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OZET

Vankomisin ve teikoplanin metisiline direncli stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde
kullamilan seckin antibiyotiklerdir. Minimum inhibitsr konsantrasyonu (MIK) belirlemede
buyyonda mikrodiliisyon, agar dilisyon ve E-test gibi yéntemler kullantlir. Caligmanuzda
vankomisin ve teikoplaninin stafilokoklara etkinligini saptamada buyyonda mikrodiliisyon
ile E-test uyumlulugunu degerlendirme amacglanmistir. 39’u koagiilaz pozitif, 601 koagii-
laz negatif 99 stafilokok izolatinin antimikrobiyal duyarlihg buyyenda miksodiliisyon ve
E-test ile belirlenerek, MIK Tar kargilagtinlmigtir, MK sonuglarinda + 1 diliisyon uyumlu
olarak kabul edilmigtir. Her iki yéntemle de vankomisin ve teikoplanine direnchi sus sap-
tanmamustir. Gergek mikrodiliisyon ve E-test uyumu vankomisinde % 71, teikoplaninde isc
% 53 olarak saptanmigtie. Sonug olarak glikopeptid antibiyotiklerde MIK diizeyinin belir-
lenmesinde E-test ile elde edilen degerler buyyonda mikrodiliisyon sonuglanm yeterince
yansitmamaktadir.

SUMMARY

Comparison of E-test and broth microdilution for susceptibiliry testing of staphylococ-
ci to vancomycin and teicoplanin, '

Vancomycin and feicoplanin are both widely used antibiotics in the treatment of infec-
tions caused by Gram positive microorganisms. The broth microdilution, agar dilution and
E-test are the methods to assay minimutn inhibitory concentration (MIC). The Epsilome-
ter test {E-test) is a novel technique for measuring MIC’s of individual antimicrobial agents
against bacteria.

The aim of this study was to evaluate the suitability of broth microdilution and E-test
for vancomycin and teicoplanin susceptibility testing of staphylococci. The antimicrobial
susceptibilities of 99 clinical isolates of staphylococci (39 coagulase positive and 60 co-
agulase negalive) to vancomycin and teicoplanin were determined by broth microdilution
and E-test. MIC valucs were compared. None of 99 isolates were resistant to vancomycin
or teicoplanin. MICs within the accuracy limits of £ 1 dilution were regarded as essential
agreements. Essential agreements between two methods were found to be 71% [or van-
comycin and 53% for teicoplanin. In conclusion, results obtained from E-test were not
comparable to MIC values obtained by broth microdilution method.

* 13. Antibiyotik ve Kemoterapi (ANKEM) Kongresinde sunulmustar (1-5 Haziran 1998, Antalya).
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GIRIS

Glikopeptid antibiyotiklerden olan vankomisin ve teikoplanin tliim stafilokoklara,
streptokoklara, enterokoklara ve Clostridium tiitlerine etkilidir (12). Metisiline direncli sta-
filokok infeksiyonlarinda ve beta-laktam antibiyotiklere allerjik hastalarin tedavisinde seg-
kin antibiyotiklerdir (8). Vankomisin 1956’dan bu yana stafilokok infeksiyonlarinm teda-
visinde kullanilmaktadir. Vankomisinin ototoksik ve nefrotoksik van etkileri nedeniyle te-
davi swasinda serum konsantrasyonlan takip edilmelidir (4). Teikoplanin ise hem yapi,
hem de antimikrobiyal aktivite yniinden vankomisine benzerse de nefrotoksik ve ototok-
sik yan etkileri vankomisine gtre daha azdir. Yarianma omrii vankomisinden daha uzun-
dur; bu nedenle intraventz bolus veya intramiiskiiler olarak verilebilir (5. Teikoplanin
1984’de Avrupa’da klinik kullanima sunulmustur (4).

Minimum inhibitor konsantrasyonu (MIK) belirlemede buyyonda mikrodiliisyon, agar
diliisyon ve E-test gibi yontemler kullanilir. Calismaimizda vankomisin ve teikoplaninin
stafilokoklara etkinligini saptamada buyyonda mikrodiliisyon ile E-test uyumlulugunu de-
gerlendirme amaglanmugtir.

