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HOMOJEN MRSA SUSLARINDA VANKOMISIN
TOLERANSI*
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OZET

~ Antibiyotik toleransi, hiicre duvarina etkili antibiyotiklere karst Gram pozitif
bakterilerin gelistirdigi bir tiir direng mekanizmasidir. Toleran bakteriler bu
antibiyotiklerin bakterisit etkisine karsi direnirler. Bu yiizden bakterisit etkinin
istendigi ciddi infeksiyonlarmn tedavisinde tolerans sorun yaratabilir.

Bu ¢aligmada klinik dmeklerden izole cdilen ve oksasilinin MIC degerlert 128
pg/ml veya iizerinde olan 46 homojen MRSA kokeninde vankomisin tolerans:
arastinimigoir. Bunun igin mikrodiliisyon yontemiyle kékenlerin MIC ve MBC
degerleri belirlenmigtir. Negatif kontrol olarak S.aureus ATCC 29213 ve S.aureus
ATCC 25923 suglar, pozitif kontrol olarak da vankomisine toleran oldugu diigiiniilen
bir £ faecalis kokeni kullambmigtir. Ayrica kontrol suslan ile caltsma kapsamindaki 4
MRSA kokenine “time kill curve™ testleri uygulanmistir.

E faecalis kdkeni i¢in MBC/MIC orani 128 veya daha yitksek iken, ¢alisma
kapsamindaki diger kékenlerin higbirinde MBC/MIC oran1 32 veya iizerinde
bulunmamig ve vankomisin tolerans: saptanmamistir. “Time-kill” grafiklerinde,
E faecalis kokeninin paterni toleransla uyumlu bulunurken, kontrol suglart ve galisilan
4 MRSA kokeninde vankomisin tolerans: olmadifii dogrulanmisar,

E

SUMMARY
Vancomycin tolerance of homogenous MRSA strains.

Antibiotic tolerance may be accepted as a resistance mechanism developed by
Gram positive bacteria against cell wall active antibiotics. Teolerant hacteria resist to
bactericidal effects of these antibiotics, therefore tolerance may be a problem in the
therapy of serious infections which bactericidal effect is required.

In this study, vancomycin tolerance was investigated in 46 homogenous MRSA
strains isolated from clinical specimens. Oxacillin MIC values of the strains were 128
ng/ml or higher. Vancomycin MIC and MBC values were determined by microdilution
method for tolerance. S.aurens ATCC 29213 and ATCC 25923 were used as
negative controls and an F faecalis sirain presumed as vancomycin tolerant was
used as positive control. Time-kill curve tests were performed for control strains and
4 test strains,

While the MBC/MIC ratio of E faecalis strain was 128 or higher, the MBC/MIC
ratios of the test strains were between 1 and 8, Time-kill curves were consistent with
the results and none of the strains was tolerant to vancomycin.

* 12, Antibiyotik ve Kemoterapi (ANKEM} Kongresi’ade sunulmugtur (2-6 Haziran 1997, Astalya),
1. Kartal Efitim ve Aragtrma Hastanesi, infeksiyon Hastalikiar ve Klinik Mikrobiyologi Klinigi, istanbul.
2. Taksim Hastanesi, infcksiyon Hastaliklars ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi, istanbu?,
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GIRIS

Giiniimiizde metisiline duyarh ve direngli tim S.aureus kokenleri in-vitro
testlerle vankomisine duyarh bulunmaktadir. Klinik kullammdaki duyarlilik testleri,
mikroorganizmalanin sadece Gremelerinin inhibisyonunu gdsterir. Antibiyotiklerin
mikroorganizmalari 6ldiriicii etkisi ise ancak bakterisidal testlerle degerlendirilebilir,
Bu yiizden bazi mikroorganizmalar duyarhhik testlerinde “duyarls” giriinseler bile
antibiyotigin “sidal” etkisine kars: direnebilirler. “Antibiyotik tolerans1” olarak
bilinen bu ozellik stafilokoklarda diger mikroorganizmalara gore daha sik goriiliir.
Etken mikroorganizmada telerans stz konusu ise, oOzellikle bakterisit etkinin
gerektigi ciddi infeksiyonlarda tedaviye yanitsizlik ortaya gikabihir (3).

Bu galigmada; ¢ofu yogun bakim hastalarindan izole edilmis 46 MRSA kokeninde
vankomisine tolerans olup olmadifs arastinlmgtir.

