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ONSOZ

Streptococcus pneumoniae suslari bagsta ¢ocuklar olmak tizere saglikli bireylerin iist solunum
yollarinda flora elemam olarak bulunmaktadir. Tastyicillar S preumoniae ‘ye baglh
infeksiyonlarin yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Ozellikle aile, okul, yetimhaneler ve
kregler gibi insanlarin toplu halde, uzun siire bir arada yagadiklan yerlerde bireyler arasinda
yayilim gostererek ciddi infeksiyonlara neden olabilmektedirler.

Kapsiil antijenine gére 90 kadar serotipi saptanan S. preumoniae suslarmin olusturdugu
infeksiyonlardan g¢ogunlukla belirli serotipler sorumlu olmaktadir. Serotiplerin dagilim
bolgeler arasinda farkliliklar gostermektedir. Etkin agimin gelistirilebilmesi i¢in bir bolgedeki
dominant serogruplerin bilinmesinde biiyiik yarar vardir.

Molekiiler alttipleme yij;nemlerinin gelistirilmésiyle birgok infeksiyon hastaliginin
epidemiyolojisi daha iyi anlagilir olmustur. Alttipleme y6ntemleriyle kaynak ve bulas yollari
hakkinda yararli bilgiler elde edilebilmekte, bu bilgilerin kullamlmasiyla etkin korunma ve
kontrol 6nlemleri gelistirilebilmektedir.

S. pneumoniae suglanimin antimikrobiyal diren¢ durumu, prevalansi, serogrup ve genotip
dagilimi, Malatya toplumunda daha 6nce ¢aligtlmamugtir. TUBITAK destekli olarak yiiriitiilen
bu ¢aligmada; farkli sosyo-ekonomik sartlardaki saglikli ilkokul gocuklarinda, nazofarengial
kolonizasyon oramnin tespiti, izolatlarin antibiyotiklere diren¢ durumlari, ilimizdeki ¢ocuklar
arasindaki S. preumoniae serogruplerinin dagilimi ve molekiiler alttipleme yontemlerini

kullanarak izolatlar arasindaki epidemiyolojik iligkiyi belirlemek amaglanmustir.
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Ozet

Streptococcus pneumoniae genellikle saglikli gocuklarin nazofarenksinde bulunur. Tasiyicilar,
toplumdaki S. pneumoniae infeksiyonunun sirkiilasyonunda onemli role sahiptirler. Bu
¢alismanin amaci; farkli sosyo-ekonomik kogullara sahip olan saglikli ilkokul ¢ocuklarimin
nazofarenksinde S. pneumoniae tastyicilik orammni tespit etmek, suslarin antibiyotik duyarlilik
ve serogrup profillerini belirlemek ve tagiyicilar arasindaki epidemiyolojik iliskiyi ortaya
koymaktir. Dokuzyiizdokuz gocugun posterior nazofarenksinden siiriintii alinmis, ¢alisma
sonucunda bu ¢ocuklann 172 (%18,9)’sinde pnomokok tagtyicilifi saptanmustir. Tastyicilik
erkek gocuklarda ve sosyo-ekonomik diizeyi diisiik olanlarda daha yiiksek bulunmustur.
Suslarin sekiz antibiyotige duyarlihg disk difiizyon yéntemiyle arastinlmistir. Penisilin
direnci oksasilin diski ile taranmis, penisilin E test ile dogrulanmistir. Penisiline orta direngli
sug sayist 17 (%9,9) olarak belirlenmistir. Yiiksek seviyede pensilin direnci saptanamamustir.
Ko-trimetaksozol ve tetrasiklin direnci sirasiyla %11 ve %4,1 dir. Eritromisin ve klindamisine
diigiik oranlarda (sirasiyla %4,7 ve %3,5) diren¢ saptanmgtir. Biitiin izolatlar rifampisin,
levofloksasin, moksifloksasin ve vankomisine duyarli bulunmustur. Kapsiil sisme (Quellang)
reaksiyonu 154 susta yapilabilmistir. Bunlarin 32 tanesi tiplendirilememistir. Kalan 122 izolat
(tiim izolatlarin %76,2si) iginde 14 farkli serogrup tantimlanmistir. En sik gériilen serogrupler
sirasiyla 9, 19, 23, 10, 6 ve 18 olarak bulunmustur.
Penisiline orta derecede direngli 17 susun da bulundugu 145 susa “Arbitrary primed”
polimeraz zincirleme reaksiyonu (AP-PZR) g¢alisildi. “Pulsed Field Gel Electrophoresis”
(PFGE) ise 12’si penisiline orta derecede direngli olmak iizere toplam 57 susa uygulanabildi.
AP-PZR ile suslarin %70,5’i‘, PFGE ile %44,6’s1 epidemiyolojik olarak iliskili bulundu.
Sonug olarak; Bulunan serogrupler gelecekteki asilarin kapsamasi gereken serogrupler
hakkinda bilgi vermektedir. Malatya’da diisiik sosyo-ekonomik durumdaki 7 yas grubu
gocuklar pnomokok tasiyicihg agisindan yiiksek riske sahiptir. Bolgemiz igin Penisilin G
direnci heniiz 6nemli bir sikinti olusturmamaktadir. Cocuklarin nazofarenksinde kolonize S.

pneumoniae suslan arasinda yiiksek oranda epidemiyolojik iliski vardir.
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SUMMARY

