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OZGUN CALISMA
SAGLIKLI COCUKLARDA STREPTOCOCCUS PNEUMONIAENIN
NAZOFARENGEAL TASIYICILIGI VE COKLU ANTIBiYOTIK DIRENCI

ORIGINAL ARTICLE

NASOPHARYNGEAL CARRIAGE OF STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE IN
HEALTHY CHILDREN AND MULTIDRUG RESISTANCE

Miijgan BAYER', Géniil ASLAN', Giirol EMEKDAS'
Necdet KUYUCU 2, Arzu KANIK?

OZET: Streptococcus pneumoniae’nin nazofarengeal tasiyiciligi toplumda direncli
susglarin yayilmasi ve invazif hastaliklarin gelismesinde 6énemli bir rol oynar. Bu
calismada saglikli okul cocuklarinda nazofarengeal S.pneumoniae tasiyicilik oranlarinin
tespit edilmesi, izolatlarin cesitli antibakteriyel ajanlara karsi duyarliiginin saptanmasi
ve penisiline direncli pndmokok tasiyiciligini etkileyen risk faktérlerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Galismaya Nisan 2003-Mart 2004 tarihleri arasinda Mersin ilinde
rastgele segilen Gg ilkégretim okulunda egitim gbren 6-13 yas arasindaki 1440 saglikh
cocuktan alinan nazofarengeal 6rnekler dahil edilmistir. S.pneumoniae’nin izolasyonu ve
tanimlanmasi geleneksel kultir yontemleriyle yapilmistir. Antibiyotik duyarllik testleri disk
difiizyon yéntemiyle "Clinical Laboratory Standards Institute" dnerilerine gére uygulanmis
ve penisilin MiK degerleri E-test (AB Biodisk, Solna, isveg) ile belirlenmistir. Saglikli
cocuklarin 201’inden (%13.9) S.pneumoniae izole edilmis; izolatlarin %87.1’i (n:175)
penisiline duyarl bulunurken, %12’sinde (n:24) orta dizey, %1’inde (n:2) ise yuksek
duzey penisilin direnci tespit edilmistir. Trimetoprim-silfametoksazol (TMP-SMX) ve
makrolid diren¢ oranlar sirayla %30 ve %4 olarak izlenmigtir. Eritromisin (E)’e direncli
sekiz sugun ikisinde indiklenebilir MLS, (makrolid, linkozamid ve streptogramin) tipi,
altisinda ise M tipi (aktif pompa sistemine bagl) direng belirlenmistir. Meropenem,
vankomisin, seftriakson ve siprofloksasine karsi direngli sus bulunmamistir. S.pneumoniae
izolatlarinin %20’si tek ilaca (iki sus penisiline; 39 sus TMP-SMX’e), %8.9'u iki ilaca
(16 sus penisilin+TMP-SMX’e; iki sus penisilin+E’e) ve %2.9'u (¢ ya da daha fazla ilaca
(bes sus penisilin+E+TMP-SMX’e; bir sus TMP-SMX+ E+klaritromisin’e) direncli olarak
belirlenmistir. Kalabalik aile yasami ve son iki ay icinde antibiyotik kullanimi, penisiline
direngli pnémokok tastyicihgi icin risk faktorleri olarak belirlenmistir (sirasiyla; p=0.009
ve p=0001). Ulkemizde yapilan benzer calismalarla karsilastirildi§inda, sonuglarimiz
Mersin’de saglikl okul cocuklarinda, nazofarengeal pnémokok tasiyicilik oraninin (%13.9)
orta diizeyde oldugunu, buna karsin yUksek penisilin direnci gésteren S.pneumoniae
oraninin (%1) dustk oldugunu ortaya koymaktadir. Sonu¢ olarak, yasam kosullarinin
iyilestiriimesi ve antibiyotik kullaniminin kisittanmasi, penisiline direncli S.pneumoniae
ve nazofarengeal taglyicilik oranlarini azaltacaktir.

