de 6zetlendi. Eriskin hastalara ait BOS
orneklerinden izole edilen suglarda penisilin direnci gbzlenmez iken, gocuk hastalarda

suglarin % 33’ penisiline orta diizey direngli olarak bulundu.
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Tablo VII: BOS’indan izole edilen Streprococcus pneumoniae suslarimn duyarfilik

durumu
Duyarh Direncli Toplam
Say % Sayi % Say %
Eriskin 12 100 0 0 12 100
Cocuk 14 67 7 33 21 100

Penisiline direncli suslarda sefotaksim igin MIK araliklant MIK;so ve MiKgg

degerlen Tablo VIII’de gosterildi.

Tablo VIII: Penisiline orta diizey direngli pnémokoklarda sefotaksim igin MIK

araliklan, MIK s, ve MIKg, degerleri

MIK (ug/mL)

Antibiyotik Aralik MK o MiKgo

Sefotaksim 0.01-0.5 0.12 0.5
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Serotiplendirme sirasinda suglarin sirastyla en gok serogrup/serotip 19 (n=88), 1
(n=22) ve 6 (n=15)’ya ait oldugu goézlendi. Suglarin 15 (% 8)’i higbir antiserumla

reaksiyon vermedi. Suglarin serogrup/serotip dagilimi Sekil 4°de gosterildi.

90+
80+
70+
60
504
401
30{ 22

204 (H 14 15

1 ({43 2[J3 4 4 2 4 3,
0

Say

1 3 45 6 7 8 9 11 14 15 18 19 20 23 NT
Serogrup/serotip

Sekil 4: Streptococcus pneumoniae suslanmn serogrup/serotip dagilim

(NT: Tiplenemeyen)

Direngli suglarda ilk siray1 serogrup 19 (n=22) ve 23 (n=11)"tin aldig1 gézlendi.

Penisiline orta diizey direngli suglarin serogrup/serotip dagilimi Sekil 5°te gosterildi.

25

Serogrup/serotip

Sekil 5: Penisiline orta diizey direngli pndmokoklann serogrup/serotip dagilim
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Penisiline orta diizey direngli 44 pnémokok susunda PFGE ile 8 (A-H) farkli ana
klon belirlendi. A klonunda 3 farkli subtip belirlenmekle birlikte, suslarin 18 (%
41)inin A klonuna ait oldugu goriildii. C klonuna ait 6, D klonuna ait 5, EveF
klonlarina ait 4’er, B ve G klonlarina ait 3’er, H klonuna ait 1 sus saptandi. Bu

¢alismada belirlenen belli basli klonlar Sekil 6’da gosterildi.

12 3 4 5 67 8 9 M 10 11 12 13 14 1516 17 18

(kb)

291 -
2425~
194 -

145.5~

485 —

A BC D A DACA

Sekil 6: Sma I ile kesilerek elde edilmig belli bagh PFGE paternleri.
M: Molekiiler agirlik standardi (kb),

*: S.aureus NCTC 8325, **: §. pneumoniae ATCC 49619

Penisiline orta diizey direngli 44 pnomokok suguna ait epidemiyolojik veriler,
penisilin ve sefotaksim MIK degerleri, serotipleri ve PFGE tipleri Tablo IX’da

gosterildi.
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Tablo IX: Penisiline orta diizey direngli 44 pnémokok susuna ait epidemiyolojik veriler,