Streptococcus pneumoniae commonly colonizes in the nasopharynx of healthy children and
carriers may have an important role in circulation of this bacterial infection in a community.
The aims of this study are to assess nasopharyngeal colonization rate, serotyping and
antibiotic susceptibility patterns of S. pneumoniae isolates in healthy primary school children
with different socio-economic conditions and to determine clonal relationship between the
isolates. Cultures were performed from the swabs obtained from posterior nasopharyngeal
walls of 909 children and 172 of these children (18.9%) were found to be carriers. Carriers
were more often in male sex. Children with low socio-economic level had the highest carriage
prevalence. The susceptibilities of the isolates to eight antibiotics were studied with disk
diffusion test. The strains defined as penicillin resistant by oxacillin disk were retested with
the penicillin E test. The number of intermediate penicillin-resistant S. pneumoniae strains
was 17 (9.9%). No high level penicillin-resistant S. preumoniae was found in this study.
Resistance rate to co-trimoxazole and tetracycline were 11 %, and 4.1%, respectively. While
resisténces to erythromycin (4.7%) and clindamycin (3.5%) were low. All isolates were
uniformly susceptible to rifampicin, levofloxacin, moxifloxacin and vancomycin. Serotyping
with Quelling reaction was performed on 154 strains. Of these, 32 were not typed. Fourteen
different serotypes were identified in the remaining 122 isolates. The most prevalent serotypes
were serotypes 9, 19, 23, 10, 6, and 18 accounting for 76.2% of all typed isolates. Arbitrary
primed polymerease chain reaction (AP-PCR) was used for molecular typing of 145 strains
including 17 penicillin-resistant S, prneumoniae isolates. While Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) could be performed for 57 strains including 12 penicillin-resistant
strains. AP-PCR and PFGE showed that 70.5 % and 44.6% the strains typed were
epidemiologically related, réspectively.

Iﬁ conclusion: Serotyping data give us preliminary idea about the possible coverage of future
pneumococcal vaccine. Our findings also show that penicillin G is still suitable agent for
empiric treatment of pneumococcal infections in our population since penicilin resistance
doesn’t constitute an important trouble in our area and low socio-economic status may be risk
facfbrs for carriage of . pneumoniae among healthy primary school children. There was hlgh
epidemiological relationship among the nasopharyngeal S. pneumoniae strains of the children
in Malatya.




_ GIRIS VE GENEL BIiLGILER

Streptococcus pneumoniae sikhikla gbcuklarr olmak iizere saghikh bireylerin ust solunum
yollarinda flora eleman: olarak bulunur. Ust veya alt solunum yellaﬁ epitelinde herhangi bir
hasar olusmadik¢a, varliklarim kommensal olarak siirdiiriirler. Pnémokok infeksiyoniar@n '
yayilmasinda, tastyicilar 6nemli rol oynamaktadirlar. Tasiyicilik aile, okul, yeﬁmhaneler&e
kregler gibi insanlarin toplu halde, uzun siire bir arada yasadiklan yerlerde daha da
artmaktadir. 7

S. pneumoniae tastyicihfin risk faktorleri iyi aragtinlmistir. Kiiciik yas, dnceden antibiyotik
kullanmis olmak, altta yatan hastaliklar, sigara kullanim, yakin aile ici iliskiler, okul ve kres
gibi toplu yaganan yerlerde bulunmak, diger solunum yolu enfeksiyonlarmin varhign 6nemli
risk faktorleridir (4,6,20,21,28,29). Isve¢ gibi sdguk tilkelerde mevsimsel degisiklikler S.
pneumonige tasiyicilifi agisindan 6nemli bulunmazken, Hindistan gibi tropikal iilkelerde,
soguk aylarda, sicak aylara gore tasiyicilik belirgin gekilde daha yitksek bulunmustur (17,19).
Ust solunum yollarinin viral enfeksiyonlar: ve orta kulakta negatif basinca neden olan staki
borusunda 6dem olusumu orta kulak iltihabina ortam hazirlar. S preumoniae, bu
enfeksiyonun en sik nedenleri arasinda yer alir. Ayrica siniizit, akciger enfeksiyonu, sepsis ve
menenjitlerde 6nemli rol oynar.

S. pneumoniae izolatlarindaki antibiyotik diren¢ oranlan biitiin diinyada siirekli artmaktadir
(36,38,41). Bu da toplumda direncli suslarin sirkﬁlasyonunu gosterir. Saghkh tasiyicilarda
penisilin ve ¢ogul ilag direngli suslarin varhig1 ampirik tedaviyi zorlagtirir.

S. pneumoniae suglan kapsiil sisme reaksiyonu (Queﬂang veya Neufeld reaksiyonu) ve &zel
pndmokok antiserumlariyla aglutinasyon gibi bir¢ok yontemle serolojik olarak tiplendirilir,
Kapsiil polisakkaritleri ile diger bakteriler arasinda capraz reaksiyonlarm varhg
gosterilmigtir. Tiplendirmede Amerikan ve Danimarka isimlendirmesi kullamimaktadur.
Amerikan serogruplendim}esine ormek 1,2,3.4, 79, 83, 84 ve Danimarka
serogruplendirmesine 6rnek 1,2,3,6A, 7A, 9N, 18F, 33A, 33B, 47A dir (39). S.
pneumoniae 90 dan fazla serogrup igerir. Aym llke ve degisik iilkelerde yasayan farkh
toplumlarda, pnomokoklarda serogrup ve genotip degisiklikleri mevcuttur (1,2,13,32).
Direngli serogrupleri  tespit etmek i¢in taramalarin periyodik olarak yapilmasi ampirik
tedaviye yardimci olabilir. As1 hazirlamada yeni stratejiler gelistirilebilir. Tﬁrkiye’dé ;'
pndmokoklarin serogruplendirme ve genotiplendirme ¢aligmalari sinirhidir (5,6,11).




S. pneumoniae nin alttiplemesi i¢in birden fazla molekiiler yontem mevcuttur. Arbitrarily
primed (random amplified) polimeraz zincirleme (AP-PZR) reaksiyonu ve Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) siklikla kullamlan yontemlerdir (1,2,13).

