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A GRUBU BETA-HEMOLITIK
STREPTOKOKLARDA PENISILIN
TOLERANSININ GOSTERILMESINDE
GRADIENT-REPLIKA PLATE YONTEMININ
KULLANILMASI

Nihal KARABIBER!, Sevgi TURET2
OZET

Bogaz kiiltiirlerinden izole edilen 20 A grubu beta-hemolitik
streptokok sugunda gradient-replika plate ve MBC/MIC ydntemleri ile
penisilin tolerans1 aragtinlmigtir. Incelenen 20 susun higbirinde
penisilin toleransina rastlanmamigtir MBC degeri 0.04 pg/ml olan bir

sug disinda tim suglarin MIC ve MBC degerleri 0.02 pg/ml olarak
bulunmugtur. Penisilin toleransimn aragtinlmasinda gradient-replika
plate yoéntemi MBC/MIC yoéntemine gére daha pratik bulunmugtur.
Yontemin duyarhhifn konusunda yorum yapabilmek igin ve bizim
toplumumuzdan izole edilen A grubu beta-hemolitik streptokoklarda
penisilin toleransmna iligkin daha fazla bilgi edinmek i¢in, daha ¢ok
sayrda sug igeren, tedavi oncesi ve sonrasi izole edilen susglarin
incelenecedi daha genis kapsaml ¢ahgmalara ihtiya¢ vardir.

£l

SUMMARY

Use of gradient-replica plate method for the demonstration of
tolerance to penicillin in group A beta-hemolytic streptococci.

Penicillin tolerance was investigated in 20 strains of group A beta-
hemolytic streptococci isolated from throat cultures. Gardient-replica plate
and MBC/MIC methods were used. None of the strains showed evidence of
tolerance. In one strain MBC and MIC values were 0.04 pg/ml and 0.02
ng/ml, respectively. In 19 strains both MBC and MIC values were found to
be 0.02g/ml.

Replica-plate method was found more practical than MBC/MIC
method. However, in order to get much more knowledge about penicillin
tolerance in group A beta-hemolytic streptococci isolated in our country,
more extensive studies in which a large number of strains isolated in pre
and post-treatment periods are to be examined are needed.
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GIRIS

A grubu beta-hemolitik streptokoklarmn (AGBHS) neden oldugu iist
solunum yolu infeksiyonlarimin tedavisinde oral veya intramiiskiiler
penisilin ilk tercih edilen antibiyotiktir (1). Aneak son 20 yilda,
penisilinle yapilan tedavilerde % 6'dan % 38'e kadar degfisen oranlarda,
klinik ya da bakteriyolojik olarak iyilesme saglanamadigr bildiril-
migtir (5, 6, 7, 11, 17). Tedavinin bagarisiz olmasinin nedeni olarak baz
teoriler 6ne siiriillmigtir: Bunlar arasinda, verilen antibiyotigin
muntazam olarak kullamlmamis olmasi (9), bogaz florasinda bulunan
bagka  organizmalarin meydana getirdifi beta-laktamaz enziminin
penisilini inaktive ederek streptokoklar: penisilinin etkisinden
korumasi1 (2, 3), tasiyicihk (6) sayilabilir. Etken organizmann
penisiline toleran olmasi da tedavi basamsizhifinda etkili oldugu éne
siiriillen bir diger nedendir (8, 11).

Tolerans, bir antibiyotigin MBC/MIC (Minimum Bakterisidal
Konsantrasyon/Minimum Inhibitér Konsantrasyon) oraninin 16 ya da
fazla olmas1 gseklinde tanimlanmaktadir (8).

Streptokoklarda penisilin toleransimin gisterilmesi icin MBC/MIC
oraminin belirlenmesinden bagka, zamana goére &ldirme oraninin
saptanmasi (time-kill studies) (8, 13, 14), disk difilzyon teknigi (16) ve
gradient-replika plate (13, 14) yontemleri kullamlmaktadir.

Dig kaynakh literatiirde penisilin toleransina iligkin birgok
aragtirma olmasma kargsin itllkemizde bu konu ile ilgili arastirmalara
¢ok az rastlanmakiadr,

Bu caligmanin amael iilkemizde AGBHS'larda penisilin tolerans:-
mn olup olmadifina dair bir fikir sahibi olmak ve bu amacgla gradient-
replika plate yontemi ile MBC/MIC yéntemini uygulama kolaylifn ve
giivenilirlik bakimindan kargilagtirmaktar.

