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OZET

Penisilin baglayan proteinler (PBP), beta-laktam grubu antibiyotiklerin dogal hedefidir ve PBP’leri
kodlayan pbp1a, pbp2x ve pbp2b genlerindeki mutasyonlar, Streptococcus pneumoniae’da beta-laktamla-
ra karsi gelisen direncten sorumlu tutulmaktadir. Bu calismada, penisiline duyarli ve direngli S.pneumoni-
ae izolatlarinda, penisilin direnci ile iliskili pbpTa, pbp2x ve pbp2b gen bdlgelerinde yaygin olan mutas-
yon paternlerinin sikiginin belirlenmesi ve PBP genotip mutasyonlarinin antibiyotik direnciyle iliskisinin
degerlendirilmesi amaclanmistir. Calismaya, cesitli klinik 6rneklerden (32 nazofarengeal siriintd, 16 bal-
gam, ug kan, Ug yara, iki beyin omurilik sivisi ve birer adet olmak lzere idrar, apse, bronkoalveoler lavaj,
konjunktival stiriintd, trakeal aspirat ve kulak eflizyonu) izole elde edilen 62 S.pneumoniae susu dahil edil-
mistir. izolatlarin penisilin duyarlihgi disk difiizyon ve E-test yontemiyle belirlenmis; suslarin 23’G penisi-
line duyarli, 31'i orta diizeyde duyarl ve sekizi direncli olarak tanimlanmigtir. izolatlardan DNA ekstraksi-
yonu, hizli DNA izolasyon yontemiyle yapilmis ve “wild” tip dizilerine 6zgiil polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) temelli bir yontem kullanilarak penisilin direnciyle iliskili pbpTa, pbp2b ve pbp2x gen bdlgelerinde
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PBP gen mutasyonlarinin dagiimi belirlenmistir. Ayrica, bu izolatlardaki PBP gen degisimleri, penisiline
karsi duyarlilik ve direnclilikle iliskileri yoniinden de degerlendirilmistir. Penisiline duyarl S.pneumoniae
izolatlarinin %95.7 (22/23)’sinde ti¢ PBP geninde (pbp1a, pbp2x ve pbp 2b) herhangi bir mutasyon be-
lirlenemezken, 1 (%4.3) izolatta her l¢ PBP geninde mutasyon tespit edilmistir. Penisiline orta diizeyde
duyarh 31 S.pneumoniae izolatinda ise PBP gen mutasyonlarinin gesitli kombinasyonlari belirlenmistir. Bu
suslardan 1 (%3.2)'inde arastirilan PBP genlerinde herhangi bir mutasyon saptanmamis; 22 (%71)'sinde
her {ic PBP geninde de mutasyon varligi belirlenmis, 8 (%25.8) izolatta ise iki PBP geninde (besinde
pbpla ve pbp2b; ikisinde pbp2x ve pbp2b; birinde pbp1a ve pbp2x) mutasyon tespit edilmistir. Calisma-
mizda, penisiline direncli (MIK > 2 pug/ml) sekiz S.pneumoniae izolatinin 7 (%87.5)'sinde her {ic PBP ge-
ninde mutasyon tespit edilmis olup, bir izolatta ise Gi¢ PBP geninde herhangi bir mutasyon gozlenmemis-
tir. Bu calisma, bolgemizdeki S.pneumoniae izolatlarinda penisilin direnci ile iliskili olarak PBP geninin ce-
sitli bolgelerinde meydana gelen farkl mutasyon paternlerinin sikhdi konusunda 6nemli veriler saglamak-
tadir. Verilerimiz, pbp1a, pbp2x ve pbp2b gen bolgelerindeki degisimlerin, esas olarak penisiline direncli
S.pneumoniae ile iliskili oldugu goristni desteklemektedir. Calismada kullanilan “wild” tip dizilerine 6z-
gul PCR yénteminin, penisilin direncini MiK ile iliskili olarak karakterize edebilecegi kanisina variimistir.

Anahtar sézciikler: Streptococcus pneumoniae; penisilin baglayan protein; PBP; mutasyon; penisilin di-
renci; polimeraz zincir reaksiyonu (PCR).