AP-PZR reaksiyonu: Uygulanma kolaylig1 ve kisa siirede sonug verebilme agisindan genig
kullanim alam bulan bu yontemin en onemli dezavantaji heniiz standardizasyonun
saglanamamig olmasidir. Primerlerin baz dizilimi ve amplifikasyon kosullarina gére
degismekle birlikte ayirim giicti oldukga iyidir. Patern farklilifimin yorumlanmasinda kabul
gormily bir kural yoktur. Laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik oram yiiksek
degildir. Bu sorunlan gidermek igin kullanan hedef DNA ekstraksiyon protokolu, DNA
konsantrasyonu, primerlerin baz dizilimi ve konsantrasyonu, MgCl; konsantrasyonu, tampon
ve Taq DNA polimeraz enziminin g¢aligma siiresince sabit tutulmasi gerekmektedir.
Laboratuvarlar arasi standardizasyonu saglamak igix;, M13 olarak bilinen tiniversal primer’in
kullamlmasy; sonuglarin giivenilirligini arttimak icin standardize edilmis amplifikasyon
karigimi, aym thermocycler’ da standart bir amplifikasyon protokoliiyle uygulanmali, tim
salgin izolatlar1 aym anda galistlmali ve sonuglar en az ii¢ kez tekrar edilmelidir (42).

Pulsed Field Gel Electrophoresis: Molekiiler tiplendirme yontemlerinin altn standard:
olarak kabul edilmektedir. Digér yontemlerle kiyaslandiginda ayinm giicti onlara esit veya
daha fazladir. Zaman alicy, laboratuvarin kurulmasi pahalhidir. Ancak, iistlin adaptasyon
kolayhigs, tekrarlanabilirligi ve ayimm giicii nedenleriyle bu yontem major' nozokomiyal
patojenlerin ve bazi toplum kaynakli patojenlerin tiplendirilmesinde gegerli olan bir metottur
. ‘

Bu yontemde, siv1 veya kati besiyerinde iiretilen bakteriler, diisiik erime 1s1l agaroza
kangtirihip kuciik kahiplar icine dokiilmektedir. Agaroz icine kanigtinlan bakteri hiicreleri,
detexjanrve enzim yardimiyla pargalanarak (m situ-lysis) DNA izolasyonu yapilmaktadir.
PFGE’de bozulmamis DNA gerekli oldugundén, DNA’da kinlmalara yol agabilen geleneksel
DNA izolasyonu bu yontem i¢in uygun degildir. Liziz islemini takiben agaroz kaliplar iyice
yikanarak veya diyalize edilerck protein ve karbon hidrat gibi kontaminantlarmn
uzaklastinilmasi saglanir. Biyitk olan kromozomal DNA agaroz jel icinde tutulu kalir. Agaroz
i(;indekir bakteriyel DNA, Aispeten az sayida ve bilyitk pargalar olusturan bir restriksiyon
enzimi (RE) ile kesime ugratilmaktadir (in situ-digestion). Daha sonra iginde kesime

ugratilmis DNA pargalar1 bulunan kaliplar, elektroforez uygulanacak jel igindeki uygun
gukurlara yerlestiriimekte ve belirli araliklarla yoni degistirilen elektrik akimina tabi
tutulmaktadir. Bu tip bir elektrik akimi, 10-800 kilobazitkk DNA segmentlerinin net olarak
ayirt edilmesine imkan saglamaktadir (7).
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S. pneumoniae suslanmn antimikrobiyal direng durumu, prevalansi, serogrup ve genotip
dagilimi, Malatya toplumunda, daha &nce ¢aligtlmamistir. Bu ¢alismada; farkli sosyo-
ckonomik  sartlardaki saglikli ilkokul gocuklarinda, nazofarenjial kolonizasyon oraninin
tespiti, izolatlann antibiyotiklere diren¢ durumlan, ilimizdeki gocuklar arasindaki .
preumoniae - serogruplerinin dagihmi ve molekiiler alttipleme yontemlerini kullanarak

izolatlar arasindaki epidemiyolojik iligkiyi belirlemek amaglanmstir.

MATERYAL VE METOTLAR

Cahgma grubu: Calisma, Malatya ilinin farkh bolgelerindeki iic ilkogretim okulunda yapild.
Birinci okula ait 63renciler genellikle sehir merkezinde oturmakta olup, 6zel okul ve kolej
imkanina sahip, zengin ve refah seviyesi yiiksek ailelerin ¢ocuklartydi. ikinci okulun
dgrencileri ise, genellikle sehir merkezinde oturmakta ve devlet okullarina devam etme
imkanina sahip, sosyo-ekonomik seviyesi orta diizeyde olan ailelerin cocuklariydi. flgiincii
okulda, sosy6~ekonomik seviyesi en diisiik, g@ekoﬁdu semtinde ikamet eden cocuklar
bulunmaktaydi. Son iki hafta iginde herhangi bir solunum yolu enfeksiyonu gegirmeyen ve
antibiyotik tedavisi almayan 909 saghkli gocugun posterior nazofarenksinden tek stirlintii
alindi. Her siiriintti, hemen %5 defibrine koyun kam iceren tn'ptik' soy agar (TSA) plaklarina
ekildi. 37°C’de %5 CO,’li atmosferdeki gecelik inkiibasyondan sonra, karakteristik yesil, diiz
alfa-hemolitik koloniler izole edildi. Optokin diskine duyarlihig1 ve safrada erime testine (%10
sodyum deoksikolatin kullanildig: tiip metodu) gore S. preumoniae olarak tanimlandi. Tiim
S. pneumoniae suslar, %3 gliserol iceren BHI besiyerinde —~70°C’de stokland1.

