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OZET

Stafilokoklarda antimikrobiyallere artan direng tiim diinyada 6nemli bir problemdir. Stafilokok infeksiyon-
larinin tedavisinde klindamisin iyi bir alternatif sayilmaktadir. Klindamisine karsi gelisen direng yapisal veya in-
diiklenebilir yapidadir. indiiklenebilir direng konvansiyonel antibiyotik duyarlilik testleriyle belirlenemez. in-
diiklenebilir direng rutin olarak arastirilmazsa klindamisine gercek direng oranlari oldugundan diistik bildirilir.
Bu calismada “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” tarafindan 6nerilen D-test metodu Staphy-
lococcus aureus ve koagiilaz-negatif stafilokok (KNS) suslarinda indiiklenebilir klindamisin direncini belirle-
mek igin kullaniimistir. Kasim 2004-Temmuz 2005 tarihleri arasinda izole edilen 295 S. aureus ve 205 KNS
susu D-test yontemiyle test edilmistir. Eritromisine direngli, klindamisine duyarli suslar arasinda indiiklenebi-
lir klindamisin direncinin metisiline direngli S. aureus’larda %19.6, metisiline duyarl S. aureus’larda %8.7, me-
tisiline direncli KNS’lerde %33.2 ve metisiline duyarli KNS’lerde %26.9 oraninda oldugu gézlenmistir. Bu ca-
lisma, stafilokok infeksiyonlarinin optimal tedavisinde indiiklenebilir klindamisinin direncini belirleyen D-test
yonteminin rutin olarak kullanilmasinin 6nemini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, Koagiilaz-negatif stafilokok, indiiklenebilir klindamisin direnci,
D-test

SUMMARY
Detection of Inducible Clindamycin Resistance in Staphylococci Isolated
from Clinical Samples

The resistance to antimicrobial agents among staphylococci is an increasing problem in worldwide. Clin-
damycin is considered to be one of the alternative agents in these infections. Clindamycin resistance in
staphylococci can be either constitutive or inducible. Inducible resistance can not be detected by the con-
ventional antimicrobial susceptibility tests. The true percentage of clindamycin resistance could be underes-
timated if inducible resistance is not routinely performed. In this study D-zone disk method suggested by
“Clinical and Laboratory Standards Institue (CLSI)” was used for detecting inducible clindamycin resistance
in Staphylococcus aureus and coagulase negative staphylococci (CoNS). Between November 2004 and July
2005, 295 S. aureus and 205 CoNS were tested for inducible resistance to clindamycin by the D-zone test.
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Among the erythromycin resistant, clindamycin-susceptible isolates, 19.6% of methicilin resistant S. aureus,

8.7% of methicilin susceptible S. aureus, 33.2% of methicilin resistant CoNS, and 26.9% of methicilin suscep-

tible CoNS had inducible clindamycin resistance. This study indicates importance of the D-zone test in de-
tecting inducible clindamycin resistance in staphylococci to aid the optimal treatment of patients.
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# Bu caligma, XXXII. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi (12-16 Eylul 2006, Antalya)’nde poster olarak sunulmustur.

Stafilokoklar, giiniimiizde kullanilan giiclii anti-
mikrobiyal maddelere ve infeksiyon kontrol énlemle-
rine ragmen insanlarda infeksiyon etkeni olarak en
sik izole edilen mikroorganizmalar arasinda yer al-
maktadir! 12, Staphylococcus aureus stafilokoklar
arasinda en 6nemli insan patojeni olup, gerek top-
lum gerekse hastane kokenli infeksiyonlarin en sik
rastlanan etkenlerindendir'®+4l. Koagiilaz-negatif sta-
filokok (KNS)lar ise basta sepsis ve bakteremilerde
olmak tizere, son villarda hastane infeksiyonlarinin
6nemli etkenleri arasina girmi§tir[5’6].

