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Kombinasyon tedavisi

 Immun sistemi normal olan konakta bir ¢ok infeksiyon tek
bir antimikrobiyal ajanla tedavi edilebilir

 Ancak bazi durumlarda kombinasyon tedavisine de gerek
duyulabilir



Kombine Antibiyotik
Kullaniminin Gerekcgeleri

Infeksiyon etkeninin bilinmedigi, durumu agir olan bazi hastalarda
genis bir antibakteriyel spektrum saglanmasi

Tek bir antimikrobik ajanin spektrumunun etken mikroorganizmalarin
hepsine etkili olmadigi polimikrobik infeksiyonlarin tedavisi

Belli bir bakteri Uzerinde tek bir antimikrobik ajanla saglanan
inhibitor ve bakterisid etkinin artirilmasi

Tedavi sirasinda tek bir ajana kargi direng gelisimi olasiliginin
azaltilmasi

llaclari dusiik dozda kombine ederek toksisiteyi azaltmak



Kombinasyon tedavisi

Sinerjistik etki: Kombine edilen ilaglarin etkisi, bu
llalglarin tek tek kullanildiklarinda gozlenen etkilerin
toplamindan fazladir

Antagonist etki: Kombinasyonun etkisi, ilaclar tek tek
uygulandiklarinda saptanan etkilerin  toplamindan
dusuktur

Aditif etki: Kombinasyondaki ilaiglarin etkisi, tek tek
kullanildiklarinda gozlenen etkilerin toplamina esittir



Kombine Antibiyotik
Tedavisinin Sakincalari

« Antagonist etkilerin

* Direncli mikroorganizmalarin kolonizasyonlarinda artiglar
« Superinfeksiyonlar

* Toksisitenin artmasi

* Farmakolojik istenmeyen etkilesimler

« Mali yuktn artmasi



1.Grup (Bakterisidler)

Aditif veya sinerijistik etki gosterirler

Beta laktamazlar
Aminoglikozidler
Polipeptid antibiyotikler
Vankomisin

Aztreonam

Imipenem

Rifampisin
Florokinolonlar

Kombinasyon yapilabilen
antibiyotikler

2.Grup (Bakterisitatikler)

Aditif etki gosterirler

Makrolidler
Fusidik asit
Tetrasiklinler
Kloramfenikol
Linkomisin
Klindamisin
Sulfonamidler

1 Grup + 2.Grup = Antagonizma



Antimikrobiyallerin uygun
kombinasyonlarina ornekler

Nedeni Ornek

1. Sinerji

Gram Negatif sok’'un amprik tedavisi Aminoglikozid+antipsddomonal penisilin
Nedeni bilinmeyen yasami tehdit eden infeksiyon Aminoglikozid+imipenem

Ciddi enterokokkal infeksiyon (Orn: Endokardit) Gentamisin+ampisilin

Ciddi P.aeruginosa inf. (Orn: Pnémoni ile iliskili sepsis) Aminoglikozid+antipsodomonal penisilin

2. Ciddi aerobik + anaerobik karma Aminoglikozid+Metranidazol
infeksiyonlar

3. Antimikrobiyal direng oranini Tiiberkiilozda:Isoniazid+Rifampin+Pirazinamid-+
azaltmak Etambutol




Kombinasyon Testler!

Antimikrobik kombinasyonlarinin etkilesimlerinin
anlasilabilmesi igin uygulanan tum in vitro duyarlilk
islemlerine sinerji testleri denilmektedir

Bu amacla iki boyutlu sulandirm (Dama Tahtasi
“Chequerboard”) yontemi

Oldiirme- zaman kinetik yontemi

DifUzyon yontemi uygulanabilmektedir
— Diflzyon yontemlerinden biri de Etest yontemidir