penisilin ve sefotaksim MIK degerleri, serotipleri ve PFGE tipleri

Sus no izolasyon Ornek Erigkin/cocuk Penisilin
tarihi L MIK
76 26.11.97 Goz E 0.12
79 1.12.97 Balgam E 0.12
82 9.12.97 Kulak ¢ 0.5
95 11.1.98 Kulak C 0.25
98 15.1.98 Kulak C 0.5
100 16.1.98 Kan E 0.12
101 17.1.98 Kan E 0.5
102 18.1.98 Kan E 0.25
104 22.1.98 Balgam E 0.25
106 17.2.98 Goz C 0.5
112 12.3.98 Goz C 0.25
115 19.3.98 BOS C 0.12
123 2.5.98 BOS C 0.25
125 8598 Kulak C 0.5
137 21.7.98 Goz C 0.25
140 3.8.98 Balgam E 0.25
144 28.8.98 Kan E 0.5
160 3.11.98 Kan E 0.12
162 13.11.98 Plevra E 0.25
164 18.11.98 BOS ¢ 0.25
191 10.2.99 Balgam E 0.25
193 18.2.99 Kulak C 0.25
202 17.3.99 Balgam E 0.25
205 6.4.99 BOS ¢ 0.5
206 16.4.99 NTA ¢ 0.12
207 21.4.99 Kan E 0.5
208 20.4.99 Plevra ¢ 1
211 26.4.99 Plevra E 0.12
213 5.5.99 BOS ¢ 0.12
218 27.5.99 NTA E 0.25
220 30.5.99 Balgam E 0.12
222 17.6.99 Kan C 1
233 3.8.99 Balgam E 0.25
234 5.8.99 BOS ¢ 025
237 9.8.99 NTA E 0.25
245 20.9.99 Kulak C 0.12
246 22.9.99 Plevra E 0.5
247 5.10.99 BOS C 1
249 16.10.99 Kulak C 0.12
261 27.11.99 NTA E 0.5
273 4.1.00 NTA E 0.25
275 4.1.00 Balgam E 0.12
277 6.1.00 Kulak C 1
279 10.1.00 Balgam E 0.12
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5. TARTISMA

Bindokuzyiizaltmig’li yillara dek pnémokoklar penisiline duyarli kabul
edilirken, 1967°de Avustralya’da ilk penisiline direngli pnémokok susunun izole
edilmesiyle birlikte pnomokoklarda penisilin direnci giindeme gelmistir (29). Bu
tarihten itibaren de pnémokoklarda penisiline ve diger birinci basamak antibiyotiklere
giderek artan direng pnomokoklarla gelisen infeksiyonlarin tedavisinde sorun
olusturmaya baglamustir (1, 2). Basta Ispanya (56), Macaristan (57), Giiney Afrika (58)
ve Kore (59) olmak iizere bazi ilkelerde penisilin direncinin % 60’lara ulastf
bildirilmektedir. Simirlt antibiyotik kullamm politikalannin uygulandifn  Hollanda,
Almanya ve Iskandinav iilkeleri gibi ilkelerde ise penisiline direngli pnémokok oram
diistiktiir (60). Bununla birlikte antibiyotik kullanimimn simirlanmadig: Yunanistan (61),

Banglades (62) gibi baz1 iilkelerde direncin neredeyse bu diizeylerde olmas: ilgingtir.

4. VlisExiERETIM LunoLY
! @“&ﬁ@mmm on W
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Ulkemizde yapilan ¢esitli calismalarda da bulgular yiksek diizey penisilin
direncinin % 0-17 arasinda degistigini gistermektedir (63-72). Bu ¢alismada da orta
diizey penisilin direnci %23 iken, penisiline yiiksek diizey direngli susa rastlanmamistir.
Tiirkiye’de pnémokoklarda penisilin direncini belirlemeye yénelik yapilan galismalanin

bulgulan Tablo X’da 6zetlenmistir.

Tablo X: Tirkiye’de pnémokoklarda penisilin direncini belirlemeye yonelik ¢alismalar

Caligma grubu izolat sayis: ODD % YDD % Yintem Yl Kaynak
Tungkanat 68 26.3 73 Agar diltisyon 1992 63
Gur 70 30 17 Agar dildsyon 1994 64
Simerkan 49 22 0 Agar diliisyon 1992-94 65
Ongen 41 34 0 Agar diliisyon 1994-5 66
Cavusoglu 84 30.8 1.2 Agar dilisyon 1996 67
Ozalp 53 40 2 E-test 1997 68
Kocagoz 86 21 35 E-test 1997 69
Kanra 88 31 2 E-test 1997 70
Gondlla 80 313 10 E-test 1998 71