ABSTRACT

Penicillin-binding proteins (PBPs) are the natural targets of beta-lactam antibiotics and mutations in
pbpla, pbp2b, and pbp2x genes, which encode PBPs, are responsible for resistance to beta-lactams in
Streptococcus pneumoniae. In the present study, we intended to determine how often the common mu-
tation patterns occurred within the pbpTa, pbp2b, and pbp2x PBP gene regions and evaluate the PBP ge-
notype mutations which were associated with penicillin resistance in several penicillin-susceptible and -
resistant S.pneumoniae isolates in Mersin, Turkey. A total of 62 S.pneumoniae strains isolated from diffe-
rent clinical specimens (32 nasopharyngeal swab, 16 sputum, 3 blood, 3 wound, 2 cerebrospinal fluids
and one of each urine, abscess, bronchoalveolar lavage, conjunctival swab, tracheal aspirate, middle ear
effusion) were included in the study. Penicillin susceptibilities of the isolates were searched by disc diffu-
sion and E-test methods, and 23 of them were identified as susceptible, 31 were intermediate suscep-
tible, and eight were resistant to penicillin. A rapid DNA extraction procedure was performed for the iso-
lation of nucleic acids from the strains. Distribution of PBP gene mutations in pbpTa, pbp2b, and pbp2x
gene regions related to penicillin resistance was determined by using a wild-type specific polymerase
chain reaction (PCR) based technique. PBP gene alterations of those isolates were also evaluated in rela-
tion to penicillin susceptibility and resistance patterns. Twenty two (95.7%) of 23 penicillin-susceptible
S.pneumoniae isolates exhibited no mutation in the three PBP genes (pbpTa, pbp2x, and pbp 2b), while
1 (4.3%) of these harbored mutations in all of the three PBP genes. The penicillin-intermediate suscep-
tible S.pneumoniae isolates exhibited various combinations of mutations. One (3.2%) of 31 penicillin-in-
termediate susceptible isolates exhibited no mutation in the three PBP genes, while 22 (71%) of them
yielded mutations in all of the three PBP genes. The remaining 8 (25.8%) isolates harbored mutations
for dual PBP genes (in five strains pbpTa and pbp2b; in two strains pbp2x and pbp2b; in one strain pbpTa
and pbp2x). Seven (87.5%) out of eight penicillin-resistant S.pneumoniae isolates (MIC > 2 ug/ml) reve-
aled mutations in all of the three PBP genes and the other penicillin-resistant isolates exhibited no mu-
tation in the PBP genes. The present study supplied important data on the frequency of different pat-
terns of mutations occurring at various regions of PBP genes related to penicillin resistance in S.pneumo-
niae isolates in our restricted region. The results supported the notion that penicillin resistance in S.pne-
umoniae was mainly attributed to alterations in pbp1a, pbp2x, and pbp2b gene regions and wild-type se-
quence specific PCR could be applied to characterize genotypic background of penicillin resistance in
S.pneumoniae strains.
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GiRis

Streptococcus pneumoniae, insanlarda menenijit, akut otitis media, rinosiniizit ve toplum
kokenli pnémoni ile iliskili, oldukca dnemli bir bakteriyel patojendir'-2. Penisilin bircok pné-
mokokal enfeksiyonun tedavisinde geleneksel olarak kullanilan ilk secenek antibiyotik olup,
iilkemizde de pnémokokal enfeksiyonlarin ampirik tedavisinde halen uygun bir ajandir®>.
Ancak penisiline direncli S.pneumoniae (PRSP) izolatlarindaki artisin hizla ortaya ¢ikmasi,
geleneksel ampirik antibiyotik tedavisinde ciddi klinik problemlere sebep olmakta ve bu da
cesitli penisiline direngli klonlarin diinya capinda yayilmasiyla sonuglanmaktadir®®. PRSP
izolatlarinin prevalans orani, cografi bélgelere bagh olarak degismektedir®. Yerlesik mikro-
biyal flora Uyelerini barindirmasi nedeniyle nazofarenks, solunum yolu enfeksiyonlari ve in-
vaziv hastaliklara sebep olan S.pneumoniae gibi potansiyel patojenler icin 6nemli bir rezer-
vuardir®. Ciddi enfeksiyon durumunda, uygun antibiyotik tedavisine karar vermede, S.pne-
umoniae'nin penisiline karsi duyarlilik durumunun hizla belirlenmesi oldukca nemlidir®.

