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OZET
Streptococcus pneumoniae'da makrolid direng
mekanizmalari ile serotip iliskisi

Amag: Pnémokok enfeksiyonlarinin tedavisinde ampirik olarak kul-
lanilan makrolid grubu antibiyotiklerdeki diren¢ oranlarinin artisi,
tim diinyada ve Ullkemizde 6nemli bir sorundur. Calismamizda;
pnoémokoklarda makrolid direncinin yiiksek oldugu bolgemizde, bas-
vuran hastalarin klinik érneklerinden izole edilen eritromisin direncli
Streptococcus pneumoniae izolatlarinda makrolid direng mekaniz-
malarinin belirlenmesi ve direncin klinik izolatlarimizin serotipleri ile
iliskisinin incelenmesi amaglanmistir.

Yontemler: Toplam 50 izolatin eritromisin, azitromisin, klaritromisin,
klindamisin duyarliliklari disk diflizyon yéntemi ile; minimum inhibi-
tor konsantrasyonlari ise sivi mikrodillisyon ydntemi ile belirlenmistir.
Makrolid direncinin genetik determinantlari mef(A), mef(E), erm(B),
erm(TR) her gene 6zgii primerler kullanilarak PZR yontemiyle, serotip
tayini ise multipleks PZR ile arastinimistir.

Bulgular: izolatlarin %86'si yapisal, %4l indiiklenebilir MLSg fenoti-
pi; %10'u M fenotipi gdstermistir. izolatlarin %42'sinde (n:21) sadece
erm(B), %12'sinde (n:6) sadece mef(E) geni, %46'sinda da (n:23) her
iki gen birlikte saptanmistir. izolatlarin serotip dagiimi; 28'i (%56)
19F, 6's1 (%12) 6A/B, 5'i (%10) 23F, 1'i (%2) 39, 2'si (%4) 15A-F, 1'i (%2)
14, 1'i (%2) 23B seklindedir; 6 (%12) izolat ise tiplendirilememistir. 19F
serotipindeki izolatlarin; 12'si sadece erm(B), 16'si erm(B) ile mef(E)
genini birlikte tagimaktadir. 6A/B serotipindeki izolatlarin 1 sadece
erm(B), 5 mef(E) ile beraber erm(B) geni bulundurmaktadir. 23F
serotipindeki izolatlarin ise 4’ sadece mef(E), 1'i mef(E) ile birlikte
erm(B) geni tasimaktadir.

Sonug: Makrolid atim pompa geni mef(E)'nin kokenlerimizin
%58'inde bulunmasi, %46'sinda bu genin erm(B)’ye eslik ettiginin
gosterilmesi ve koleksiyonumuzda baskin olarak saptanan 19F sero-
tipindeki izolatlarda erm(B)+mef(E) gen birlikteliginin cok ylksek
oranda (%56) bulunmasi ¢alismamizin garpici sonuglaridir.

Anahtar sozciikler: Makrolid direnci, erm(B), mef(E), serotip,
Streptococcus pneumoniae

ABSTRACT
The relationship between macrolide resistance
mechanisms and serotypes of Streptococcus
pneumoniae

Objective: Increased resistance rate to macrolides used as empirical
treatment of pneumococcal infections is a major problem in our
country and all over the world. In our study, we aimed to determine
macrolide resistance mechanisms of the erythromycin-resistant
Streptococcus pneumonia isolated from clinical samples and to
investigate serotype and resistance relationship within our region
with the high macrolide resistance rates among pneumococci.
Methods: Fifty isolates were studied for erythromycin, azithromycin,
clarithromycin, clindamycin susceptibilities with disk diffusion, and
liquid microdilution methods. Genetic determinants of macrolide
resistance, mef(A), mef(E), erm(B), erm(TR) genes were investigated
by PCR using specific primers for each gene, multiplex PCR was used
to determine the serotypes.

