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A GRUBU BETA-HEMOLITIK STREPTOKOKLARDA ERITROMISIN
DIRENG ORANLARININ VE DIRENG FENOTIPININ ARASTIRILMASI*

INVESTIGATION OF ERYTHROMYCIN RESISTANCE AND RESISTANCE
PHENOTYPES IN GROUP A BETA HEMOLYTIC STREPTOCOCCI

Esma GUNDUZ KAYA**, Mihriban YUCEL**, A.Esra KARAKOC**

OZET: A grubu beta-hemolitik streptokoklarda (AGBHS) penisilin direnci
gunimuze kadar saptanmamis olmasina ragmen, eritromisin ve diger makrolid
grubu antibiyotik direnci son yillarda gittikge artan siklikla bildirilmektedir.
Bu calismada, S.B. Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvar’na kabul edilen bogaz sirinti érneklerinden izole edilen 282
AGBHS izolatinin, agar dilisyon ydntemiyle eritromisin direncinin arastirimasi
amaclanmistir. Ayrica direncli izolatlarin, eritromisin ve klindamisin diskleri
kullanilarak cift disk yontemi ile direng fenotipleri belirlenmistir. Calismaya alinan
izolatlarin 12’si (%4.3) eritromisine direncli bulunmus, bu izolatlarin besinde
(%41.7) M fenotipi, dérdinde4 (%33.3) konstitdtif tipte MLS; fenotipi, Gclinde
(%25) de indliklenebilir tipte MLS, fenotipi saptanmigtir. AGBHS enfeksiyonlarinin
tedavisinde, penisiline alternatif olarak kullanilan makrolidlere karsi direng
oranlarinin ve fenotiplerinin belirlenmesi, hem epidemiyolojik veri elde edilmesi
hem de tedavinin ydnlendiriimesi acgisindan son derece dnemlidir.

Anahtar sézctlikler: A grubu beta hemolitik streptokok, eritromisin direnci,
direng fenotipi.

ABSTRACT: Although penicillin resistance has not been determined in
group A beta haemolytic streptococci (GABHS) yet, resistance to erythromycin
and other macrolids is being reported frequently in the last years. In this study
we investigated erythromycin resistance by using agar dilution method in 282
GABHS strains which were isolated from throat cultures that had been evaluated
in the Ministry of Health, Ankara Training and Research Hospital's, Microbiology
Laboratory. We also determined resistance phenotypes of resistant strains by
double disc synergy method using erythromycin and clindamycin discs. Twelve
of 282 strains (4.3%) were found resistant to erythromycin; five (41.7%) of which
were M phenotype, four (33.3%) of which were constitutive type MLS, phenotype
and three (25%) of which were inducible type MLS, phenotype. Investigation of
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resistance to macrolides that are alternatives to penicillin therapy in GABHS,
is very important for the determination of the therapy and also to provide
epidemiological data.

Key words: Group A beta-haemolytic streptococci, erythromycin resistance,

resistance phenotype.
GIiRIS

Streptococcus pyogenes (A grubu beta-hemolitik streptokok; AGBHS),
akut bakteriyel farenjitin en sik rastlanan etkeni olmakla birlikte, yumusak doku
enfeksiyonlarina ve daha nadir olarak endokardit, pnémoni, menenjit ve sepsis
gibi invaziv enfeksiyonlara neden olabilen bir mikroorganizmadir. Ayrica akut
romatizmal ates ve akut glomerulonefrit gibi ciddi poststreptokokal komplikasyonlara
yol agabilmekte ve bu da S.pyogenes enfeksiyonlarinin tedavisinin énemini ortaya
koymaktadir'. S.pyogenes enfeksiyonlarinin tedavisinde penisilin, uzun suredir
basar ile kullaniimaktadir ve ¢ok yaygin kullaniimasina ragmen halen penisiline
direncli izolat bildirilmemistir. Ancak penisilin allerjisi olan hastalarda veya klinik
basarisizlik durumunda alternatif olarak kullanilan eritromisin ve diger makrolid

grubu antibiyotiklere karsi son yillarda giderek artan oranda direng gelisimi
s6z konusudur®®,