Anahtar sézclikler: Streptococcus pneumoniae, pndmokok, tagiyicilik, penisilin,
direng, risk faktorti.
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ABSTRACT: Nasopharyngeal carriage of Streptococcus pneumoniae plays an
important role for the development of invasive disease and the spread of resistant strains
within the community. The aims of this study were to determine the carriage rate of
nasopharyngeal S.pneumoniae at healthy school children, to search the susceptibility
of the strains to various antibiotics and to evaluate the risk factors for nasopharyngeal
carriage of penicillin-resistant pneumococci. A total of 1440 healthy children (age range:
6-13 years old) attending to three primary schools which were chosen randomly in
Mersin province (Mediterranean region of Turkey) were included to the study between
April 2003 to March 2004. The isolation and identification of S.pneumoniae strains
from nasopharyngeal samples were performed by conventional culture methods.
Antibiotic sensitivity tests were done according to the Clinical Laboratory Standards
Institute directions by disk diffusion method, and penisilin MIC values were detected
by E-test (AB Biodisk, Solna, Sweden). S.pneumoniae were isolated from 201 (13.9)
of the children. The susceptibility rate of the isolates to penicilin was found as 87.1%
(n:175), while 12% (n:24) of the strains yielded intermediate and 1% (n:2) yielded
high resistance against penicilin. Overall percentages of resistance to trimethoprim-
sulfamethoxazole (TMP-SMX) and macrolides were 30% and 4%, respectively. Two out
of eight erythromycin (E) resistant strains showed inducible MLS, (macrolide, lincosamide
and streptogramin B) type while six showed M (due to active efflux system) type of
resistance. Resistance to meropenem, vancomycin, ceftriaxone and ciprofloxacin were
not detected. Of S.pneumoniae isolates, 20% were found resistant to only one antibiotic
(two strains to penicilin; 39 strains to TMP-SMX), 8.9% to two antibiotics (16 strains to
penicillin+TMP-SMX; two strains to penicillin+E) and 2.9% to three or more antibiotics
(five strains to penicillin+E+TMP-SMX; one strain to TMP-SMX+E+chlaritromycin). Living
in a crowded family (p=0.009) and use of antibiotics in the last two months (p=0001)
were considered as the risk factors for nasopharyngeal carriage of penicillin-resistant
pneumococci. When comparing our data with the results of the other studies reported
in Turkey, the nasopharyngeal carriage rate was moderate between healthy children in
Mersin, nevertheless the rate of high level penicillin-resistant S.pneumoniae strains was
quite low. As a result, improving the living conditions and restriction of antibiotic use
could minimize the nasopharyngeal carriage and penicillin-resistant pneumococci.

Key words: Streptococcus pneumoniae, pneumococci, carriage, penicillin,
resistance, risk factors.

GiRiS

Streptococcus pneumoniae saglikll cocuklarin nazofarenksinde kolonize
olmaktadir'. Nazofarenkste pnémokoklarin tasiyiciligi bir gcok enfeksiyonun
(otitis media, sinzit) gelismesinde énemlidir. Ozellikle saglikli cocuklarda
tasiyicilik, toplumda cesitli enfeksiyonlarin etiyolojisinde énemli bir rol oynar2.
S.pneumoniae’nin tasiyicilik orani ¢ocuklarda (%35) yetiskinlerden (%2-9)
daha yiiksektir®. ilk aylarda S.pneumoniae kolonizasyonu olan bebeklerde
invazif enfeksiyon gelisme riski %15 olarak bildiriimektedir'. Nazofarenksinde
S.pneumoniae tasiyan bir cocuk, etrafindaki diger cocuklar icin de enfeksiyon
riski olusturmaktadirs.

Gelismekte olan Ulkelerde enfeksiyonun tedavisinde ucuz ve etkin bir
antibiyotik olan penisilin yillardir kullanilmaktadir. Ancak son 20 yilda gittikge
artan penisilin ve diger antibiyotiklere direncten dolay tedavi zorlasmis ve
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maliyeti artmistir®. Ulkemizde farkli cografi bélgelerde yapilan, cesitli yas
gruplarindaki saglikli cocuklarda S.pneumoniae tasiyiciligi %8.5-37.2, penisilin
direncli S.pneumoniae tasiyiciligli %2.7-7 arasinda; orta diizey penisilin direncli
S.pneumoniae tasiyiciligl ise %17.9-33.9 arasinda rapor edilmektedir>2. Ulkemizde
farkh bolgeleri icine alan multidisipliner bir arastirmada, hastalik etkeni olarak
izole edilen S.pneumoniae izolatlarinda penisiline orta dizey direng %25.8,
yuksek dlzey direng ise %3.9 olarak bildiriimektedir®.