Modifiye "dama tahtasi”
yontemi

* Bu yontem

— In Vitro antimikrobiyal kombinasyonlarin
degerlendiriimesinin basit olmasi

— Mikrodilusyon sistemlerinin kullanildigi
laboratuvarlarda rahatlikla uygulanabilmesi
nedeniyle en sik kullanilan yontemdir. o
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1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 12
A UK IMP0.125 IMP025 IMP05 IMP1 IMP2 IMP4 IMP8 IMP16 IMP32 IMP64 IMP 128
B AK1 IMP0125 IMP025 IMPOS IM P1 IMP2 IMP4 IMP8 IMP16 IMP32 IMP64 IMP 128
AK 1 AK 1 AK 1 AK 1 AK1 AK1T AK1 AK1 AK1 AK1  AK1 AK 1
¢c AK2 IMP0125 IMPO25 IMPOS IMP1 IMP2 IMP4 IMP8 IMP16 IMP32 IMP64 IMP 128
AK 2 AK 2 AK 2 AK2  AK2 AK2 AK2 AK2 AK2 AK2 AK2 AK2
0 AK4 IMPO0125 IMPO25 IMPOS IMP1  IMP2 IMP4 IMP8 IMP16 IMP32 IMP64 IMP 128
AK 4 AK 4 AK2  AK4 AK4 AK4 AK4 AK4 AK4 AK4  AK4
E AK8 IMP0125 IMPO25 IMPOS IMP1 IMP2 IMP4 IMP8 IMP16 IMP32 IMP64 IMP 128
AK 8 AK 8 AK8  AK8 AK8 AK8 AKS8 AK8 AK8 AK8  AKS
F AK16 IMP0125 IMP025 IMPOS5S IMP1 IMP2 IMP4 IMP8 IMP16 IMP32 IMP64 IMP 128
AK 16 AK16  AK16 AK16 AK16 AK16 AK16 AK16 AK16 AK16 AK16
G AK32 IMP0125 IMPO25 IMPOS IMP1 IMP2 IMP4 IMP8 IMP16 IMP32 IMP64 IMP 128
AK 32 AK32  AK32 AK32 AK32 AK32 AK32 AK32 AK32 AK32 AK32
H AKe4 IMPO0125 IMPO25 IMPOS IMP1  IMP2 IMP4 IMP8 IMP16 IMP32 IMP64 IMP 128
AK 64 AKB4  AKB4 AKB4 AKB4 AK64 AKG4 AK64 AK64 AK64  SK64

UK: Ureme kontrolil, SK: Sterilite kontroli, AK: Amikasin, IMP: Imipenem, Sayilar ug/ml olarak antibiyotik konsantrasyonu



Zaman-Oliim Egrisi Yontemi

« Bakteriyostatik ve bakterisid aktiviteyi zamana karsi gosteren,

« Dama tahtasi metodunun tersine antimikrobiyal iligkiyi dinamik olarak gosterir

1z

« Sik kullanilan bir siner;ji testidir
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— Zaman alici —axMIC
— Uygulamasi zor . \ :EIC
— Sinirh sayida antimikrobik ile yapilabilmesi i \ o

— Dikkat gerektiren bir metoddur \

a 3 6 12 24

Eliopoulos GM, Moellering RC. Antimicrobial combinations. In: Lorian V, ed. Antibiotics in Laboratory Medicine. 4th ed. Baltimore: Williams & Willkins,
1996: 502-78

White RL, Burgess DS, Mandura M, Bosso JA. Comparison of three different in vitro methods of detecting synergy: time-kill, checkerboard, and E test.
Antimicrob Agents Chemother 1996; 40: 1914-8



M Zaman-Oliim egrisi Yontemi

s o Al fo
/ s e /z
{
/" y ’

 "Dama tahtasi" ve Zaman-Olim egrisi Yontemi ile
yapilan mukayeseli (¢alismalarin

— bir kKisminda uyum

— bazi ¢aligmalarda "dama tahtas1” metodunun yetersizligi
gosterilmigtir

Eliopoulos GM, Moellering RC. Antimicrobial combinations. In: Lorian V, ed. Antibiotics in Laboratory Medicine. 4th ed. Baltimore: Williams & Willkins,
1996: 502-78

White RL, Burgess DS, Mandura M, Bosso JA. Comparison of three different in vitro methods of detecting synergy: time-kill, checkerboard, and E test.
Antimicrob Agents Chemother 1996; 40: 1914-8



« Diger sinerji testlerine gore
— Daha az emek harcanan
— Kullanimi kolay

— Ancak dama tahtasi metodu ile
yuksek korelasyon gosteren bir

metottur.

