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BRUCELLA MELITENSIS SUSLARININ ANTIBIYOTIK DUYARLILIKLARININ
BELIRLENMESINDE AGAR DILUSYON VE E-TEST YONTEMLERININ
KARSILASTIRILMASI*

Duygu ESEL, Billent SUMERKAN, Demet AYANGIL, Murat TELLI

Erciyes Universitesi Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, KAYSERI

OZET

Klinik orneklerden izole edilen 74 B.melitensis susunun alti farkli antibiyotige duyarliliklart NCCLS agar diliisyon
referans yontemi ve E-test yontemi ile aragtirtlarak sonuglar kargilagtirilmistir.

Biitiin izolatlar seftriakson (MIK < 1 ug/ml), siprofloksasin (MIK < 0.5 pg/ml), doksisiklin (MIK < 0.125 ug/ml),
streptomisin (MIK < 2 ug/ml) ve trimetoprim-sulfametoksazole (TMP-SMZ) (MIK < 0.5/9.5 pg/ml) duyarli iken suslarin
14’tiniin (% 19) NCCLS’in Haemophilus tiirleri icin belirledigi sinir degerler dikkate alindiginda rifampisine azalmug
duyarlilik gosterdigi belirlenmistir. Iki yontem arasinda iki kat diliisyon icerisindeki uyum (essential agreement) seftriakson
icin % 99, siprofloksasin icin % 95, doksisiklin icin % 98, rifampisin icin % 97, streptomisin icin % 88 olarak bulunmugtur.
En diisiik uyum TMP-SMZ’de goriilmiistiir (% 27).

Bu bulgular 1s18inda E-test yonteminin B.melitensis suslart icin alternatif bir duyarlilik test yontemi olarak kullamiminin

stirlt olacagr sonucuna varilnugtir.

Anahtar sozciikler: antibiyotik duyarliligi, Brucella melitensis, E-test

SUMMARY

Comparison of Agar Dilution Method and E-test in the Determination of Antibiotic Susceptibility of
Brucella melitensis Strains

The patterns of antimicrobial susceptibility of 74 clinical isolates of Brucella melitensis to six antimicrobial agents
were determined by the National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) agar dilution reference method
and E-test. The results obtained by the agar dilution method were compared to those generated by the E-test agar gradient
diffusion method. All B. melitensis isolates were found to be susceptible to ceftriaxone (MICs < 1 pg/ml), ciprofloxacin
(MICs < 0.5 ug/ml), doxycycline (MICs < 0.125 pg/ml), streptomycin (MICs < 2 pg/ml), and trimetoprim-sulfamethoxazole
(TMP-SMX) (MICs < 0.5/9.5 ug/ml). Of the isolates, 14 (19 %) were intermediately resistant to rifampicin according to
the NCCLS breakpoints for Haemophilus spp. The essential agreements between two methods within two-doubling dilution
were 99 % for ceftriaxone, 95 % for ciprofloxacin, 98 % for doxycycline, 97 % for rifampicin, and 88 % for streptomycin.
The lowest aggrement was seen with TMP-SMX (27 %). In conclusion, discrepancies between the two test methods limits

the use of E-test as an alternate susceptibility testing method for B.melitensis.

Key words: antibiotic susceptibility, Brucella melitensis, E-test

Yazisma adresi: Duygu Esel. Erciyes Universitesi Tip Fakultesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, KAYSERI
Tel.: (0352) 437 76 81
e-posta:eseld@erciyes.edu.tr
Alindig1 tarih: 09.08.2004, revizyon kabulu: 21.10.2004
* 6.Antimikrobik Kemoterapi Gunleri’nde sunulmugtur (8-10 Nisan 2004, Istanbul).

196



Brucella melitensis suslarinin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde agar diliisyon ve E-test yontemlerinin karsilastirilmasi

GIRIS

Bruselloz, Turkiye’nin de i¢inde bulundugu Akdeniz
ulkelerinde sik goriillen, hem hayvanlarda hem de insanlarda
infeksiyon olusturan bir infeksiyon hastaligidir. Bruselloz,
etkenin agi1z yoluyla alinmasi, deri ve mukozadaki siyriklar
yoluyla direkt temasi ya da inhalasyonla bulagir(!?). Hastalik
sirasinda siklikla karaciger, hematolojik sistem, kemikler,
eklemler, genitoliriner sistem, santral sinir sistemi ve kalp
tutulur(®., Bruselloz tedavisinde en etkili tedavi rejimi
doksisiklinin streptomisin veya rifampisinle kombinasyonudur
(22)

Brucella spp. izolatlarinin antibiyotik duyarliliklari ile
ilgili cahgmalar olmakla birlikte(>.7:10.18,21) 'heniiz standardize
edilmig bir test yontemi ya da sonuglarin yorumlanmasina
yonelik bir kilavuz yoktur.