ODD: Orta diizey direng YDD: Yiiksek diizey direng

Kayseri ve yoresinde 1992°den beri yapilan galigmalarda penisiline yiiksek .
diizey direngli pnédmokok susuna rastlanmamigtir. Kayseri ydresinde penisilin direncini

belirlemeye y6nelik ¢aliymalara ait bulgular Tablo XI’de 6zetlenmistir.
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Tablo XI: Kayseri y6resinde pnémokoklarda penisilin direncini belirlemeye y6nelik

calismalar
Yl izolat sayms: ODD % YDD % Yéntem Kaynak
1992-1994 49 22 0 Agar diliisyon 65
1996-1997 68 21 0 E-test 72
1997-2000 193 23 0 E-test *

*: Bu galisma

Yiiksek diizey direngli suslann seleksiyonunun en 6nemli sebebi (3-laktamlar,
ozellikle de aminopenisilinlerin agin  kullanimidir (41-42). Cunkit B-laktamlar
orofarinkste bulunan penisiline direngli S. preumoniae suslanmn ve pnomokoklardaki
PBP degisikliklerine 6nciilik eden genler igin rezervuar gorevi yapan diger penisiline
direngli oral streptokoklann seleksiyonuna yol agaralar. Bununla birlikte serotip 6B,
23F gibi ¢oklu antibiyotik direnci gosteren suslar bir kez seleksiyona ugradiktan sonra,
eritromisin, ko-trimoksazol gibi B-laktam dis1 antibiyotiklerin asin tilketimiyle bu
suglarin oram1 hizla artar (73). Ko-trimoksazol ve eritromisin ile ampisiline gore
penisilin direngli pnémokok seleksiyonunun ¢ok daha fazla oldugunu gdsteren
¢alismalar da vardir (7, 74).

Penisiline direngli pnomokoklar bir kez seleksiyona ugradiktan sonra, bazi risk
gruplarinda kolayca kolonize olmakta ve infeksiyon olusturmaktadir (7, 41, 75). Bu nisk

gruplan Tablo XII’de gésterilmistir.
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Tablo XU: Penisiline direngli pnémokoklar ile kolonizasyon ve infeksiyon igin risk
faktorleri

Risk Faktorleri

1. Son 6 ay igerisindeki antibiyotik kullanimi
- {8-laktamlar

- Eritromisin

- Kotrimoksazol

2. Yas

- < 15: gelismemis imminite
- >70: immiinodepresyon
3. Otite egilimli yam
4. Son 3 ay igerisinde hastanede yatma 6ykaisii
5. Antibiyotik profilaksisi
6. HIV infeksiyonu
7. Nozokomiyal pnémoni

8. Alkolizm

9. Prevalansin yliksek oldugu bdlgede yagama

Bu risk faktorleri incelendiginde kisitli antibiyotik kullamm politikalarimn
uygulanmadigy iilkemizde heniiz pnémokoklarda penisilin direncinin ok yiksek
olmamas ilgi ¢ekicidir. Ancak ekonomik nedenlerle antibiyotik profilaksisi ya da
tedavisinin simrh kalmasi, HIV infeksiyonunun ilkemizde yaygin olmamasi ve belki de
ilkemizin diinyada problem olan g¢oklu direngli S. preumoniae klonlan ile heniiz
tanismamis olmasi bu durumu agiklayabilir.

Baquero (35), pnomokoklarda penisilin direnci gelisimi ve toplumda yayilmasi
sitrrecini bes evrede incelemektedir. Bu evrelerin en 6nemlisi, toplumda direncin ilk
olarak ortaya ¢iktif1 ve bu suglarla kolonizasyonun bagladify “evolutive faz”dir. Bu
donemde siiratle énlem alinmalidir. Ciinkii bu dénemden sonraki “penetrasyon fazi"nda
yiiksek diizey direngli suglar ortaya gikar ve yayilir. Ancak 1992 yilindan beri Kayseri
yoresi’nde bu konuda yapilan galigmalardaki bulgular, bu ¢aliyjmada da oldugu gibi