Penisilin baglayan proteinler (PBP) beta-laktam grubu antibiyotiklerin dogal hedefidir ve
PBP genlerindeki mutasyonlar, S.pneumoniae’da beta-laktamlara direncten sorumlu tutul-
maktadir'®'2, PBP’ler membranla iliskili serin peptidazlar olup, peptidoglikan biyosentezinin
son iki basamagindaki glikan zincirlerinin polimerizasyonu ve transpeptidasyonunu kataliz-
lemektedir>'3. S.pneumoniae’da yiiksek molekiiler agirlikli PBPler (Ta, 1b, 2a, 2b ve 2x) ve
diistik molekiil agirlikli PBP-3 olmak (izere toplam alti adet PBP belirlenmistir®. Yiiksek mo-
lektler agirlikli PBP’lerdeki dereceli olarak gelisen mutasyonlar, bu proteinlerin baglanma ak-
tivitesini azaltir ve beta-laktam grubu ajanlara duyarsiz hale getirir®. S.pneumoniae’da var
olan bu alti PBP’den pbpTla, pbp2x ve pbp2b olmak Uzere en az li¢ tanesindeki degisiklikle-
rin, penisilin direncinin gelismesinde oldukca &nemli oldugu bildirilmektedir'®'3.

Daha onceki yaptigimiz bir calismada, Mersin’de saghkli cocuklarda S.pneumoniae ta-
styicilik orani %13.9 olarak bulunmus; izolatlarin penisiline karsi duyarlilik orani %87.1
olarak saptanmis; izolatlarin %12'sinin orta diizeyde, %1’inin ise yiiksek diizeyde direng-
li oldugu goériilmistiir'®. Ayrica, izolatlarin serotip dagiimi cesitlilik géstermektedir ve
dolagimdaki bazi yaygin serotiplerin invaziv ézellikte oldugu belirlenmistir'”. Bu calisma-
nin amaci, Mersin ilinde penisiline duyarli ve direncli S.pneumoniae izolatlarinda, penisi-
lin direnci ile iliskili pbpTa, pbp2b ve pbp2x gen bodlgelerinde yaygin mutasyon patern-
lerinin sikhiginin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli bir yontemle belirlenmesi ve
PBP genotiplerinin degerlendirilmesidir.

GEREC ve YONTEM
S. pneumoniae izolatlari

Calismaya, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
2005-20009 yillari arasinda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 62 S.pneumoniae susu
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dahil edildi. Suslarin 32’si nazofarengeal suriintd, 16si balgam, tcl kan, tcl yara, ikisi
beyin omurilik sivisi (BOS) ve birer adet olmak Uzere idrar, apse, bronkoalveoler lavaj,
konjunktival surlintd, trakeal aspirat ve kulak efizyonu 6rneklerinden izole edilmisti.

Klinik 6rnekler %5°lik koyun kanl agara (Oxoid, UK) ekildikten sonra, optokin ve ok-
sasilin diski yerlestirildi. Kulttirler %5 CO,'li ortamda 35°C’de bir gece inklbe edildi ve
izolatlar koyun kanli agarda alfa hemoliz ve koloni morfolojisi, Gram boyama, 5 pg’lik
optokin disk duyarliigi ve safra erime testleriyle tanimlandi'®. Tek bir koloniden cogalti-
lan butin izolatlar gliserinli buyyona (%0.5 glukoz ve %10 gliserol iceren nutrient buy-
yon) alinarak 70°C’de saklandi. Standart ATCC 49619 kalite kontrol susu da ayni sekilde
incelendi.

Penisilin Duyarlihgi

Penisilin duyarlihgi, S.pneumoniae icin “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)”duyarlilik kriterlerine gore disk difiizyon yontemiyle belirlendi. Pnémokok izolat-
larinin oksasilin (1 pg) zon capr = 20 mm oldugunda penisiline duyarli olarak kabul edil-
di. Oksasilin zon capr < 19 mm oldugunda, sus direncli kabul edildi ve minimum inhibi-
tor konsantrasyonu (MIK) degeri, penisilin E-test (AB Biodisk, Sweden) yontemiyle belir-
lendi.

CLSI 2008 yilinda S. pneumoniae icin penisilin duyarliligi sinir degerlerini degistirmis-
tir. 2008 yili 6ncesinde penisilin MIK degeri > 2 pg/ml oldugunda PRSP, 0.125-1.0
pug/ml arasinda oldugunda penisiline orta dlizeyde duyarl S. pneumoniae (PSSP) ve <
0.06 pg/ml oldugunda penisiline duyarl S.pneumoniae (PSSP) olarak degerlendirilmek-
teydi'®. 2008 yilindan sonra yayinlanan CLSI dokiimanlarinda, BOS’tan elde edilen izo-
latlar icin, parenteral kullanilan penisilin MiK direng sinir degeri > 0.12 pg/ml olarak de-
gismis ve BOS disindaki izolatlar i¢in penisilin MiK degerleri, > 8 pg/ml oldugunda
PRSP, 4 pg/ml oldugunda POSP ve < 2 pg/ml oldugunda PSSP olarak degerlendirilme-
ye baslamigtir. Oral kullanilan penisilin icin MIK degerleri ise > 2 pg/ml oldugunda PRSP,
0.12-1 pg/ml oldugunda POSP ve 0.06 < 2 pg/ml oldugunda PSSP olarak degerlendi-
rilmektedir?®.