Bu calismada, Mersin’de saglikh okul ¢ocuklarinda S.pneumoniae’nin
nazofarengeal taslyicilik oranlarinin arastiriimasi, penisilin ve diger antimikrobiyal
ajanlara diren¢ oranlarinin saptanmasi ve penisiline direncli pnémokok
tastyiciigini etkileyen risk faktorlerinin belirlenmesi amaglanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Nisan 2003 - Mart 2004 tarihleri arasinda Mersin’de (g ilkdgretim
okulunda rastgele secilen yaslan 6-13 arasinda degisen 1440 saglikli gocuk
dahil edildi. Calisma protokold, il Saghk Midirligi ve ailelerin bilgisi ve izni
dahilinde onaylar alinarak yapildi. Butin cocuklar tst solunum yolu enfeksiyonu
(USYE) yéniinden muayene edildi. Okudugu okul, aile bireylerinin sayisi, yaslar,
sigara icme aligkanliklari, son Uc¢ aylik dénemde verilen antimikrobiyal ilaglarin
sayisi ve tipi sorgulandi.

Nazofarengeal Ornekler tim merkezlerde ayni arastirmacilar tarafindan
alindi. Ornekler ekiivyonlu cubukla dil ve kiiciik dile degdirmeden nazofarenksten
alindi ve hemen gentamisin (5ug/ml) iceren koyun kanl agara ekildi. %5-
10 CO,’li ortamda 35°C’de 24-48 saat inklbasyondan sonra, S.pneumoniae
izolatlari, tipik koloni gérinim, alfa-hemoliz ve Gram boyama 6zelliklerine gore
tanimlandi. Dogrulama testleri olarak optokin (5 ug BD BBL disk) duyarliigi ve
safrada erime testleri kullanildi’®''. Butun izolatlar daha ileriki ¢alismalar icin
-70°C’de kalp beyin infizyon (BHI) buyyonu-gliserol stok soltisyonunda [%9.9
(vol/wt) gliserol, %3.33 (vol/wt) BHI buyyon; ARUP Laboratuvarlari Reagent
Lab.] dondurularak saklandi. Dondurulan izolatlar ¢ézildigunde %5’lik koyun
kanli Kolombia agara pasajlari yapildi ve 24 saat %5 CO,’li ortamda 35°C’de
inkibe edildi. Izolatlar ¢ézildiginde saflik ve optokin duyarlih@r yéninden
kontrol edildi.

Oksasilin (1 pug), trimetoprim/sulfametoksazol (TMP/SMX; 1.25/23.75 pg),
eritromisin (E; 15 pg), meropenem (10 pug), siprofloksasin (CiP; 5 ug), seftriakson
(CRO; 30 ug) ve vankomisin (VA; 30 ug) duyarlilik testleri Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) 6nerilerine gére Kirby-Bauer disk difizyon metodu
ile yapildi. Kirby-Bauer disk difizyon testleri Mueller-Hinton agara (Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, UK) %5 defibrine koyun kani (TMP-SMX igin %5
defibrine at kani kullanildi) eklenerek yapildi. NCCLS 6nerileri dogrultusunda
penisilin direncinin degerlendiriimesi, direncli ve orta dizey direncli olarak
yapildi'2. Penisilin MiK degerleri E-test (AB Biodisk, Solna, isveg) ile belirlendi.
E-test %5’lik defibrine koyun kanh Mueller-Hinton agarda yapildi*®. Suslar
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E-test sonuglarina gére; NCCLS 6nerileri dogrultusunda duyarli (<0.06 pg/ml),
orta duyarll (0.1-1 pug/ml) veya direncgli (=2 pg/ml) olarak degerlendirildi'2.
S.pneumoniae ATCC 49619 kontrol susu olarak kullanild.

Makrolid direncli izolatlarin fenotipleri, klindamisin ve eritromisin diskleri
(Oxoid) kullanilarak cift disk metoduyla belirlendi'4. Bu amagla eritromisin (15 ug)
ve klindamisin (2 mg) diskleri, diskler arasindaki mesafe 15-20 mm olacak
sekilde koyun kanli agara yerlestirildi. Her iki disk etrafinda inhibisyon zonu
olusmamasi erm metilazlarin sirekli olarak yapildigi MLS direnci; eritromisin
diski etrafinda inhibisyon alani bulunmamasi ancak klindamisin zonunun E’e
bakan tarafinda duzlesmesi indUklenebilir tipte MLS direnci; buna karsin
eritromisine direngli oldugu halde klindamisin zonunda herhangi bir daralma
g6rilmemesi makrolid direncinin aktif pompa sistemine bagh oldugu (M tipi)
biciminde degerlendirildi.

Antibiyotik kullanimi ve kalabalik ailede yasama faktorlerinin direnc ve
duyarllik durumuna etkisi x* testi ile analiz edildi, lojistik regresyon ile odds
oranlari hesaplandi.