Baquero’nun hipotezini desteklememektedir. Ciinki 1992°den beri bu yérede penisiline
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yiiksek diizey direngli pndmokok susu saptanamadig gibi, orta diizey direngli sus orani
da % 20-23 arasinda kalmistir (65, 72). Tirkiye’deki bulgularnin aksine Fransa,
Macaristan, Ispanya gibi birgok ilkede penisiline direncin hizla artifim gosteren
¢aligmalar vardir (57, 76, 77). Omegin Ispanya’da 1979°da % 6 olan orta diizey
penisilin direnci, 1996°da % 30.3’e; 1979°da % 0 olan yiiksek diizey penisilin direnci %
11.7’ye ¢ikmugtir (77). Yine 1996-1997 yillan arasinda ist solunum yolu infeksiyonu
olan hastalardan izole edilen S. pneumoniae suslannda ylksek diizey penisilin direnci %
37 olarak bulunmustur (56). Amerika Birlesik Devietleri’nde 1980’lerde % 3.8 olan
penisilin direnci 1992°de % 17.8’e, 1997°de ise % 43.8’e yiikselmigtir (78).

Pnomokoklarda hizla artan ve tedavide problem olusturan penisilin direnci
sorunu, penisilin direncinin belirlenmesine yoénelik kolay uygulanabilir yontemleri
gindeme getirmigtir. NCCLS’a goére lug oksasilin diski kullamlarak disk diffiizyon
yontemi ile yapilan testi rutin mikrobiyoloji laboratuvarlannda kullanilabilecek bir
testtir (54). Ancak selektif antibiyotik baskisi altinda disik affiniteli PBP2X lerin
kazanilmasiyla pnomokoklar penisiline duyarli oiduklarn halde oksasiline direngli
goriilebilirler. Bu da susun yanlighkla penisiline direngli rapor edilmesine neden olabilir
(79). Bu ¢aligmada da oksasilin yoéntemu ile direng saptanan 69 sugstan 25 (% 36)’inin E-
test ile duyarli bulunurken, oksasiline duyarli oldugu halde penisiline direngli susa
rastlanmamgtir.

Oksasilin testi duyarli bir test olmakla birlikte yiiksek diizey ve orta dizey
direngli suslann aymmminda yetersizdir. Ozellikle pnomokok menenjitlerinde bu
aymnmin yapilmasi sarttir. Ciinkd menenjit dis1 infeksiyonlarda eger etken orta diizey
direngli bir pnémokok ise yitkksek doz penisilinle bu infeksiyonlarin tedavisi
miimkiindir. Ancak orta diizey direngli bir pnomokoklarla meydana gelen

menenjitlerde penisilinle tedavi s6z konusu olamaz (80, 81). Bu nedenle MIK
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belirlenmesi gereklidir. Bu amagla, bugin S. preumoniae igin kullamilan standart
yontem sivi dilisyon yontemi olmakla birlikte (54), E-test de duyarliifn ve
tekrarlanabilirlifi ispatlanmig, uygulamasi kolay bir yontemdir (82, 83). Bu nedenle bu
calismada E-test tercih edilmistir.

Azalmig penisilin duyarlilifn gdsteren pnémokoklann tedavisinde bugiin birinci
tercih iglinclt kusak sefalosporinlerdir (80, 81). Dérdinci kusak sefalosporinlerin
ozellikle de sefpiromun direngli pnémokok infeksiyonlannda etkili oldugu
gosterilmistir (37). Cok yaygmn olmamakla birlikte bu gruba da direng bildirilmeye
baglanmustir (84, 85). Bununla birlikte penisiline yiiksek diizey ve sefalosporinlere orta
dizey direncli oldugu belirlenen pnémokoklar ile meydana gelen menenjitlenin bile
detincd kusak sefalosporinler ile basanyla tedavi edilebilecedi iddia edilmektedir (86).
Turkiye’dek: birgok galismada sefalosporinlere tam duyarhilik gosteriimisken (67, 72),
nadir de olsa direng bildiren ¢alismalar da vardir (64, 69). Calismamizda da sefotaksime
ne orta dizey ne de yiksek diizey direngli sus saptanmamistir. Yoremizde
pnomokoklarda sefalosporin direnci sorunu olmadig agiktir.

