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ISTANBUL'DA COCUK HASTALARDAN iZOLE EDILEN
STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE SUSLARINDA
- PENISILIN DIRENCI ARANMAST*

Betigiil ONGEN, Arif KAYGUSUZ, Miige OZALP,
Nezahat GURLER, Kurtulus TORECT

OZET

‘Cocuk hastalardan izolé edilen 49 S.preumoniae susunda 'p'e'nisilin direnci 1 HEY
oksasilin diski ile aragternustir. Oksasiline direngli olan 21 sug i¢in penisili'nin
minimal inhibildr konsantrasyonu Haemophilus Test Medium'da tiipte diliisyon
yontemi ile belirlenmigtir. Ondort sus (% 29) penisiline rélatit direngli olarak
bulunmus, gergek direngli susa rastlanmamisur, .

SUMMARY

Search for penicillin resistance in Streptococcus preumonice strains isolated
[from pediatric patients in Istanbul.

Penicillin resistance of 49 S preumoniae strains isolated from children were
screened with | gg oxacillin disk. Minimal inhibitory concentrations of peniciilin
for 21 oxaciflin resistant strains were determined by the (ube dilation method in
Haemophilus Test Mediom. Fourteen (29 %) strains were classified as relatively
resistant. Fully resistant strain was not encountered.

GIRIS

Streplococcus pneumoniae insanlarda dnemli morbidile ve mortalile nedeni
olan, bakleriyel pnémonide en sik, meninjit, bakteriyemi, siniizil, brongit ve olitis
mediada ise sikhikla etken olarak izole edilen Oaembi bir patojendir (2, [4).
Penisilinin klinikte kullamilmaya baglanmasindan sonra vzun yilar S.preumoniae
suslart penisiline duyarh bulunurken, 1970'H yillarda nadir de olsa penisiline
direngli pnémokek suslar bildirilmeye bastanmig ve dzellikle 1980'L yillardan
itibaren giderck artan sikhkta penisiline direngli pnamokoklardan séz edilir
olmustur (1, 11). Penisilin direnci ile birlikle diger antibiyotiklere direncin de
giderek yayginlagmas: ([1), dndmiizdeki yiullarda antibiyotiklere direngli
pnomokokiarin giderck dnemli bir sorun olacaginin habercisidir ve pnémokok
infeksiyonlarinda willarca etkili ve giiventi gekilde kullamilan penisiline karg
alternatit tedavi semalarinin olugturulmast kaginiimaz gériinmektedir. |

Halen penisiline direngli pnomokok suslar: Ispanya'da % 44, Macaristan'da
%58, Israil ve Japonya'da % 28, Romanya'da % 25, Fransa'da % 13 (1), Brezilya
(20) ve Suudi Arabistan'da (21) % 19 gibi yiiksek oraniardadir. Bélgelere gire
farklilik olmakia birlikte Ingiltere ve Amerika Birlesik Devletlerl 'nde direng oran
halen % 5'in alindadr (1, 4}.

*® 9, Tiirkiye Antibiyotik ve Kemoterapi Kongresinde sunumustue (19-25 Huziran 1994, Uraiip.
Istanbut Tep Fakiiliesi, Mikeobiyoloji ve Klinik Mikrobiyeloji Anabilim Dal. Capa. lstanbul.
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Direngli suglann giderek yayilmalart nedeniyle infeksiyon ctkeni olarak izole
edilen S.pneumoniae suglarinda penisilin direncinin arastirsimas: gerekmektedir.