Duyarhlik testleri: Standart disk-difuzyon testi, NCCLS kriterlerine gore uygulanarak
izolatlarin sekiz antibiyotige karst duyarliliklar1 %5 koyun kanh Muller-Hinton agarda yapildi
(22). Kullarﬁlan antibiyotik diskleri; eritromisin (15ug), klindamisin (2ug), ko-trimeksozol
(25pg ), tetrasiklin (30pg), rifampisin (Spg ), levofloksasin (5ug), moksifloksasin (Spg) ve
vankomisin (30ug) idi. 1 pg oksasilin diskiyle (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England )
penisilin direnci arastinldi. 19 mm yada daha kii¢iik inhibisyon zonu gésteren izolatlar
penisilin E test ile dogrulandi. MIC testinin sonuglarma gore < 0.06 mg/L (duyarly), 0.1-1.0
mg/L (intermediate) ve > 2 mg/L (direngli) olarak degerlendirildi (26). Kalite kontrol i¢in S,
pneumoniae ATCC 49619 referans susu kullanilds.

Serbgrupleme: Toplam 172 8. pneumoniae sugunun 154’1 igin serogruplendirme yapﬂabildi.x

Onsekiz susun saklama stoklarindan iireme olmadi, Serogruplendirme as: serogruplerini
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kapsayan havuzlanmis 12 Pneumotest antiserumu kullanilarak, Quelling reaksiyonu (kapsiil
sisme reaksiyonu) ile yapildi. , ,
Molekiiler tipleme: Penisiline orta derecede direncli 17 susla birlikte toplam 145 suga
“Arbitrary primed” polimeraz zincirleme reaksiyonu (AP-PZR) calisildi. “Pulsed Field Gel
Electrophoresis” (PFGE) ise penisiline orta derecede direngli 12 ve duyarh 45 olmak iizere
toplam 57 susa caligilabildi. Diger suslarda subkiiltiir veya tiplendirme agamalarinda sorunlar
cikti, i

“Arbitrary primed” polimeraz zincirleme reaksivonu (AP-PZR): Proteinaz K ve lizozim
enzimi kullamlarak bakteri hiicrelerinin lizizi gergeklestirildi. Takiben fenol-kloroform
ekstraksiyonu ve etanol presipitasyonu yapildi (40). UV spektrofotometre kulanilarak
orneklerdeki DNA konsantrasyonu belirlendi. Onceden optimize edilmis AP-PZR protokolu
(8) takip edilerek, wilde tip faj M13’tin kor diziliminden hazirlanan primer (5'-GAG GGT
GGC GGT TCT-3") yardimiyla 100 ng DNA’nin amplifikasyonu yapildi. Amplifikasyon
lirtinii etidyum bromiir igeren %1.5’lik agaroz jelde, 100 voltluk akimda 2 saat elektroforeze
tabi tutuldu. UV translimiinatorde bant profilleri goriintillendi ve dijital kamerada resim
¢ekilerek bilgisayaré aktanldi. Bilgisayardaki herbir susa ait bant profilleri GelCompare
software (version 3.0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) yardimu ile analiz
edildi. Tenover ve arkadaglarinin geligtirmis olduklan kriterlere gore suslar aym (cluster),
yakin iligkili, muhtemel iligkili ve farkl olarak simflandinildi (37).

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE):

Bakterilerin agaroza gdmiilmesini takiben lizostafin enzimi kullanilarak hiicreler pargaland:
ve proteinler uzaklastinld: (10). Agaroz igindeki DNA, 24 U Smal (Promega Corporation,
USA) restriksiyon endoniikleaz enzimiyle 24 saat 30°C lik su banyosunda bekletildi. DNA
fragmentlerinin aynistirilmasi i¢in 1% agaroza yerlestirilen plaklara, 0.5X Tris-borate-EDTA
tamponu icinde CHEF-DR 1l sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium)
elektroforez uygulandi. Elektroforez kosullari; baslangic ¢arpis siiresi 5 s, bitis garpis siiresi
40 s, tamponun sicakhig: 14°C, akim 6 V/cm, stire 24 saat olrak uygulandi. Eletroforezi
takiben jel etidyum bromiirle boyandi, UV transliminatér yardimiyla olusan bant prfilleri
gortntiilenerek bilgisayara aktanld1. Bilgisayardaki herbir susa ait bant profilleri GelCompare
software (version 3.0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) yardimiyla analiz
edildi. Tenover ve ark. (37) tarafindan geligtirmis olan kriterlere gore suslar aym (cluster),
yakin iliskili, muhtemel iliskili ve farkh olarak simflandirildi.

Isatistiksel analiz: Tasiyicilik oranlan degisikenlerinin. degerlendirilmesi i¢in ki kare testi
kullanildi. 0.05 den kiigiik P degeri istatistiksel agidan anlamh kabul edildi.
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BULGULAR :
Tagtyreihk: Caligmaya alinan 909 gocuktan 497’si (%54.7) erkek ve 412’si (%45.3) kizdu.
Yag aralif1 4-15 yil olarak bulundu (Tablo 1). Pnomokok tastyiciligt 172 ¢ocukta (%18.9)
saptand1. Tagiyicilarin 91°1 (%52.9) erkek ve 81°i (%47.1) kizd1.

Yas ve sosyo ekonomik durum agisindan anlamli farklar meveuttu. S. preumoniae en

sik 7 yagindaki ¢ocuklardan izole edildi (Tablo 1). Diisiik sosyo ekonomik seviyede olan
¢ocuklarda prevalans oram daha yiiksekti (Tablo 2).
Antibiyotiklere Duyarhlik: Test edilen 172 izolattan 23’1 (%13.4) oksasilin diski ile < 19
mm inhibisyon zonu gosterdi. Ancak, E testi ile izolatlarm yalnizea 17’si penisiline orta
derecede direngli saptandi. Eritromisin ve klindamisin direnci diisiiktii (eritromisin i¢in % 4.7
ve klindamisin igin %3.5). [zolatlardan %11’i ko-trimaksazole ve %4.1’i tetrasikline direngli
idi. Rifampisin, levofloksasine, moksifloksasin ve vankomisine biitiin izolatlar duyarliyd
(Tablo 3). Orta seviyede penisilin direngli 17 izolat aym zamanda ii¢ veya daha fazla
antibiyotife de direngli bulundu (¢ogul ilag direnci gosteriyordu (Tablo 4).