Bakteriyel DNA izolasyonu ve PBP Gen Bélgelerinin Amplifikasyonu

izolatlardan DNA eldesi, hizli DNA izolasyon yontemiyle yapildi. Bunun icin, besiye-
rinde Ureyen kolonilerden bir 6ze dolusu alinarak, 1.5 ml’lik plastik tiiplerde 1 ml steril
distile su icerisinde stispanse edildi. Tupler, 80°C’de 20 dakika tutularak bakterilerin par-
calanmasi saglandi. Daha sonra ependorf tiipt 12.000 xg'de 10 dakika santrifiij edilerek
slipernatant atildi. Pellet (izerine 200 pl kloroform ve 200 pl steril distile su ilave edildik-
ten sonra, karigim 12.000 xg’de 10 dakika tekrar santriftij edildi. Sipernatant PCR reak-
siyonunda kalip olarak kullanildi.

S.pneumoniae’'min pbpla, pbp2x ve pbp2b gen bolgeleri 6zgul primerler kullanilarak
PCR ile amplifiye edildi'’ (Tablo I). Kullanilan oligoniikleotid primer dizileri, sadece du-
yarl (“wild” tip) izolatlarin pbpTa, pbp2x ve pbp2b gen bdlgelerinin amplifikasyonu icin
gelistirilmis olup, duyarli olmayan S.pneumoniae izolatlarinda bu gen bdélgeleri degismis
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Tablo I. PBP Genlerinin PCR Amplifikasyonunda Kullanilan Primer Dizileri'’

Gen Primer dizileri Uriin biiyiik-

bolgesi Primerler (5-3") Niikleotidler  lagi (bg)

IytA Sense: ALY-| TGA AGC GGA TTA TCA CTG GC 694-713 273
Antisense: ALY-II GCT AAA CTC CCT GTATCA AGC G 966-945

pbpla  Sense: PBP1A-I AAA CAA GGT CGG ACT CAA CC 2256-2275 430
Antisense: PBPTA-Il  AGG TGC TAC AAA TTG AGA GG 2685-2666

pbp2x  Sense: PBP2X-I CCA GGT TCC ACT ATG AAA GTG 1003-1023 292
Antisense: PBP2X-Il  CAT CCG TCA AAC CGA AAC GG 1294-1275

pbp2b  Sense: PBP2B-I CAA TCT AGA GTC TGC TAT GGA 1636-1656 77

Antisense: PBP2B-Il  GGT CAATTC CTG TCG CAG TA 1712-1693

PBP: Penisilin baglayan proteinler; PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.

olarak bulunmaktadir. Ayrica, S.pneumoniae’ya 6zgiil otolizin genini kodlayan lytA gen
bolgesinin 273 baz cift (bg)’'lik bir parcasi da, S.pneumoniae izolatlarinin dogrulanmasi
icin PCR ile belirlendi.

Her bir gen bdlgesi icin standart PCR reaksiyonu 50 pL'lik toplam hacimlerde ger-
ceklestirildi ve karisim 3 pL S.pneumoniae hiicre lizatindan elde edilen kalip DNA, 0.5
UM/L her bir primer dizisi (sense ve antisense), 0.2 mM nikleotid karigimi, 1X Tag
DNA polimeraz tampon, 1.25 inite Tag DNA polimeraz ve 1.5 mM MgCl, olacak se-
kilde hazirlandi. Orneklerin 1si dongu cihazinda (Eppendorf, Mastercycler, Germany)
PCR amplifikasyon kosullari ise, 94°C’de 10 dakika baslangi¢ denatiirasyonundan son-
ra, 30 dongl 94°C’de 45 saniye denatiirasyon, 52°C’de 45 saniye baglanma ve
72°C’de 40 saniye uzama basamaklari ve arkasindan 72°C’de bes dakika son uzama
basamaklarini icermekteydi. PCR Uriinleri, %1’lik agaroz jel elektroforezinden sonra
0.5 pg/ml etidyum bromdtir ile boyandiktan sonra ultraviyole transiliminatorde gorin-
tdlendi.

