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STREPTOCOCCUS PYOGENES SUSLARINDA MAKROLID DIRENC
MEKANIZMALARI VE ORANLARI (AYDIN)

Murat TELLI, Mete EYIGOR, Yasin TIRYAKI, Neriman AYDIN

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, AYDIN

OZET

Streptococcus pyogenes bakteriyel farenjitin en sik nedenidir. Makrolidler, beta-laktam alerjisi olanlarda ve penisilinle
tedavide basarisiz olanlarda siklikla penisilin yerine onerilmektedir. Calismamizda, Streptococcus pyogenes izolatlarnda,
makrolid direng oranlarini ve direng mekanizmalarini belirlemek amaclanmugtir.

Ocak 2007 ve Mayis 2010 tarihleri arasinda cesitli klinik orneklerden (59 bogaz, 19 yara, 3 kan ve 4 diger) toplam 85
S.pyogenes susu elde edilmistir. Suslarin eritromisin, klindamisin, penisiline minimal inhibitor konsantrasyonlar: mikrodiliis-
yon yontemi ile, tetrasiklin, vankomisin, seftriakson, levofloksasine duyarliliklar: disk difiizyon yontemi ile CLSI kurallarina
gore test edilmigstir. Makrolid direng fenotipleri icin “cift disk testi” uygulanmistir. Makrolid direng genleri ise (ermA, ermB,
ermC, ermTR ve mefA) polimeraz zincir reaksiyonu ile arastirilnugtir. Eritromisin, tetrasiklin ve levofloksasine direng sirasty-
la % 15, % 19, % 1 oraninda bulunmustur. Eritromisine direncli suglardan 7 (% 54) tanesi iMLS,, 6 (7 46) tanesi M (efluks)
fenotipinde bulunmustur. iMLS, fenotipindeki suglarin hepsinde ermTR direng geni, M fenotipindeki suglarin hepsinde ise
mefA direng geni bulunmusgtur. Test ettig¢imiz S.pyogenes suglarinda makrolidlere direng orant ve iMLS , direng mekanizmast
iilkemizden bildirilen onceki oranlara gore yiiksek bulunmustur. Caligmamiz sonucunda makrolid direngli S.pyogenes susla-
rinin takibinin yapilmasi ve epidemiyolojik verilerinin olusturulmasi gerekliligi diisiiniilmiistiir.

Anahtar sozciikler: direng, fenotip, makrolidler, Streptococcus pyogenes
SUMMARY
Macrolide Resistance Mechanism and Ratio in Streptococcus pyogenes Strains in Aydin, Turkey

Streptococcus pyogenes is the most common cause of bacterial pharyngitis. Macrolides are often recommended substi-
tutes for patients hypersensitive to beta-lactam antibiotics and in whom therapy with these drugs fails. The aim of this study
was to detect macrolide resistance types and their respective ratios in clinical isolates of S.pyogenes.

Between January 2007 and May 2010, 85 S.pyogenes isolates were obtained from samples of the throat (n=59), wounds
(n=19), blood (n=3), and other sites (n=5) of patients. The minimum inhibitory concentrations (MICs) of erythromycin,
clindamycin and penicillin against the isolates were determined by the microdilution method. The susceptibility of the isolates
to tetracycline, vancomycin, ceftriaxone and levofloxacin was tested by the disc diffusion method. All susceptibility tests were
performed and interpreted according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines. Macrolide resistance
phenotypes were identified in a double-disc test, and macrolide resistance genes (ermA, ermB, ermC, ermTR ve mefA) were
investigated by polymerase chain reaction (PCR). Strains resistant to erythromycin, tetracycline and levofloxacin accounted
for 15 %, 19 % and 1 % of the isolates, respectively. Among erythromycin-resistant S.pyogenes strains, 7 (54 %) were of the
iMLS, phenotype and 6 (46 %) were of the M (efflux) phenotype. All iMLS, phenotype strains carried the ermTR resistance
gene and all M phenotype strains carried the mefA gene. Our erythromycin resistance and iMLS , resistance mechanism rates
were higher compared to other reports in Turkey. Thus, continuous monitoring of macrolide-resistant S.pyogenes strains is
needed as the basis for epidemiological studies.
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GIRIS