Results: Constitutive and inducible MLSg phenotypes and M
phenotype were expressed in 86%, 4% and 10% of the isolates,
respectively. Total of 42% of the isolates (n=21) were positive for
erm(B), 12% (n=6) for mef(E) gene, in 46% (n=23) of the isolates both
genes were detected. Serotype distribution was as follows: 28 (56%)
19F, 6 (12%) 6A/B, 5 (10%) 23F, 1 (2%) 39, 2 (4%) 15A-F, 1 (2%) 14, 1
(% 2) 23B and 6 (%12) isolates were nontypeable. 12 isolates carry
erm(B), and 16 isolates carry both erm(B) and mef(E) in serotype
19F. One isolate carries erm(B), and 5 isolates carry both erm(B) and
mef(E) in serotype 6A/B. Four isolates carry erm(B) and one isolate
carries both erm(B) and mef(E) in serotype 23F.

Conclusion: The most striking results of this study are the presence
of macrolide efflux pump coding mef(E) gene in 58% of our isolates,
the presence of additional erm(B) gene in %46 of isolates, and high
rate of erm(B)+ mef(E) genes combination (56%) in predominant
serotype 19F isolates.

Key words: Macrolide resistance, erm(B), mef(E), serotype,
Streptococcus pneumoniae

GiRiS
Streptococcus pneumoniae ¢ocuklarda ve eriskinlerde
toplum kaynakl pndmoni, otitis media, siniizit, menenijit ve

sepsisin onde gelen etkenleri arasinda olup, belirli hasta
gruplarinda morbiditesi ve mortalitesi yiiksek olan enfeksi-
yonlara neden olmaktadir. 1980’li yillardan baglayarak peni-
siline direncli ve cogul direncli Streptococcus pneumoniae
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kokenleri giderek yayginlasmis ve diinya genelinde 6nemli
bir sorun haline gelmistir (1). Bu durum pndmokok enfeksi-
yonlarinin tedavisinde makrolidlerin alternatif olarak 6ne
¢tkmasina sebep olmustur. Pndmokoklarda penisiline
direncli suslarin artmasiyla birlikte alternatif antimikrobiyal-
lerin daha fazla kullaniimasina baglh olarak makrolidler basta
olmak lizere diger antimikrobiyallere de direnc gelismeye
basglamistir (2).

Pnémokoklarin makrolid direncinde iki mekanizma rol
oynamaktadir. Bunlardan birincisi, sentezlenen metilaz
enzimiyle ribozomal RNA'nin metilasyonu sonucu antibiyo-
tigin hedefinde degisiklik olusmasi, ikincisi ise, antibiyoti-
gin aktif olarak hiicre disina pompalanmasidir (efflux) (3).
mef geni denetiminde olan aktif ilac pompalama mekaniz-
masina sahip, makrolid direncli Streptococcus pneumoniae
izolatlarinin prevalansi giderek artmaktadir.

Streptococcus pneumoniae’nin bir zarf gibi hiicre duvari-
ni cevreleyen ve onu dis ¢evre kosullarindan koruyan kap-
sl yapisindaki polisakkaridlerin antijenik farkliliklarina
gore 90'dan fazla pndmokok serotipi belirlenmistir (4). Pno-
mokoklarda serotip dagilimi yasa, enfeksiyon bolgesine ve
cografik bolgelere gore farklilik gosterir (5). Streptococcus
pneumoniae'nin serotipleri ile makrolid direnci arasinda da
bir iliski bulunmaktadir. Giinlimiizde yapilan ¢alismalar,
direncli izolatlarda genellikle 19F, 23F ve 6B serotiplerine
rastlandigini gostermektedir (6,7).

Calismamizda; pnomokoklarda makrolid direncinin
yiiksek oldugu bolgemizde, klinik 6rneklerden izole edilen
eritromisin direncli Streptococcus pneumoniae izolatlarinda
makrolid direng mekanizmalarinin incelenmesi, mef dene-
timindeki aktif ilac pompasinin makrolid direncindeki roli
ile bu direncin klinik izolatlarimizin serotipleri ile iliskisinin
belirlenmesi amaclanmistir.