Bu caligsmada, bruselloz tedavisinde yaygin olarak
kullanilan antibiyotiklerin B.melitensis izolatlar1 i¢in
MIK ’lerinin agar diliisyon yontemi ile belirlenmesi ve E-test
yonteminin B.melitensis suslarinin duyarliliklarinin
belirlenmesinde alternatif bir test yontemi olarak kullanilip
kullanilamayacagimin degerlendirilmesi amaclanmustir.

GEREC VE YONTEM

Bakteriler

Eylul 2001-Kasim 2002 tarihleri arasinda Erciyes
Universitesi Hastanesi Bakteriyoloji Laboratuvari’nda izole
edilen 74 B.melitensis sugu ¢caligmaya alimustir. Suglarim 66°s1
kan, 2’si beyin omurilik s1visi, 2’si periton sivisi, 2’si eklem
swvisi, 1’1 lenf nodu ve 1’1 de kemik iligi kulturlerinden izole
edilmigtir. Suglar standart mikrobiyolojik yontemlerle
tanimlanmis(1?) ve ¢alisma zamanina dek -70°C’de % 20
gliserol igeren triptik soy broth igerisinde saklanmaigtir.

Agar dilusyon yontemi
Calismada kullanilan trimetoprim, stilfametoksazol ve
streptomisin IE Ulagay; seftriakson Roche; rifampisin Lepetit-

Sifar; siprofloksasin ve doksisiklin ise Fako ila¢ firmalarmdan
potensi belli aktif maddeler olarak temin edilmig ve NCCLS(15)
tarafindan Onerilen ¢oziicui ve sulandiricilar kullanilmaigtir.
MIK larin belirlenmesi NCCLS referans agar diliisyon
yontemine gore(15) ve % 5 koyun kani igeren Mueller-Hinton
agarda (Oxoid, UK) yapilmigtir. Butuin antibiyotiklerin bu
besiyeri icerisinde 0.03 pg/ml’den 32 ug/ml’ye kadar olan
dilusyonlar elde edilmistir. TMP-SMZ hazirlanmasi sirasinda
trimetoprimin sulfametoksazole orant 1/19 olarak ayarlanmugtir.

Hazirlanan bakteri suispansiyonlarindan son inokulum
10* CFU/spot olacak sekilde besiyeri ylizeyine inokulasyon
yapilmis ve besiyerleri 35°C’de 48 saat inkuibe edilmistir.
Antibiyotik icermeyen besiyerleri iireme kontrolu olarak
kullanilmigtir. Bakteriyel iremenin gozlenmedigi en dusuk
dilusyon MIK olarak belirlenmistir. Staphylococcus aureus
ATCC 29213 ve Escherichia coli ATCC 25922 kalite kontrol
suglar olarak kullanilmigtir.

E-test yontemi

E-test yontemi uretici firmanin (AB Biodisk, Isvicre)
onerileri dogrultusunda ve % 5 koyun kani iceren Mueller-
Hinton agarda yapilmigtir. Besiyerleri 35°C’de 48 saat inkiibe
edilmigtir.

Sonuglarm yorumlanmasi

Seftriakson, siprofloksasin, TMP-SMZ ve rifampisinin
etkisinin belirlenmesinde NCCLS’in(1©) Haemophilus tirleri
icin belirledigi simir degerler kullanilirken, doksisiklin i¢in
yine NCCLS’in stafilokok sinir degerleri kullanilmigtir.
Streptomisin ise Fransiz Mikrobiyoloji Cemiyeti Antibiyogram
Komitesi’nin(!3) sinir degerlerine gore degerlendirilmistir.
Degerlendirmede kullanilan sinir degerler tablo 1’de
gosterilmistir.

Istatistik

Agar dilusyon ve E-test yontemleri ile elde edilen MIK’ler
arasindaki farkhiliklar Wilcoxon signed-rank test kullanilarak
degerlendirilmigtir. P degerinin < 0.05 olmast farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugunu gostermistir.

Tablo 1: B.melitensis suslart icin agar diliisyon ile elde edilen MIKs0, MIK90 degerleri ve MIK araliklar1.