GEREC VE YONTEM

Haziran 1995-Mayis 1996 tarihleri arasinda Kartal Egitim ve Aragtirma
Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole edilen ve oksasilin MIC
degerleri 128 ng/ml veya daha yiksek olan 46 MRSA kokeni galigma kapsamina
alinmigtir. Kanh agarda iretilen bakteri kolonilerinden 10-15 tanesine oze ile
dokunularak Mueller-Hinton buyyonu igeren tiiplere aktarilng ve McFarland 0.5
bulantkhfina gelene dek 4-5 saat 35°C’de bekletilerek “iireme fazindaki”
siispansiyonlar elde edilmigtir. Bu siispansiyonlardan NCCLS &nerilerine gore
mikrodiliisyon testi ile vankomisinin MIC deferleri saptanmugtir. MBC degerlerini
belirlemek igin de tireme goézlenmeyen gukurlardan kanli agar plaklarnina subkiltiirler
ile 35°C°de 48 saat inkiibasyon sonunda koloni saymmlar yapilmistir (6,9). Testte
vankomisine toleran oldufu diigiiniilen bir E faecalis kokeni pozitif kontrol, toleran
olmayan S.aureus ATCC 25923 ve S.aureus ATCC 29213 ise negatif kontrol olarak
kullamlmugtir. Ayrica kontrol kikenleri ile 4 test kokenine time-kill testi yapilmig,
vankomisinin tekrarlayan dozlarda ortalama serum diizeyi 8 pg/ml oldufundan MIC x4
degerindeki antibiyotik konsantrasyonu test igin se¢ilmignir (1). Ureme fazindaki
bakterilerden son konsantrasyon 5x10% CFU/ml olacak sekilde antthiyotikli tiiplere
aktanimis ve 35°C’°de inkiibe edilirken 04,8 ve 24. saatlerde koloni saymmlan igin
pasajlar yapilmigtir. Koloni sayimlarma gére time-kill egrileri grafife ¢izilmistir {9).

BULGULAR

S aurens ATCC 25923 ve S.aurens ATCC 29213 igin MIC ve MBC degerleri 2
pg/ml, MBC/MIC oram 1; pozitif kontrol ofan E faecalis igin MIC degeri 1 pg/ml,
MBC > 128 pg/mi, MBC/MIC oram ise > 128 olarak bulunmustur. Test kokenlerinin
MIC degierleri 0.5-2 pgfml, MBC degerleri ise 0.5-4 pg/ml arasinda bulunmustur. Test
kékenlerinin higbirinin MBC/MIC oranlant 32 veya lizerinde olmadifindan tolerans
saptanmamigtir, '

S aureus ATCC 25923, E faecalis ve rastgele segilen 4 kikenin time-kill egrileri
ise sekil 1'de gosterilmigtir.
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gekil 1. S.aureus ATCC 25923, E.faecalis ve 4 kékenin time-kill egrileri.

TARTISMA

Tolerans, Gram pozitif bir bakterinin B-laktam grubu veya hiicre duvan sentezini
inhibe eden diger antibiyotiklerin 6ldiiriicii ve ¢ofu zaman da eritici etkisine kargi 8lim
oranlartmn azalmas: olarak tanumlanabilir (10). Pratik olarak toleransin MBC/MIC
oramnmn 32 veya daha fazla olmasiyla gbsterilebitecegi bildirilmektedir. Ancak araya
girebilecek birtakim faktérler nedeniyle bu kriter her zaman yeterli olmayabilir. Eagle
fenomeni, paradoksal etki, persistans ve fenotipik tolerans genetik toleransla
kangabilecek duruomlardir (8,9).

Toleran bakterilerin 6liim hizt ¢ok yavas oldufundan 24 saat sonra hala
inokulumun binde birinden fazlasi canli kalmaktadir. Toleransin olusum
mekanizmasinda bakterilerin hiicre duvarinda yer alan ve otolitik aktivite gisteren
birtakim enzimlerin rol oynadif diigiiniilmekiedir. Hiicre duvarina etkili antibiyotikler
bir yandan hiicre duvarmin olusumunu engellerken diger yandan bu otolitik enzimleri
aktive ederler. Boylece bakteri hiicresinin lizisi saglanir. Ancak toleran bakteriler
otelizin sistemindeki bir defektten dolay: lzise uframazlar ve antibiyotiklerin
Oldiiriicii etkisine karsi direnirler. Bu 6zellik laboratuvarda MBC/MIC oranmin 32
veya daha fazla olmasina yol agar (3,5,10,11,13) Genetik toleransin intrensek bir olay
olmadigimi, antibiyotikie temas sonrasi kazamidiini gosteren bir takim bulgular
vardir. Dolayisiyla antibiyotiklerin sik kullamldigi toplumlarda toleran suslarla
karsilagtlma olasihii da daha fazladir (10).

Tolerans testlerinin yapimasinda birtakim teknik sorunlarla karsilagilmaktadir,
inokulumun tireme fazi, miktarr, antibiyotikle yetersiz temas, pasajlarla taginan
antibiyotik miktan, aktanlan hacim, besiyeri igerigi ve pH™, subkiiltiirlerin inkiibasyon
siiresi ve 1s181 testlere ctki edebilecck faktbrierdir (2,4,5,8,9,12).
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Tolerans: saptamak igin birbirinden farkht ve standardize edilmemis yontemler
kullamildifindan klinik dtneklerden izole edilen suglar arasinda gok farkli tolerans
oranlar bildirilmistir. Stafilokok izolatlari 8-laktam antibiyotikler arasinda genellikle
capraz tolerans gosterir; yani bir f-laktama toleran olan suglar stklikla diger B-
laktamlara da tolerandir. insidansi diisiik olmakla birlikte, stafitokoklarda vankomisin
tolerans1 da bildirilmistir. Vankomisine tolerans, B-laktamlara olan toleransa eslik
edebilir veya onlardan bagimsiz olabilir. Bu fenomenin mekanizmasi bilinmemektedir.
Ayrica, hastanede uzun siire yatan hastalarda, nozokomiyal infeksiyonlardan ve fazla
antibiyotik kullanimindan toleran suglarla karsilagilma olasihg: artmaktadir
(3,10,14,15).

