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Fatih DINC, Fatma Tugba DINC, Bekir AKCA, Ayse Melda SINIRTAS, Ciineyt OZAKIN
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Ttbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Bursa

OZET

Amag: Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA)
enfeksiyonlarimin tedavisi, kullanilan bircok antibiyotik
smifina karst direng gelismesi nedeniyle giderek zorlas-
maktadir. Vankomisin, MRSA’ya bagl sistemik enfeksiyon-
larin tedavisinde hala ilk secilen antibiyotiktir. Ancak,
vankomisinin doku yayiliminin simirlt olmasi ve bazi susla-
rin duyarliiginda azalma goriilmesi nedeniyle, MRSA’yt
hedefleyen alternatif antibiyotik tedavileri giindeme gel-
mistir. Bu ¢alismanin amact da MRSA enfeksiyonlarinin
tedavisinde alternatif olan antibiyotiklerin antibakteriyel
etkinliklerinin in vitro olarak degerlendirilmesidir.

Gereg ve Yontem: Calismaya 2003 ile 2010 yillar: arasin-
da kandan izole edilen toplam 99 MRSA susu dahil edilmig-
tir. MRSA izolatlarimin vankomisin, tigesiklin, linezolid ve
daptomisine karsi antibiyotik duyarliligi Etest yontemi ile
calisilmis ve Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) ve European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) kriterlerine gore deger-
lendirilmistir.

Bulgular: Bir MRSA izolatimin (%1) vankomisine duyarli-
ligt CLSI kriterlerine gore “orta derecede duyarli”,
EUCAST kriterlerine gore ise “direngli” olarak saptanmis-
ur. Tiim izolatlar linezolid ve daptomisine duyarlt olup,
dort izolatta (%4) tigesikline karsi direng bulunmustur.

Sonug: Sonug olarak, MRSA enfeksiyonlarimin tedavisinde,
linezolid ve daptomisinin alternatif ajanlar olabilecegi
saptansa da diizenli olarak direng siirveyansumn takip edil-
mesi onem tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: MRSA, vankomisin, daptomisin

SUMMARY

In Vitro Susceptibility of Methicillin-Resistant Staphylo-
coccus aureus (MRSA) Strains Isolated from Blood to
Vancomycin, Tigecycline, Linezolid and Daptomycin
According to CLSI and EUCAST Criteria

Objective: Methicillin-resistant  Staphylococcus —aureus
(MRSA) infections are becoming increasingly difficult to com-
bat because of emerging resistance to several antibiotic clas-
ses. Vancomycin is still the antibiotic of the first choice for the
treatment of systemic infections caused by MRSA. However, as
a result of limited tissue distribution and reduced susceptibility
to vancomycin in some strains, the need for alternative thera-
pies that target MRSA has become apparent. The aim of this
study is to evaluate the in vitro antibacterial efficacy of alter-
native antibiotics against MRSA infections.

Materials and Methods: A total of 99 MRSA strains isolated
from blood samples between 2003 and 2010 were included in
this study. Antibiotic susceptibilities of the MRSA strains to
vancomycin, tigecycline, linezolid and daptomycin were studi-
ed by the Etest method and evaluated according to Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) and European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
criteria.

Results: Susceptibility of one MRSA (1%) isolate to vancomycin
was found to be moderately sensitive according to CLSI criteria
while it was found resistant according to EUCAST criteria. All
isolates were susceptible to linezolid and daptomycin while four
isolates (4%) were resistant to tigecycline.

Conclusion: It was concluded that linezolid and daptomycin
may be alternative agents for the treatment of MRSA infecti-
ons, however, continuous resistance surveillance of these
antibiotics against MRSA strains should be established.
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GIRIS

Stafilokoklar, tiim diinyada hastane ve toplum kaynak-
It bir¢ok enfeksiyonun etkeni olup, yliksek oranda
morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir V. Yillar
icinde Staphylococcus aureus’un neden oldugu enfek-
siyonlarm tedavisinde kullanilan antibiyotiklere kargi
direng gelismeye baglamustir @. Ozellikle metisiline
direncli S. aureus (MRS A); in vitro olarak duyarli olsa
da in vivo olarak tiim [-laktam ve [-laktamaz inhibi-
tori igeren antibiyotiklere karg1 direnglidir ¢#. Hastane
kaynakli enfeksiyonlarda etken olan S. aureus’larda
metisilin direncine sik rastlanilirken, son yillarda top-
lum kaynakli MRSA enfeksiyonu orani da giderek
artmistir ve bu oran bazi caligmalarda %75 diizeyinde
bildirilmektedir ¢9.