Ulkemizde pnémokok enfeksiyonlarinda makrolid
direng mekanizmalarinin belirlenmesine ve direncin hangi
serotiplerde yogunlastigina yonelik calisma sayisi oldukca
sinirlidir. Calismamizin Glkemizdeki makrolid direngli S. pne-
umoniae’larin epidemiyolojisi ve direncli izolatlarin serotip-
leri hakkinda 6nemli bir kaynak olacadi disiincesindeyiz.

GEREC VE YONTEM

2010-2011 yilinda Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvar’'na gonderilen gesitli
klinik 6rneklerden, enfeksiyon etkeni olarak izole edilen ve

rutin disk diflizyon testi ile eritromisine direngli bulunan 50
Streptococcus pneumoniae izolati calismaya dahil edildi.

izolatlar, koloni morfolojisi ve Gram boyama &zellikleri,
optokin ve safrada erime testleri yapilarak tanimlandi (8).

izolatlarin eritromisin, azitromisin, klaritromisin ve klin-
damisine duyarliliklari ve minimum inhibitér konsantras-
yonlari (MiK), Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
standartlarina uygun olarak disk diflizyon yontemi ve sivi
mikrodilisyon yontemi ile belirlendi (9). Streptococcus pne-
umoniae ATCC 49619 kalite kontrol susu olarak kullanildi
(10). izolatlarin makrolid grubu antibiyotiklere direnc feno-
tipi eritromisin ve klindamisine cift disk testi ile belirlendi
(11). Eritromisin ve klindamisine direncli bulunan izolatlar
yapisal MLS; fenotipi (cMLSg), klindamisinin eritromisine
bakan tarafinda kiintlesme gosteren izolatlar indiiklenebilir
MLSg fenotipi (iMLSg) olarak, eritromisine direngli klindami-
sine hassas bulunan izolatlar ise M fenotipi olarak kabul
edildi (12).

izolatlarda makrolid direng genleri, varligi uygun poli-
meraz zincir reaksiyonu (PZR) kosullarinda, mef(A) icin
5'-TGGTTCGGTGCTTACTATTGT-3' ve 5'-CCCCTATCAACATT-
CCAGA-3, mef(E) icin 5'-GGGAGATGAAAAGAAGGAGT -3
ve 5-TAAAATGGCACCGAAAG -3, erm(B) icin 5-ATTGGAA-
CAGGTAAAGGGC-3" ve 5-GAACATCTGTGGTATGGCG-3;,
erm(TR) i¢in 5-ACAGAAAAACCCGAAAAATACG-3' ve
5'-TTGGATAATTTATCAAGATCAG-3' 6zgiil primerleri kullani-
larak arastirildi. PZR islemleri 94°C'de 4 dk denatiirasyonu
izleyerek, 30 dongu seklinde 94°C'de 1 dk, 55°C'de 1 dk ve
72°C'de 1 dk ve son uzama faziicin 72°C'de 7 dk kosullarinda
gergeklestirildi (13).

izolatlarin serotiplerinin belirlenmesinde multipleks PZR
yéntemi kullanildi (14). izolatlar, koyun kanli agar besiyerine
ekilerek %5 CO, iceren ortamda 37°C'de bir gecelik inkiibas-
yon ile retildi. Ureyen kolonilerden 2-3 adet alinarak 0.25
ml steril distile su icerisinde stispansiyon yapildi. Stispansi-
yon 95°C'de 10 dk bekletildikten sonra -20°C'de 5 dk sogu-
tuldu. Elde edilen bakteri lizatlari kullanilincaya kadar
-20°C'de saklandi. Multipleks PZR islemleri termal déngii
cihazinda (MyCycler, BioRad Laboratories, A.B.D), 94°C'de 4
dk denatiirasyonu izleyerek, 94°C'de 45 sn, 54°C'de 45 sn ve
65°C'de 2.5 dk kosullarinda, 30 dongii seklinde gerceklesti-
rildi. Bu yontemle izolatlarimizda 40 serotipin (S5t- 1, 2, 3,4, 5,
6A, 6C, 7C, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 10F, 1A, 12F, 13, 14, 15A, 15C,
16F, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 21, 22F, 23A, 23B, 23F, 24F, 31, 33F,
34,35A, 35B, 35F, 38, 39) varligi arastirildi.
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Tablo 1: Streptococcus pneumoniae izolatlarinda makrolid ve linkozamid grubu antibiyotiklere ait MiK degerlerinin dagilimi.