Bu c¢aligmada, ilkemizde pnomokoklarda penisitin direncini  arastiran
¢alismalarin azhg nedeniyle, klinik érreklerden izole cdilen pnémokok suglarinda
penisilin direnci aragbicilmmstir,

GEREC VE YONTEM

Laboratuvarrmiza 4.10.1993 - 18.11.1994 tarihleri arasinda ginderilen ¢esitli
klinik orneklerden tiretilen 49 Spfzeummuae suguada, % 5 koyun kanh triptik soy
veya Mueller- Hinton agarda | pg oksasilin (Oxoid) diski ile penisilin direnci
aragtirtmigtic (4). S.aurens ATCC 29213 kontrol susu olarak kullamlmistir, 20 mm
veya daha biiyviik inhihi'sybn ‘Zonu alugturanlar, penisiline duyarli olarak
kaydedilmistir. 20 mm'den kiigitk inhibisyon zonu olugturan suslar, minimal inhibitar
konsantrasyonu (MIK) bakilmak iizere % 15 gliscrin iceren Brucella buyyonunda
-20 °C'de dondurularak saklanmiglardir. Bu suglarda penisifin MIK'u kanl ielozda
iki kez pasajdan sonra elde edilen saf kijltiirlerinden, Haemophilus Tesl Medium
(HTM)'da tiipte dilitsyon yontemi ile saplanmigtir. E faecalis ATCC 29212 (MIK:
l-4 pg/ml), oksasilin diski ile penisiline duyarh bulunan bir pnémokok susu (MIK <
0.06 pg/ml) ve ilk galisilan grupta MIK'v 0.12 pg/ml bulunan bir pnémokok susu,
her deney sirasiada kontrol suglart olarak kullambmslardir, Elde edilen MIK
degerteri NCCLS standartlarina gore yorumlaamestr (4).

BULGULAR

-

Balgamdan 19, burun salgisindan 18, beyin omurilik sivisindan 5, bogur
salgisindan 3, goz salgisindan 2, kandan | ve torasentez sivisindan 1 olmak iizere
toplam 49 §. preumoniae susu izole edilmigtir,

Sugtarin 281 (% 57) oksasiline duyarl: bulunduklarindan penisiline de duyarls
kabul edilmigtir (4). Oksasiline diren¢li bulunan 21 susun (% 43) I4'iinde
penisilinin MIK'a 0.12-1.0 pg/ml, diger 7 susla ise <0.06 pg/ml bulunmustur. Buna
gire rolatil penisilin direnci 14/49 (% 29) olarak saptanmistr. Penisiline sercek
diren¢li sus saptanmamigtir. Oksasilin diski ile penisiline direngli bulunan suglarin
7724 (% 33 ise penisiline duyarl bulunmustur (Tablo),

Rolatif direngli suglarin yedisi balgamdan, lgii burun salgisindan, ikisi bogaz
salgisindan, biri beyin omurilik sivisindan, biri de goz salgisindan izole edilmistir.

Table. Oksasilin diski (1 pg) ve perisilin MIK'u ile penisilin direnci,

Sayi {%)

Oksasilin diski ile

Duyarli (2 20 mm) 28 (37}

Direncli (£ 19 mum) 21 43
Penisilin MIK'u ile '

Duyarl (MIK < 0.06 pg/ml) ' 7

Rolatif direngli  (MIK 0.12 - 1.0 pg/mb) Y (29

Gergek direngli  (MIK =2.0 ug/ml) 0
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TARTISMA

Penisilinin MIK'u 0.06 pg/ml olan pnomokok suglar penisiline duyarl, 0.12-
1.0 pg/ml olanlar penisiline orta derecede veya rdlatif direngli, 2.0 g/ml veya daha
yiiksek olan swglar ise viiksek derecede veya gergek direncli sug olarak
tantmlanmaktadir (2, 4). Direncin bu sekilde tammianmasi tedavide secilecck
stratejiyi belirler. Orta derecede direngli suglara meninjit digindaki infeksiyonlarda
yiiksck dozda (parenteral) penisifin uygulamasi etkili olurken, beyin omurilik
sivisinda antibiyotik konsantrasyonunun rolatif olarak diigiik olimasi nedeniyle, bu
suslarla olusan meninjit olgularmda penisilinle tedavi saflanamamaktadir. Gergek
direncli suslaria olugan tiim infeksiyonlarda penisilin ctkisizdir ve penisilin tiirevi
antibiyotikler (ampisilin, azlosilin, mezlosilin, piperasilin, oksasilin), 1. ve 2. kuguk
sefajosporinlerin timii, 3. kugak sefalosporinlerden sefotaksim, scltriakson gibi
bazilart digindakilerin  ¢ofu in-vitro koguliarda artmig MIK degerleri
gisterdiklerinden tedavide dnerilmezler (2, 4, 12, 19, 24},