Stafilokoklar énce penisilinlere, daha sonra me-
tisiline, gliniimiizde de diger bircok antibiyotige di-
renc gelistirmis durumdadur!7-109, Stafilokokal infek-
siyonlarin tedavisinde makrolid, linkozamid, strep-
togramin B (MLSp) grubu antibiyotikler yaygn ola-
rak kullanilmaktadir. Kimyasal yapilar farkli olan bu
antibiyotikler bakterilerin protein sentezi {izerine
benzer inhibitér etkiye sahiptirler!! 1. Bakteri ribozo-
mundaki baglanma bélgeleri &rtiistigii icin MLSp
grubu antibiyotikler arasinda ¢apraz direnc olusmak-
tadirl11:12] Stafilokoklarda MLS; direnci lic meka-
nizmayla meydana gelmektedir. En yaygin mekaniz-
ma, eritromisin ribozomal metilaz (erm) genleri ara-
cihgyla ribozomal hedef bolgenin modifikasyonu-
dur{13.14], Diger mekanizmalar ise efluks yoluyla ila-
cin hiicre i¢i konsantrasyonunun azaltilmasi ve daha
nadir olarak goriilen ilacin enzimatik yollarla inakti-
vasyonudur[12*13’15]. Direncin fenotipik goriiniimii
vapisal va da indiiklenebilir olmaktadir!!3:16], indiik-
lenebilir MLS, (iIMLSp) direnci tasiyan suslar 14 ve
15 twyeli makrolidlere direncli iken linkozamidlere ve
streptogramin B'ye duyarli, yapisal MLSy (cMLSp)
direngli suslar bu grup antibiyotiklerin tiimiine di-
renclidir!13:16],

cMLS;; direng fenotipi standart duyarlilik yon-
temleriyle belirlenebilir, ancak iMLSy direnci belirle-
nemezl1416] Stafilokoklarda indiiklenebilir klinda-

misin direncinin tespiti icin eritromisin ve klindami-
sin diskleri kullanilarak yapilan ve D-test adi verilen
6zel bir disk yakinlasma testi kullanlmaktadir!16-18],
“Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)”
ilk olarak 2004 yilinda eritromisine direncli (ER-R),
klindamisine duyarh (CL-S) stafilokoklarin D-testi ya-
pilmadan klindamisine duyarli olarak rapor edilme-
mesi gerektigini bildirmistir[w].

MLS;, direncinin sikhg: iilkeden iilkeye, hatta ay-
ni1 tilkede merkezler, hasta gruplarn ve bakteri tiirleri
arasinda degiskenlikler gdstermektedirl16-18.20.21]
Ulkemizde vapilan cahsmalarda da farkli sonuclar
elde edilmi§tir[22’23]. Lokal MLSg direnc fenotiple-
rinin bilinmesi klinisyene ampirik tedavi seciminde
yardim edebilir. Bu nedenle stafilokoklardaki MLSy
direnci ile ilgili siirveyans calismalart 6nemlidir. Ca-
lismamizda, hastanemizdeki cesitli servislerden gon-
derilen Klinik 6rneklerden izole edilen stafilokoklar-
daki indiiklenebilir klindamisin direncinin sikhgmnin
ve diger MLSy direnc fenotiplerinin belirlenmesi
amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD

Kasim 2004-Temmuz 2005 tarihleri arasinda
Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarina
gonderilen cesitli klinik érneklerden izole edilen 500
(295 S. aureus, 205 KNS) adet stafilokok susu ca-
lismaya alinmustir. Suslarin tamami farkh hastalardan
izole edilmistir. Kanli agarda tireyen siipheli koloni-
lere Gram boyama yapilmis ve gram-pozitif kok
morfolojisindeki bakterilere katalaz ve koagiilaz test-
leri uygulanmustir. Katalaz ve koagiilaz testleri pozitif
olan koloniler S. aureus olarak degerlendirilirken,
katalaz pozitif, koagiilaz negatif olan koloniler KNS
olarak degerlendirilmistir. KNS’lerin identifikasyonu
ve antibiyotik duyanlik testleri Vitek sistemi (bioMe-
rieux-Fransa) ile yapilmstir. ER-R ve CL-S suslar
CLSI 6nerilerine uygun olarak D-test yontemiyle ca-
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11511m1§t1r[19]. Bakteri inokiilumu 24 saatlik kanh agar
kiiltiirtinden buyyonda 0.5 McFarland (108 cfu/mL)
standart bulanikhkta olacak sekilde hazirlanmis ve
steril ekiivyon yardimiyla Mueller-Hinton agar besi-
veri ylizeyine inokiile edilmistir. Indiiklenebilir klin-
damisin direncinin tespiti icin eritromisine direncli S.
aureus izolatlarinda eritromisin (15 pg, BD BBL™)
ve klindamisin (2 pg BD BBL™) diski 15-20 mm
mesafeyle, KNS izolatlarinda ise 20-26 mm mesa-
feyle yerlestirilerek cift disk difiizyon testi uygulan-
mustir. S. aureus 25923 (makrolid ve klindamisine
duyarli ermA, ermC ve msrA genlerini icermez) du-
varhhk testinde kontrol sus olarak kullanilmustir.
Plaklar 35°C’de 18 saatlik inkiibasyondan sonra de-
gerlendirilmistir. Eritromisin ve klindamisin diski et-
rafinda olusan inhibisyon zon caplart dlctilmiistiir.

Eritromisin icin inhibisyon zon capi = 23 mm,
eritromisine duyarli (ER-S); 14-22 mm, orta diizey-
de duyarh ( ER-I); £ 13 mm, direncli olarak ( ER-R),
klindamisin i¢in inhibisyon zon capt > 21 mm, CL-
S; 15-20 mm, orta diizeyde duyarh ( CL-1); < 14
mm, direncli ( CL-R ) olarak degerlendirilmistir.

Indiiklenebilir klindamisin direncini tespit edebil-
mek icin kullanilan D-test yontemi sadece ER-R ve
CL-S suslara uygulanmustir. ER-R, CL-S olan suslar-
da, klindamisin zonunun eritromisine bakan tarafin-
da diizlesme olmussa indiiklenebilir klindamisin di-
renci pozitif (D-test pozitif, IMLSy direng fenotipi),
diizlesme olmaksizin dairesel bir inhibisyon alam
olusmussa indiiklenebilir klindamisin direnci negatif
(D-test negatif, MS diren¢ fenotipi) olarak degerlen-
dirilmistir. Eritromisin ve klindamisinin her ikisine de
direncli olan suslar cMLSy direng fenotipi, her ikisi-
ne de duyarl olanlar S fenotipi olarak degerlendiril-
mistir.

Sonugclarin istatistiksel analizi SPSS 10.0 progra-
mi ile ki-kare testi uygulanarak yapilmustir.

BULGULAR

Calismaya alnan 500 stafilokok arasinda 295
(%59) izolatin S. aureus, 205 (%41) izolatin ise
KNS oldugu tespit edildi. S. aureus’lann 167
(%56.6)’sinin metisiline direncli S. aureus (MRSA),
128 (%43.3)'inin ise metisiline duyarh S. aureus
(MSSA) oldugu saptandi. KNS’lerin ise 127
(%62)’sinde metisilin direnci (MR-KNS) goriiliirken,
suslarin 78 (%38)'i metisiline duyarh (MS-KNS) ola-
rak bulunmustur.

Eritromisine diren¢ oraninin S. aureus’ta %53.9
(159 sus), KNS'de %61 (125 sus) oldugu; klindami-
sin duyarlihk oraminin S. aureus’ta %64.7 (191 sus),

KNS’lerde %71.2 (146 sus) ise oldugu saptandi.
Makrolid direnc fenotiplerinin belirlenmesi amaciyla
tim ER-R, CL-S izolatlar icin D-test uygulandi. ER-R,
CL-S bulunan 56 (%18.9) S. aureus susunun 43
(%14.6)'tinde D-test ile indiiklenebilir klindamisin di-
renci saptanmustir. D-test pozitif bulunan suslar iMLSy
direnc fenotipi olarak degerlendirilirken negatif bulu-
nan suslar MS fenotip olarak degerlendirilmistir.

