Medicinski
podmladak

Medical
Youth

ORIGINAL ARTICLE

IZMENA FENOTIPOVA REZISTENCIJE NA MAKROLIDE CrossMark
KOD FARINGEALNIH SOJEVA STREPTOKOKA
GRUPE A U DECIJOJ POPULACIJI

CHANGES IN MACROLIDE RESISTANCE PHENOTYPE IN

PHARYNGEAL GROUP A STREPTOCOCCI
ISOLATES IN CHILDREN

Pavle Vuksanovi¢!, Natasa Opavski?

! Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet, Beograd, Srbija
*Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet, Institut za mikrobiologiju, Beograd, Srbija

Correspondence: pavlius3@yahoo.com

Keywords:
Streptococcus pyogenes,
pharyngitis,
macrolides,

resistance

Abstract

Introduction: The second drugs of choice for treatment of pharyngitis caused by
Streptococcus pyogenes (S.pyogenes; group A streptococcus — GAS) are macrolides. In the last
few years in Serbia the resistance of GAS to erythromycin was moderately high.

Aim: The aim of this study was to determine if there was a change in 2016 - 2017 in
incidence and phenotypes of macrolide resistance in pharyngeal GAS isolates compared to
previous years.

Material and methods: The study included 107 isolates of GAS obtained from throat
swabs of children with pharyngitis under the age of 18 during a two and a half month period
in 2016-2017 in Belgrade. Resistance of GAS isolates to antibiotics was examined using disk
diffusion method, macrolide resistance phenotypes by D test, and the minimal inhibitory
concentrations (MICs) of erythromycin and clindamycin was determined by E test. The re-
sults of this study were compared with results obtained from previous studies.

Results: Resistance to erythromycin was observed in 6.5% isolates, which represents a
fall in comparison with the period between 2008 and 2009. There was a change in the domi-
nant macrolide resistant phenotype - M phenotype was dominant in the above mentioned
period, while cMLSb (71.4%) dominates in the present period. Resistance to trimethoprim +
sulfamethoxazole (98.1%), clindamycin (4.7%) and tetracycline (2.8%) was noticed as well.

Conclusion: S.pyogenes resistance to macrolides in Serbia is above regional average,
even though there has been a fall in the resistance rate, as well as the change in macrolide re-
sistance phenotype frequency compared to the 2008 — 2009 period. All this indicates the ne-
cessity of continuous monitoring of resistance and GAS resistance phenotype to macrolides.
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Sazetak

Uvod: Za lecenje faringitisa izazvanog bakterijom Streptococcus pyogenes
(S.pyogenes; grupa A streptokoka - GAS) se, pored penicilina, ¢esto koriste i makrolidi. U
Srbiji je u prethodnom periodu rezistencija GAS na eritromicin bila umereno visoka.

Cilj: Cilj ovog rada je bio da se ispita da li je u 2016. - 2017. godini do$lo do izmena
u incidenciji i fenotipovima rezistencije faringealnih izolata GAS na makrolide u odnosu
na raniji period.

Materijal i metode: Istrazivanje je obuhvatilo 107 sojeva GAS izolovanih od dece
obolele od faringitisa u dvoipomese¢nom periodu tokom 2016. - 2017. godine, u Beogradu.
Osetljivost izolata na antibiotike je ispitana disk difuzionom metodom antibiograma; fe-
notipovi rezistencije na makrolide D testom, a vrednost minimalnih inhibitornih koncen-
tracija (MIK) eritromicina i klindamicina je odredena E testom. Podaci iz ovog istraziva-
nja su uporedeni sa rezultatima koji su dobijeni prethodnih godina.

Rezultati: Rezistencija na eritromicin je uocena kod 6,5% izolata, $to predstavlja
pad u odnosu na period izmedu 2008. - 2009. godine. Doslo je i do promene dominantnog
fenotipa makrolidne rezistencije — dok je u prethodnom periodu najc¢es¢i bio M fenotip,
sada je to cMLSb (71,4%). Pored rezistencije na eritromicin, primecena je i rezistencija i
na: trimetoprim + sulfametoksazol (98,1%), klindamicin (4,7%) i tetracikline (2,8%).