GEREC VE YONTEM

Cesitli kiinik drncklerden izole edilen, 39°u koagiilaz pozitif, 60’1 koagiilaz negatif
toplam 99 stafilokok susu calisma kapsamina alinmmstir. Identifikasyondan sonra ¢aligma
yapthincaya kadar izolattar % 10 gliserollii buyyonda -70°C’de saklanmugtir.

Buyyonda mikrodiliisyon: Vankomisin ve teikoplaninin stafilokoklara duyarhiligs buy-
yonda mikrodiliisyon yéntemiyle belirlenmistir. In-vitro antimikrobiyal duyarlilik testleri-
nin tiimiiniin uygulanmas ve sonuglarinin yorumlanmas: National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) énerilerine gére yapilmigtir. Vankomisin (Lilly) ve teikop-
lanin (Hoechst) ctken maddelerinden potenslerine gére ikiser kat artan diliisyonlarda
0.0625 ugiml ile 256 pg/mi arasinda ¢ozeltiler hazirlannmugtir. Vankomisine direnglilik sini-
11 232 pg/ml, duyarhilik sinin €4 pg/ml: teikoplanin igin direnglilik simim 232 pg/ml, du-
yarhilik sinim <8 pg/ml olarak kabul edilmistir (10).

E-test: Besiyeri olarak Mueller Hinton agar (Difco) 150 mm’lik plaklara 4+0.5 mm ka-
Linhginda dokiilmistiir. Kullanilana kadar +4°C’de bekletilen plaklann kutlanilmadan &n-
ce ylizeylerinin kuru olmasina dikkat edilmistir. Steril tuzlu suda (% 0.85 NaCl) 0.5
McFarland standardina getirilen inckulum test ortarmina steril ekilvyonla inokule edilmis-
tir. Daha sonra E-test stripleri (AB Biodisk, Solna, Sweden) MIK okuma skalas: iist taraf-
ta olacak sekilde aplikator ile yaklagik 90 derecelik aciyla hazirlanan test ortamina kon-
mus, 35°C’de 16-18 saat inkiibe edilmistir. Koagiilaz negatif suslarda inkiibasyon 48 saate
kadar uzatilmigtir. Etips seklindeki inhibisyon zonunda, firemenin tespit edilmedigi en dii-
siik deger skaladan okunmug ve MIK degeri olarak verilmigtir. MIK sonuglarinda = 1 di-
lisyon uyumlu olarak kabul edilmistir (11).

Her iki yontem i¢in kontrol sugu olarak S.aurens ATCC 29213 kullamlmigtir. Bu sug
icin kabul edilebilir minimal inhibittr konsanirasyoen simelart vankomisin igin 0.5-2 pg/mi,
teikoplanin i¢in (0.25-1 pg/ml idi.
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BULGULAR

Buyyonda mikrodiliisyon ve E-test yontemleri ile saptanan MIK farklihklarnin dagi-
I1m ve gercek uyum (* I diliisyon) tablo 1°de verilmigtir.

Tablo 1, 99 stafilokok susunda E-test ve referans olarak mikrodiliisyon yéntemi ile saptanan MIK de-
gerterindeki farklihiklar.

Dildsyon farklilig:

*
Antibiyotik Uy;r;‘
<2 2 11 0 1 2 2 e
Vankomisin 2 5 33 32 25 2 71
Teikoplanin 1 5 9 22 21 20 21 53

*Referans test ve E-test arasinda + 1 dilitsyon MIK farks.

Her iki testin gergek uyumu (+ 1 diliisyon) degerlendirildiinde buyyonda mikrodiliis-
yona kargilik E-test uyumnu vankomisinde % 71, teikoplaninde ise % 53 olarak olarak sap-
tanrmgtir.

Glikopeptid antibiyotiklerin stafilokok suglarinda MIKg, dagilimt tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Glikopeptid antibiyotiklerin stafilokok suslarinda MIKg, degerleri (pg/ml}.