Eritromisin 14 Gyeli makrolid olup, 50S ribozomal alt Unite Gzerinden bakteriyel
protein sentezini inhibe eden bir antibiyotiktir?. Eritromisin direncinin en énemli
ve en sik kargilagilan mekanizmasi, bakteri ribozomunun 23S rRNA Unitesinde
metilasyon ya da nadiren mutasyon sonucu hedef bolgede degisiklik meydana
gelmesi ve antibiyotigin hedef bdlgeye baglanmasinin énlenmesidir?37. Bu tur
direncte, ayni hedefe baglanarak etki gosteren linkozamid ve streptogramin
B grubu antibiyotiklere de capraz direng ortaya gikar (MLS, direnci)’”. MLS,
direncine neden olan metilaz enzimleri, plazmid ve transpozonlarla yayilan erm
(erythromycin resistance methylase) genleri tarafindan kodlanir ve sentezlenen
metilaz enziminin yapisal veya indtklenebilir 6zellikte olmasina bagl olarak iki
MLS, direnc fenotipi ortaya gikar. Konstitutif tipte MLS, (cMLS,) fenotipinde,
S.pyogenes her U¢ grup antibiyotie de yuksek konsantrasyonda direnclidir.
indiklenebilir tipte MLS; (IMLS,) fenotipinde ise eritromisine ylksek ya da dusik
duzey direngle birlikte klindamisine duyarlilik ya da direng gibi farkl fenotipler
gorulebilir. Bu fenotipin saptanmasi, tedavide uygulanacak eritromisinin enzim
induksiyonu yapabilecegini ve bu durumda tedavide makrolid ve linkozamidlerin
etkisiz kalabilecegini gostermesi acisindan dnemlidir37#,

Eritromisin direncinin diger mekanizmasi, hucre igi ilac konsantrasyonunu
azaltan aktif pompa yoluyladir. MefA geninin sorumlu oldugu ve ‘M fenotipi’
olarak adlandirlan bu direng mekanizmasinda, 14 ve 15 Gyeli makrolidler hicre
disina pompalanirken, 16 Uyeli makrolidler, linkozamidler ve streptograminler
pompalanamaz. Bdylece bu direng fenotipinde suslar, 14 ve 15 Uyeli makrolidlere
direncli iken 16 Uyeli makrolidler, linkozamidler ve streptograminlere duyarli
kalmaktadir38-10,
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AGBHS’larda makrolid direnc oranlari ile direnc fenotipleri dinya capinda
bolgesel farkliik gostermektedird>™. Bu nedenle direnc sikhigl ve fenotiplerinin
belirlenmesi, hem epidemiyolojik veri elde edilmesi hem de tedavinin ydonlendiriimesi
acisindan son derece 6nemlidir. Bu calismada, laboratuvarimizda izole edilen
AGBHS’larda eritromisin diren¢ sikligi ve direnc fenotiplerinin belirlenmesi
amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismada, laboratuvarimizda bogaz sdrintd érneklerinden Temmuz 2004-
Temmuz 2005 tarihleri arasinda izole edilen 282 AGBHS susunun, agar dillisyon
yontemi ile eritromisin direnci arastinldi ve direngli suslarin ¢ift disk yontemi ile
direng fenotipleri belirlendi.