PCR sonuglarinin degerlendirilmesinde, 273 b¢'lik lytA gen bélgesinin amplifikasyonu
S.pneumoniae izolatlarini dogrulamaktadir. Eger izolatlarin PBP genleri degismemis ise,
bitln PBP gen reaksiyon tiiplerinin agaroz jelinde bant goriilmektedir; ancak PBP gen
bolgelerinde degisim olan izolatlarda bu bantlarin bir veya daha fazlasi tespit edilme-
mektedir (Resim 1, 2). Agaroz jelde 430, 292 ve 77 b¢’lik DNA fragmentlerinin deger-
lendirilmesi; sirasiyla pbp1a, pbp2b ve pbp2x gen bdlgelerine karsilik gelmektedir.

BULGULAR

Calismaya alinan 62 S.pneumoniae izolatinin 23 (%37.1)'G penisiline duyarli (PSSP);
39 (%62.9)"u ise direncli (PRSP) olarak saptanmustir. Calismamizda, suslarin sadece iki ta-
nesi BOS 6rneginden izole edilmis olup, belirlenen MIK direng sinir degerlerinin en ¢ok
2-3 olarak saptanmasi ve BOS disi direncli olarak belirlenen S.pneumoniae izolatlarinin da
duyarli sinir degerinde bulunmasi nedeniyle, direncli-duyarl 6rnek dagiliminin bozulma-
masi amaciyla, degerlendirme 2008 yili 6ncesindeki CLSI kriterlerine gére yapilmistir. Pe-
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Izolat A Izolat B

400 be -
300 bg
200 bg

100 b¢

Resim 1. Temsilen secilen iki PSSP izolatinin PCR temelli PBP genotipleri. M: Molekdiler agirlik standardi (Ge-
neRuler 100 b¢ DNA Ladder Plus, SM0321, Fermentas); izolat A: IytA geni pozitif ve pbp1a/pbp2x/pbp2b
genlerinde mutasyon yok; lzolat B: lytA geni pozitif ve pbp1a/pbp2x/pbp2b genlerinde mutasyon var [(+):
PCR amplifikasyonu pozitif, (-): PCR amplifikasyonu negatif].

nisilin E-test sonuglarina gore; bu izolatlarin 31 (%50)’i 0.125-1.0 ug/ml arasindaki MiK
degeri ile penisiline orta diizeyde duyarli (POSP), 8 (%12.9)i ise > 2 ug/ml MiK degeri
ile PRSP olarak belirlenmistir (Tablo II).

Tim izolatlarda, “wild” tip dizilerine 6zgil PCR ile pbpTa, pbp2x ve pbp2b gen bol-
geleri mutasyonlarinin dagiimina gore bes farkl PBP genotip paterni izlenmistir (Tablo
). izolatlardan 24 (%38.7)"linde bu (i¢ PBP geninde herhangi bir mutasyon gérilmez-
ken; 30 (%48.3) izolatta ti¢ PBP geninde mutasyon, 8 (%13) izolatta ise iki PBP genin-
de mutasyon gozlenmistir (Tablo Il). PSSP izolatlari incelendiginde; suslarin %95.7
(22/23)'sinde pbp1a, pbp2x ve pbp2b mutasyonlari saptanmazken, 1 (%4.3)'inde her ti¢
PBP geninde de mutasyon tespit edilmistir.

POSP izolatlarinda mutasyonlarin degisik kombinasyonlari belirlenmistir. POSP izolat-
larinin %3.2 (1/31)'sinde arastirilan PBP genlerinde mutasyon go6zlenmemis; %71
(22/31)’inde her lg¢ PBP geninde, %25.8 (8/31)’inde ise iki PBP geninde (besinde pbpTa
ve pbp2b; ikisinde pbp2x ve pbp2b; birinde pbpla ve pbp2x) mutasyon saptanmistir
(Tablo Il ve Resim 2). POSP izolatlarindan sadece (¢ tanesinin MIK degeri tst sinirda (1.5
pug/ml) belirlenmis ve bu Ug izolatin PBP genlerinin genotip paterninin her tg¢ PBP ge-
ninde mutasyona ugramig oldugu gézlenmistir (Tablo II).

PRSP izolatlari degerlendirildiginde; sekiz izolatin yedisinde her li¢ PBP geninde de
mutasyon varligi izlenmis; bir izolatta ise arastirilan hicbir PBP geninde mutasyon goz-
lenmemistir (Tablo II).