Mikroorganizma (1) - _ Vankomisin ‘ _ Teikoplanin
Mikrodiliisyon E-test , Mikroditiisyon E-test
§. aureus (39) 1 2 2 2
KNS (60) 2 2 2 4
Toplam (99) 1 2 1 2

Cahisilan izolatlarda buyyonda mikrodiliisyon ile vankomisinin MIK degerleri 0.25
ug/ml ile 2 pg/ml, teikoplanininki 0.06 pg/ml ile 4 pg/mi arasinda; E-test ile her iki antibi-
yotigin MIK degerleri 0.125 ug/ml ile 4 pg/ml arasinda yer almugtir,

TARTISMA

Hayati tehdit edici stafilokok infeksiyonlarinda vankomisin ve teikoplanine direngli
mikroorganizmalar i¢in MIK diizeyinin belirlenmesi énem kazanmaktadir. Antibiyotikle-
rin bakterilere kargt MIK deferini buyyonda mikrodiliisyonla saptamak zaman alici bir
metoddur. Buna kargin E-test daha basit ve hizir bir tekniktir ve mikrodiliisyon MIK sonug-
lart birbiri ile uyumlu olan antibiyotiklerde E-test ile bu diizeyi pratik olarak saptamak
miimkiindiir (9). E-test baz1 antibiyotiklerle yapilan ¢aligmalarda agar diliisyon ve buyyon-
da mikrodillisyonla uyumlu bulunmustur (2,3,7). Caligmamizda buyyonda mikrodiliisyon
ve E-test ile belirlenen MIK degerleri kargilagtirilmigtir. Buyyonda mikrodiliisyon testi re-
ferans olarak kabul edilip E-test ile saptanan MIK degerleri ile karsilastinldiginda vanko-
misin igin gergek uyum (mikrodiliisyona karsi E-test) % 71 iken, ayn: oran teikoplaninde
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% 53 olarak butunmustur. Her iki yéntemle saptanan MIK diizeyleri S.aurens ve KNS sug-
Jart i¢in ayn ayn degerlendirildifinde S.aureus suslannda vankomisinin MIK,, diizeyi
mikrodiliisyon yontemi ile 1 pg/ml, E-test ife 2 ug/ml; teikoplanin igin ise her iki yéntem-
le de 2 pg/ml olarak saptanmugstir. KNS suglarinda teikoplaninde E-test ile saptanan MiKgg,
mikrodiliisyona gore bir diliisyon daha yiiksek bulunmugtur, Caligiian 99 stafilokok sugun-
da ise her iki antibiyotik igin bulunan MiKg, degerleri mikrodiliisyon ile 1 pg/imi, E-test ile
ise 2 pg/ml olmustur, Glikopeptid antibiyotiklerde iki ydntemin yeterince uyumlu clmarma-
sinin nedeni tam olarak bilinmemektedir, Ancak bityiik molekil agirlikli olan bu antibiyo-
tiklerin stripterden besiyerine yavag diftizyonu nedenlerden biri olabilir (1),

Streptococcus pneumoniae suglarinda vankomisinin MIK dizeyini belirlemek icin E-
test ve mikrodiliisyon y6ntemleri ile bulunan sonuglar karsilagtinimig, ancak mikrodiliis-
yon yéntemine gére E-test uyumsuz bulunmusgtur, Enterokok suslarinda da vankomisin igin
benzer E-test sonuglan bildirikmistir (6).

Glikopeptid antibiyotiklerin MIK diizeyini saptamada E-test yonteminin buyyonda
mikrodiliisyon yéntemi ile uyumunu belirlemek igin daha fazla 6rekle yapilacak caligma-
lara gereksinim vardir.

Sonug olarak glikopeptid antibiyotikierde MIK diizeyinin belirtenmesinde E-test ile ¢l-
de edilen degetler buyyonda mikrodiliisyon sonuglarini yeterince yansitmamaktadis. E-test
ile yiiksek bulunan MIK degerleri buyyonda mikrodiliisyonla kontrol edilmelidir.
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