Bogaz surtntl ornekleri %5 koyun kanli agara (Salubris, Turkiye) ekilerek,
37°C'de, %5 CO,'li ortamda, 20-24 saat inkibe edildi. Inkilbasyon sonunda, koloni
morfolojisi, beta hemoliz karakteri, Gram boyama ve katalaz testi sonuglarina gére
beta-hemoalitik streptokok oldugu belirlenen kolonilerin, 0.04 U basitrasin diskleri
(Bioanalyse, Turkiye) kullanilarak basitrasin duyarliliklari arastirildi. Basitrasine
duyarl oldugu belirlenen izolatlarin kesin tanimlanmasi PYR testi (Oxoid, ingiltere)
ile yapildi. AGBHS olarak tanimlanan suslar %10 gliserolli buyyona saf kultdr
halinde ekilerek, calisilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Calisma gununden 24 saat 6nce %5 koyun kanl agar plaklarina tek koloni
izole edilecek sekilde ekim yapildi. 37°C’'de 24 saat inkUbasyon sonunda Ureyen
kolonilerin eritromisin duyarhliklari, National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) kurallarina uygun olarak agar diltisyon yontemi ile belirlendi'.
Eritromisinin 0.06 ug/ml ile 4 ug/ml araliginda iki kat konsantrasyonlarini
iceren %5 koyun kanli Mueller Hinton Agar (MHA) besiyeri (Oxoid, ingiltere)
hazirlandi. Bakteri sispansiyonu Mueller Hinton sivi besiyerinde 10* cfu/spot
konsantrasyonda hazirlanarak inokule edildi. Plaklarin 37°C'de %5 CO,'li ortamda
24 saat inkUbasyonundan sonra, Uremenin gortlmedigi en dusUk antibiyotik
konsantrasyonu, minimal inhibitér konsantrasyon (MiK) olarak degerlendirildi.
Eritromisin MiK degeri <0.25 ug/ml olan suslar eritromisine duyarl, 0.5 ug/ml'e
esit olan suslar eritromisine orta duyarll, =1 ug/ml olan suslar ise eritromisine
direncli olarak kabul edildi. Kontrol susu olarak Enterococcus faecalis ATCC
29212 kullanild.

Direncli oldugu saptanan AGBHS izolatlarinin cift disk yontemi ile direng
fenotipleri belirlendi. Direngli izolatlarin, steril %0.9'luk NaCl icinde 0.5 McFarland
standart bulaniklikta suspansiyonu hazirlanarak, %5 koyun kanli MHA besiyeri
yUzeyine inokule edildi ve Uzerine merkezden merkeze 15 mm aralikli olacak sekilde
eritromisin (15 ug) (Bioanalyse, Turkiye) ve klindamisin (2 ug) (Bioanalyse, Turkiye)
diskleri yerlestirildi. Plaklar 37°C'de, %5 CO, 'li ortamda 24 saat inkiibasyona birakildi.
Eritromisin ve klindamisinin her ikisinde de inhibisyon zonunun olmamasi konstitutif
tipte MLS, fenotipi, klindamisinin inhibisyon zonunun eritromisin diski yoninde
kesintiye ugramasi indiklenebilir tipte MLS; fenotipi ve klindamisin inhibisyon
zonunda kesinti olmaksizin duyarlilik ise M fenotipi olarak tanimlandi'®'3.
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BULGULAR

Calismamizda, bogaz surintl 6rneklerinden izole edilen 282 AGBHS izolatinin
12’si (%4.3) eritromisine direncli bulunmus, eritromisine direncli izolatlarin direng
fenotipleri Tablo I'de gdsterilmistir.

Tablo I: Eritromisine Direncli AGBHS izolatlarinin Direng Fenotipleri (n: 12)

Direnc Fenotipi izolat Sayisi (%)
M 5 (41.7)
Konstitatif MLS, 4 (33.3)
Indiiklenebilir MLS, 3 (25)

TARTISMA

A grubu beta hemolitik streptokoklarin (AGBHS) tedavisinde penisilin,
kullanima girdigi yillardan itibaren ilk secenek olarak kullanilmasina ragmen, bu
izolatlarda halen penisilin direnci saptanmamistir*®. Ancak penisiline alternatif
olarak kullanilan eritromisin ve diger makrolid grubu antibiyotiklere karsi dinyanin
farkl bolgelerinde degisen oranlarda direng bildirimi s6z konusudur®46.14,