Streptococcus pyogenes insanlar icin en
6nemli bakteriyel patojenlerden biridir. S.pyoge-
nes siklikla akut farenjite neden olmakla birlikte
deri ve sistemik infeksiyonlara da neden olmak-
tadir®. S.pyogenes infeksiyonlarinin tedavisinde
ilk tercih edilen antibiyotik penisilinlerdir. Ancak
penisilin alerjisi olanlarda makrolidler ve linko-
zamidler tercih edilen antibiyotikler olur. Bu
ajanlarin yaygin kullanimi nedeniyle bircok
tlkede ve tilkemizde artan direng oranlari orta-
ya ¢ikmigtir®3131520 Diren¢ iki mekanizma ile
olmaktadir; hedef bolge degisimi ve aktif ilag
atihmi (efluks). Organizmada hedef bdlge degi-
simi metilaz enzimi ile olmakta ve makrolidler,
linkozamidler ve streptogramin B antibiyotikle-
rin (MLS,) bakteri ribozomunda hedef bolgeye
baglanmalarini azaltmaktadir. MLS; direnci
Gram pozitif koklarda yapisal (cMLS; fenotip)
veya indiiklenebilir (iMLS, fenotip) olarak
goriilmektedir. Bu diren¢ mekanizmas: S.pyoge-
nes’de ermB veya ermTR geni tarafindan kodlan-
maktadir. Aktif ila¢ atilimi ise M fenotipi ile
iliskilidir. Bu fenotipte linkozamid ve strepto-
gramin B direnci goriilmemektedir. M fenotipin-
de direng mefA geni tarafindan kodlanmakta-
dir®*), Calismamizin amac; S.pyogenes izolatla-
rinda makrolid direng fenotiplerini ve oranlarimni
arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Suslarin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarli-
liklar:

Ocak 2007 ile May1s 2010 tarihleri arasin-
da cesitli klinik 6rneklerinden izole edilen 85
S.pyogenes susu ¢alismaya alinmistir. Her hasta-
dan tek bir izolat ¢alismaya dahil edilmistir.
Suslarin tanimlanmasinda; koloni morfolojisi,
beta-hemoliz, Gram boyama, katalaz testi, basit-
rasin duyarlilig1 ve lateks agliitinasyon testlerin-
den faydalamilmistir. Eritromisin, klindamisin,
penisilin minimal inhibitér konsantrasyonlari
(MiK) mikrodiliisyon yontemi ile; tetrasiklin,
vankomisin, seftriakson, levofloksasin duyarli-
liklar1 disk diftizyon yontemi ile Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) kriterleri-
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ne gore yapilmis ve yorumlanmigtir®?. Kalite
kontrol susu olarak S.pneumoniae ATCC 49619
ve ATCC 700677 suslar1 kullanilmistir.

Makrolid diren¢ fenotiplerinin ve genlerinin
belirlenmesi

Direng fenotiplerini belirlemek amaciyla
cift disk testi (D test) uygulanmistir®. Inkiibas-
yondan sonra, eger klindamisin zon gapinin
eritromisin tarafina bakan kisimda diizlesme
var ise iMLS, direnci, hem eritromisin hem klin-
damisin direnci mevcut ise cMLS, direnci, sade-
ce eritromisine direngli iken klindamisine duyar-
L1 ise efluks (M) mekanizmasi olarak degerlendi-
rilmistir.

Direng genlerinin arastirilmasinda kulla-
nilacak bakteri DNA'min eldesi i¢in, % 5 koyun
kanli agarda bir gece inkiibe edilmis S.pyogenes
kolonilerinden birkag tanesi 300 ul 10 mM Tris
HCI (pH:8.5) igeren siispansiyonda 10 dakika
96°C’de kaynatilmistir®. Direng genlerinin
arastirilmasi igin kullanilan ermA, ermB, ermC,
ermTR ve mefA spesifik gen dizinleri Tablo 1’de
listelenmistir®. Hedef DNA'min c¢ogaltilmasi
i¢in termal dongti cihazinda kullanilan program
sOyleydi; 94°C’de 5 dakika (1 dongii), 94°C’de 1
dakika, 50°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika (35
dongii) ve 72°C’de 10 dakika (1 dongii).

Tablo 1. Direng genlerini arastirmada kullanilan gen dizinleri.