Manno G, Ugolotti E, Belli ML, Fenu ML, Romano L, Cruciani M. Use of the E test to assess synergy of antibiotic combinations against isolates of Burkholderia cepacia-complex from
patients with cystic fibrosis. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2003; 22:28-34

Bonapace CR, White RL, Friedrich LV, Bosso JA. Evaluation of antibiotic synergy against Acinetobacter baumannii: a comparison with E-test, time-kill,and checkerboard methods. Diagn
Microbiol Infect Dis 2000;38:43-50


http://jcm.asm.org/content/vol43/issue1/images/large/zjm0010549120001.jpeg

Etest metodu

— Etest ve dama tahtasi yontemleri arasinda
%90 oraninda korelasyon oldugu belirtilmistir

— Etest metodunda ureticinin onerilerine gore
metodolojinin uygulanmadigi takdirde aradaki
farkin buyuyebilecegi belirtilmistir

*Manno G, Ugolotti E, Belli ML, Fenu ML, Romano L, Cruciani M. Use of the E test to assess synergy of antibiotic combinations against isolates of Burkholderia cepacia-complex from
patients with cystic fibrosis. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2003; 22:28-34

* *Bonapace CR, White RL, Friedrich LV, Bosso JA. Evaluation of antibiotic synergy against Acinetobacter baumannii: a comparison with E-test, time-kill,and checkerboard methods.
Diagn Microbiol Infect Dis 2000;38:43-50



Farkh Etest Gradiyent
Kombinasyonlari




Etest Sinerji Testinde
Tavsiye Edilen Kurulum

e Suspansiyonu 0.5 McFarland’a ayarlanir (veya istenen yogunluga)
« Agar petrisini doldurma:
— Suspansiyonu dilie edilir (Or: 1:10, 1:20).
— Dilue suspansiyonu agar petrisi Uzerine dokulur
— Yavasca petriyi dairesel olarak dondurunuz boylece agar tum
yuzeyi kaplayacaktir
— Pipet kullanarak dikkatlice fazla siviyi ¢ekilir

— Petri yUzeyinin tamamen kurumasini beklenir (inkibatorde
kurutulabilir)
























Etest Striplerinin Hazirlanmasi

— |k Etest strip yerlestirilir

— Ik stribin tam olarak yer

« kenari boyunca ve petrinin arkasindan stribin Ust
ve alt kismi isaretlenir

— Yaklasik 1 saat kadar beklenir






Sabit Oranlarin
Ayarlanmasi

* Yaklasik bir saat sonra, ilk Etest stripi ¢cikarilir

. |kinci Etest striplerini birinci ile tamamen ayni yere
yerlestirilir


















MIK:MIK Oranlarinda Etest Gradiyentleri

MICs of A& B knownlBatio A:B = MICA:MICg

I
after 1 hour
MIC; = remove A and

MIC/MIC; = placg Bon
imprint of A 0

that MIC, &
MIC; coincides

1.GUnN

Her bir antibiyotik icin MIK
belirleyiniz




MIK:MIK Orani Ayarlanmasi

 Petriyi doldurulur
» |k Etest stribini petriye uygulanir

» Stribin ve MIK pozisyonunun tam yerini petrinin
arka kismina isaretlenir

1 saat kadar beklenir
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MIK:MIK Orani Ayarlanmasi

« |Ik Etest stribini cikarilir

» |k Etest stribinin bulundugu bdlgenin tam Ustiine ikinci
stribi yerlestirilir
— boylece MIK pozisyonlari ust uste gelecektir