Minimum inhibitér Konsantrasyonu (MiK) (ug/mL)

Antibiyotik =512 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 025 0.125
Eritromisin s (%) 25(50) 6(12) 8(16) 4(8) 4(8) 1(2) 1(2) 12)
Azitromisin s (%) 22(44) 5(10) 11(22) 2(4) 1(2) 2(4) 4(8) 2(4) 1(2)
Klaritromisin s (%) 1(2) 15(30) 13(26) 8(16) 4(8) 3(6) 5(10) 1(2)
Klindamisin s (%) 2(4) 2(4) 22(44) 10(20) 6(12) 2(4) 3(6) 3(6)
Tablo 2: Makrolid direng genlerinin 50 Streptococcus pneumoniae
izolatindaki dagilimi.
Direng Geni izolat sayisi (%)
erm(B) 21 (42)
mef(E) 6(12)
erm(B) + mef(E) 23 (46)
Tablo 3: Streptococcus pneumoniae izolatlarinda belirlenen makrolid direng fenotip ve genotiplerinin serotiplere gore dagilimi.
Serotipler MLS; fenotip s (%) M fenotip s (%)
erm(B) mef(E) erm(B)+mef(E) erm(B)+mef(E) mef(E)
19F 12(42.8) - 16 (57.2) - -
6A/B 1(16,7) - 5(83,3) o =
23F 1(20) = = = 4(80)
Digerleri® 1(20) 1(20) 2(40) 1°(20) -
Tiplendirilemeyen izolatlar 6° (100) - - -
Toplam 21 (42) 1(2) 23 (46) 1(2) 4(8)

215A/F (n:2), 14 (n:1), 39 (n:1), 23B (n:1)
bizolatlardan 1'i iMLSg

BULGULAR

Calismamiza alinan 50 Streptococcus pneumoniae koke-
ninin tamami, disk diflizyon yontemiyle makrolid grubu
antibiyotiklere (eritromisin, azitromisin, klaritromisin), %88'i
(n:44) klindamisine direncli bulundu. Kékenlerimizin %86'sI
(n:43) yapisal, %4’ (n:2) induiklenebilir MLS; fenotipi; %10'u
(n:5) M fenotipi gosterdi.

Sivi mikrodillisyon yontemiyle (disk diflizyon test
sonuglarina paralel sekilde) izolatlarin %12'si (n:6) klindami-
sine duyarli olarak bulundu; MiK degerleri 0.25-0.125 pg/
mL arasinda saptandi (Tablo 1).

Makrolid direng genlerinden erm(B), izolatlarin % 42'sin-
de tek basina, %46'sinda ise mef(E) ile birlikte bulundu
(Tablo 2).

Streptococcus pneumoniae izolatlarinin serotiplendirme
calismasi sonucunda, 28'i (%56) St-19F, 6's1 (%12) St-6A/B, 5'i
(%10) St-23F, 2'si (%4) St-15A-F, 1'i (%2) St-39, 1'i (%2) St-14,
1'i (%2) St-23B olarak saptandi. Alti izolatta ise serotip belir-

lenemedi (Tablo 3).

Galisilan tim Streptococcus pneumoniae izolatlarinin,
serotip, fenotip, makrolid direng genleri ile makrolid, linko-
zamid grubu antibiyotiklere karsi direnc durumu ve MiK
degerlerinin dagilimi Tablo 4'te verilmistir.