Pnémaokoklarda beta-laktamaz aktivitesi gdsterilmemigtir ve penisilin direnci
bakteri hiicre duvar: sentezinde rol alan penisilin baglayan proteinlerdeki (PBP)
degisiklik sonucu penisilinin bu proleinlere afinitesinin azalmass ile olugmaktadir.
Pnémokoklardaki penisilin direncinin yakin streptokok cinslerinden transformasyon
ve rekombinasyon sonucu ortaya ¢iktign sambmaktadir (5, 11, 12, 23). In-vitro
kosuliarda streptokok tiirlerinin pnomokoklara penisilin direncini aklarabilecegi
gosterilmigtir (3, 5). Penisiline direncli suglarda, duyarhi suslarda genellikle
saptanan alti degisik PBP'den (PBP Ja, PBP b, PBP 2x, PBP 2a, PBP 2b ve PBP
3} PBP la, PBP 2b ve PBP 2x'de wiklikla defigiklik saptanmaktadir ve sadece PBP
2x'de dedisiklik saptanan suglar, oksasiline direngli iken penisiline duyarch
olabilmektedirier (5, 22).

Mason ve ark (16) oksasilin diski ile S.preumoniae sugtanimin % 44 oraninda
yanlis sekilde penisiline direngli bulunabilecegini bildirmigierdir. Tunckanat ve ark
(27) metisilin diski ile suglarin % 21 - 25 kadarinin yanhg sekilde penisiline
direngh saptanabilecegini belirtmislerdir. Penisilin direncinin diigiik oldufu yerterde
oksasilin diski ile tarama testlerinin pozitil tahmin gitcli (positive predictive value)
oldukga diger. Ornegin penisilin direncinin % 3 dolayinda oldufu Amerika'da
oksasilin diski ile direngli bulunan suglann ancak % 25'1 penisiline direngli
bulunmusgtur (4). Bundan bagka oksasilin diski direngli suglarda direncin derecesini
de saptayamamaktadir (4). Bu eksikliklerine karsin oksasiline duyarli bulunan
sugtarin tiimiintin penisiline duyarlt bulunmast (estin daha az sayrda sugta MIK
bakilmasini saglayan yararh yanini ojugturmaktadic (4). Cahigmamiz, oksasilin diski
ile suslarin % 33'iiniin yanlig gekilde penisiline direngli bildirilebilecegini
gostermektedir. Bu nedenle oksasiline direngli bulunan suglarda, penisifin direnci ve
derecesi diliisyon testleri e aragtinlmahdir.