Nazofaringeal kolonizasyona, infeksiyona yol agan ya da antibiyotik direnci
gésteren kapsiiler serotipler yas, cografi bélge ve sosyoekonomik duruma goére
degismektedir (87, 88). Risk faktérlerinin azaltilabilmesi ve invaziv infeksiyon
olugturan pnomokoklara karsi etkili agilann hazirlanabilmesi igin degisik cografi
bolgelerdeki veya toplumlardaki baskin serotiplerin belirlenmesi gereklidir.

Pnoémokoklann olusturdugu 7000 invaziv infeksiyon epizodunun incelendigi gok
merkezli bir ¢alismada Avrupa ve Kuzey Amerika’da serogrup 19 ve 23 yaygin iken,
Giiney Amerika’da daha ¢ok 1 ve 5’in invaziv hastalik olusturdugu gézlenmistir (28).
Aym ¢alijmada serogrup riskinin belirlenmesinde yasin 6nemli oldugu

vurgulanmaktadir.
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Bugiin, penisiline direngli ya da ¢oklu antibiyotik direncli pnoémokok susglarinin
birkag serogrupla siurh oldugu bilinmektedir. Penisiline orta diizey direngli suglarda ise
daha genis bir serogrup yelpazesi s6z konusu olmakla birlikte, yine direngli suglardaki
serogruplar baskindir (89). Fransa (7, 76), Kenya (90), Giiney Afrika (8), Ispanya (91),
Sili (92) ve Yunanistan (61)’dan bildirilen birgok calismada penisiline direngli
pnomokoklarn gogunlukla serogrup/serotip 6, 9, 14, 19 ve 23’e, coklu direng gosteren
suslarin ise daha gok serotip 23F’¢ ait oldugu gosterilmistir.

Tiirkiye’de serotiplendirme konusunda simirh sayida arastirma vardir. Bunlarda
da direngli suslanin siklikla serogrup 6, 9, 19 ve 23’¢ ait oldugu gosterilmistir (67, 69,
70). Galismamizda ise tim suslarda sirasiyla serogrup/serotip 19, 1 ve 6 baskin iken.
direngli pnémokoklarda itk siray: serogrup 19 ve 23’in aldigr gorilmiistiir (Sekil 4 ve
5). Serotiplendirilemeyen sus oram %8’dir. Bu yoniiyle bugiin kullaniimakta olan 23
valanli polisakkarit agidaki serotiplerin, yéremizde izole edilen pnomokok suslannin
%92°sini  kapsadify soylenebilir. Direngli suslarda ise asi dist bir serogruba
rasttanmadigindan asimin yaran agiktir. Tiirkiye de dahil olmak iizere tim diinyadaki
¢aligmalarda 23 valanli asinin yeterliligi konusunda benzer sonuglar elde edilmistir (61,
69, 70, 91, 92). Bununla birlikte bu agimin bagisiklik yanit: olusturma etkisi 6zellikle
bebekler ve immiin yetmezlikli hastalarda tartismalidir (49). Normal eriskin
populasyonda bile bu 23 valanh polisakkarit aginin koruyuculugu % 50-70’dir ve ilk
yiin sonunda antikor diizeyinde belirgin azalma gozlenmektedir (93). Kapsiiler
polisakkarit agisimin zayif immiinojenite olugturmasi nedeniyle pnoémolizin, otolizin,
néraminidaz, PspA, PsaA gibi protein tabiatindaki bazi virilans faktorleri ile a1
¢aligmalan baslamigtir. Ancak bunlardan sadece PspA faz I/II ¢aligmasina gegebilmigtir.

Bugiin faz III ¢ahgmasina gegebilen ve 6zellikle risk gruplan igin 23 valanh polisakkarit




34

asidan daha imminojen oldufu bilinen tek ast ¢iplak kapsiler polisakkaritin direkt
olarak tasiyici bir proteine baglanmasi ile elde edilen konjuge agilardir (51, 52, 94).