Standart S.pneumoniae ATCC 49619 susunun oksasilin zon ¢api < 12 mm, MIK dege-
ri ise 1.0 pg/ml olarak tespit edilmistir. Bu susun mutasyon paterni incelendiginde;
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500 bg
400 bg
300 b¢

200 be
100 bg

500 b
400 bg
300 b¢
200 bg

100 bg

Resim 2. Temsilen secilen dort POSP izolatinin PCR temelli PBP genotipleri. M: Molektiler adirlik standardi (Ge-
neRuler 100 b¢ DNA Ladder Plus, SM0321, Fermentas); [zolat A: lytA geni pozitif, pbp1a/pbp2x/pbp2b gen-
lerinde mutasyon var; [zolat B: IytA geni pozitif, pbp2x geninde mutasyon yok, pbp1a/pbp2b genlerinde mu-
tasyon var; izolat C: IytA geni pozitif, pbp1a geninde mutasyon yok, pbp2x/pbp2b genlerinde mutasyon var;
izolat D: IytA geni pozitif, pbp2b geninde mutasyon yok, pbpla/pbp2x genlerinde mutasyon var [(+): PCR
amplifikasyonu pozitif, (-): PCR amplifikasyonu negatif].

pbpla ve pbp2x genlerinde mutasyon olmadigi, pbp2b geninde ise mutasyon oldugu
saptanmugtir.

TARTISMA

Pnomokoklarda pbpla, pbp2x ve pbp2b gen bolgelerindeki mutasyonlarin penisilin
direncinin en 6nemli belirleyicisi oldugu ileri siiriilmektedir'>2"22, Ozellikle PRSP ve
POSP izolatlarindaki pbp1a, pbp2x ve pbp2b dizileri PSSP izolatlarindan oldukga farkli bu-
lunmustur'?. Yaptigimiz bu calismada, “wild” tip dizilerine 6zgiil PCR yéntemiyle bu PBP
gen bolgelerindeki mutasyonlar degerlendirilmistir. Bu yontemde, hedefe 6zgul primer-
ler mutasyonlu suglarin PBP genlerini amplifiye edememektedir. Calismamizda izolatla-
rin dogrulanmasi icin S.pneumoniae’ya 6zgil otolizin genini kodlayan lytA geni, t¢ PBP
geniyle birlikte es zamanli olarak amplifiye edilmis; bu bolgenin amplifiye edilemedigi
izolatlar calismaya alinmamustir®. Ayrica calismada, ayni hastaya ait tek bir izolat kullanil-
mis, ancak suslar arasindaki genetik yakinliklar arastirilmamustir. incelenen 62 S.pneumo-
niae izolatinin pbp1a, pbp2x ve pbp2b genlerine 6zgil oligonikleotid primer dizileri, PBP

196 MiKROBiYOLOJi BULTENi



Aslan G, Tezcan S, Delialioglu N, Aydin FE, Kuyucu N, Emekdas G.

Tablo II. S.pneumoniae lzolatlarinda MIK Dagilimi ve PCR ile Belirlenen Diren¢ Genleri

izolat Ornek Oksasilin E-test sonucu
profili tipi (5 ul) MIK (ug/ml) IytA pbpla pbp2x pbp2b Toplam
PSSP 9 NFS > 20 BM + + + + 23
(%95.7) 7 Balgam
1 idrar
1 Apse
1 BAL
1 TA
2 Yara
PSSP 1 Balgam >20 0.032 + - - -
(%4.3)
POSP 15 NFS <19 0.125-1.5 + - - - 31
(%71) 4 Balgam
1 Yara
1 BOS
1 Kan
POSP 4 NFS <19 0.125-0.38 + - + -
(%16.1) 1 Kan
POSP 2 NFS <19 0.32-0.75 + + - -
(%6.5)
POSP 1 Balgam <19 0.125 + - - +
(%3.2)
POSP 1 Balgam <19 0.125 + + + +
(%3.2)
PRSP 2 Balgam <19 2 + - - - 8
(%87.5) 2 NFS
1 KE
1 KS
1 BOS
PRSP 1 Kan <19 2-3 + + + +
(%12.5)

PSSP: Penisiline duyarl S.pneumoniae; POSP: Penisiline orta diizeyde duyarl S.pneumoniae; PRSP: Penisiline direncli
S.pneumoniae; BM: Belirlenmedi; NFS: Nazofarengeal siirlintli; BAL: Bronkoalveoler lavaj; BOS: Beyin omurilik sivisi;
KE: Kulak eflizyonu; KS: Konjunktival striinti; TA: Trakeal aspirat; (+): PCR amplifikasyonu pozitif, (-): PCR amplifikas-
yonu negatif; PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu; MiK: Minimum inhibitér konsantrasyonu.