Hedef gen Gen dizisi (5'-3")
ermA P1 TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA
P2 CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT
ermB P1 GAAAAGGTACTCAACCAAATA
P2 AGTAACGGTACTAATATTGTTTAC
ermC P1 ATTTTCTTGTATTCTTTGTT
P2 TTCCTAAAAACCAATCCTAT
mefA P1 AGTATCATTAATCAGTAGTGC
P2 TTCTTCTGGTACTAAAAGTGG
ermTR P1 AGAAGGTTATAATGAAACAGAA
P2 GGCATGACATAAACCTTCAT

BULGULAR

Calismamizda test ettigimiz 85 S.pyogenes
susunun Orneklere gore dagilimi sdyleydi; 59
(% 68) bogaz stirlintiist, 19 (% 23) yara materya-
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li, 3 (% 4) kan, 4 (% 5) diger. Test ettigimiz sus-
larda penisiline, vankomisine, seftriaksona ve
klindamisine direngli sus bulunmamistir.
Eritromisin, tetrasiklin ve levofloksasin direnci
sirastyla; 13 (% 15), 16 (% 19), 1 (% 1) susta
bulunmustur. Suslarin antibiyotik direng oranla-
11 Tablo 2’de gosterilmistir. Eritromisine direngli
suglardan 7 (% 54) tanesi iMLS, 6 (% 46) tanesi
M (efluks) fenotipinde bulunmustur. iMLS,
fenotipindeki suslarin hepsinde ermTR direng
geni, M fenotipindeki suslarin hepsinde mefA
direng geni bulunmustur. Makrolid direngli sus-
larin 7’si bogaz (% 54), 6’s1 yara yeri (% 46) izo-
lat1 idi. Direng genlerine gore 6rneklerin dagili-
my; ermTR direng genine sahip suslar 6 bogaz, 1
yara yeri; mefA direng genine sahip suslar 5 yara
yeri, 1 bogaz izolat1 idi. Direng genlerine gore
eritromisinin MiK50 100 degerleri ermTR ve mefA
icin sirastyla >4 />4 mg/L ve >4 />4 mg/L olarak
bulunmustur. Eritromisin direngli suslarin feno-
tipik ve genotipik dagilimi Tablo 3’de 6zetlen-
mistir.

Tablo 2. Suslarin antibiyotik duyarlilik oranlart ve MIK deger-
leri.

Antibiyotikler ~ Duyarh Direncli ~ MIK, ~ MiK,
(%) (%) (mg/L) (mg/L)
Penisilin 100 0 0.032 0.032
Eritromisin 85 15 <0.032 >4
Klindamisin 100 0 0.064 0.125
Tetrasiklin 81 19 T.E. T.E.
Levofloksasin 99 1 T.E. T.E.
Vankomisin 100 0 T.E. T.E.
Seftriakson 100 0 TE T.E.
T.E.: Test edilmedi.
Tablo 3. Eritromisin direngli suslarin dagilima.
Direng genleri/Fenotipler Sus sayisi (%) Eritromisin

MIK, 5, (mg/L)

ermTR / iMLS, 7 (54) 24/24
mefA / M 6 (46) >4/>4
TARTISMA

S.pyogenes suslarinda makrolidlere direng
tim diinyada degisik oranlarda bildirilmekte-
dir®4920245235  Calismamizda buldugumuz
direng oranumiz (% 15) diger tilkelerle karsilasti-
rildiginda, Asya {ilkelerine (% 23-95) gore
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diisiik®®, Amerika tilkelerine (% 2.1-6.1) gore
yiiksek bulunmustur®?’. Avrupada ise tilkeler
arasinda oranlar (% 3-21) farklilik gostermekte-
dir. Kuzey Avrupa tilkelerinde oran daha diisiik
iken, Giiney Avrupa’da daha yiiksek oranlar
bildirilmektedir®262$32%)  (Jlkemizde yapilan
calismalarda bildirilen oranlar (% 2-10) ile karsi-
lastinldiginda, ¢alismamizda daha yiiksek
diren¢ oran1 bulunmustur*>*18), Bunun sebe-
binin asir1 makrolid kullanimindaki ve/veya
klonal bir yayilim sonucu olabilecegi diistiniil-
miustiir. Aksine makrolid direncinde diisiis bil-
diren baz1 ¢alismalar da mevcuttur. Silva-Costa
ve ark.®V Portekiz’de zamanla azalan makrolid
direng orani bildirmisler ve bunu degisen klon-
lara ve bunlarin sahip oldugu direng mekaniz-
malarma baglamislardir. Bu da goéstermektedir
ki diren¢ mekanizmalarmmin ve buna sahip
direngli klonlarmin stirekli takibinin yapilmasi
onemlidir.