Bu agilarda tastyici olarak tetanoz toksoidi, difteri toksoidi, CRM 197 (difteri
toksoidinin mutantt), meningokokal dis membran kompleksi, Haemophilus influenzae
diy membran proteini kullamlmaktadir. Polisakkarit-protein tasiyici birlikteligi
polisakkaride T-bagiml1 protein antijenlerinin tipik antijenik 6zellikierini kazandinr. Bu
da T hiicre cevabmm artinr. Kisacas:i konjuge asilarda ama¢ normalde T-bagimsiz
sakkaridi, 6zellikle immiin yetmezlikli gruplarda daha imminojen ve etkili olan T-
bagimli antijen haline getirmektir (52).

Bugiin faz III ¢alismalan devam eden konjuge asilar ve icerdigi serotipler Tablo

XIII'de gosterilmistir.

Tablo XIII: Glikoprotein konjuge pnomokok asilan

Konjuge as [cerdigi serotipler

4 valanh 6B, 14, 19F, 23F

7 valanh 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F

8 valanli 3, 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F

9 valanh 1, 4,5,6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F

11 valanh 1,3, 4,5,6B,7F, 9V, 14, 18C, 19F, 23F

Konjuge asilarda kullamilacak antijenlerin segiminde, toplumda yaygin olan, en
sik invaziv infeksiyon olusturan ve antibiyotiklere direngli serotiplerin tercih edilmest
gerekir. Bu amagla 1978-1994 yiilan arasinda “Centers for Disease Controls and
Prevention” tarafindan 6 yas alti gocuklar dzerinde yiiritiilen bir pnémokok siirveyans

programinda elde edilen suglar serotiplendirilmis ve serotip 14, 6B, 19F, 18C, 23F, 4 ve
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9V’nin suglarin % 78’ini olusturdugu goézlenmistir. Bu ¢alismada bu serotipleri igeren
bir konjuge pnomokok asisimin bakteriyemilerin % 86’°sin1, menenjitlerin %83’iinii ve
orta kulak iltihaplarinin % 65°in1 §nleyebilecegi iddia edilmektedir. Aym ¢aligmada bu
aginin  penisiline orta diizey direngli pnémokoklarin % 80’inmi, yiksek dizey
direnglilerin ise % 100’Uni kapsadig: saptanmustir (95). Bu ¢aligmanin sonuglarina gére
ABD’nde 7 valanh konjuge asinin yeterli oldugu goriilmektedir.

Yine benzer bir epidemiyolojik c¢aligmada 7 valanli konjuge asinin, ABD,
Kanada, Afrika ve Avrupa’da invaziv infeksiyonlardan izole edilen pnémokoklarin %
70-88’in1 kapsadify; Latin Amerika ve Asya’da ise ancak 7 valanliya ek olarak serotip 1
ve 5’1 igeren 9 valanli aginin invaziv infeksiyonlarin énlenmesi igin yeterli olacag
saptanmigstir (96).

Invaziv infeksiyon olusturan serotiplerin toplumdan topluma degistigi
bilinmektedir (87, 88). Bu nedenle her toplumda yaygin serotiplerin belirlenmesi, o
toplumda kullamlacak asimin belirlenmesi, dolayisiyla da invaziv pnémokok
infeksiyonlarinin ve pnémokoklarda direncin 6nlenmesi igin yarali olacaktir.

Yoremizde 1zole edilen suslann serotip dagihmina bakildiginda, 11 valanl
aginin suslann % 87’sin1, 9 valanli asimin suslann % 78’ini, 4 valanh asinin ise suslarin
% 61’ini kapsadigy gériilmektedir (Sekil 4). Direngli suglar s6z konusu oldugunda ise 11
valanlt aginin daha yarali olacag: agiktir (Sekil 5).