« Petriyi ikinci strip Uzerindeyken ve bu organizma igin
onerilen inkUbasyon oOzelliklerine uygun olarak inkube
edilir
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En aktif ilag
RI (MIK 24)
>2 dilisyon azalmistir

SINERJI

| MIK CO:
2256 pg/mL




Okuma ve Yorumlama

Sinerji — Kombinasyonda MIK = 2 dillisyondur ve tek basina en aktif
ilactan DAHA DUSUK MiK’e sahiptir

Antagonizma — Kombinasyonda MIK = 2 diliisyonda ve tek basina
en aktif ilactan DAHA YUKSEK MIK’e sahiptir

Indiferans/Aditif — Kombinasyonda MIK en aktif ilacin +1-2
dilisyonu kadardir

Ornek: MIC .= 256 ve MICz= 24 (B en aktif)
— MICg (4 = 0.38 —Sinerji
— Eger MICg,, = 96 — Antagonizma



Okuma ve Yorumlama

Oncelikle en aktif ilaca gore kombinasyonu kiyaslayiniz

MICs of A &B used individually and in combination

A(B)
Concentration
of Ain
presence of B

FIC

Fractional
Inhibitory
Concentration
Index

AB) BIA) _ _EIP
M'CA + M|CB FlCA+F|CB F|Cmdex




Kombinasyonun etkinligini belirlemek
icin FIK indeksi ve hesaplanmasi

B’nin varliginda A’nin MiK sayisal degeri

Tek bagina A’nin MIK sayisal degeri

A’nin varliginda B’nin MIK sayisal degers

. FIKB=

Tek bagina B’nin MiK sayisal degeri
> FIK indeksi = FIK A+ FIK B
> FIK indeksi < 0,5 sinerji
> FIK >0,5 ve < 1 aditif
> FIK >1- <4 indiferan (etkisiz)

> FIK 24 ise antagonist etkilesim olarak degerlendirilmistir.



MIK CO:
2 256 pg/mL

" Alt 1:
MIK RI (CO): : FICI =

3 pg/mL 3/256 + 3/16 = 0.31

SINERJI

Alt 2:
Ayrica, en aktif ilag
RI (MIC 16)
>2 dilusyon azalmistir

SINERJI

MIK CO (RI):
3 ug/mL
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P. aeruginosa — M/K:MIK Orani

Etest MIK:MIK
TZ/Cl (8:>32) =1:4

128

FIC = 1/8 + 4/32
(0.125 + 0.125)

FIC = 0.25 Sinerji

TZ1UCl 4B

Nagy et al, Intl J. Antimicrob Agents, 2005



Tsunami A. baumanii Izolat - |
Carbapenem-R (OXA 23)
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MHA Uzerinde Etest MHA (zerinde Etest+ 0.125ug/mL CO

Giske ef a/ICAAC 2005



Tsunami MDR A. baumanii Izolat - |l
Carbapenem-R (MIK >32) ve Colistin-R (MIK >1024)

MHA Uzerinde Etest MHA (zerinde Etest +1ug/mL RI



Etest - Antifungal Kombinasyonlari
C. albicans ATCC 90028

Amfoterisin B tek basina Amfo + Flukonazol
ANTAGONIZM?

Lewis et al, AAC 2000



Makrometod




Stafilokoklarda glikopeptid
direnci /azalmis duyarhhk

Ik kez 1997’de Japonya’da (Hiramatsu ve ark)

Tum dunyada vankomisin tedavi basarisizliklarindan
sorumlu gosteriliyor.

Ulkemizde %0-6 VISA; h VISA %17.7 (1.6-30)

-Nakipoglu Y, ve ark:, BMC Infect Dis 2005;5(1):31.

-Sancak B, ve ark:, J Antimicrob Chemother 2005;56(3):519-23.