GEREC VE YONTEM

Bakteriler: )
Bogaz kiiltiirlerinden izole edilen ve basitrasine (0.04 U) duyarh ve

trimetoprim-sulfametoksazole (25 pg) direncli olmalar ile A grubu
olarak degerlendirilen (10) 20 adet beta-hemolitik streptokok sugu
incelenmigtir. Tek koloni pasajlar ile Todd-Hewitt buyyonunda elde
edilen logaritmik faz kiltdrleri ¢aligma yapilincaya kadar -70°C'de
saklanmigtir (13). Cahgma igin -70°C'den gikarilan kiiltiirler eritilmis,
% 5'lik koyun kanh agara pasaj yapilmig ve 37°C'de bir gece inkiibe
edilmigtir. Her sugtan tek koloni alinarak 5 m! Todd-Hewitt buyyonuna
pasaj yapilmg ve 37°C'de bir gece inkiibe edilmigtir. Bu bir gecelik
kiiltiirden 1/10 oraminda olmak iizere taze buyyona inokiile edilmis ve 3-4
saat stireyle, kiiltirlerin bulamkhg McFarland 0.5 standardina uygun
gelinceye kadar inkiibe edilmistir. Tolerans aragtirilmasinda bu,
logaritmik faz kiiltirleri kullamlmstir (13).



Penisilin-gradient plaklarnin hazirlanmasi:

Plaklar, penisilin gradienti yaklagik 1 png/ml - 0 olacak gekilde agar
drtme teknigi (agar overlay technique) ile hazirlanmigtir (12, 13).12 em
¢apindaki steril petri kutularina 1 pg/ml penisilin igeren Todd-Hewitt
agardan 30 ml dékiillmiigtiir. Petrilerin bir tarafi 4-5 mm yikseltilerek
agarin efik olarak donmas1 saflanmigtir. Daha sonra penisilinsiz
olarak hazirlanmig olan ayni besiyerinden 45 ml bu egik tabakanin
tzerine dokilmiiy ve diiz bir yiizey olacak sekilde katilasmaya
birakilmigtir (Sekil 1). Bu plaklar buzdolabinda saklanms ve ertesi giin
kullamilmistir. Bu gekilde hazirlanan penisilin-gradient plaklarinda
penisilin konsantrasyonu plagin bir tarafindan diger tarafina 1 ug/ml'-
den ('a degismektedir. Bu miktarlar penisilinin AGBHS'lar i¢in siiper
ve subinhibitér konsantrasyonlarini kapsamaktadir (Sekil 2).

j Fenisilingiz Tedd-Hewitt Agar

il

= L#g/ml Penisilin iceren Todd- Hewitt Agar

Sekil 1- Sematik olarak penisilin-gradient plag.

= Subinhibitdr konsanrasyon

Ekim gizgilerin yong

Siiper inhibitr konsantrasyon

\l

\-—..._——

Sekil 2- Penisilin miktar 0-1 pg/ml olacak sekilde hazirlanmlg. olan penisilin-
gradient plafimn gematik olarak gosterilmesi.
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Resim 1- Kadife kalip hazirlanmasinda kullanilan gereg¢ler (12 cm ¢apindaki
Petri kutusuna rahathkla uygulanabilecek boyutlarda hazirlanmigtir).

Resim 2- Streptokoklarin penisilin-gradient plagindan- replika plaga aktarlma-
sinda kullamlan kadife kalip.
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in-vitro olarak penisilin toleransinin arastiriimas:

Streptokeklar, logaritmik faz kiltirler: emdirilmis olan ucu pamuk-
Iu ekiivyonlarla, penisilin gradientinin eksenine paralel olmak f{izere,
.penisilin konsantrasyonunun diigiik oldugu taraftan yiiksek oldugu
tarafa dogru, ¢izgi halinde, bir plaga 4 sug olmak {izere transfer
edilmigtir. 24 saat 37°C'de inkiibe edildikten sonra organizmalar steril
kadife bir kalip yardimiyla (Resim 1, 2), penisilinsiz % 5'lik koyun
kanh agara (Replika plate) oldugu gibi aktarilmig ve 48 saat 37°C'de
inkiibe edilmistir. Toleran suglarin penisilin-gradient plaginda sadece
subinhibitér konsantrasyonlarda iiremesi ya da hi¢ dirememesine kargin
transfer edildikleri replika plaklarda, gradient plaktaki siiperinhibitér
konsantrasyonlara uygun gelen bélgelerde iiremesi beklenmistir.

MBC/MIC oranimn belirlenmesi:

Incelenmeye alinan 20 AGBHS sugunun MIC ve MBC degerleri tiip
sulandirnim yéntemiyle saptanmigtir (15). MIC, gizle gériillen iiremeyi
dnleyen en diigiik penisilin konsantrasyonu olarak belirlenmigtir. MBC
igin bulaniklik géstermeyen ttiplerden 50'ser ul alinarak koyun kanh
agara pasaj yapilmg, 37°C'de bir gece inkiibe edilmistir. Ureme
ghstermeyen en diigiik sulandinm, MBC olarak degerlendirilmisgtir.