MIK saptanmasinda % 5 koyun kanli Mueller-Hinton besiyeri ile agar
ditiisyonu, katyonu ayarh Mueller-Hinton buyyoruna % 2 - 5 oraninda hemoliz
edilmis at kan ilavesi ilc hazirlanan besiyeri veya Haemophilus Test Medium ile
diliisyon testleri yapilmaktadir (4, 14). Onceleri NCCLS rtarafindan da énerilen
HTM ile MIK saptanmasinda bazi problemler olusabilmektedir. Ornegin Marshall
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ve ark (14) hemoliz. edilmis at kanli bestyerinde lreyen suglarin % 14'%iniin
bulaniklik olugturacak kadar iirememeleri nedeniyle HTM besiyerinde MIK lerinin
saptanamadi@in, ayrica HTM besiyerinde bazi penisiline yitksek diizeyde direngli
suglarin orta derecede direngli veya orta derecede direngli suslarin duyarl olarak
saptandigin bildirmiglerdir. Caligmamizda 4 susun MIK'n iireme oimamas
nedeniyle tekrartanarak ve inkiibasyon siiresi 24 saate (amamlanarak
saptanabilmigtir. NCCLS'in son &nerisi pnémokoklarda tiim antibiyotiklerin
MiK'unun sadece hemolizli at kami igeren besiyerinde mikrodilisyon yéntemi ile
bakilmasi seklindedir (25). Ticari olarak saglanan kitlerin penisilin ve scfalosporin
direncini saptamada yetersiz kalabilecegi belirtilmektedir (8). Bazi antibiyotikier
i¢in disk diffiizyon testi ile standartlar olugturulmustur ve duyarhlhik deneyieri bu
antibiyotikler igin disk diffiizyon testi ile yapilabilir (11). Ugilncii kugak
sefalosporinler igin disk diffizyon testi ile heniiz standardizasyon
olugturulamamistir (7, 26). Disk diffiizyon testi gibi uygulamasi kolay ve MIK
saptanmasina olanak saBlayan E testi pnomokoklarda penisilin ve sefalosporin
direnci aragtinnlmas: i¢in kullamiimaktadir (10, 13). Caligmamizda gercek penisilin
direncine rastlanmamasina rafmen % 29 oraminda rélatif direng saptanmistir,
Ulkemizde konu ile ilgili iki ¢alisma bulabildik. Bu calismalardan birinde
Tungkanat ve ark (27) agar dilisyon yontemi ile Ankara'da S.preumoniae
suslarinda rolalif penisilin direncini % 26, gercek direnci % 7 olarak hildirmislerdir,
Aragtiricilar erigkin hastalardan izole edilen suglarda gercek dirence rastlanmazken,
rélatif direnci % 23 olarak, ¢ocuk hastalardan izole edilen susiarda ise gergek
direnci % 21, rolatif direnci ise % 33 olarak saptamiglardir. Yine Ankara'da Giir ve
ark (9) pndmokok suglaninda rolatif direnci % 30,~gergek direnci % 17 olarak
bulmuslar ayrica suglarin % 7'sinin sefotaksime, % 8'inin kloramfenikole, 9% 11'inin
critromisine, % 27'sinin kotrimoksazole direngli oldugunu bildirmisglerdir.

Bu ¢aligmalar iilkemizde izole edilen S.presmoniae suglarinda penisiline
direng oranimin oldukg¢a yiiksek oldugunu ve suglarda rutin olarak penisilin
direncinin arastirtlmast ve bu konuda galismalara devam edilmesinin gereini
ortaya koymaktadir.

Penisiline direngli pnémokoklar yaninda ¢ogul direngli -iic veya daha fazla
antibiyotik simfina direngli- pnémokok suglart da giderek artmaktadir. Ornegin
Giiney Afrika'da izole edilen suslarin % 16 - 60 kadan gogul dirench bulunmaktadir
(1, 2, FI). Macaristan'da penisiline direngli suglarin % 70't ayni zamanda
tetrasiklin, eritromisin ve kotrimoksazole, % 36 kadan da kloramfenikole direncli
bulunmaktadir (15). Ispanya'da da gogul direngli suglar yiiksek orandadir ve diger
filkelerden de giderek artan siklikta ¢ogul direngli suglar bildiriimektedir. Molekiiler
diizeyde yapilan ¢ahgmalar cogul direagli suglarin iilkeler hatta kitalar arasinda
yayilabilecefini gostermektedir (17, 18, 23, 29). Cogul direngli suslarm dnemlbi bir
béliimi penisiline ve penisiline alternatif olabilecek makrolidler, tetrasiklin ve
kotrimoksazole de direnglidirler. Bu durum tedavide &nemli problemler
yaratmaktadir (I11). Son yillarda penisiline direngli pnémokoklar icin dnemli bir
secenck haline gelen bazr 3. kusak sefalosporinlere direngli pnémokok suslan da
bildirilmektedir (8, 9).
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Bugiine dek vankomisine direncli pndmokok bildiriimediginden penisiline
direngli suglarla olusan ciddi infcksiyonlarda, vankomisin ilk secenek olarak
onerilmektedir (2, 8, 11). Meninjitte ritampisin ile kombinasyonunu énerenler dc
bulunmakeadir (2, 28). Vankomisinin bazen penisiline duyarlt suglarla olugan
meninjitte etkisiz kalabilecegi (28), bu nedenle duyarle bulupduklarinda, daha az
toksik, beyin emurilik sivisina daha iyi gecebilen sefotaksim veya seftriaksonun
meninjitte yeglenebilecefini savunantar da bulunmaktadir (8, 12). Duyarh
bulundugunda kioramlenikol de kullanilabilir. Kloramfenikol tedavisine yanit
vermeyen meninjit olgulart da bildirilmigtir (2, 11). In-vitro oldukea etkili bulunan
baz1 kinolontar ve imipenemin tedavideki yeri konusunda klinik veriler yelersizdir
(2). En uygun tedavi seklinin bulunabilmesi igin in-vitro ve klinik cahgmalar
yiirtitiilmektedir (6, 8, 12, 19, 24).