- Torun MM, ve ark: Int J Antimicrob Agents 2005;26(6):508-10.
-Hosgor Limoncu M ve ark. Mikrobiyoloji Biilt 2007 Ekim;41(4):511



CLINICAL AND EUROPEAN COMMITTEE
/ LABORATORY ON ANTIMICROBIAL
STANDARDS SUSCEPTIBILITY TESTING

INSTITUTE European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

Vankomisin sinir degerleri ug/mi)
(Yeni)

S | R
CLSI MiK <2 4 >8
EUCAST MIK <2 - >2

CLSI/ EUCAST Disk Yok Yok | Yok
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CLSI tanimlari

Kategori Adlandirma MIK (ng/ml )

Duyarli VSSA <2

Heterorezistan |hVISA/hGISA 1-2

“Intermediate” | VISA/GISA 4-8

Direncli VRSA (vanA) > 16 (8)




Tanida sikintilar: hVISA

« 1997 yilinda Japonya'da saptanan ve vankomisine
karsi heterojen duyarlilik azalmasi olan Mu3‘teki
direncte bakterilerin vankomisin igin MIK degerleri
duyarli sinirlari icinde olsa da, toplulugun icindeki
1/10° bakteri vankomisinin > 4ug/ml (4-9 ug/ml)’lik
konsantrasyonlarinda ureyebilmektedir.

J Infect Chemother 2004; 10 (2): 69-75.



Tanida sikintilar

« Staphylococcus aureus kokenlerindeki
vankomisin direncinin  rutin  duyarlihk
testlerinde belirlenmesi sorunludur.

* VISA ve hVISA kokenlerindeki hucre
duvari degisiklikleri bu durumun en onemli
sebebi olarak gosterilmektedir.

J Infect Chemother 2004; 10 (2): 69-75.



 VISA, hVISA ve VRSA'nin hastalarda hizl
ve dogru tanimlanmasi

— Enfeksiyon kontrol programiarinin
baslatiimasini saglamak

— Bu suslarin secilmesini ve yayillimini kontrol
altina almak icin onemlidir.




Ne zaman tarayalim?

- Invaziv veya derin enfeksiyonu olan hastalarda

 S.aureus MIK= 2 pg/ml

« Vankomisin tedavi basarisizligindan supheleniliyorsa



Vankomisin Direncinin Saptanmasi

 Rutin laboratuvar yontemleriyle vankomisin
direncinin saptanmasi oldukga guctur

« 2001'de yapilan bir calismada

— Laboratuvarlarin %75'i kontrol suslari arasinda yer alan
vankomisine duyarliligi azalmis bir S. epidermidis
izolatini tanimlayamamistir



Saptama Yontemleri

*hGISA ve GISA tanisi i¢in bircok yontem savunulmustur

— Otomatize yontemler

* YUksek-seviye VA-direncli S.aureus (MIK >32
ug/ml) tespiti icin modifiye edilmistir

* Bu yontemler GISA ve hGISA tespiti icin yeterli
degildir



Saptama Yontemleri

Disk difuzyon

« Vankomisin disk difzyon testi sadece van-A geni tagsiyan S.aureus
suslarini  saptamak icin uygulanabilir (bu suslarda zon
olusmamaktadir, <6mm)

« VSSA ve VISA suslari disk diftizyon testi ile ayrilamamaktadir
 Uygun olmayacagil hizlica anlasildigindan diger yontemler teklif

edilmigstir
— Ornegin :Tarama plaklari



VISA - falsely “S” by previous (CLSI M100-S18
vancomyecin disk diffusion breakpoints...

\Vankomisi” <2 48 216
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1/ mm zone “S”

Photo courtesy of S. Munro



Vankomisin
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Saptama Yontemleri

Tarama Plaklari ve hVISA
BHIA ve MHA

Bakteri suspansiyonunun konsantrasyonu; 2.0 ve 0.5
McFarland

Uygulanacak inokulum miktari; 100 ve 10 pl

Besiyerindeki glikopeptid miktari; 6, 5 veya 4 pg/ml
(vankomisin ve teikoplanin)

Duyarlilik %58 - %98, ozgulluk %68 - %97



Saptama
Yontemleri

Minimal vancomycin inhibtory
trati

0 =2 M W o h R = oo
1

1.5 2 25 3 3.5
PAP-AUC ratios

=
=
o
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Populasyon Analiz Profili

