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BOGAZ SALGILARINDAN IZOLE EDILEN
BETA-HEMOLITIK STREPTOKOKLARDA PENISILIN-G
TOLERANSININ ARASTIRILMASI*

Biilent GURLER!, Habibe ERDENIZ?
OZET

Bogaz salgilanindan izole edilen ve Slidex Strepto kiti (bioMérieux) kullanttarak
agliitinasyon testi ile 61’1 A grubu, ikisi B grubu ve yedisi C grubu olarak tanmianan
70 beta-hemolitik streptokok susunun penisilin-G’ye toleranst MBC/MIC oram
belirlenerek arastinimistir. Calismada Todd-Hewitt buyyonu (pH 7.5) ve
mikrodiliisyon yéntemi kullamlmig, penisilin-G’nin 0.000125-0.25  ug/ml
konsantrasyonlar: denenmigtir. 70 streptokok susunun tamami penisilin-G’ye duyarh
bulunmustur. 52 sug igin MBC ve MIC degerlerinin ayn oldugu, 12 sug igin MBC
degeri MIC degerinin iki kati, bir suy igin dért katr, i¢ sug igin sekiz kati, bir sug i¢in
16 kati oldugu, bu 69 susun penisilin-G’ye toleran olmadifi saptanmigtir. Bir sug icin
ise MIC’un 2-16 kat antibiyotik konsantrasyonlart bakterisid etki gdsterdigi halde 32
kat konsantrasyonda dnemli oranda bakterinin canl kaldigi, bu susun toleran oldufu
ve Eagle fenomeni gosterdigi kabul edilmigtir.

SUMMARY

Investigation of penicillin-G tolerance in beta-hemolytic streptococct isolated
from threat swabs. .

By establishing the MBC/MIC ratios, penicillin-G tolerance was searched in 70
strains of beta-hemolytic streptococci isofated from throat swabs. Sixty-one sirains
were found to be group A, 2 to be group B and 7 to be group C by Siidex Strepto kit
(hioMerieux). MIC and MBC were determined by mierodilution technique in Todd-
Hewitt broth {(pH 7.5) containing from 0.000125 yg/mlto 0.25 pg/ml penicillin-G in
two-Told dilutions. All strains were sensitive. For 52 strains MBCs were the same
as MICs, for 12 strains were 2-folds, for 1 strain was 4-folds, for 3 strains were
8-folds, and for 1 strain was 16-folds and those 69 strains were not tolerant to
penicillin-G. On the other hand, for one strain, although the 2-16 folds of the MIC
were bactericidal, at 32 folds of MIC concentration a considerable number of bacteria
were viable and this strain was accepted to be tolerant, expressing the Eagle
phenomenon.
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GIRIS

Streptokok infeksiyonlarimin tedavisinde en fazla oral veya intramuskiiler
penisilin titrevleri kullantlmaktadir. Ancak son yillarda cesitlt calismalarda Gzellikle A
grubu beta-hemolitik streptokoklann penisilin tiirevleri ile st solunum yollarindan
eradikasyonunda % 10-30 oraninda basarnsizlik bildirilmistir (3, 5, 16). Bu
bagansizlifin nedenleri arasinda afiz ve iist solunum yollarimm normal florasim
olugturan aerop ve anaerop bakterilerin beta-laktamaz enzimi salgilayarak penisilini
inakfive etmesi, tedavi siiresinin gerektiginden kisa tutulmas: ve penisiline tolerans
sayilabilir (1, 3, 6, 9).

Tolerans olayr ilk kez 1970 yilinda Tomatz ve ark. (17) tarafindan bir mutant
S.preumoniae sugunun penisilin varhginda aym tiirden diger streptokok suglarnna
gore ¢ok daha yavag dimesi ve erime olayinin meydana gelmemesi ile gozlenmistir,
Sonraki yillarda birgok toleran streptokok ve stafilokok suglan bildiritmig olup,
toleransin sadece laboratuvarlarda elde edilen mutant suslarda rastlanan bir olay
olmadigr gosteriimigtir (13, 14).

Literatiirde yer alan gzellikle A grubu beta-hemolitik streptokoklann penisilin ile
eradikasyonunda basarisizlik oranlarmin artigt ile ilgili olarak, caligmamizda bofaz
salgilarindan izole edilen beta-hemolitik streptokoklarda penisilin-G teleransinin
arastirilmas) amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Farenjitli hastalardan izole edilen 70 beta-hemolitik streptokek susu calisma
kapsamina alinmastir. Suglarin grup tayini Skidex Strepto kiti (bioMérieux) kuflanarak
agliitinasyon testi ile yapthmgtr,