S. aureus’lann 98 (%33.2)’inin hem ER-R, hem
de CL-R oldugu belirlendi ve cMLS; direng fenoti-
pi olarak degerlendirildi. S. aureus’larin 141
(%47.7) inin ise ER-S ve CL-S oldugu gézlendi ve
duyarl (S fenotipi) olarak degerlendirildi. D-testte
saptanan MLSp diren¢ fenotiplerinin gériintimii
Resim 1’de goriilmektedir.

ER-R, CL-S bulunan 77 (%37.5) KNS icin D-test
uygulandiginda; KNS’lerin 62 (%30.2)’sinde indiik-
lenebilir klindamisin direnci saptandi ve iMLSg feno-
tipi olarak tammlandi. Indiiklenebilir klindamisin di-
rencli KNS’ler tiir diizeyinde incelendi ve 36
Staphylococcus epidermidis, 11 S. haemolyticus,
vedi Staphylococcus hominis, dort Staphylococ-
cus simulans, bir Staphylococcus warneri ve bir
Staphylococcus saprophyticus’da indiiklenebilir di-
ren¢ saptanmuistir.

KNS’lerin 51 (%24.9)inde ER-R ve CL-R tespit
edildi ve cMLS;; direng fenotipi olarak degerlendirildi.

Resim 1. D-testle saptanan MLS direng fenotipleri.
A. MS fenotip (D-test negatif),
B. iMLS fenotip (D-test pozitif),

C. S fenotip,
D. cMLS; fenotip.
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Tablo 1. MLS, direng fenotipleri

MRSA MSSA MR-KNS MS-KNS
Fenotip n % n % n % n %
e ER-S CL-S 33 197 108 84.3 40 31.5 37 474
S fenotip
e ER-R CL-R 93 557 5 3.9 36 28.3 15 19.2
cMLS,
e ER-R CL-S D-test pozitif 32 19.2 11 8.6 41 323 21 26.9
iMLS
® ER-R CL-S D D-test negatif 9 53 4 3.1 10 7.9 5 6.4
MS fenotip
Toplam 167 100 128 100 127 100 78 100

ER-S: Eritromisine duyarl, CL-S: Klindamisine duyarli, ER-R: Eritromisine direncli, CL-R: Klindamisine direncli, MRSA: Metisiline direncli
S. aureus, MSSA: Metisiline duyarli S. aureus, MR-KNS: Metisiline direncli koagiilaz-negatif stafilokok, MS-KNS: Metisiline duyarli koagu-

laz-negatif stafilokok.

Yapisal dirence sahip KNS’ler tiir diizeyinde incelen-
diginde ise 33 S. epidermidis, sekiz S. hominis, al-
t1 S. haemolyticus, tic S. auricularis ve bir S. simu-
lans’ta yapisal diren¢ saptanmustir. Yetmis yedi izo-
latta ise ER-S ve CL-S gériildii ve S fenotip olarak
degerlendirildi.

S. aureus suslarnin 14’tinde, KNS’lerin ise be-
sinde klindamisin diski etrafinda diskin kenarindan
baslayarak ince tiremelerin oldugu bir alan ve diskten
uzaklastikca siki tiremenin gériildiigii D seklinde cift
zonlu bir tireme alani gézlendi. Bu suslar cMLSy ola-
rak kabul edildi ve direngli rapor edildi. Tablo 1'de S.
aureus ve KNS’lerdeki makrolid direnc fenotiplerinin
dagiim goriilmektedir.

KNS’lerde indiiklenebilir klindamisin direnci S.
aureus’a gore anlamh olarak vyiiksek bulundu
(p< 0.001). MRSA ve MSSA suslan arasinda indiik-
lenebilir klindamisin direnci oranlan farkh bulundu
(p< 0.05).

cMLS; direng oranminin S. aureus ve KNS susla-
1 arasinda farkl oldugu (p< 0.05) ve MRSA susla-
rinda MSSA'lara gére cMLS, direncinin anlamli ola-
rak yiiksek oldugu gériildii (p< 0.001).