{lkemizde vankomisin tolerans: ile ilgili ¢alsima sayisi oldukga azdir. Istanbul Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda yapilan bir ¢aligmada 50 MRSA kdkeninin
4*tinde yiiksek, 4’iinde diigiik diizeyde vankomisin toleranst saptanmigtir (7).

Calismamizda MBC/MIC oranlarma gére 46 MRSA kokeninin higbirinde
vankomisine tolerans saptanmanistir. Pozitif ve negatif kontroller ile 4 test kdkenine
yapilan time-kill testleri ¢aligma sonuglarmt destekiemistir.

Sonug olarak; hastanemizde izole edilen ve gesith antibiyotiklere ylksek
diizeyde direng tagiyan 46 MRSA kokeninde vankomisine direng ve tolerans olmadig,
bu nedenle vankomisinin ciddi MRSA infeksiyonlarinda giivenle kullantabilecegi
belirlenmistir.

KAYNAKLAR

- Fekety R: Vancomycin and teicoplanin, “Mandell GL, Bennett JE, Dolin R (eds):
Principles and Practice of Infectous Diseases, 4. bask” kitabimda s.346, Churchill
Livingstone Inc, New York (1993). e

2. Goessens WHE, Fontijene P, Micheal MF: Factors influencing detection of tolerance  in
Staphylococeus aureus, Antimicrob Agents Chemaother 22! 364 (1982).

3-  Handwerger S, Tomasz A: Antibiolic tolerance among clintcal isolates ot bacteria, Rev
Infect Dis 7: 368 {1985).

4 Ishide K, Guze PA, Kalmansen GM, Albrandt K, Guze LB: Variables in demonstrating
methicillin tolerance in  Staphylococeus aureus strains, Antimicrob Agents Chemother 21:
688 (1982).

5. Michel MF, Goessens WHE: Tolerance to antimicrobial agents in Staphylococcus aureus,
Michel ME, van der Meer JWM (eds): .Resistance and Development of Resistance”,
kitabinda s.19 Beichworth: Beachamfarma BY (1985). .

6 National Committee for Clinical Laboratory Standards: Methods for Dilution
Antimicrobial Susceptibiliry Tests for Bacteria that Grow Aerobically, 3. bask, Approved
Standard, NCCLS Document M7-A3, Villanova (1993).

7-  Salman Z, Toreci K: Antibiotic tolerance for ceftriaxone, cefotaxime, cefoperazone,
cefazolin and vancomyein in methicillin-resistant Staphylococcus aureus, ANKEM Derg 6:
1(1992).

8- Sheerris JC: Problems in vitro determination antibiotic tolerance in ¢linical isolates,
Antimicrob Agents Chemother 30: 633 (1986).

9 Stratton CW, Cooksey RC: Susceptibility test: Specials tests, “Balows A, Hausler Jr Wi,
Hermann KL, Isenbach HD, Shadomy HY {eds): Manual of Clinical Microbiology.
5.baski” kitabinda s5.1153, ASM, Washington (1991).

10- Toreci K: Bakterilerde antibiyotik toleransi, “Calangu S, Eraksoy H, Ozsit H (eds):
Infeksivon Hastaliklar: *92" kitabinda 5,39 Yiice Yayimlari, istanbul (1992),

84



15-

Toreci K: Postanbiyotik etki ve bakterilerde antiboyitiklere kargt tolerans, ANKEM Derg
7196 (1993).

Tuomanen E: Phenotypic tolerance: The search for f-lactam antibiotics that kill non-
growing bacteria, Rev Infect Dis 8: $279 (1986).

Tuomanen E, Durack DT, Tomasz A: Antibiotic tolerance among clinical isolates of
bacteria, Antimicrob Agents Chemother 30: 521 (1936).

Van der Meer JTM, Van Vianen W, Hu B, van Leeuwen WB, Valkenburg HA, Thompson
J, Michel MF: Distribution, antibiotic susceptbility and tolerance of bacterial isolates in
cubture positive cases of endocarditis in the Netherlands, Ewr J Clin Microbiol Infects Dis
10: 728 (1991).

Woolfrey BF, Lally RT, Ederer MN: Evajuation of oxacillin folerance in Staphyloceoccus
aureus by a novel method, Antimicrob Agents Chemaother 28: 381 (1985).

85