Cesitli ulkelerde izole edilen AGBHS’larda bildirilen eritromisin direng
oranlarn oldukca farkliik géstermektedir. ispanya’da 1999 yilinda yapilan cok
merkezli bir calismada, Ulke ¢apinda ortalama eritromisin direnci %20 olarak
bulunmus, ayni yil yapilan bir diger calismada eritromisin direnci %29.2 olarak
bildirilmistir'®'e. ispanya’da 1998-2001 yillari arasini kapsayan baska bir calismada
ise, eritromisin direnci %29.7 olarak saptanmistir®. italya’da 1997-1998 villarinda
%30-35 olarak bildirilen eritromisin direnc oranlari, 2001'de %23.7°dir'"-'°.
Fransa’da 1996-1999 vyillar arasinda cocuk hastalarin bogaz kulturlerinden izole
edilen 1500 S.pyogenes susunda eritromisin direnci %6.2 olarak bildirilirken™,
bir bagka calismada® %9.6 oraninda direnc saptanmistir. Benzer direng oranlari
Almanya’dan bildiriimis, bu Ulkede 1990-2000 yillar arasinda %4-13.3 arasinda
degisen direng oranlari bulunmusturs?'. Ayrica, Finlandiya’da? %17, Bulgaristan’da®®
%2.1, Yunanistan'da®*® %19.3 ve %38, Sili'de® %7.2 ve ABD'inde? %2-4 olarak
bildirilen degisen oranlarda eritromisin direnci s6z konusudur.

Uzak Dogu’'da saptanan direnc oranlar ise daha yUksektir. Taiwan'da?® 2000
yilinda %64.3 oraninda eritromisin direnci saptanirken, 2001’de 419 S.pyogenes susunun
degerlendirildidi bir calismada® suslarin eritromisine %24 oraninda direngli, %54 oraninda
orta duyarll oldugu bildirilmistir. Japonya'da ise bu oran %61.8'e ulagsmaktadir®.

Makrolid direnci, bu ajanlarin kullanimindaki artisa bagli olarak artmaktadir ve
makrolid kullaniminin kisitlanmasi ile direng insidansinin azaldigi bildirilmektedir'4=°.
Finlandiya’da makrolid kullaniminin kisitlanmasi ile 1992’de %16.5 olan direng
oraninin 1996’da %8.6’ya dustugu bildirilmigtir.

Ulkemizde de AGBHS'larda degisen oranlarda makrolid direnci bildirilmekle
birlikte, bu oran genel olarak %10’un altindadir®®'-%. Berkiten ve arkadaslar?,
1970-2001 yillar arasinda izole ettikleri 573 S.pyogenes susunu degerlendirmisler,
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1970-1994 yillari arasinda izole ettikleri suslarin sadece birini orta duyarli bulurken,
1995-2001 yillart arasinda izole ettikleri suslarin %5.3'Und eritromisine direngli,
%?2’sini orta duyarl olarak saptamislardir. Senses ve arkadaslar®® 1999-2002
yillari arasinda bogaz kulturlerinden izole ettikleri 560 AGBHS susunu, 1999-2000
ve 2001-2002 olmak Uzere iki dénem halinde incelemigler, eritromisin direng
oranlarini birinci déneme ait suslarda %1.1 ve ikinci déneme ait suslarda %2
olarak saptamiglardir.

Turkiye'de yapilan bazi calismalarda; Er ve arkadaslar® %1.5, Kaloglu ve
arkadaslan® %4, Karakece ve arkadaslar® %5, Erdogan ve arkadaslar® %5.8,
Gursoy ve arkadaslarP* %7 ve Yavuzdemir ve arkadaslari® %9.7 oraninda direnc
oranlar bildirmislerdir. Bizim calismamizda da AGBHS’larda eritromisin direnci
%4.3 olarak saptanmis ve diger sonuclarla uyumlu bulunmustur.