TARTISMA

Diren¢ nedeniyle tedavi basarisiziklarini en aza
indirmek ancak duyarhlik testlerinin dogru yéntem-
lerle uygulanmasi ve sonuclarin dogru yorumlanma-
swyla miimkiindiir!} 721, 2004 yihinda CLSI indiikle-
nebilir klindamisin direncinin saptanmasi icin D-test
yonteminin uygulanmasini tavsiye etmistir[lgl.

Calismamizda 295 S. aureus susunda iMLSg,
cMLSg ve MS ve S fenotipleri sirasiyla 43 (%14.6),
98 (%33.2), 13 (%4.4), 141 (%47.8) susta tespit
edilirken 205 KNS susunda sirasiyla 62 (%30.2),
51 (%24.9), 15 (7.3) ve 77 (%37.6) olarak tespit
edilmistir.

Delialioglu ve arkadaslan 230 S. aureus, 291
KNS susunda D-test yontemiyle iMLS;, cMLS ve
MS fenotiplerini incelemislerdir. S. aureus’ta
cMLSg direnc oram %24.3, iMLSy direng orani ise
%7.8 olarak bulunmus ancak hicbir susta MS feno-
tipi gézlenmemistir. KNS’lerin %40.2’sinde cMLSg,
%14.7'sinde iMLSg, %18.2'sinde MS fenotipini
saptamlslardlr[zzl.

Ulkemizde yapilan diger bir calismada Azap ve
arkadaslar1 408 stafilokok (105 MRSA, 111 MSSA,
94 MR-KNS ve 98 MS-KNS) susunda D-testle in-
diiklenebilir  klindamisin  direncinin  sikhiginin
MRSA’da %5.7, MSSA’da %3.6, MR-KNS’de
%30.8, MS-KNS’de %11.2 oldugunu bildirmisler-
dirl23], Calismamizda Delialioglu ve Azap’in ¢alisma-
siyla uyumlu olarak KNS’lerde indiiklenebilir klinda-
misin direncli suslarin sayisinin daha yiiksek oldugu
bulunmustur.

Fokas ve arkadaslan tarafindan Yunanistan'da
vapilan calismada 120 (45 S. aureus,75 KNS) stafi-
lokok susu arasinda cMLSg (%60), iMLS (%35) ve
klindamisin duyarli (%5) fenotipin takip ettigini bil-
dirmislerdir. Arastirmacilar D-test uygulanmadiginda
iMLSy direngli suslarin klindamisin duyarl: olarak ra-
por edilecegini ve klindamisin diren¢ oraninin %95
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yerine %60 olarak rapor edilecegini bildirmisler-
dir?¥. Bizim calismamizda D-test calisiilmamus olsay-
di, S. aureus suslarinin %14.6’s1 ve KNS suslarinin
%30.2’sinin klindamisine diren¢ oranlar yanhs ola-
rak rapor edilecekti.

Son yillarda yapilan cesitli calismalarda S. aure-
us ve KNS’lerde eritromisin ve klindamisin diskleri-
nin 28 mm’ye kadar olan araliklarla yerlestirilmesiy-
le indiiklenebilir direncin saptanabilecegi bildirilmis,
ancak bazi arastirmacilar iki disk arasindaki mesafe
ne kadar arttinlirsa indiiklenebilir klindamisin diren-
cinin tespitinin de o oranda zor olacagmni, farkh bir
calismada ise arastirmacilar KNS’ler icin sinirli bilgi-
ye sahip olduklarini, ancak genellikle diskler 20
mm’den daha fazla uzaklikta yerlestirildiginde
iMLSy direncinin yorumlanmasinin zor olacagini
vurgulamlglardlr[16*25’26]. Calismamizda CLSI 6neri-
leri dogrultusunda S. aureus izolatlarinda eritromisin
ve klindamisin diski 15-20 mm mesafeyle, KNS izo-
latlarinda ise 20-26 mm mesafeyle yerlestirilerek de-
cjerlendirilmistir[lg]. CLSI Kklindamisin indiiksiyon
testi icin iki yeni kalite kontrol susunu tavsiye etmis-
tir. Bunlar ermA geni iceren ATCC® BAA-977 ve
msrA genine sahip ATCC® BAA-976'dir27],