Zakljucak: Iako je kod nas, u odnosu na raniji period, doslo do pada stope rezisten-
cije faringealnih izolata S.pyogenes na makrolide, i dalje je nivo rezistencije iznad proseka
u regionu. Niskorezistentni M fenotip, koji je bio dominantan 2008. - 2009. godine je za-
menio visokorezistentni MLS. Kako bi se pratile promene u dinami¢noj populaciji GAS,
neophodno je dalje kontinuirano pracenje rezistencije i fenotipa rezistencije GAS na

rezistencija makrolide.

Uvod

Streptococcus pyogenes (S.pyogenes; grupa A strep-
tokoka — GAS) je najces¢i bakterijski izaziva¢ faringitisa
od koga pretezno oboljeva mlada populacija, narocito
deca. U zavisnosti od uzrasta i regije, procenjuje se da je
GAS uzro¢nik faringitisa kod 25% (1) do 37% (2) dece i
5-10% odraslih (3).

S obzirom na to da je S.pyogenes jedna od retkih
bakterija koja je osetljiva na penicilin, ovaj antibiotik je i
dalje lek izbora za lecenje streptokoknog faringitisa. U slu-
¢aju da je obolela osoba alergi¢na na penicilin alternativa
su makrolidi, naj¢es$ce eritromicin. Rezistencija na makro-
lide je prvi put opisana 1958. godine u Velikoj Britaniji,
zatim 1968. godine u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama
(4). Do sada je opisano vise mehanizama rezistencije na
makrolide, ali su dva najce$¢a - metilacija ribozoma i
efluks pumpa. Prvi mehanizam je posredovan metilaza-
ma, koji su produkti gena erm(A) i erm(B). Pod dejstvom
metilaza dolazi do metilacije ciljnog mesta vezivanja anti-
biotika i udruzene rezistencije na tzv. MLSb grupu antibi-
otika - makrolide, linkozamide i streptogramin B. Ovaj
MLSb fenotip se karakterise visokim nivoom rezistencije
na sve tri grupe antibiotika. Moze da se eksprimira kao
konstitutivni (cMLSb) i inducibilni (iMLSb) tip. Drugi
mehanizam nastaje usled dejstva efluks pumpe, koja je
produkt mef(A) gena. Na ovaj nacin nastaje rezistencija
niskog nivoa, i to samo na makrolide sa 14- i 15-¢lanim
prstenom, Eksprimira se kao M fenotip (5).

Studija sprovedena u Srbiji tokom devedesetih go-
dina 20. veka je pokazala da je nivo rezistencije faringeal-
nih sojeva GAS bio 2,41%, dok je u periodu 2008. - 2009.
godina doslo do skoka na 12,5% (6). Najveci broj izolata

GAS je eksprimirao M fenotip.

Imajudi u vidu da je populacija grupe A strepotoko-
ka vrlo dinami¢na, cilj ovog rada je bio da se ispita da li je
doslo do promena u osetljivosti faringealnih izolata S.
pyogenes na makrolide, kao i u fenotipovima rezistencije
na ove antibiotike.

Materijal i metode

Istrazivanje je obuhvatilo 107 sojeva GAS izolova-
nih iz briseva grla dece mlade od 18 godina obolele od fa-
ringitisa na teritoriji grada Beograda u periodu od
22.11.2016. do 9.02.2017. godine. Nakon izolacije i preli-
minarne identifikacije, izolati su iz tri mikrobioloske labo-
ratorije slati u Nacionalnu referentnu laboratoriju za
streptokok (NRL za streptokok) na Institutu za mikrobio-
logiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu,
gde su konzervirani i dalje ispitivani.

Identifikacija izolata je izvrSena na osnovu prisu-
stva 3 hemolize, osetljivosti na bacitracin (0,04 U, BioRad,
Francuska), kao i metodom lateks aglutinacije sa grupno
specifi¢nim antitelima za grupu A streptokoka (AVIPATH"®
STREPR, Omega, UK). Njihova osetljivost je ispitivana na
sledece antibiotike: penicilin (1 IU), eritromicin (15 pg),
klindamicin (2 pg), tetraciklin (30 pg), norfloksacin (10
ug), hloramfenikol (30 pg) i trimetoprim + sulfametoksa-
zol (1,25ug + 23,75 pg) (BioRad, Francuska). Ispitivanje
rezistencije na antibiotike je radeno na Mueller-Hinton
agaru sa dodatkom 5% konjske krvi i 20 mg/L f-NAD-a
(MH-F agar) (bioMerieux, Francuska) disk difuzionim
metodom, prema preporukama Evrospkog komiteta za is-
pitivanje osetljivosti bakterija na antibiotike, EUCAST (7).
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Ploce su zasejavane bakterijskom suspenzijom u fi-
zioloskom rastvoru koja odgovara gustini standarda turbi-
diteta 0,5 McFarland. Potom su stavljani diskovi gore na-
vedenih antibiotika. Podloge su zatim inkubirane 18-20
sati na temperaturi od 35°C u aerobnim uslovima. Kao
kontrolni soj je koris¢en Streptococcus pneumoniae ATCC
49619. Tumacenje rezultata je radeno u skladu sa preporu-
kama EUCAST (8).