BULGULAR

Calismamizda saglikli 1440 okul cocugunun 201’inde (%13.9) S.pneumoniae
tespit edilmigtir. Pnémokok tasiyiciiginin saptandigi cocuklarin ortalama yasi 8.8
yil, erkek/kiz orani 104/97 olarak belirlenmigtir. Pnémokok izolatlarinin %87.1’i
(n:175) penisiline duyarl bulunmus; penisiline ytksek duzey diren¢ orani %1
(n:2), orta duzey direng orani ise %12 (n:24) olarak saptanmistir. Makrolidlere
direnc¢ orani dustk bulunurken (%4; n:8), TMP/SMX'e diren¢ oldukca yUksektir
(%30) (Tablo I). izolatlarin higbirisinde meropenem, vankomisin, seftriakson

Tablo 1. S.pneumoniae izolatlarinin Antibiyotiklere Direnc Orani

Direngli S.pneumoniae

sayl (%)
Oksasilin 2* (1)
TMP-SMX 61 (30)
Makrolidler 8** (4)

* Penisiline yuksek dizey direncli izolatlardir.
** iki sugta MLS,, alti susta M tipi diren¢ saptanmistir.

ve siprofloksasin direnci saptanmamistir. Suslarin %68’i (n:136) calisilan tim
antibiyotiklere duyarl bulunmus, antibiyotik direnci saptanan 65 (%32) izolatin
dagihmi Tablo II'de gosterilmigtir.

Pnémokok tasiyicisi olan ¢ocuklarda antibiyotik kullanimi ve kalabalik aile
yasami, penisilin direncini etkileyen risk faktorleri acisindan istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur. Kardes sayisinin fazla olmasinin direnc riskini 4.28 kat
(p=0.009), son iki ay icinde antibiyotik kullaniminin ise direng riskini 85.74 kat
artirdidi (p=0001) belirlenmistir.
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Tablo Il. Direncli Pnémokok izolatlarinin Dagiimi

Tek ilaca direncli 2 ilaca diren¢li =3 ilaca direngli

Antibiyotik sayl (%) sayl (%) sayl (%)

Penisilin 2

TMP/SMX 39

Penisilin+TMP/SMX 16

Penisilin+Eritromisin 2

Penisilin+Eritromisin+TMP/SMX 5

TMP/SMX+Eritromisin+Klaritromisin 1

Toplam 41 (20) 18 (8.9) 6 (2.9
TARTISMA

Pnémokok enfeksiyonlari genellikle nazofarenks kolonizasyonuyla baslar
ve nazofarengeal kolonizasyon da invazif hastalik olusumu icin édnemli bir
risk faktéridar. Pnémokok kolonizasyonu olan kiguk cocuklarda akut orta
kulak iltihabi gelisme orani, kolonizasyon olmayan c¢ocuklardan daha fazladir.
Cocuklarin cogunda epidemiyolojik ve sosyoekonomik faktorlere bagl olarak
hayatin ilk iki yihnda S.pneumoniae kolonize olamaktadir'®.

Ulkemizde hastalik etkeni olarak izole edilen S.pneumoniae suslarinda,
penisilin ve diger antibiyotiklere direncle iliskili pek cok calisma bulunmasina
ragmen, saglkl cocuklarda nazofarengeal pndmokok tasiyiciligi ve penisilin
direnci ile ilgili sinirl sayida galisma mevcuttur. Cift¢i ve arkadaslar’, 2 ay-12
yas arasl saglikli cocuklarda tasiyiciigr %30, ylksek ve orta dizey penisilin
direncini sirasiyla %2.7 ve %32.7 olarak bildirmiglerdir. Bakir ve arkadaslarinin®
calismasinda, 6 ay-10 yas arasindaki 1382 saglikli cocukta pnémokok
tastyicilik orani %8.5, penisilin direnci ise %28.8 olarak rapor edilmistir. Gazi ve
arkadaslari®, 6-14 yas arasi gocuklarda tasiyiciligi %23.4, ylksek dlzey penisilin
direncini %7, orta duzey penisilin direncini %17.9 olarak saptarken; Uzuner ve
arkadaslan® 9 glin-67 ay arasi gocuklarda bu oranlarn sirasiyla %37.2, %5.4
ve %33.9 olarak bildirmiglerdir. Bizim calismamizda saptanan tasiyicilik orani
(%183.9) Uzuner®, Ciftci” ve Gazi®nin sonuclarindan duasuik, Bakir®in bildirdigi
orandan yuksektir. Buna karsin penisiline yiksek (%1) ve orta (%12) dlzey
direngli suslarimizin oraninin, tim bu arastiricilarin bildirdigi oranlardan dusuk
oldugu goérilmustar.