Steward ve arkadaslar1 ER-R 128 S. aureus su-
sunu D-test yéntemiyle incelemis ve iki farkl indiik-
siyon fenotipi (D, D*), dort farkl indiiklenebilir ol-
mayan fenotip saptadiklarini bildirmislerdir. Klinda-
misin diski etrafinda D seklinde temiz bir inhibisyon
alani olusturan, suslar D fenotip, yine D seklinde
zon olusturan fakat inhibisyon zonunun kenariyla
disk arasinda hafif iiremelerin gériildiigii suslar D*,
ER-R CL-S, fakat klindamisin diski etrafinda dairesel
inhibisyon zonu olusturan suslar negatif fenotip,
klindamisin diskinin kenarina dogru {iremenin azal-
digh cift zonlu inhibisyon alani olusturan suslar HD
fenotip, klindamisin ve eritromisin diski etrafinda si-
ki iremenin goriildiigii suslar R fenotip, klindamisin
ve eritromisin diski etrafinda dairesel genis bir inhi-
bisyon alani olusturan suslar S fenotip olarak deger-
lendirilmi§tir[26].

Bizim c¢ahsmamizda, ER-R S. aureuslar’in
14’tinde KNS’lerin ise besinde Steward ve arkadas-
larinin “hazy D zon [HD]” olarak tanimladiklari D
seklinde cift zonlu bir tireme alani gdzlenmistir. Bu
diren¢ fenotipini gosteren 19 sus cMLSy direncli
olarak degerlendirilmistir.

Siberry ve arkadaslar stafilokoklarda iMLS di-
rencinin hizla cMLSg direncine doniisebilecegini bil-
dirmi§lerdir[17].

Sonuc olarak, antibiyotiklerin gereksiz kullanil-
masi direncli suslarin secilmesine yol acmaktadir.
Uygun antibiyotik secimi, infeksiyona yol acan etken
konusunda yaklasimda bulunabilecek deneyime sa-
hip olmayi, antibiyotik duyarhlk testlerinin dogru
yorumlanmasini, tedavide kullanilacak antimikrobik-
lerin lokal diren¢ paternlerini, bu ilaclarin direnc me-
kanizmalarini, bunlarin etkileyecegi antibiyotik sinif-
lanm ve aktivite spektrumlarim bilmeyi gerektirir.
MLSg grubu antibiyotikler stafilokokal infeksiyonla-
rnn tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
antibiyotiklerin genis oranda kullamimi stafilokoklar
arasinda direncli suslarin artisina yol acmustir. Izolat-
lanin fenotipik karakterleri biiyiik olasilikla direnc
mekanizmalarini géstermektedir. ER-R, CL-R feno-
tip cMLSp direncini gosterirken, ER-R, CL-S feno-
tip iMLS, va da sadece makrolid ve streptogramin
direncinden sorumlu olan aktif efluks direnc meka-
nizmasim gostermektedir. Bu yiizden klindamisinin
stafilokokal infeksiyonlarin tedavisinde giivenli ve et-
kin bir sekilde kullanilabilmesi icin, tiim eritromisin
direncli suslarin klindamisine de direncli olarak rapor
edilmemesi gerekmektedir. Stafilokoklarda klindami-
sin i¢in in vitro duyarhlik testleri; buyyon ve agar di-
liisyon ve disk difiizyon testinde klindamisin ve erit-
romisin diskleri bitisik pozisyonda yerlestirilmedigi
zaman yanls duyarlih@ gosterebilir. Yapilan cesitli
calismalarda bolgeler ve hastaneler arasinda MLSy
direnc sikhginin degistigi goriilmiistiir. Ampirik teda-
vinin belirlenebilmesi acisindan bunlarn bilinmesi
gerekmektedir. Her laboratuvarda stafilokoklarda
MLS;, direng sikhigr belirlendikten sonra D-testin ru-
tin olarak uygulanmasinin yararli olacag kanisina
varilmustir.
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