KAYNAKLAR

1. - Appelbaum PC. Antimicrobial resistance in Streptococcus pneumoniac: An overview,
Clin Infect Dis 15:777 (1992).

2. Capute GM, Appetbaum PC, Liv HH: {nfections due to penicillin-resistant pncumococci,
Arch Intern Med 153 1301 (1993),

3. Chalkley LJ, Koornhol NI: Intra and inter-specific transformation of Stlreplococeus
pneumoniae 1o penicillin resistance, J Amtimicroly Chemother 26: 21 (1990},

4. Doern GV, Jones RN: Antimicrobial susceptibitity tests; Fastidious and unusual bacleriz,
"A Balows, WJ Hausler, K Herrmann Jr, HD Isenberg, HI Shadomy (eds): Manual of
Clinical Microbiology, 5. baski™ kitabmda s.1126, Am Soc Microbicl, Washinglon
{1991). .

5. PDowson CG, Johnson AP, Cercenado E, George RC: Genelics of oxucillin resistance in
clinical isolates of Streptococcus pneumoniac thal are oxacillin resistant and penicillin
susceptibie, Antimicrob Agent Chemother 382 49 (1994).

6 Fricdland IR, Paris M, Ehrett S, Hickey S, Olsen K, McCracken 3r GH: Evaluation of
antimicrobial regimens for treatment of experimental penicillin- and cephalosporin-
resistant pncumococcal meningitis, Antimicrob Agents Chemother 37: 1630 (1993).

7. Friedland IR, Shelton S, McCracken GH: Screening for cephalosporin-resistant
Streptococcus pneumonide with Kirby-Bauer disk susceplibility test, J Clin Microbiol
32: 274 (1994,

8  Friedland IR, Shelton, S, Paris M, Rin(lérkneéht S, Ehreet S, Krisher K, McCracken Ir
GH: Dilemmas in diagnosis and management of cephalosporin-resistant Streptococcus
pneumoniae meningitis, Pediatr Infect Dis J 12: 196 {1993).

9, Giir D, Tungkanat F, Sener B, Berkman E, @zkuyumcu C, Kanra G, Akalin HE;
Resistance in S.pneumoniae to varfous antibiotics in Turkey, Symposium on Infeciions
due to Gram-positive Coccl, Ankara, 25-28 August (1993),

1. Jorgensen JH, Ferraro MJ, McElmecl ML, Spargo J, Swenson JM, Tenover FC:
Detection of penicillin and extended-spectrum cephalosporin resistance among
Streptococeus pneomeniae clinical isolates by usc of the E test, J Clin Microbiol 32: 159
(1994).

11, Klugman KP: Pneumococcal resistance to antibiotics, Clin Microbiol Rev 3: 171 (1990).

12. Linares J, Alonso T, Pérez JL, Avyats |, Dominigucz MA, Pailarés R, Martin R:
Dcereased susceptibility of penicillin-resistant pneumococci to twenty-lour beta-laclam
antibiotics, J Antimicreb Chemother 30: 279 (1992).

24



16.

20.

21.

22,

23,

4.

25,

26;

27,

28,

2,

Macias EA, Mason Jr BO, Ocera HY, LaRocco MT: Comparison of E lest with stanclart
broth micredilution for ‘determining antibiotic susceptibilities of penicillin-resislant
strains of Streptococcus pneumoniae, J Clin Microbiol 32: 430 {1994,

Marshall KJ, Musher DM, Watson' D, Mason Jr EO: Testing ol Streptococeus
pneumoniae for resistance to penicillin, J Clin Microbiol 31 1246 (1993).