Serogrupler: Serogruplemeye alnan 154 izolatin 32°si  (%20.8) mevcut panel ile
tiplendirilemedi. En sik olan serogrup, serogrup 9 idi ve izolatlarin %23.8’ini olusturuyordu.
Siklikla bulunan serogrupler, sirastyla serogrup 19 (%13.9), serogrup 23 (%11.5), serogrup 10
(%10.7) serogrup 6 (% 8.5) ve serogrup 18 (% 8.3) idi. Daha diisiik oranlarda tanimlanan
diger serogrupler Tablo 5’te gdsterilmistir. Orta derecede penisilin direnci olan 17 izolatin
7’sinde serogrup 9, 5’inde serogrup 19, 3’iinde serogrup 23 ve 2’sinde serogrup 6 bulundu
(Tablo 6). Kalite kontrol i¢in kullamilan S. pneumoniae ATCC 49619 susu serogrup 19 olarak
saptandi.

Molekiiler tipleme: AP-PZR calisifan toplam 145 izolatm 112’sinin bant profili
degerlendirmeye alinabildi. Bu yontemle toplam 58 genotip saptandi. Izolatlarm 27 tanesi ayni, 31
tanesi yakm iliskili ve 21 tanesi muhtemel iliskili olarak bulundu. Genel olarak degerlendirildiginde,
toplam 79 (%70.5) izolat epidemiolojik olarak iliskili, 33 izolat iligkisiz saptandi. PEGE uygulanan 57
izolatin 47 tanesinde degerlendirilebilir bant profili elde edildi. Otuzbes genotip saptand.. izolatlarin
sekiz tanesi ayni, iki tanesi yakmn iliskili, on bir tanesi muhtemel iliskili bulunurken, yirmi alt1 izolat
epidemiolojik olarak iliskisizdi. Epidemiolojik olarak iligkili olabilecek suslarin orami %44.6 olarak
belirlendi. Penisiline orta seviyede direng gdsteren 17 susun 15 tanesi AP-PZR ile tiplendirilebildi ve
bu suglarin %40’1 epidemiyolojik olarak iliskili bulundu. Penisiline orta seviyede direngli 12 sugtan
yalnizca ikisi tiplendirilebilir PFGE profili gosterdi. Test edilen izolatlarin AP-PZR ve PFGE
yontemlerinden elde edilen bant pofillerinin, dendograma yansimasi, sirasiya  Sekil 1 ve 2 de :
goriilmektedir.




TARTISMA

S. pneumoniae‘nin nazofarenjial kolanizasyon oran farkli topluluklar arasinda
degisiklik gostermektedir. Roma’da tastyrcilik oram %14.9 olarak bulunmus ve ayni evde
licten fazla kisiyle birlikte yasamak, tasiyicilikla anlaml iliskisi olan tek risk faktorii olarak
belirlenmistir (28). Tagsiyicihk Banglades’ de %47 oraninda bildirilmistir (32). Pek cok
gocugun uzun siire bir arada yagadiklan giinlitk bakim merkezlerinde de daha yitksek oranlar
(%19,4 ve >%75) saptanmmstir (4,30). Popiilasyona dayali bu ¢aligma, ilimizde ¢ocuklar
arasinda S. pneumoniae tastyicilik durumunu gésteren ilk arastirmadir ve %18,9 oraninda
tagtyicilik tammlanmugtir. Literatiirle uyumlu olarak (1,33) diisitk sosyo-ekonomik diizeyde
olan ailelerin ¢ocuklarinda anlamli derecede yitksek oranda tasiyicilik saptand:. Bu ¢ocuklarin
beslenme durumlan ve kalabalik ailelerden gelmeleri yﬁkéek tagryteilik igin risk faktorii
olabilir, '

Izolatlarin penisilin G’ye direncinin taranmas: igin 1 pg’lik oksasilin diski kullamldi.
Ancak, oksasilin diski ile penisilin direngli olarak tamimlanan S, preumoniae izolatlarimn
%71.9’unun E-test ile orta derecede direngli oldugu gorilldu, yiksek seviyede penisilin
direnci saptanamadi. Oksasilin inhibisyon ¢ap1 <14 mm olan biitiin suslar, penisiline orta
derecede direngli olarak bulundu. Ancak inhibisyon ¢ap1 15-20 mm olan suslarda oksasilin
diski ile saptanan penisilin direnci onemli oranda hataliydi. Bu suslarin E-test ile tekrar test
edilme gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Onceden belirtildigi gibi (18), S preumoniae
izolatlarindaki penisilin direncinin tespitinde E-testinin en dogru ve etkili metot oldugu bir
kez de bu ¢alismayla gosterilmigtir.

~ Invaziv ve noninvaziv S. preumoniae suslarinda antibiyotik direng oranlarinda tilkeler
arasinda ve hatta aym iilke iginde cografik defiskenlikler gézlenmistir. Penisilin direngli
izolatlar, giiney Israil’de (%20) ilkenin geri kalan kismina gore daha az siklikta (%42)
bulunmugtur (13). Brezilya’da orta derecede penisilin direnci %41 ve yiksek seviyede
penisilin direnci %4 olarak bildirilmistir (30). Hong-Kong’ta bu oranlar sirasiyla %32.1 ve
%26.'1 olarak tanimlanmistir (4). Yunan gocuklarinda orta dereceli penisilin direnci %9 ve
yiiksek dereceli direng %7.6 ve eritromisin direnci %18.1 olarak bulunmustu (35). Ttirkiye’de
yiksek seviyeli direng %0-3.5 ve orta dereceli direng¢ %23-32.7 oraminda bildirilmistir
(5,11,14,734). Benzer sonuglar Italya da, Bari bolgesinde gozlenmigtir. Burada saglikh
¢ocuklarin %18.29°u S. pneumoniae agisindan pozitif saptanmis ve suslarin %8.6’s1 pénisiliﬁé '

orta derecede direngli bulunmustur. Ancak, eritromisine yitksek oranda (%65.5) direng
bildirilmistir (23). :