TARTISMA

Streptococcus pneumoniae basta solunum yolu olmak
lUzere toplum kaynakl enfeksiyonlarda énemli rol oynayan
ve antibiyotik direncli izolatlarin giderek yayginlasmasiyla
bilim dlinyasinin glindeminde 6nemli yer tutan patojenler-
den birisidir (15).

Avrupa Antimikrobiyal Direnc izleme Sistemi’nin
(EARSS) 2005 yili verilerine gore, Tirkiye'deki pnémokoklar-
da eritromisin direng orani %10 iken, bu oran 2008 yilinda
%29a yukselmistir (16,17). Hastanemize ait veriler, izolatla-
rimizda makrolid direng oranlarinin yillar icinde giderek art-
tigini ve 2005-2008 yillari arasinda %30'un iizerine ¢iktigini
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Tablo 4: Streptococcus pneumoniae izolatlarinin serotip, fenotip, makrolid direng genleri ve makrolid, linkozamid grubu antibiyotiklere direng
durumu ve MiK degerlerinin dagilimi.

No Serotip Fenotip erm (TR) erm (B) mef (A) mef (E) Minimal inhibitor Konsantrasyon (MiK) ve Diren¢ Durumu (R: Direncli;

S: Duyarh)
Eritromisin Azitromisin Klaritromisin Klindamisin

1 19F cMLSg N p N P 2512 R >512 R 512 R 25 R
2 19F cMLSg N P N P >512 R >512 R >512 R 256 R
3 19F cMLS N p N P >512 R >512 R 512 R 25 R
4 23F M N N N P 1 R 8 R 2 R 025 S
5  19F cMLS, N p N N 2512 R 512 R 256 R 256 R
6  19F cMLS N p N N 256 R 256 R 64 R 64 R
7 23F cMLSg N p N N 2512 R 512 R 128 R 512 R
8 39 iMLSg N N N P 8 R 8 R 16 R 64 R
9  19F cMLSg N p N N >512 R >512 R 512 R 25 R
10 N cMLSg N p N N 128 R 256 R 128 R 64 R
11 19F cMLSg N P N P >512 R >512 R 512 R 256 R
12 19F cMLS N p N P >512 R >512 R 256 R 25 R
13 15AF M N p N P 8 R 8 R 4 R 025 S
14 14 cMLSg N P N N 512 R 512 R 512 R 512 R
15 19F cMLSg N p N P >512 R >512 R 512 R 25 R
16 19F cMLSg N p N P 2512 R >512 R 512 R 128 R
17 19F cMLSg N P N P >512 R >512 R 512 R 256 R
18 19F cMLSg N p N P >512 R >512 R 512 R 25 R
19  15AF  cMLSg N N N P 128 R 256 R 64 R 25 R
20 N cMLS, N p N N 256 R 256 R 256 R 128 R
21 238 cMLSg N p N P >512 R >512 R 64 R >512 R
22 6A/B cMLS; N p N P 2512 R >512 R 512 R 25 R
23 6A/B cMLSg N P N N 256 R 256 R 64 R 4 R
24 6A/B  CcMLSg N p N P >512 R >512 R 128 R 512 R
25  19F cMLSg N p N N 512 R 512 R 512 R 25 R
26 19F cMLS, N p N N 512 R 256 R 256 R 128 R
27 N cMLSg N p N N 256 R 128 R 256 R 25 R
28 23F M N N N P 8 R 8 R 4 R 0125 S
29 N cMLSg N P N N 512 R 256 R 128 R 128 R
30 19F cMLSg N p N P >512 R >512 R 512 R >512 R
31 N cMLSg N p N N 256 R 256 R 256 R 128 R
32 23F M N N N P 8 R 4 R 4 R 025 S
33 19F cMLSg N p N N 128 R 256 R 256 R 128 R
34 19F cMLSg N p N P 2512 R >512 R 512 R 25 R
35 19F cMLS, N p N P >512 R >512 R 512 R 256 R
36 19F cMLSg N p N P >512 R >512 R 512 R 128 R
37 19F cMLSg N p N N 256 R 64 R 128 R 64 R
38 19F cMLS, N p N N 128 R 32 R 16 R 64 R
39 19F cMLSg N p N N 256 R 256 R 128 R 128 R
40 19F cMLSg N p N N 512 R 256 R 256 R 64 R
41 23F M N N N P 2 R 2 R 4 R 0125 S
42 19F cMLSg N p N N 512 R 128 R 256 R 128 R
43 6A/B cMLSg N p N P 2512 R >512 R 16 R 25 R
44 19F cMLSg N P N P >512 R >512 R 128 R 256 R
45  6A/B cMLSg N p N P >512 R 512 R 128 R 25 R
46 19F cMLSg N p N P 2512 R >512 R 256 R 25 R
47 N iMLSg N P N N 4 R 4 R 4 R 0125 S
48 19F cMLSg N p N P >512 R >512 R 256 R 25 R
49  6A/B cMLSg N p N P 2512 R >512 R 256 R 25 R
50 19F cMLS, N p N N 256 R 32 R 256 R 128 R