BULGULAR

Incelenen 20 AGBHS sugsundan hicbirinde, kullamlan her iki
yontemle de penisilin toleransmna rastlanmamistir. MBC degeri 0.04

ug/ml bulunan bir sug disinda tiim suglar igin penisilin MIC ve MBC

degerleri 0.02 pg/ml bulunmugtur. Bu suglar, daha once disk difiizyon
yontemiyle yapilan duyarhlhik testlerinde de penisiline duyarl bulun-
mustu (18).

Table 1. 4 ayn ¢alismada AGBHS'lar i¢in elde edilen penisilin MIC ve MBC
degerleri (pg/ml).

Kaynak No MiC MBC
{sinirlar) - {simirlar)
4 0.50 - 0.0000625 4 - 0.000125
5 0.02 0.04
8 0.01 - 0.2 0.02 -'10
14 0.008 - (.015 0.015 - 0.06
TARTISMA

Penisilin tolerans ya da iiremeyi inhibe eden penisilin konsantras-
yonlarimin streptokoklar: élditrememesi, bazi hastalarin tedavisindeki
basarisizhifin nedeni olarak gosterilmigtir. Ancak toleransmm klinik
dnemi bilinmemektedir.

Kim ve Kaplan (14}, penisilinle tedavisi bagsarnsiz olan hastalardan
elde ettikleri AGBHS suglarnnmin % 25'inin penisiline toleran oldugunu,



halbuki tedavisi bagarihh olan hastalardan izole ettikleri- suglarin
hichirinde toleransa rastlamadiklarimi bildirmiglerdir. Grahn ve
arkadaglar (8), klinik olarak iyilegmeyen 18 hastadan izole ettikleri 18
susun 11'inin penisiline toleran oldugunu, tedavisi basarili clanlardan
izole ettikleri suglarin hicbirinde tolerans goriilmedigini bildirmigler-
dir. Her iki arastirmanin sonucunda tedavi basarisizhifinin bir nede-
ninin penisilin tolerans1 olabilecefi one siiriilmiigtiir. Halbuki Feldman
ve arkadaslar (5), tedavi basansizhfimin toleransla ilgisi olmadigim
bildirirken Smith ve arkadaglan (17), tedavisi bagsaril ve basarsiz olan
cocuklardan izole ettikleri suglarda aym oranda penisilin toleransi
saptamiglar ve AGBHS'larin penisilinle eradike edilemeyiginin
nedenlerinin karmasik oldugu, toleransla izah edilemeyecegi sonucuna
varmiglardir.

Tolerans genellikle MBC/MIC oranimin belirlenmesiyle tanimlan-
maktadir. Ancak elde edilen MIC ve MBC degerleri laboratuvardan
laboratuvara bircok nedenle (inckulum miktar:, inokule edilen orga-
nizma sayis1, kiiltiiriin ireme fazi, kullanilan besiyeri) degigmektedir
(12). Tablo 1'de 4 farkhh ¢ahgsmada elde edilen MIC ve MBC degerleri
gosterilmigtir. Kim ve Anthony (13) MBC/MIC yénteminin bu ydnlerini
dikkate alarak gradient-replika plate yéntemini geligtirmigler ve bu
ybontemin uygulanmasi kolay ve giivenilir oldugunu bildirmiglerdir,

Bizim gahsmamz, tedavi kontrolli bir ¢ahgma olmayip, laboratuvar
izolasyonlarina dayali bir ¢aligmadir. Bu nedenle penisiline tolerans
gostermeyen ve son derece duyarh olan bu suglarin penisilin tedavi-
sinden sonra eradike edilip edilmedikleri hakkinda bilgi sahibi degiliz.
Ayn: sekilde, laboratuvar izolasyonlarina dayal bir ¢ahsmada Ergiiven
ve arkadasglar: (4), incelendikleri 40 AGBHS sugunun 5'inde penisilin
tolerans:1 oldugunu bildirmiglerdir.

Gradient-replika plate yonteminin, MBC/MIC yéntemine lkiyasla
yapilmasimin kolay olmasi, laboratuvardan laboratuvara farkh sonug
elde edilmesine neden olacak faktérlerin bulunmamasi bakimindan,
tolerans aragtirmalarinda rahatlikla kullamilabilecek bir yontem
oldugunu séyleyebiliriz. Ancak bizim toplumumuzdan izole edilen
AGBHS'larda penisilin toleransina iligkin daha fazla bilgi edinebilmek
i¢cin, daha ¢ok sayida sus igeren, tedavi tncesi ve sonrasi izole edilen
suslarin incelenecegi daha genis kapsamh calismalara ihtiya¢ vardir.
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