Pndémokok taslyiciligi ve penisiline direng oranlari, Ulkelere ve bolgelere
gore farkhlik gostermektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nin farkli yerlesim
bdlgelerini kapsayan bir calismada'® pnémokok tasiyiciigi ve penisiline direng
oranlar sirasiyla %14-24 ve %4-9 (yuksek duzey) iken; Rusya’da yapilan bir
calismada'” siraslyla %45-66 ve %7.5 (orta diizey) olarak bildirilmistir. Orta ve
yuksek dizey penisilin direng oranlari ile ilgili olarak Gin (sirasiyla %13.1 ve
%1.2) ve Tayvan'da (siraslyla %30 ve %41) yapilan calismalarda da oldukca
farkli sonuglar alinmigtir’®1°,
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Pndémokoklar ile nazofarengeal kolonizasyonun temel olarak yasa bagl
oldugu bildiriimekle birlikte, diger faktdrlerin de kolonizasyonda etkili oldugu
distnulmektedir’. Yapilan calismalarda cocuklardaki tasiyicilik oranlari; yas,
kardes sayisi, kalaballk yagsam, sosyoekonomik duzey, aile Uyelerinin sigara
icme aliskanlidi, antibiyotik kullanimi, iklim, cevresel ve genetik faktorler ile iligkili
bulunmustur”2023, Calismamizda, Uzuner ve arkadaslarinin® bulgularina benzer
olarak, son iki ay icinde antibiyotik kullaniminin penisiline direncli S.pneumoniae
tasiyicihgr tzerinde etkili oldugu tespit edilmis (p=0.0001); ayrica aile bireylerinin
sayisinin da bir risk faktéri oldugu gdézlenmistir (p=0.009).

Son yillarda pnédmokok suslarinin penisilin digindaki antibiyotiklere karsi
direncinde de artisin oldugu ve penisiline direngli suslarin siklikla beta-laktam
disi antibiyotiklere de direncli oldugu ifade edilmektedir'#2+26, Ulkemizde saglikli
pnémokok tasiyicilarinda yapilan ¢alismalarda TMP/SMX direnci %5.4-85
arasinda degisen cok genis bir aralikta bildiriimektedir®®. Bizim calismamizda
TMP/SMX direnci %30 olarak belirlenmistir. Ciftci ve arkadaslar’, pnédmokok
izolatlarinda sefotaksim direncini %2.7; Bakir ve arkadaslari®*siprofloksasin
direncini %3; Uzuner ve arkadaslari® ise ofloksasilin direncini %1.8 olarak
rapor etmislerdir. izolatlanmizda antibiyotik direng orani (tek veya cok ilaca
karsl) %32 (65/201) olarak tespit edilmis; bu suslarin %63’Unin (41/65) tek,
%28’inin (18/65) iki ve %9’unun (6/65) U¢ veya daha fazla ilaca direncli oldugu
izlenmistir (Tablo 1l). Calismamizda suslarimizin timd meropenem, vankomisin,
seftriakson ve siprofloksasine duyarli bulunmustur.

Pndmoni, otit ve sinuzit tedavisinde diger etiyolojik ajanlara da etkili
olduklari icin siklikla makrolid grubu antibiyotikler tercih edilmekte, bu durum
da direnc gelisimini artirmaktadir. Sener ve arkadaslarinin®® calismasinda
makrolid direnci %15 olarak bildirilmistir. Bizim calismamizda iki susta MLS,
alti susta M tipi diren¢ olmak Uzere toplam sekiz susta (%4) eritromisin direnci
belirlenmistir. Bu oran Ulkemizdeki diger calismalarda®® %15-62 arasinda
saptanan makrolid diren¢ oranlarindan dusik, Rusya’da yapilan calismanin®
oranina (%4.6) benzerdir.

Bu calismada, Mersin ili okullarindaki saglikli gocuklarda nazofarengeal
pnémokok kolonizasyon orani (%13.9) ile suslarin yiksek dlzey penisilin direnc
oraninin (%1) dustk oldugu ve kalabalik ailede yasam ile antibiyotik kullaniminin
penisiline direncli S.pneumoniae tasiyiciidi igin risk faktérleri oldugu belirlenmistir.
Sonug olarak, pnémokok slrveyansinin yapilmasi, invazif hastaliklara neden olan
direncli izolatlar ile ilgili veri toplanmasina ve pnémokokal enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilacak bélgesel rehberlerin olusturulmasina katkida bulunacaktir.
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