« VISA ve hVISA suslarinin saptanmasinda
onerilen yontem

* hVISA Identifikasyonu icin AUC hesaplamalari
le beraber referans metot olarak kabul
edilmekte

urnal of Antimicrobial (hemotherapy (2001) 47, 399400 A (_ B
—
id

A modified population analysis profile (PAP) method to detect
hetero-resistance to vancomycin in Staphylococcus aureus in a
UK hospital

M. Wootton®, R. A. Howe. R. Hillman, T. R. Waish, P. M. Bennett and A. P. MacGowan



Populasyon Analiz Profili

Incelenecek sus BHI broth’da 24 saat inkiibe edilir
103 ve 10® dizeyinde tuzlu suda kulttr dilGe edilir

Icerisinde 0.5, 1, 2, 2.5 ve 4 mg/l vankomisin iceren BHIA
plaklarina spiral bir dagitici araciligi ile aktarilir

37°C da 48 saatlik inkubasyondan sonra olusan koloniler
sayilir

Ureyen bakteri sayisi ile AUC hesaplamasi yapilir

Journal of Antimicrobial Chemotherapy (2001 ) 47, 399400 ] A (_ B
2 =

A modified population analysis profile (PAP) method to detect
hetero-resistance to vancomycin in Staphylococcus aureus in a
UK hospital

M. Wootton*, R. A. Howe. R. Hillman, T. R. Waish, P. M. Bennett and A. P. MacGowan



Populasyon Analiz Profili

Saptanan PAP-AUC hesabinin sonucu

<0.9ise VSSA

0.9-1.3 ise hVISA

> 1.3 ise VISA

olarak degerlendiriimekte

r Imocudum

.-/ VISA
‘ - ViSA
+ - hVISA
349 -8~ VIS0
| hVI.:A
VSSA

0012345678910
Vancomycin Concentrations (pg/mL)

Loz, CFU/mL
Q = N W e N

Fig. 1. Popubation analy=is of vancomycin-susceptible Seaphiylococcas awrens (VSSA )
vancomycin-intermediate S asreus (VISA) and heterogensoudy vancomycin-

intermediate 5. avreus (hVISA) isolates. Inoculum for broeth microdilution tests is

5 10° CFUJmL. CFU, colony-forming units.



Populasyon Analiz Profili

- PAP

— Zaman alici

— Ozel ekipman gerekli
— Pahali

* Acil degerlendirmeler icin daha basit laboratuvar
tarama teknikleri gerekl

« Makro E-test yontemi rutin laboratuvar

kosullarinda hVISA suslarini  saptamakta
onerilmektedir



Makro E-test yontemi

* VRSA ve VISA saptanmasi yani sira
hVISA saptanmasinda da yararli

« Agar tarama testlerine gore hVISA
suglarini saptamada daha yuksek
duyarlilik ve ozgulluge sahip

FG. L Typecal Etest result when using the macromethod of MuSO
possessing a PAP-AUC of 1.51. The microcolonics appear only after
the plates have heen incubated for 48 h. In tha particular mnstance and
under these conditions, cells can grow At up 10 2 Vancomycn concen-
tration of 48 pgfml

JOURNAL ©F CLINICAL MICROBOLOGY, July 2001, p. 24392444 Vol. 39, No. 7
0095 1137/01/SM 000 DOI: 10.1128JCM39.7.2430-2444.2001
Copyright © 2001, American Sccicty for Microbiology. All Rights Reserved

Evaluation of Current Methods for Detection of Staphylococci
with Reduced Susceptibility to Glycopeptides
TIMOTHY R. WALSIL'™ ANNE BOLMSTROM.? ANETTE QWARNSTROM.? PITION HOZ

MANDY WOOTTON,” ROBIN A. HOWE,? ALASDAIR P. MMcGOWAN?
axo DAN DIEKEMA®



hVISA suslarinin Makro E-test
yontemi ile gosterilmesi

 MH broth’da bir gece inktbe edilen
suslar
2 McFarland yoqunlugunda ayarlanir

« 200ul ornek BHIA'a yayilir
« Vankomisin ve Teikoplanin E-test stripleri yerlestirilir

 Plaklar 48 saat 37°C da inkube edilerek CLSI gore
yorumianir.