gen bolgesindeki mutasyonlarin tespit edilmesinde kullanilmig ve bu mutasyonlarin an-
tibiyotik direnci ile olan iliskisi arastinlmigstir. PSSP izolatlarinin %95.7 (22/23)'sinde, aras-
tinlan PBP genlerinde mutasyon gozlenmemistir. Ancak bir izolatin (%4.3) incelenen Ug¢
PBP gen bdlgesinde de degismis niikleotid dizisine sahip oldugu ve bu izolatin pulmo-
ner bir 6rnege ait oldugu belirlenmistir. PSSP sonuglari, geleneksel oksasilin testinin ta-
rama alaninin, degisime ugramis PBP’leri her zaman tespit edemedigini gostermektedir
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(Tablo Il). Bu sebeple, ozellikle invaziv pnomokokal enfeksiyonlarda antibiyotik tedavisi-
ne daha fazla dikkat edilmesi gerekmektedir. PSSP ile ilgili benzer sonuclar daha onceki
calismalarda da bildirilmis ve PSSP suslarinda pbpTa, pbp2x ve pbp2b genlerinden bir ve-
ya ikisinde saptanan mutasyon varligi Nagai ve arkadaslan®® tarafindan 44 izolat icin
%13.6, Hiramatsu ve arkadaslari'? tarafindan 177 izolat icin yaklasik %45 olarak rapor
edilmistir.

Calismamizda, MIK degeri yiiksek (= 2 pg/ml) PRSP izolatlarinin ¢cogunun (7/8,
%87.5) her t¢ PBP gen bolgesinin de degisiklige ugramis oldugu saptanmistir. Bu se-
beple, PBP genotiplerinin belirlenmesinin, bélgemizde penisilin direng seviyesinin tah-
min edilmesinde yardimci olacagi sdylenebilir. Ancak yiiksek MIK degerine (2-3 pg/ml)
sahip PRSP izolatlarindan 1 (%12.5)'inde PBP gen bdlgesinde mutasyon tespit edilme-
mistir (Tablo II). Bu izolatin, DNA dizi analizi veya primer 6zgulligunu artirmak icin da-
ha iyi korunmus bir gen bolgesinin PCR ile detayli analiz edilmesinin gerekli oldugu du-
stintlmusttr. POSP izolatlari degerlendirildiginde ise, 31 susun 1 (%3.2)'inde mutasyon
varligi saptanmamis, diger suslarin bes farkli PBP genotip paterni olusturdugu gorilmis-
tiir (Tablo II). Benzer sekilde, POSP izolatlarindaki bu cesitlilik baska calismalarda®'?* da
bildirilmis ve beta-laktamlara direnc gelisimiyle sonuglanan pbpla, pbp2x ve pbp2b afi-
nitesinde azalma ile iliskili oldugu vurgulanmustir’.

Ulkemizde pnémokok agisi Kasim 2008 tarihinden itibaren uygulanmaya baslamistir.
Asi uygulanmasindan sonra diren¢ oranlarinda degisiklik gozlenmesi beklenmektedir.
Ancak calismamiza dahil edilen izolatlar, calsilan tarih arahigindaki tim direncli ve du-
yarli oranlarini yansitmadigi icin direng paternlerindeki degisiklikleri izlemek mimkdn ol-
mamistir. Bununla birlikte, calismadaki yedi izolat 2009 yilina ait olup, bunlardan bir ta-
nesi penisiline 0.19 pg/ml, bir digeri de 0.125 pug/ml MiK degeriyle orta duyarl bulun-
mustur.

S.pneumoniae suslarinin icerdigi cesitli PBP gen dizileri oral streptokoklardaki PBP’ler-
le yliksek homoloji géstermektedir'®. Yaptigimiz bu calismada, birbirinden farkli PBP ge-
notipine sahip POSP’ler oldukga yiiksek oranda bulunmustur. Bu cesitlilige sahip izolat-
larin, insanlarda oral kommensal streptokok tiirleriyle genetik olarak tirler arasi rekom-
binasyonuna ve direncli klonlarin nispeten ytksek yogunluktaki popilasyonlarda kolay-
likla taginmasina sebep olabilecedi belirtiimektedir?®25. Bununla birlikte bu homolog di-
rencli gen aktariminin penisiline direncli fenotipe her zaman yansimayacagi da ifade
edilmektedir?. Ayrica bu POSP izolatlarinin, duyarli ve direngli mikroorganizmalarin kari-
stk bir popiilasyonu anlamina gelen heterojen direncli suslari icerebilecegi de soylenebi-
lir. Genom diizeyinde penisilin direncinden sorumlu mutasyonlarin gosterilmesi 6zellik-
le POSP izolatlarinda oldukga onemlidir. Dolayisiyla S.pneumoniae enfeksiyonunun teda-
visi, penisiline diren¢ insidansinin artmasina bagl olarak gliclesmekte, ilk secenek antibi-
yotik kullaniminin ve asi calismalarinin bolgesel olarak diizenlenmesi gerekmektedir. Da-
ha onceki calismalarda, ozellikle pbp2b’deki mutasyonlarin, penisiline karsi afinitenin
azalmasina neden oldugu belirtilmis; oldukca heterojen yapida olan bu bdélgenin, peni-
silin direnci ile iliskisinin arastirlmasinda en iyi hedef gen bdlgesi olabilecegi vurgulan-
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mistir’2528 Bu calismada, bitiin izolatlar icinde pbp2b gen mutasyonlarinin sikhig
(%59.7), arastinlan diger gen bolgelerinden (pbpTa %58 ve pbp2x %53.2) ¢ok farkli bu-
lunmamistir.