gostermektedir (18). 2009 yilinda eritromisin direng orani- %4'tnlin (n:2) indiklenebilir MLSg fenotipi ve %10’unun

miz %42.3 olarak tespit edilmistir. 2009 yilindan itibarende  (n:5) M fenotipi oldugu belirlenmistir.

bu oranin %50’lere yaklastigi belirlenmistir. Asya, Avrupa, tilkemizde yapilan arastirmalarda ve cals-

Calismamizda izolatlarimizin %86'sinin (n:43) yapisal,  mamizda, direncli kékenlerde genellikle cMLS fenotipi
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saptanmaktadir (19). Ulkemizde, Giir ve ark. ile Giilay ve
ark/nin yaptiklar calismalarda, M fenotipi oldukca disiik
oranlarda (%2,5) saptanmistir (20,21). Bu oranlarla bizim
verilerimiz kiyaslandiginda, M fenotipi merkezimizde daha
ylksek oranlarda bulunmustur.

Pnémokoklarin makrolid direnci ile serotip arasindaki
iliski tiim diinyada takip edilmektedir. Ulkemizde ve yurt
disinda yapilan calismalarda, makrolid direngli izolatlarin
cogunlukla serotip 19 F grubunda yer aldigi belirtilmistir
(21-23). Ayrica direncli izolatlarda 14, 23F ve 6B serotipleri-
ne de siklikla rastlanmaktadir (7).

izolatlarimizin yarisindan fazlasinda (%56) 19F serotipi
saptanmistir ve bunu 6A/B (%12) ile 23F (%10) izlemistir
(Tablo 3). Az sayida olmakla birlikte, diger Turkiye calismala-
r benzer sonuglar gostermektedir. Kulanilan yéntem ile 6
izolatin serotipi saptanamamistir; buna neden olarak mul-
tipleks PZR ile serotiplendirmenin yeni gelistirilen bir metod
olup tiim serotipleri kapsamamasi ve konvansiyonel antise-
rum serotiplendirmeyle bile serotipi belirlenemeyen kdken-
ler olabildigi 6ngorilmektedir.

Ulkemizde pnémokoklarda makrolid grubu antibiyotik-
lere direng oranlari oldukca ylksek diizeylere ulasmasina
ragmen, makrolid direncinin 6zelikle genotipik 6zelliklerini
ortaya koyan calismalarin sayisi sinirlidir (20,21).

izolatlarimizda makrolid direncinin genetik temelini
olusturan genlerden sadece erm(B) ve mef(E) genleri sap-
tanmistir. Arastirilan direng genlerinden birisi olan erm(TR)
tim diinyada Streptococcus pneumoniae izolatlarinda ¢ok
nadir bildirilmektedir; 25 llkeden toplanan 1000'den fazla
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pnémokok izolatinda bu gen sadece 2 kokende saptanabil-
mistir (24). izolatlarimizda saptayamadigimiz mef(A) geni-
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