Penisilin-G’ve tolerans MBC/MIC oranlan belirlenerek arastinimistir. Calismada
Todd-Hewitt buyyonu (pH 7.5) ve mikrodiliisyon ydntemi kullaniliis, penisilin-G’nin
0.000125-0.25 pg/ml konsantrasyonlarr denenmigtir. Logaritmik iireme fazindaki
bakteri inokulumunun hazirlanmas: igin kank besiyerine azaluna ydntemi ile yayifan
streptokok kolonilerinden 4-5 adet alip, 4 ml Tood-Hewitt buyyonuna ekilerek
37°C de 4-5 saat bekletilmistir. Sonra streptokok siispansivonlarinin bulanmikhig
McFarland 0.5 numarali standardina gore ayarlanmigtir. Bu sekilde elde edilen ve
konsantrasyonu yaklasik 5x10% CFU/m! olan siispansiyondan 10 pl alip 10 mi steril
Todd-Hewiltt buyyonuna aktarilarak konsantrasyonu yaklasik 5x10° CFU/mi olan
hakteri siispansivonu elde edilmigtir. Bu inokulumdan 100 @l abp yine 100 pl
antibiyotikli besiyeri iceren kuyulara aktarilmig ve bu sekilde kuyulardaki antibiyotik
konsantrasyonunun iki kat azaldign dikkate alimmistir, Plaklar 37°C’de 24 saat
bekletildikten sonra iiremeyi inhibe eden en disik antibiyotik konsantrasyonu MIC
olarak belirlenmistir.

MBC’u belirlemek igin iireme gdrilmeyen kuyularn her birine 2000 U/mI’lik
penisilinaz enziminden 10 pl konmug, kuyulardaki siispansiyon iyice karigtinldiktan
sonra 50 pl alinarak kanh besiyerine ekim yaptlmigtir. 37°C’de 48 saat
inkiibasyondan sonra Gremeyi en az % 99.9 oraninda inhibe eden en diisiik antibiyotik
konsantrasyonu MBC degert olarak belirtenmistir.

BULGULAR

Calisma kapsamina alinan 70 beta-hemolitik streptokok susundan 617inin A
grubu, ikisinin B grubu ve yedisinin € grubu oldufu belirlenmigtir. Suslar igin
penisilin-G’nin MIC degerleri tabloda gisterilmigtir.
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Tablo. Penisilin-G'nin denenen 70 beta-hemolitik streptokok sugu i¢in MIC  degerlerinin
dagilimt.

Lg/ml =0.06 003 0.015 0.008 6004 002 0001 00005 0.00025 0000125

Sus sayis1 ¢ 1 13 26 7 6 7 0 1 9

NCCLS’in pnémokok diginda streptokokiarn penisiline duyarliligi igin kabul ettigi
MIC suurma gore (MIC<0.12 pg/ml) denenen 70 susun tamami penisiline duyarh
bulunmustur, 52 sus i¢in MBC we MIC degerlerinin ayni oldugu, 12 suy i¢in MBC
degerlerinin MIC degerinin iki katy, bir sug igin dort kati, ti¢ sus i¢in sekiz katt, bir sug
icin 16 kati oldugu, bu 69 susun penisilin-G’ye toleran olmadif saptanmugtir. Bir sug
igin ise MIC’nun 2-16 kati antibiyotik konsantrasyonlart bakterisid etki gosterdigi
halde 32 kat konsantrasyonda dnemli oranda bakterinin canls kaldigi, bu susun toleran
oldugu ve Eagle fenomeni gosterdifii belirlenmistir.

TARTISMA

Bakterilerde antibiyotik toleransi, bir bakterinin antibiyotigin éldiirtict etkisine
daha dayamikli olmasi, bagka bakteri, tiirlerine ya da ayms tiirden bagka suglara
bakterisid ctkili bir antibiyotifin toleran bakteriye sadece bakteriyostatik etki
gistermesidir (11}, Tolerans ¢zellikle beta-laktam antibiyotikler ve hiicre duvar
sentezini inhibe eden diger bakterisid antibiyotikierle Gram pozitif bakieriler arasinda
saptanan bir olaydir. Stafilokok ve streptokoklarda, enlerokoklarda, laktobasitierde,
Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens ve Bacillus subtilis’de antibiyotik
toleransi bildirilmistir. Laboratuvarda elde edilen toleran bir £.coli mutan: diginda,
Gram negatif gomak seklindeki bakterilerde tolerans olay: hakkinda kesin bilgi yoktur
(6). Gesitli calismalarda belirtilen tolerans oranlari oldukga farkhidir. Streptococcus
pyogenes suslarinda penisiline % 16-91, Staphylococcus aureus suglarinda
penisilinaza dayamksiz penisilinler i¢in % 0-100 arasinda tolerans oranlan
bulunmusgtur (6). Bu oranlann birbirinden ¢ok farklh olmasimn sebepleri arasinda
tolerans belirlemede heniiz standardize yontem olmadift igin farkly ve standardize
cdilmemis yontemlerin kullamlmast, kuflamlan besiycrinin igerigi, inokulumun Greme
fazi ve konsantrasyonu, MBC’vi belirlemek igin sivi diliisyoniardan kan besiyerine
ekim yapma esnasinda antibiyotigin taginmasi sayilabilir (15). '