Antibiyotik MIK (ug/ml) Yorumlama kategorisine giren Sinir degerler (ug/ml)
suglarin yuzdesi

MIKSso MIKoo MIK aralig1 N I R S I R
Seftriakson 0.25 0.5 0.125-1 100 <2 - -
Siprofloksasin 0.25 0.25 0.125-0.5 100 <1 - -
Doksisiklin 0.06 0.125 0.03-0.125 100 <4 8 =16
Rifampisin 0.5 2 0.06-2 81 19 <1 2 =4
Streptomisin 0.5 1 0.25-2 100 <8 - =16
TMP-SMZ 0.25/4.75 0.5/9.5 <0.016/0.296-0.5/9.5 100 <0.5/9.5 1/19-2/38  =4/76

S: duyarly, I: orta duyarli, R: direngli
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BULGULAR

Agar dilusyon yontemiyle test edilen antibiyotiklerin 74
B.melitensis sugu i¢in agar dilusyonla elde edilen MIK5s0, MIK90
degerleri ve MIK araliklar tablo 1°de, E-test ile elde edilenler
ise tablo 2°de gosterilmistir. Suglarin tamamu rifampisin digindaki
antibiyotiklere duyarli bulunmustur. Kullanilan sinir degerlere
gore suslarin 14’u (% 19) rifampisine orta duizeyde direngli
bulunmustur.

Tablo 3’de E-test MIK sonugclart ile agar dilasyon MIK
sonuclar1 kargilagtinlmigtir. Genel olarak rifampisin ve seftriakson
disinda, E-test yontemiyle elde edilen MIK lar agar diliisyonla
elde edilenlerden daha dusitk bulunmugtur. En fazla uyumsuzluk
TMP-SMZ’de gorulmugtir. TMP-SMZ ic¢in iki yontem
arasindaki esansiyel uyum 1 log2 dilusyonda % 7,
2 log2 dilisyonda % 27 olarak bulunmugtur.

MIK sonuclari karsilagtirildiginda sadece rifampisinde iki
yontem arasinda uyum gozlenmigtir (Tablo 3). Bununla birlikte,
agar dilusyonla rifampisine orta diizeyde direngli bulunan
suslardan sadece biri E-test ile orta diizeyde direncli bulunmugtur.

TARTISMA

Bruselloz, Kayseri ve yoresinde hiperendemiktir ve cok
degisik klinik sekillerle karsimiza ¢tkmaktadir®). Bu hastaligin

tedavisinde uzun siire kombine antibiyotik kullanimi
gerekmektedir. Brucella’lar hiicre i¢i mikroorganizmalar
oldugundan kombinasyonda kullanilan antibiyotiklerden en
az birinin hiicre i¢ine penetrasyonu iyi olan antibiyotiklerden
secilmesi zorunludur(?9), Insan brusellozunda ilk tedavi
secenegi doksisiklin ile streptomisin veya rifampisin
kombinasyonudur(?2). Bu kombinasyonlar ile en hizli 6ldiirme
(2 saat icinde) gerceklesirken, diger kombinasyonlarla bakteri
olumi 96 saate kadar gecikebilmektedir(1®),

Ozellikle hamilelikte rifampisinle kombine edilebilecek
bir diger ila¢ da doku penetrasyonu iyi olan azitromisindir
(7.12), Bu ¢alismada suglarin % 19’u rifampisine orta diizey
direncli bulunmug olmakla birlikte, doksisiklin ve azitromisinle
gorillen sinerjistik aktivite sayesinde in-vivo etkili olabilmek-
tedir(7),

Florokinolonlar hiicre i¢i penetrasyonu iyi ve Brucella’lara
etkili antibiyotiklerdir(3:18), Bununla birlikte doksisiklin ve
siprofloksasin veya rifampisin ve siprofloksasin kombinas-
yonlari ile sinerjistik aktivite goriilememektedir(?). Diger
caligmalarda oldugu gibi bu calismada da kinolonlarla elde
edilen MIK’lar ¢cok dustiktur ancak, relaps oranlarmin yiiksek
olmas1*0) ve asidik pH’da inaktive olma ozellikleri(!) nedeniyle
monoterapide kullanilmalari sakincahidir.

Ozellikle norobruselloz olgularimin tedavisinde, beyin-
omurilik sivisina geciglerinin iyi olmasi nedeniyle igincii
kusak sefalosporinler doksisiklin ve rifampisinle kombinasyon

Tablo 2: B. melitensis suglart icin E-test ile elde edilen MIKs0, MIK90 degerleri ve MIK araliklart.