Biitiin diinyada pnémokoklarda, penisiline ve diger antibiyotiklere giderek artan
diren¢ sorunu, direncin nasil yayildig1 sorusunu giindeme getirmistir. Bu konuda ii¢
hipotez vardir:

1. Vindans streptokoklardan uygun DNA pargalarinin kazamilmas: ya da PBP’lerdeki

mutasyonlar sonucu mozaik gen olusumu (33),
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2. Penisiline direngli pnémokoklardan degismis PBP genlerinin penisiline duyarli
pnomokoklara horizontal transferi (97),

3. Bir ya da daha fazla direngli klonun ¢ogalmasi ve yayilmas: sonucu (4) direng
gelismektedir.

Genel olarak farkli genetik yapiya sahip olan ancak aymi degismis pbp genlerini
tagiyan direngli pnémokoklann horizontal; ayni genetik yapiya sahip olanlann ise
klonal yayildig1 séylenebilir (3). Ozellikle klonal yayilim, birbirinden ¢ok uzak cografi
bolgeler hatta kitalararasi yayilima neden olmasi nedeniyle 6nemlidir (4, 5).

Serotipi 23F olan, penisilin, tetrasiklin, kloramfenikole ve bazen de eritromisine
direncli olan Ispanya klonunun Avrupa’mn birgok ilkesine (4, 97-101), ABD’ne (102,
103) ve Giiney Afrika’ya (104) yayildig1 gosterilmistir. Ancak ayni klon Uzak Dogu’da
saptanamamustir. Japonya ve Kore’de izole edilen serotipi 23F olan direngli
pnomokoklarda genetik heterojenite belirlenmistir (105-107). Fransa’daki klonun
Ispanya’dakinden farkli olarak tetrasikline duyarli oldugu gésterilmistir (98).

Birgok iilkede genetik yapisi 23F klonu ile aym1 olmakla birlikte 19F serotipi
tastyan bir klon saptanmigtir (97, 98, 100, 108). Barnes ve ark. (109) daha once 23F
tastyicisi oldugunu belirledikleri bir gocuktan daha sonra serotipi 14 olan bir sus izole
etmisler, PFGE ve PBP tiplemesi sonrasinda bunun [spanya 23F klonunun bir varyant:
oldugunu bulmuslardir. Bu da kapstiler degisimin varhifim gostermektedir. Corso ve
ark. (110) ABD’nde solunum yolu 6rneklerinden izole ettikleri penisiline direngli
pnomokoklarin yaklagik % 40’imn Ispanya 23F klonuna ait oldugunu saptamislardir.
Ancak Tennessee’de izole edilen ve genis spektrumlu sefalosporinlere direngli 23F
serotipi gosteren pnomokoklarin bundan farkli, bolgesel bir klon oldugu bulunmustur
(111). Bundan bagka Finlandiya (112), italya (100), Israil (113), Bulgaristan (114) gibi

pek cok iilkede o yoreye 6zgit 23F klonlar saptanmistir.
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23F klonu diginda 14 (101, 114), 9V (97, 100, 110), 19A (57, 108, 114)
kionlarina ait oldugu belirlenen direngli kdkenlerin yayﬂrr"1as1 ile meydana gelen invaziv
infeksiyonlar da bildirilmigtir.

Hall ve ark, (115) pnémokoklarin klonal yapisi1 {izerine yaptiklan bir aragtirma
da ozellikle antibiyotiklere direngli sugslar arasinda epidemik klonlann varhgm
gostermigtit. Ancak penisiline orta diizey direngli ya da duyarh suslarda genetik
heterojenite saptanmigtir (112, 115),

Yoremizde izole edilen penisiline orta diizey direngli suslarda % 41°1 A klonuna
ait olmak tzere 8 farkh klon saptanmistir (Sekil 6).

Sonug olarak, yoremizde penisiline yiksek dizey direngli pndmokok susuna
rastlanmamigtir. Penisiline orta diizey direngli sus oram % 23 olarak bulunmustur, Tim
suslarda sirasiyla serogrup/serotip 19, 1 ve 6 baskin iken, orta diizey direngli
pnémokoklarda ilk sirayr serogrup 19 ve 23’in aldif goriilmastir. Hichir klonda belli
bir serotip hakimiveti bulunamamistir. Bu da orta diizey direngli suslardaki genetik

heterojenite bulgusunu desteklemektedir.
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