Marton A, Gulyas M, Munoz R, Tomasz A: Extremely high incidence ol antibiolic
resistance in clinical isolates of Streptococcus pneumoniae in Hungary, J Infect Dis 163:
542 (1991).

Mason Ir EO, Kaplan SL, Lamberth LB, Tillman J: Iacreased rate of isolation of
peniciliin-resistant Streptococeus pneumoniae in a children's hospital and in vitro
susceptibilities fo antibiotics of potential therapeutic use, Amimicrob Agents Chemother
36; 1703 (1992). : :

. . : :
MeDougal LK, Facklam R, Reeves M, Hunter S, Swensan JM, Hill BC, Tenover FC:
Analysis of multiply antimicrobial-resistant isolates of Streptococcus pneumoniue from
the United States, Antimicrob Agents Chemother 36: 2176 (1992).

Munoz R, Coltey TJ, Daniels M, Dowson. CG, Laible G, Casal [, Hakenbcc.k R, lacohs
M, Musser JM, Spratt BG, Tomasz A; Intercontinental spread of multiresistant clone of
scrotype 23F Streptocogeus pneumoniae, J Infect Dis 164: 302 (1991).

Neal Tl, O'Donoghue MAT, Ridgway El, Allen KD: In vitro activity of len antimicrobint
agents against penicillin-resistant Streptococcus pneumoniac, J Antimicrob Chemother
30: 39 (1992).

Sessegolo JF, Levin ASS, Levy CE, Asensi M, Facklam RR, Teixeira LM: Distribution
of serotypes and antimicrobial resistance of Streptococcus preumeniae strains isolated in
Brazil from 1988 10 1992, J Clin Microbiol 32 906 (1994).

Shibl AM, Hussein 88: Surveillance of Streptococcus pneumoniac serotypes in Riyadh
and their susceptibility (o penicillin and other commonly prescribed antibiotics, J
Antimicrob Chemother 29: 149 (1992).

o
Smith AM, Klugman KP, Coffey T, Spratt BG: Genetic diversity ol penicillin-binding
protein 2B and 2x genes from Streptococcus prevmoniac in South Africa, Antimicrob
Agents Chemoiher 37; 1938 (1993),

Soares. S, Kristinsson KG, Musser JM, Tomasz A: Evidence for the introduction of a
mulliresistant clone of serotype 6B Streptococcus pneumoniae from Spain to Iceland in
the late 1980s, .J Infect Dis 168: 158 (1993).

Spangler SK, Jacobs MR, Pankuch GA, Appelbaum PC: Susceptibilty of 170 penicillin-
susceptible and penicillin-resistant pneumococci Lo six oral cephalosporine, four
guinolones, desacctylcefotaxime, Ro 23-9424 and RP 67829, J Antimicrob Chemother
31: 273 (1993).

Temashiro L:Broth microdilution MIC testing, "HD Isenberg (ed): Clinical Microbiology
Procedures Handbook" kilabinda 1. cilt 5. blim (5.2.1), (Supplement 1-1994), Amn Soc
Microbiol, Washington (1992).

Tenover FC, Swenson J: Cefuroxime screening test for pneumococci, J Clin Microbiol
31: 3078 (1993}, :

Tungkanat F, Akar O, Giir D, Akalin HE: Streptococcus pneumnoniae suglarinda penisilin
direnci, Mikrobivol Biili 26: 307 (1992), .

Viladrick PF, Gudiol F, Linares J, Pallares R, Sobate I, Rufi G, Anza J: Evaluation of
vancomycin for therapy of adult pneumococcal meningitis, Antimicrob Agenty
Chemother 35; 2467 (1991).

Watson DA, Musher DM, Jacobson IW, Verhoef I' A briel history ol the pneumococcus
in biomedical research: A panoply of scientific discovery, Clin Infect Dis 17: 913 (1993).

25