MIK (ug/ml) Yorumlama kategorisine giren suslarin
Antibiyotik yuzdesi *
MIK50 MIK90 MIK aralig1 N I R

Seftriakson 0.25 1 0.06-1 100

Siprofloksasin 0.125 0.125 0.03-0.25 100

Doksisiklin 0.03 0.06 0.016-0.125 100

Rifampisin 0.5 1 0.03-2 99 1

Streptomisin 0.5 0.5 0.016-1 100

TMP-SMZ 0.03/0.593 0.06/1.187 0.002/0.037-0.5/9.5 100

*Tablo 1'de kullanilan sinmir degerlere gore
Tablo 3: Agar diliisyon ve E-test yontemleriyle elde edilen MIK sonuglarinin karsilastirilmast.
Agar dilusyon yontemiyle bulunan MIK’larin E-test ile bulunanlarla
Antibiyotik kiyaslandiginda (+) diliisyonlara denk gelen sus sayisi
% uyum p degeri*
<4 -3 2 -1 0 +1 +2 +3 >+4 1 log: dilisyon 2 log: diliisyon

Seftriakson 0 0 2 10 26 21 14 1 0 77 99 0.002
Siprofloksasin 0 4 23 39 8 0 0 0 0 64 95 <0.001
Doksisiklin 0 1 19 23 23 7 1 0 0 72 99 <0.001
Rifampisin 1 1 3 13 20 28 8 0 0 82 97 0.962
Streptomisin 5 4 14 18 18 14 1 0 0 68 88 <0.001
TMP-SMZ 28 24 15 5 0 0 0 1 0 7 27 <0.001

* Wilcoxon signed rank testine gore
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halinde kullanilmakta ve etkili olmaktadir?D), Bu ¢alismada
da suglarin tamamu seftriaksona duyarl bulunmustur.

Bazi caligmalarda TMP-SMZ’un tetrasiklin veya
streptomisin ile kombinasyonu onerilmektedir(!4. Bu ¢alismada
oldugu gibi bir¢ok diger calismada da TMP-SMZ’e direncli
B.melitensis susu bulunamamigtir(!7-21), Bununla birlikte,
Kinsara ve ark.(!D) Kirby-Bauer disk diffizyon yontemiyle
yaptiklar1 cahismada klinik B.melitensis izolatlarinin % 38’inin
TMP-SMZ’e direngli oldugunu bildirmislerdir. Ancak on
caligmalar sirasinda edindigimiz tecriibelere gore elde edilen
zon ¢aplarmin ¢ok buyiik olmasi ve disk diffuzyonla dilusyon
metodu arasimnda uyum bulunamamasi nedeniyle, Brucella
suslarinda disk diffuzyon yontemiyle duyarlilik calisgiilmasmin
dogru olmadig: dugunulmusgtur.

Brucella’larda in-vitro duyarlilik testlerine yonelik standart
bir yontem olmamas; test sonuglarinin pH, inokulum miktari
ve besiyeri gibi pek ¢ok faktorden etkilenmesi®-1) ve relaps
ile direng arasinda bir baglanti bulunmamasi® nedeniyle rutin
duyarlilik testi uygulanmamaktadir. Bununla birlikte, bazi
antibiyotiklerin Brucella suslaria in-vitro aktivitesini degerlen-
dirmek uizere aragtirmalar sirmektedir.

Dilusyon yontemlerine gore daha kisa zamanda ve kolay
uygulanabilir bir yontem olan E-test agar gradyent yontemi,
Brucella’larda duyarhlik aragtirmalarinda kullanilmaktadir
(.10), Giir ve ark(10) E-test sonuglarmin sivi mikrodiliisyon
sonuglart ile % 82-100 uyumlu oldugunu bildirmislerdir.
Calismamizda ise agar diliisyon ile E-test sonuglart uyumlu
bulunmamusgtir. Bu durum kullanilan besiyeri farkliligindan
kaynaklantyor olabilir.

Sonug olarak, yoremizde izole edilen B.melitensis suslar
tedavide kullanilan antibiyotiklere in-vitro duyarhidir. Ozellikle
TMP-SMZ i¢in iki yontem arasinda 2 log: dilusyonda bile
uyum ¢ok duguktir. E-test yontemiyle sadece rifampisin i¢in
agar dilusyonla uyumlu sonuclar elde edilmistir. Bu nedenle
E-test yonteminin B.melitensis suglarinin duyarhilik durumlari-
nin incelenmesinde kullanimi smirhdir.
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