GRD Strip (Iki Tarafli E-test Stripi)

Glikopeptid direnci saptamaya yonelik gelistirilmis

Vankomisin ve Teikoplanin ayni stripte yer almakta

Agar olarak MHA onerilmekte
0.5 McFarland bakteri yogunlugu

48 saat 35°C de inkubasyon

Vancomycin

MIC Reading

scale (pg/mlL) 8

Teicoplanin

[
L

VA
-;'_).

Erd

()

Y

A

Exponential
gradients



» 48 saatin sonundaki degerlendirmede

* VISA veya hGISA icin cut-off degerleri
— Telkoplanin veya vankomisin >8 mg/I

« Standart yontem ile
— Vankomisin MIK 24 mg/l ise VISA
— Vankomisin MIK <4 mg/l ise hVISA

olarak yorumlanir.



—— el
Figure 3. S. aureus 78 (hGISA) (VA 1.5, TP 8)
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Figure 6. S. aureus ATCC 29213 (MSSA) (VA 1,TP 1)
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E Test GRD stripleri (MHB)

%5 Kanli Mueller Hinton Agar

0.5 Mc Farland inokulum

24 ve 48 saatte degerlendirme:

GRD vanko/ Teiko > 8 pug/ml; standart MIK>6 pg/ml (GISA):;
GRD vanko/ Teiko > 8 pug/ml; standart MiK <4 pg/ml (hGISA);

E Test GRD; Mu3 (h VISA) E Test GRD; Mu50 (VISA)



E-VA/TP+S stripleri

* hGISA uremesini arttirmak icin

— VA+TP cift-tarafli gradiyent stribe bir besin maddesi
eklenerek ureme kuvvetlendiriimis (E-VA/TP +S)

« Standart inokulum ve agar:
— 0.5 McFarland standart
— MHA +%5 Kan (MHB)
— 18, 24 ve 48 saatte



Time of Detection (%)
Test Medium reading
(h) Sensitivity  Specificity

Etest GRD strips

MHB 24 35 100
48 8y 05
E-VA/TP+S  MHA 24 63 100 ve

45 84 95

MHB 24 70 100 - Em Em

48 94 95 I I k

- Ozgullu
E-M BHI/2 McFarland 24 80 87
48 9 96
Agar screens VA/BHI 48 27 100
TP/MH 45 065 95

hGISA/GISA tespiti icin 48.saatte okunan MHB uzerindeki GRD stribi
en yuksek hassasiyete sahiptir (%94)

48.saatte okunan GRD’nin hassasiyeti 24.saatten daha fazladir
(SCV-Kucguk koloni degisiklikleri gorantr hale gelir)

Pozitifler 24 saatte rapor edilebilir fakat negatiflerin 48.saatte
konfirme edilmesi gereklidir

48 saat inkUbasyondan sonra tum yontemler %95-96 ozgulluk verir



Tekrarlanabilirlik

% Correct phenotype

Etest GRD (48 h)

Strain(s)”® M RHT Agar screen
MH MHB MH MHB VA/BHI TPMH
GISA 100 1000 100 [ 100 R7 03
hGISA 3| 05 80 9 B 0
5 ATCC strains 100 100 100 100 100 &0 100

" For GISA, 15 isolates were tesied In triplcate; for hGISA, 6 lsolates were tested in triplkate; and for the five ATCC reference strains, 25 [solates were tested in
triplicate,

GISA: E-M ve GRD igin %100 fakat VA/BHI %87 ve TP/MHA %93

Agar tarama hGISA tespiti icin hassaslik acisindan guvenilir olmamakla beraber
tekrarlanabilirligi dusuktur