“

Bu calismada, suglarin sadece %9 u penisiline oria de
seviyede direncli sug bulunamadi. Buna gére ilimizdeki pnomokol
tedavisinde penisilin G hala uygun olan ajandir. Ancak iilke ; ;
penisiline orta derecede direncin yiiksek oranlarda bildirilmesi, eritromisin ve klind
direngli sus orammuzin disik bulunmasi gibi nedenlerle bu iki antibiyotik hayati Snemi

olmayan pnomokok infeksiyonlarinda alternatif olarak onerilebilir. Orta derecede penisilin

direnci olan pnomokok suslarmin hepsine moksifloksasin, levofloksasin, rifampisin ve

vankomisinin etkili oldugu bulunmugstur. Dolayisiyla bu ilaglar, ¢ogul ilag direncli §
pheumoniae suslarnin neden oldugu ciddi infeksiyonlarin tedavisinde etkili ajanlar olarak
kullamlabilir. Diinyada ¢ogul ilaca direngli S. preumoniae prevalansimin artifina dair yakin
zamandaki ¢alismalara karsin (16,41), bu g¢alismada ¢ogul ilaca direngli S. preumoniae
oranlari; orta derecede penisilin direngli izolatlarda %52.9 ve biitiin izolatlarda % 5.2 olarak
bulundu. Direng prevalanslarinda cografi goriilen degigkenlik kismen duyarlilik testlerindeki
metotsal yaklasim farklarina bagl: olabilir. Etkili ampirik tedavi i¢in ilaglarin se¢iminde yerel
ve bolgesel siirveyans gereklidir (22,38).

Diinyamin pek ¢ok bolgesinde yapilan ¢aligmalarda belli serogruplerin daha direngli
yada stk oldugu belirtilmistir (24,30). Serogrup 6, 9, 14, 19 ve 23 en sik saptanan
serogruplerdir (15,24,31). Bu bilgilerle uyumlu olarak, bolgemizdeki orta derecede penisilin
direngli S. pneumoniae izolatlar1 arasinda gozlenen serogruplar, serogrup 6, 9, 19 ve 23 idi.
Ayinm yapiimaksizin tiplendirilen tiim izolatlar arasinda en sik olan serogrup 9 idi. 7

Izolatlann %20,8’i kullamlan pnémokok tiplendirme antiserumlan ile reaksiyon
vermeyen “tiplendirilemez” suglar olarak tamimlandi. Bu durum siklikla steril olmayan
bélgelerden, nadiren de steril bolgelerden elde edilen izolatlarda bildirilmigtir (2,3). Bunlar
kapsiilsiiz suslar olabilir ve hastalik olusturma potansiyelleri diisiiktiir (3,27). Bir galigmada
steril ohnayan bolgelerden elde edilen S. pneumoniae izolatlanm %10 unun “tiplendirelemez”
oldugu bildirilmistir (2) .

Serogrupleme; pnomokok enfeksiyonlarimin yayilimim  azaltan/engelleyen  ve
mortaliteyi diigiiren agilarin gelistirilmesinde, yeni stratejiler planlanmasi i¢in ¢ok nemelidir
(21). Pek cok iilkede serogrup 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F ve 23F’yi iceren pnomokok asis1
kullam1m1.sf1r. Bunun antibiyotik direngli suglarmn tasiyicilik oranim diistirerek invazif olan ve
olmayan pnomokok enfeksiyonlannin énlenmesinde etkili oldugu goriilmiistiir (12). Ancak
pnomokok asis1 Tirkiye’de kullanilmamaktadir. Bu ¢aliymada buluna serogrupler ve direng
paternleri yeni pnomokok asilarinin hazirlanmasi igin flki; verebilir.




Bu ¢ahigmada, suglanin sadece %9’u penisiline orta derecede direngliydi ve yiiksek
seviyede direngli sus bulunamadi. Buna gbre ilimizdeki pnomokok enfeksiyonlarinin ampirik
tedavisinde penisilin G hala uygun olan ajandir. Ancak iilkemizin farkli bélgelerinden,
penisiline orta derecede direncin yiiksek oranlarda bildirilmesi, eritromisin ve klindamisine
direngli sus oranimizin diisiik bulunmasi gibi nedenlerle bu iki antibiyotik hayati 6nemi
olmayan pnémokok infeksiyonlarnda altematif olarak onerilebilir. Orta derecede penisilin
direnci olan pnémokok suslarimin hepsine moksifloksasin, levofloksasin, rifampisin ve
vankomisinin etkili oldugu bulunmustur. Dolayisiyla bu ilaglar, ¢ogul ilag direngli S
pneumoniae suglarimn neden oldugu ciddi infeksiyonlarin tedavisinde etkili ajanlar olarak
kullanilabilir. Diinyada gogul ilaca direncli S. pneumoniae prevalansinin arttigina dair yakin
zamandaki ¢aligmalara karsin (16,41), bu ¢alismada gogul ilaca direngli S. prneumoniae
oranlari; orta derecede penisilin direngli izolatlarda %52.9 ve biitlin izolatlarda % 5.2 olarak
bulundu. Direng prevalanslarinda cografi goriilen degigkenlik kismen duyarlilik testlerindeki
metotsal yaklagim farklanina bagli olabilir. Etkili ampirik tedavi i¢in ilaglarin segiminde yerel
ve bolgesel stirveyans gereklidir (22,38).

Diinyanin pek ¢ok bolgesinde yapilan ¢aligmalarda belli serogruplerin daha direncli
vada sik oldugu belirtilmistir (24,30). Serogrup 6, 9, 14, 19 ve 23 en sik saptanan
serogruplerdir (15,24,31). Bu bilgilerle uyumlu olarak, bdlgemizdeki orta derecede penisilin
direngli S. preumoniae izolatlar arasinda gézlenen serogruplar, serogrup 6, 9, 19 ve 23 idi.
Ayirim yapilmaksizin tiplendirilen tiim izolatlar arasinda en sik olan serogrup 9 idi.