U cilju odredivanja fenotipa rezistencije na makro-
lide je raden test dvostruke disk difuzije, odnosno D-test.
Diskovi eritromicina (15 pg) i klindamicina (2 pg) su po-
stavljani na rastojanju od 12 do 15 mm (9). Nakon 18-20-
to ¢asovne inkubacije na temperaturi od 35°C su detekto-
vani fenotipvi makrolidne rezistencije. Sojevi sa M fenoti-
pom su bili rezistentni samo na eritromicin i osetljivi na
klindamicin. Inducibilan MLS fenotip (iMLSb) se karakte-
ri$e rezistencijom na eritromicin i smanjenom osetljivo-
$¢u na klindamicin, koja se manifestuje pojavom takozva-
ne “D” zone inhibicije rasta oko diska klindamicina.
Zaravnjena strana zone inhibicije rasta je okrenuta prema
disku eritromicina. cMLSb fenotip se odlikuje odsustvom
zona inhibicije rasta oko oba diska.

Vrednosti MIK eritromicina i klindamicina su
odredene E testom (bioMerieux, Francuska) na plo¢ama
MH-F agara, prema uputstvu proizvodaca.

Dobijeni rezultati su uporedivani sa rezultatima
studija radenih od 1991. do 1999. godine (10) i od 2008.
do 2009. godije (6).

Rezultati

Od 107 izolata GAS, sedam (6,5%) je bilo rezisten-
tno na eritromicin (MRGAS). Uvidom u Grafikon 1 moze
se videti da je u nasoj zemlji, posle vrlo niske rezistencije
GAS na makrolide tokom 90-tih godina proslog veka -
2,4% (10), i velikog skoka u periodu 2008. — 2009. godina
- 12,5% (6), doslo do smenjenja rezistencije GAS na
eritromicin.
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Grafikon 1. Trend rezistencije GAS na eritromicin

Svi izolati rezistentni na makrolide su ispoljavali
MLSD tip rezistencije. Dominirao je cMLSb fenotip — 71%
izolata je ispoljavalo ovaj model rezistencije, dok je iMLSb
fenotip bio prisutan kod oko 29% izolat. U prethodnom
periodu (2008. - 2009. godina) bio je dominantan M

fenotip (72%), dok su iMLSb i cMLSb fenotipovi bili ma-
nje zastupljeni (6) (Tabela 1).

Tabela 1. Uporedni prikaz fenotipova rezistencije na makrolide

Fenotipovi 2008. - 2009. godina* 2016. - 2017. godina*
rezistencije N (%) N (%)

M 74 (71,8) 0

cMLSb 10 (9,7) 5(71,4)

iMLSb 19 (18,5) 2(28,6)

Ukupno 103 (100) 7 (100)

*referenca broj 6

Vrednost MIK eritromicina je kod svih sojeva
MRGAS bila > 256 pg/ml, dok je MIK klindamicina kod
cMLSb bio > 256 ug/ml, dok je kod sojeva sa iMLSb bio
0,064 pg/ml .

Pored eritromicina rezistencija je zabelezena jo$ i
na tetracikline (2,8%), klindamicin (4,7%) i trimetoprim +
sulfametoksazol (98,1%) (Tabela 2). Svi izolati su bili oset-
ljivi na penicilin, norfloksacin i hloramfenikol.