Makrolid diren¢ mekanizmalarinin dagili-
mi1 da diinyada ve {ilkemizde farklilik goster-
mektedir. Kuzey Amerika’da M tipi direng 51729,
Asya iilkelerinde ise MLS,; tipi direng daha sik
bildirilmektedir®*3. Avrupa tilkelerinde ise
direng tipleri {ilkeler arasinda, hatta yillara gore
degismektedir. Almanya ve Belcika’da M tipi
hakim iken, Fransa, Ispanya ve Ingiltere’de
MLS, direng tipi hakimdir?1°161%2), Ulkemizde
yapilan calismalarda ise M tipi direnci bildiren
caligmalar yaninda son yillarda MLS; tipini bil-
diren c¢aligmalar da bulunmaktadir@>1319),
Caligmamizda MLS,; fenotipi % 54, M fenotipi
% 46 oraninda bulunmustur. MLS; direng tipi
tim makrolid ajanlara direng¢ olugmasi agisin-
dan onemlidir. Calismamizda MLS; direncli
suglarin hepsinde iMLS, mekanizmasi bulun-
mugstur ve bu iilkemizde yapilan daha 6nceki
¢alismalarla uyumludur.

Caligmamizda MLS;, tip dirence sahip sus-
larin tamaminda ermTR, M tip dirence sahip
susglarin tamaminda mefA direng geni bulun-
mustur. Bu sonuglar da daha 6nceki ¢alismalar
ile benzerlik gostermektedir(!13182021),

Caligmamizda bogaz izolatlarinda iMLS,
(ermTR) direng tipi, yara izolatlarinda M (mefA)
direng tipi daha yiiksek oranda bulunmustur.
Cesitli tilkelerden yapilan ¢alismalarda da infek-
siyon yerine gore de direng tiplerinde farklilik
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oldugu bildirilmistir. Ust solum yolu izolatlarin-
da Italya’da MLS,; tipi direng, Japonya’da M tipi
direng daha ¢ok bildirilmistir®!¥. Invazif izolat-
larm incelendigi Israil’de bir calismada M feno-
tipi direngten daha ¢ok sorumlu iken, Cin ve
Danimarka’da yapilan ¢alismalarda MLS, feno-
tipinde diren¢ ¢ogunlukta bulunmustur®>2).
Infeksiyon tipine ve bolgesine gore suglarmn
makrolid direng tiplerinin cesitlilik gosterdigi
goriilmektedir. Bu nedenle direngli suslarin
genotipik olarak incelenmesi klonal bir dagili-
min gosterilmesi icin onemlidir. Ulkemizde
yapilan genotipik ¢aligmalar siurlidir. Diindar
ve ark.®® en sik emm 4,1,2,114,89 tiplerini bul-
mus ancak makrolid direnci ile infeksiyon bol-
gesi arasinda bir iliski olmadigini belirtmistir.
Calismamizdaki makrolidlere direng oranlarin-
daki artisin ve infeksiyon bolgesine gore direng
mekanizmalarmin farkliliginin, st solunum
yolu infeksiyonlarinda makrolidlerin yogun
kullanimi1 ve buna bagl direncli klonlarin (6zel-
likle iMLS, igerenlerin) artiginin sorumlu olabi-
lecegi diistintilmiistiir. Ancak bu hipotezin
genotipik (emm tipleme gibi) olarak dogrulan-
mast gereklidir.

Sonug olarak test ettigimiz S.pyogenes izo-
latlarinda makrolidlere diren¢ orami (% 15)
iilkemizde yapilan 6nceki ¢alismalara gore ytik-
sek bulunmustur. En sik diren¢ mekanizmasi-
nin iMLS; (% 54) direnci oldugu gosterilmistir.
S.pyogenes izolatlarinda genotipik c¢aligmalarin
6nemli oldugu ve klonal bir dagilhimm aragtiril-
masi gerekliligi diistiniilm{igtiir.
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