Izolatlarin %20,8’i kullanilan pnémokok tiplendirme antiserumlan ile reaksiyon
vermeyen “tiplendirilemez” suslar olarak tammlandi. Bu durum siklikla steril olmayan
bolgelerden, nadiren de steril bélgelerden elde edilen izolatlarda bildirilmistir (2,3). Bunlar
kapsiilsiiz suslar olabilir ve hastalik olusturma potansiyelleri diisiiktiir (3,27). Bir ¢alismada
steril oimayan bolgelerden elde edilen S. pneumoniae izolatlarim %10’ unun “tiplendirelemez”
~ oldugu bildirilmistir (2) .
| Serogrupleme; pnomokok enfeksiyonlarinin  yayihmini  azaltan/engelleyen ve
mortaliteyi diigiiren asilarin gelistirilmesinde, yeni stratejiler planlanmasi igin ¢ok 6nemelidir
(21). Pek ¢ok iilkede serogrup 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F ve 23F’yi iceren pnomokok agist
kullanilmistir. Bunun antibiyotik direngli suglann tagiyicilik oramm diisiirerek invazif olan ve
olmayan pnomokok enfeksiyonlarinin onlenmesinde etkili oldugu goriilmiistiir (12). Ancak
pnomokok asis1 Tiirkiye’de kullamlmamaktadir. Bu qahgrpada buluna serogrupler ve direng

paternleri yeni pnomokok agilarinin hazirlanmasi igin fikir verebilir.




Infeksiyon hataliklarinin kontrol altina alinmasinda kaynaklarn saptanmasi kadar,
yayllmanin derecelendirilmesi de olduk¢a yararli olabilmektedir. Molekiiler tipleme
yontemleri ¢ahsilan izolatlar arasindaki epidemiyolojik iligkiyi en giivenli bigimde ortaya
koyan yontemlerdir (9). Bu galismada kullamlan AP-PZR ve PFGE tipleme yontemleri
pekgok gram pozitif ve gram negatif bakterinin molekiiler tiplemesinde kullamlmistir
(8,10,38,41). AP-PZR ile test edilen suslarin S. preumoniae ile yapilan tipleme ¢alismalarinda
AP-PZR ve PFGE ile smasiyla suslanin yalmizea %29.5 ve %55.4°11 birbiriyle tamamen
iligkisiz olarak bulunmustur. Bu bulgular, galigilan toplumdaki pnémokok suslar arasinda,
yiiksek oranda bulagin belirtileri olarak degerlendirilebilir.

Sonuglanmz, ilimizdeki gocuklar arasinda mevcut S. preumoniae serogrupleri ve
direng paternlerini aydinlatmaktadir. Serogrupler ve direng paternleri zamanla degisiklige
ugrayabileceginden, bolgemizde zaman zaman S. pneumonige ‘nin serogrup dagilim ve

direng siirveyansina ihtiyag vardir.

SONUCLAR

1-flimizde ¢ocuklar arasinda S, pneumoniae tastyiciik  durumunu  gésteren bu ilk
aragtirmada; %18,9 oraminda nazofarenjial tagiyicilik tanumlanmigtir. Tagiyicilik disiik sosyo-
ekonomik diizeyde ve 7 yagindaki gocuklarda anlamh derecede artmaktadir,

2-S. pneumonige suslarninda yiiksek seviyede penisilin direnci saptanmamis olmakla birlikte,
%9.3 oraninda orta seviyede penisilin direnci saptanmig olmasi, enfeksiyon etkeni olarak izole
edilen pnomokoklarda in vitro penisilin direncinin saptanmasinin  gerekliligini
dogrulamaktadir.

3-Oksasilin diski ile direngli bulunan S pnewmonige izolatlarimin penisilin E testi ile
dogrulanmas: gerekmektedir.

4-Tedavide, penisilinin alternatifi olan eritromisin ve klindamisine diisiik oranlarda da olsa
direng saptanmasi, bu ilaglarin ihtiyatla kullanilmalarinin gerekliligini gostermektedir.
'5- Vankomisin, levofloksasin, moksifloksasin in vitro etkinligi en iyi olan ilaglar olup, ciddi
pnomokok infeksiyonlarinin tedavisinde kullamlabilir. ,

5-S. pneumoniae suglarinda 14 farkli serogrup saptanmustir. Serogrup 9, 19, 23, 10, 6 ve 18
en sik saptanan tipler olup, tiplendirilen izolatlarin %76.2 sini kapsamaktadir. Bu bulgular
bolgemizde uygulanacak pnonokok agisinin kapsamasi gereken serogrupler agisindan yararli
olacaktir.
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6-Molekiiler tipleme yontemleri, cocuklanin nazofarenksinde kolonize S. pneumoniae
suslarimn, yiiksek oranda, epidemiyolojik olarak iligkili olabileceklerini g&stermektedir.
Penisiline direngli olanlardaki klonal iligki, duyarli olanlardan daha yiiksek degildi.
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Tablo 1. S. pneumoniae nazofarenjial tastyicilifinin yasa gore dagihim.

Yas Tagiyicilik durumu
(yiD) Say1 %

<6 10/61 16.4

7 89/308  28.9*

8 35234  15.0

9 32/206  15.5
>10 6/100 6.0
Total 172/909  18.9

*y*=35.05, P degeri: 0.000004538

Tablo 2. Farkh sosyo-ekonomik seviyedeki ilkokul ¢ocuklarinda S. preumoniae tagiyicilik
oranlari.