Gunumuzde S.pneumoniae izolatlarinda direnc ile ilgili mutasyonlarin gosterilmesinde,
cok lokuslu dizi tiplendirmesi, “pulsed-field” jel elektroforezi (PFGE), BOX-PCR veya DNA
dizi analizi gibi molekiiler epidemiyolojik teknikler kullanilmaktadir?>?+%°, Yapilan calisma-
larda, kullandigimiz bu primere 6zgul PCR teknigi ile pbpTa, pbp2b ve pbp2x genlerinde
mutasyonlarin arastirilmasinin, S.pneumoniae’nin beta-laktamlara karsi genetik duyarlihgi-
nin belirlenmesinde hizli, giivenilir ve kullanish oldugu belirtimektedir®'!. Calismamizda
da, bu yontem ile izolatlarin genetik duyarliigr yoniinden dogru veriler elde edilmistir.

Ulkemizde, penisiline diisiik ve yiiksek diizeyde direncli pnémokoklarin prevalansi si-
rastyla %30.2-41.5 ve %7-9.7 arasinda degismektedir3®-33. S.pneumoniae izolatlarinin
PBP dizilerindeki degisiklikler ilk kez Bicmen ve arkadaslar® tarafindan incelenmis; 20 izo-
latta (sekizi yuksek, dokuzu dustk diizeyde penisiline direncli; ¢l penisiline duyarli) en
belirgin mutasyon alanlari pbpla’da T371A, pbp2b’'de E481G ile T451A ve pbp2x'de
T338A olarak bildirilmistir. Pinar ve arkadaslari®!, penisiline direngli pnémokok izolatlari-
nin molekiiler epidemiyolojisi ile ilgili yaptiklari calismada, PCR-RFLP ile pbp2b ve pbp2x
genlerindeki heterojeniteyi ve BOX-PCR ile genotipleri analiz etmisler; pbp2b geninde
bes, pbp2x geninde ise 12 farkl patern tanimlamiglardir. MiK degerleri ile PBP gen var-
yasyonlari arasindaki iliski degerlendirildiginde, pbp2x genlerinin pbp2b genlerinden da-
ha degisken oldugu bulunmus ve pbp2b genlerindeki varyasyonun dustik diizeydeki pe-
nisilin direnci ile iliskili oldugu belirtilmistir3!. Bizim calismamizda da, biitiin izolatlar icin-
de pbp2b gen mutasyonlarinin sikhgr (%59.7), arastirilan diger gen bolgelerinden
(pbpTa %58 ve pbp2x %53.2) biraz daha yiiksek bulunmustur.

Sonug olarak bu calisma, bolgemizde S.pneumoniae izolatlarinda penisiline karsi di-
rencle iliskili olan PBP genlerinin U¢ degisik bolgesinde ortaya ¢ikan farkli mutasyon pa-
ternlerinin sikliiyla ilgili nemli veriler saglamaktadir. Verilerimiz, S.pneumoniae izolatla-
rindaki penisilin direncinin, pbpTa, pbp2x ve pbp2b gen bolgelerinde mutasyonlara se-
bep olan niikleik asit degisiklikleri ile iliskili oldugu kavramini desteklemektedir. MIK de-
gerlerinin de ayni sekilde, PRSP izolatlar icin pbpla, pbp2x ve pbp2b gen bdlgelerindeki
degisikliklerden etkilendigi gortinmektedir. Bu dogrultuda, “wild” tip dizilerine 6zgdl
PCR tekniginin bolgemizde S.pneumoniae izolatlari arasinda, MIK degerleri ile uyumlu
olarak penisilin direncini tanimlayabildigi kanisina variimistir.
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