Eritromisine direncli AGBHS’larin direng oranlari kadar direnc fenotipleri de
bolgesel farklilik gdstermektedir. ispanya’da 1998-2001 yillar arasinda izole edilen
157 eritromisine direncli AGBHS susunun %98.7’si M fenotipinde bulunmus?,
ayni ylllarda Ulke gapinda yapilan gok merkezli bir calismada en yaygin fenotipin
yine M fenotipi oldugu bildirilmistir's. italya’da 2001’de izole edilen eritromisine
direngli AGBHS'larin %41.7'si M fenotipi, %31.7'si konstitdtif tipte MLS, fenotipi,
%26.6's1 indUklenebilir tipte MLS, fenotipi olarak tanimlanmigtir'®. Aimanya’da
1999-2000'de eritromisine direncli suslarin %78’i M fenotipinde bulunmus?,
benzer sekilde Finlandiya'da yapilan calismalarda da baskin fenotipin M fenotipi
oldugu bildirilmistir?2, Bulgaristan’da 1995-2001 yillar arasinda 1221 AGBHS’un
degerlendirildigi galismada %2.1 eritromisin direnci, %57.7 iMLS, fenotipi, %7.7
cMLS; fenotipi ve %34.6 M fenotipi bulunmustur®.

Fransa’da Bingen ve arkadaglan' eritromisin direncini %6.2 olarak bulmuslar,
bu suslarin %3.4'Gnun cMLS, fenotipinde, %2.8'inin M fenotipinde oldugunu
saptamislardir. Yine Fransa’da Weber ve arkadaslarn® ise, calistiklarnr AGBHS'larin
%9.6'sinin direncli ve bunlarin %4.3'4nin cMLS,, %2’sinin IMLS; ve %3.3'U4ndn
M fenotipinde oldugunu saptamiglardir. Sili'de 1990-1998 yillarinda izole edilen
594 AGBHS susunun %7.2'sinin eritromisine direncli ve bunlarin %87.5’inin M
fenotipinde, %12.5'inin MLS, fenotipinde oldugu saptanmigtir®. Taiwan'da 2001'de
izole edilen direngli suglarin %80.2'sinin M fenotipinde, %18.9'unun cMLS,
fenotipinde ve %1'inin IMLS, fenotipinde oldugu bildirilmistir®.

Tuarkiye'de direng fenotipi belirleyen calismalar henlz gok azdir. Erdogan ve
arkadaglar® 121 AGBHS susunu deg@erlendirdikleri galismalarinda, eritromisin direng
oranini %5.8 olarak bulmuslar ve bu suslarin %71’inin M fenoctipinde, %29’unun
ise IMLS; fenotipinde oldugunu saptamiglardir. Senses ve arkadaglar®, 1999-2002
ylllar arasinda izole ettikleri eritromisine direncli suslarin tglnde IMLS, fenotipi,
besinde M fenotipi saptamislardir. Calismamizda eritromisine direngli bulunan 12
susun besinde (%41.7) M fenotipi, dordinde (%33.3) konstitutif tipte MLS, fenotipi
ve Uglnde (%25) indiklenebilir tipte MLS, fenotipi belirlenmistir.

AGBHS’larda makrolid direnc sikhiginin ve fenotiplerinin belirlenmesi, hem

epidemiyolojik veri elde edilmesi hem de ampirik tedavide kullanilacak ajanlarin
secimi agisindan son derece 6nemlidir. GUnkU M fenotipi gosteren izolatlar sadece
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14 ve 15 Uyeli makrolidlere direngli iken 16 Uyeli makrolidlere, linkozamidlere ve
streptograminlere duyarl kalmakta, buna kargin cMLS, fenotipi gosteren izolatlar
her ¢ grup antibiyotige de direng gostermektedir. iIMLS,, fenotipi gésteren izolatlar
ise, tedavide uygulanacak eritromisinin yapabilecegdi enzim indUksiyonu sonucu
eritromisin ve klindamisine direnc geligtirebilmektedir®8'. Sonug olarak, Ulkemizde
AGBHS’larda makrolid direng oranlari ve fenotiplerinin belirlenmesi amaciyla
yapilacak daha genis capli galismalara ihtiya¢ vardrr.
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