Cahgmamizda kullandan besiyeri, inokulumun iireme fazi ve konsantrasyonu
NCCLSin énerdigi gibi yapilmug ve kullamimstir (12). Ayrnica sivi besiyerinden katt
besiyerine antibiyolik taginmasimt onlemek i¢in ekim dncesi reme gdzlenmeyen her
kuyuya 20 U penisilinaz enzimi konmugtur.

Bakterilerde antibiyolik toleransimi belirlemek igin gesitli ybntemler
kullanilmaktadir. Bunlardan en saghkl sonug veren zaman-lim grafiklerinin gizilmesi
cahismalarina” dayanan ybntemdir; ancak olduk¢a zahmetlidir ve bakteriyoloji
laboratuvarlarinda bir¢ok sug icin kelay uygulanabilecek bir yiniem degildir.
Toleransm belirlenmesinde en yaygn ofarak kullanmilan yontem MBC/MIC oraminin
belirlenmesine dayanan yontemdir. MBC/MIC oransnin 32 veya daha fazla oldugunda
_ suslar toleran olarak kabut edilir (7, 18).
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Calismamizda denenen suglarin penisilin-G'ye toleransi MBC/MIC oranlan
belirlenerek arastirihmigtir. Caligmamizda bu oramin (MBC/MIC) 52 sug igin bir, 12
sug i¢in iki, bir sug i¢in dért, li¢ sug i¢in sekiz, bir sug igin 16 oldugu, bu 69 susun
penisilin-G’ye toleran olmadif saptanmustir. Bir sus ig¢in ise MIC'un 2-16 kats
antibiyotik konsantrasyonlan bakterisid etki gsterdigi halde 32 kat konsantrasyonda
onemli oranda bakterinin canlt kaldigr, bu susun toleran oldugu ve Eagle fenomeni
gosterdifi belirlenmistir. 1948 yilinda Eagle, bakterisid etkili bir antibiyotik olan
penisilinin, MIC un hemen istiindeki konsantrasyonlarda bakterinin 6liimiine yol
actiBs halde, ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda bakteri 6limiiniin azaldigini, yani
etkinin bakteriyostatik hale déndiigini gostermistir {18).

Son 15 yil iginde gegitli aragtincilar A grubu beta-hemolitik streptokoklanin neden
oldugu farenjitlerin % 10-30 arasinda defisen oranlarda penisilin ile tedavi
edilemedigini agiklamiglardir (3, 5, 16). Tedavi bagansizh konusunda farkh gériisler
bildirilmigtir. Brook (1} orofarengeal florada yer alan acrop ve anaerop bakterilerin
penisilini lokal inaktivasyon ile etkisiz hale getirerek tedavi bagsansizhifinn arttirdigine
belirtmistir. Kim ve Kaplan (9} A grubu beta-hemolitik streptokoklarin penisilin ile
eradike edilememesinin bir nedeninin penisilin tolerans: olabilecefin: one siirmiigler;
penisilin ile tedavi edilen hastalardan izole ettikleri suglarin hi¢birinde . tolerans
belirfenemezken, tedavisi basarisiz olan hastalardan elde ettikleri suslarin % 25’inin
penisiline toleran oldugunu bildirmiglerdir. Belirtilen bu goriiglerin tersine bazi
yayinlarda penisilin toleranst ve tedavi bagansizlify arasinda bir baglanti olmadif
vurgulanmigtir, Feldman ve arkadaglan (5) akut farenjitli ¢ocuklarin % 12’sini
penisilinle tedavi edemezken bu hastalardan elde ettikleri highir susun penisiline
toferan olmadigim belirtmiglerdir. Aym sekilde Chaudhary ve arkadaglan (2) penisilin
ile eradike edilemeyen suglan incelemigler, higbirinde tolerans saptamamuglardir.

Dis kaynakli literatiirde A grubu ve diger- gruplardan beta-hemolitik
streptolcoklarin penisilin-G'ye toleransi konusunda birgok galisma olmasima karsin,
yurdumuzda bu konuda yapilan aragtirmalar azdir. Ergiiven ve arkadaglar (4)
inceledikicri beta-hemolitik streptokoklarda penisiline % 8 tolerans belirlerken,
Karabiber ve Tiiret (8), Kiraz ve Kaya (10} A grubundan suglarda penisiline tolerans
saptamamiglardir.
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