Tabela 2. Osetljivost sojeva S. pyogenes na antibiotike

N (%)

Lek

Osetljivi Rezistentni  Ukupno
Penicilin 107 (100) 0 107 (100)
Eritromicin 100 (93,5) 7 (6,5) 107 (100)
Klindamicin 102 (95,3) 5(4,7) 107 (100)
Tetraciklin 104 (97,2)  3(2,8) 107 (100)
Norfloksacin 107 (100) 0 107 (100)
Hloramfenikol 107 (100) 0 107 (100)
Trimetoprim + | 4 105(98,1) 107 (100)

sulfametoksazol

Multirezistentih (MR) izolata, koji su bili istovre-
meno rezistentni na bar tri antibiotika razlic¢itih klasa je
bilo pet (4,7%). Svi su eksprimirali cMLSb fenotip i bili
rezistentni i na trimetoprim + sulfametoksazol Jedan mul-
tirezistentni izolat (0,93%) je pored navedenih lekova bio i
rezistentan na tetracikline.

Diskusija

Rezultati ove studije ukazuju da je rezistencija fa-
ringealnih izolata grupe A streptokoka na eritromicin
6,5%. U studiji NRL za streptokok, sprovedenoj u periodu
izmedu 1991. i 1999. godine je nadeno da je procenat izo-
lata S.pyogenes rezistentnih na makrolide bio nizak - 2,41%
(10). Medutim, u periodu od 2008. do 2009. godine uocen
je znacajan porast incidencije sojeva GAS rezistentnih na
ove antibiotike - 12,5% (6). Ovaj veliki porast u stopi rezi-
stencije GAS na makrolide je verovatno bio posledica veli-
ke potrosnje makrolida u Srbiji, narocito dugodelujucih,
poput azitromcina. Prema podacima Svetske zdravstvene
organizacije Srbija je 2011. godine bila druga zemlja u
isto¢noj Evropi po potro$nji makrolida (11). U toku
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poslednjih godina je, zahvaljuju¢i zakonskim merama,
upotreba antibiotika u Srbiji smanjena, $to se odrazilo i na
pad stope rezistencije GAS na makrolide, na $ta ukazuje
ova studija. Ipak, ovaj procenat i dalje nije zanemarljiv.

Podaci iz zemalja Evrope su vrlo raznoliki. Prose¢na
stopa rezistencije na makrolide u zapadnoj i srednjoj
Evropi 2005. godine je iznosila oko 11,5%. Medutim, po-
stoje znacajne varijacije - dok su Slovacka sa 40,9% i
Spanija sa 18,4% imale najviSe stopame rezistencije, dotle
su Holandija i Norveska, sa stopama od 0% do 1,2% imale
najnize (12). U Grckoj je rezistencija GAS na makrolide
2008. godine bila skoro 30%, ali je postepeno padala, da bi
2013. godine bila 10,95% (13), $to se povezuje sa smanje-
nom upotrebom makrolida u ovoj zemlji. U zemljama re-
giona stopa rezistencije varira: Rumunija - 5,8% (14),
Bugarska - 2,1% (15), Austrija - 4,7% i Madarska - 3,7%
(16).

Primecena je i promena u fenotipu rezistencije GAS
na makrolide u odnosu na studiju sprovedenu 2008. -
2009. godine (6). Doslo je do potpunog iS¢ezavanja M fe-
notipa koji je tada bio dominantan - sa 71,8% na 0%. Njega
je u potpunosti zamenio visokorezistentni MLSb fenotip,
koji je u ranijem periodu bio prisutan kod oko 30% izola-
ta. Incidencija iMLSb je porasla sa 18,4% na 28,5% dok je
procenat cMLSb skocio sa 9,7% na 71,5%. Ovaj podatak je
vazan zato $to MLSb fenotip smanjuje terapijske mogu¢-
nosti usled visoke rezistencije na sve makrolide, ali i klin-
damicin. Sli¢ne poremene su videne i u Portugalu. Tokom
perioda od 2004. do 2006. godine doslo je do pada stope
GAS M fenotipa rezistencije na makrolide u odnosu na
period od 1998.-2003. godine - dok je 2003. godine stopa
M fenotipa bila skoro 77%, u periodu od 2004. do 2006.
godine ta stopa je pala na 47,4% (17).

Rezistencija GAS na tetracikline u ovoj studiji izno-
sila je 2,8%. ViSe stope su zabelezene u Portugaliji - 6%
(18) i Spaniji - 3,5% (19). Prema rezultatima dobijenim u
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