Okullar (n) Tagiyict

Sayi %
Okul 1, ytiksek sosyoekonomik diizey (114) 11 9.7
Okul 2, orta sosyoekonomik diizey (569) 109 19.2
Okul 3, diisiik sosyoekonomik diizey (226) 52 23.0*
Toplam (909) 172 18.9

*y2= 8 87, P degeri: 0.0119

Tablo 3 Saglikhi ¢ocuklardan izole edilen 172 S. preumoniae izolatinin antibiyotik

duyarliliklar1.

Antibivotik

duyarhi Orta duyarh direngli

say1 % Say1 %  Sayi %
Penisilin 156 90.7 16 93 0 0
Eritromisin 163 94.7 i 0.6 8 4.7
Klindamisin 166 96.5 0 0 6 3.5
Vankomisin 172 100 0 0 4] 0
Tetrasiklin 165 95.9 0 0 7 4.1
Ko-trimaksozol 148 86.1 5 2.9 19 11
Levofloksasin 172 100 0 0 0 0
Moksifloksasin 172 100 0 0 0 0
Rifampisin 172 100 0 0 0 0
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Tablo 4. Penisiline orta seviyede direngli 17 S. pneumoniae sugunun diger antibiyotiklere
direng profilleri

Direnglisus 1 Antibiyotik 2 Antibiyotik 3 Antibiyotik 4 Antibiyotik

Say1 8 4 3 2
% 47.1 23.5 17.6 11.8

Tablo 5. 122 S. pneumoniaé izolatimn serogrup dagilimi.

Serogrup Okul 1 Okul 2 Okul 3 Toplam
1 4 1 5

3 1 5 6

6 8 2 10
9 1 20 8 29
10 9 4 13
11 2 1 3
12 1 1 2
14 1 3 4
15 4 3 7
18 8 2 10
19 2 12 3 17
20 | 1 1
23 . 13 1 14
33 1 1
Toplam 5 90 27 122

Tablo 6. Orta seviyede penisiline direncli 17 8. preumoniae
susunun serogruplendirme sonuclart
Serogrup Say1

6

9

19

23
Toplam

— U Y B
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Sekil 1- AP-PZR sonuglannin dendogramda gosterilmesi.
(+) Orta seviyede penisilin direngli suslar, (-) penisiline duyarlt suslari gostermektedir
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Sekil 2. PFGE tipleme sonuglar1. (+) Orta seviyede penisilin direngli suslari, (-) penisiline
duyarli suslar1 gostermektedir.




PROJE OZET BiLGI FORMU

r{}%i: K(i}{iuz SBAG-2615
i s COCUKLARDA STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE NAZOFARENJIAL TASIYICILIGH,
ANDIRMA, ANTIBIYOTIKLERE DUYARLILIGI VE PENISILIN DIRENCLI
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<iijtesi Tibbi Mikrobivoloji Anabilim dal 44069, MALATYA
Kurolustlarin) Adr ve Adresi:
nin b /,’zss?i)g{; ve Bitis Tarihleri:
7z (en ¢cok 70 kelime):

sivonunun sirkilasyonunda dnemili role sahiptirler. Bu galismanm amact; farkli sosyo-ekonomik
u;iam sa%zzp l}geiﬁ saghikli ilkokul gocuklarmin nazofarenksinde S. preumoniae tagiyicilik oramini tespit etmek,
slarin antibivotik duyarhibik ve serogrup profillerini belirlemek ve tagiyicilar arasindaki epidemiyolojik iliskiyi
koymaktie, Dokuzyiizdokuz ¢ocugun posterior nazofarenksinden stirlintii ahnmis, calisma sonucunda bu
,gkéas‘s‘zz 172 (%18.9) sinde pnomokok tastyrcth@r saptanmugtir. Tagtyicihk erkek ¢ocuklarda ve sosyo-ekonomik
siik olanlarda daha viksek bulunmustur. Suslarm sekiz antzbiyotwe duvarlihgs disk difizvon yontemivie
gim~zsz Penisitin direnci oksasilin diski ile taranmns, penisilin E test ile dogrulanmistir. Penisiline orta direnc!

7 (969,59 olarak beiarimmmu Yiiksek seviyede pensilin direnci saptanamamistir. Ko-trimetaksozo! ve

dienci sirasiyia %11 ve %4, 1 dir. Eritromisin ve klindamisine diisiik oranlarda (sirasivla %4.7 ve %3.5)
wemisti. Bitlin izwiaﬁar rifampisin, levofloksasin, moksifloksasin ve vankomisine duyarly bulunmustur.|
¢ (Queliang) reaksivonu 154 susta vapilabilmistir. Bunlarin 32 tanesi lip endirilernemistiy. ‘Kalan 122
itlarin 2676.2s1) iginde 14 farkh serogrup tammlanmugtic. En sik gortilen serogrupler siraswyvia 9, 19,

s 18« k bulunmustisr,

= orta derecede direnglt 17 susun da bulundogu 145 susa  “Arbitrary pnmed polimeraz zincirleme
-PZR caligildi. “Pulsed Field Gel Electrophoresis” (PFGE) ise 127si penisiline orta derecede direncli
oplam 57 susa uygulanabildi. AP-PZR ile suslarin %70.5°i, PFGE ile %44.,6°s1 epidemiyolojik o azaix

d
.

‘\f;ma; otarak: Bulunan serogrupler gelecekteki asilarin kapsamasi gereken serogrupler hakkinda bilgi
. Malatya'da diisiik sosyo-ckonomik durumdaki 7 vas grubu ¢ocuklar pnomokok tastyicihgs ag;smdaf
;»k&; saluptir. Bolgemiz icin Penisilin G direnci hentiz onemli bir sikintt olusturmamaktadir. Cocuklarin
aku;;sc ¢ kolonize 5. preumoniae suslars arasimda viiksek oranda epidemivolojik iliski vardir.

o

imeler: Sweptococens  preumoniae, nazofarenjial tastyiciligi, serotiplendirme, antib Xi}u&iﬁf
isitin direncli sustaroun, AP-PZR, PFGE
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