Tekrarlanan hGISA tespiti igin en iyi performans GRD idi — 48 saatte
tekrarlanabilirlik %98



hVISA Tarama Yontemleri

Method Sensitivity Specificity
Vancomycin broth MIC” 11% 100%
BHIA + vancomycin at 6 pg per ml, 10 pl of a 0.5-McFarland- 48 h, 4.5-12% 48 h, 68-100%
standard suspension (BHIA6V)
MHA + teicoplanin at 5 pg per ml, 10 pl of a 2-McFarland- 48 h, 65-79% 48 h, 35-95%
standard suspension (MHAST)?
MHA + teicoplanin at 5 pg per ml, 10 pl of a 2-McFarland- 48 h, 98% 48 h, 53%

standard suspension®

MHA + vancomycin at 5 pg per ml, 10 pl of a 0.5-McFarland-
standard suspension

Simplified PAP/

Macromethod Etest (MET)

Etest GRD |

48 h, 1-20%

48 h, 71%

48 h, 69-98.5%

24 h, 70-T7%
48 h, 93-94%

48 h, 59-99%

48 h, 88%

48 h, 89-94%
24 h, 98-100%
48 h, 82-95%

dcnomicn oor Rviws, e 3100
LU (IR Y

Reduced Vancomycin Susceptibility in Staphviococcus aureus, Including
Vancomycin-Intermediate and Heterogeneous Vancomycin-
Intermediate Strains: Resistance Mechanisms, Laboratory
Detection, and Clinical Implications
Benjomin P. Howden,**** Jotn K. Davies,” Paul D. R, Johoson, 4
Timothy P. Stinenr, ™ and M. Lisshsay Graysom '



hVISA Tarama Yontemleri

TABLE 3. Comparison of two reference and six commercial susceptibility testing methods and discrepancies for categorization of 129 S.
aureus isolates compared with categorization by BMIC-Difco reference method

No. (%)“ of isolates ” :
categorized as: No. of discrepancies by test method

No. (%) of isolates

Method or with overall category T
Systei Susceptible Intermediate agreement (n = 129) VISA categorized VISA categorized SUSCCP['b!L solage
(n = 84) (n = 45) as susceptible as resistant ca!c%})]rstz :d as

BMIC-BBL 83 (98.8) 40 (88.9) 123 (95.3) 3 1
Agar dilution 82 (97.6) 31 (68.9) 113 (87.6) @
Etest 73 (86.9) 44 (97.8) 117 (90.7) 1 11
MicroScan 74 (88.1) 45 (100) 119 (92.2) 10
Phoenix 64 (76.2) 45 (100) 109 (84.5) 20
Sensititre” 84 (100) 29 (64.4) 113 (89.0) 13 1
Vitek Legacy® 83 (100) 0(0) 83 (64.8) 35 10
Vitek 2 82 (97.6) 35 (77.8) 117 (90.7) 10 2

“The percentage is based on 84 susceptible strains and 45 VISA strains.

® The final number of results was 127 (84 susceptible, 43 intermediate) because of insufficient growth of two isolates in the test panel.

©The final number of results was 128 (83 susceptible, 45 intermediate) because of insufficient growth of one isolate in the test panel.

JOUuRNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, July 2009, p. 2013-2017 Vol. 47. No. 7

0095-1137/09/$08.00+0  doi:10.1128/JCM.00221-09

Accuracy of Commercial and Reference Susceptibility Testing Methods
for Detecting Vancomycin-Intermediate Staphylococcus aureus’

Jana M. Swenson,* Karen F. Anderson, David R. Lonsway, Angela Thompson, Sigrid K. McAllister,
Brandi M. Limbago, Roberta B. Carey, Fred C. Tenover,{ and Jean B. Patel



Sonug

Etest GRD stribi, E-M ve referans PAP-AUC kadar lyi
performans gostermektedir

Standart rutin diagnostik test basitligindedir

Tedavi yanitinin tahmininde goreceli olarak daha
guvenilirdir

hGISA fenotipli suslarda daha yiksek MIK degerleri
vermektedir