MRSA suglarinda coklu ila¢ direnci olmasi, tedavi
seceneklerini de kisitlamaktadir. MRS A enfeksiyon-
larmin tedavisinde vankomisin gibi hiicre duvar
sentezini inhibe eden glikopeptid yapili antibiyotik-
ler tercih edilmektedir 7®. Ancak, MRSA tedavisi
amactyla vankomisin kullanimi, vankomisine orta
derecede duyarl S. aureus (VISA) ve vankomisine
direncli S. aureus (VRSA) gelisimini uyarabilmek-
tedir ©. Japonya ve Amerika Birlesik Devletleri’nde
(ABD) bazi MRSA suslarinda glikopeptidlere
duyarliligin azalmast ve direncin bildirilmesi, yeni

antibiyotiklere gereksinim oldugunu gostermektedir
(10-14)

Son yillarda, etki spektrumu MRSA’y1 da kapsayan
daptomisin, linezolid, kinopristin/dalfopristin (strep-
togramin kombinasyonu), telitromisin (ketolid) ve
tigesiklin gibi yeni antibiyotikler gelistirilmistir.

Calismamizda; vankomisin, linezolid, tigesiklin ve
daptomisinin kan orneklerinden izole edilen MRSA
suslarina karsi in vitro aktivitelerinin, Clinical
Laboratory Standarts Institute (CLSI) ve European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Test
(EUCAST) standartlar1 ve iiretici firma onerileri dog-
rultusunda kiyaslanarak degerlendirilmesi amaglan-
mugtir.

GEREC ve YONTEM

Temmuz 2003-Mart 2010 tarihleri arasinda Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuva-
ri’'na BACTEC PLUS Aerobic/F ve PEDS PLUS™ /F
(Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD) kan Kkiiltiir
siselerinde gonderilen kan ornekleri, Bactec 9240
(Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD) sisteminde
inkiibe edildi. Pozitif sinyal veren siselerden %35
koyun kanli agara (Becton Dickinson, Heidelberg,
Almanya) pasaj yapilarak 18-24 saat 35°C’de inkiibe
edildi. Olusan koloniler Gram boyama yontemiyle
degerlendirilerek gram pozitif kiime yapmis kok sek-
linde goriilen kolonilere katalaz ve tiip koagiilaz testi
yapildi. Hem katalaz hem de tiipte koagiilaz testi
pozitif olan koloniler PMIC/ID-70 paneline alind1 ve
PhoenixTM 100 BD sistemi (Becton Dickinson,
Sparks, MD, ABD) ile degerlendirildi. Tlgili panelde
S. aureus olarak tanimlanan ve farkli hastalara ait
olan izolatlardan metisilin direnci saptanan suglar
-20°C’da saklandi. Ayni1 hastadan yineleyen MRSA
tiremeleri olmasi durumunda, kan alimlar1 arasinda
en az bes haftalik zaman dilimi olan izolatlar, yeni
izolat olarak kabul edilerek c¢alismaya alindi.
Tanimlanan 6zelliklere uyan toplam 99 MRSA izola-
t1 caligildi.

Calisma i¢in saklanmig olan MRSA suslar1 %5 koyun
kanli agara pasajlandi. Saf olarak iireyen koloniler-
den 0.5 McFarland bulaniklik standardr olusturacak
sekilde siispansiyon hazirlanarak, steril ekiivyon ile
Mueller-Hinton II Agar besiyeri (Becton Dickinson,
Heidelberg, Almanya) yiizeyine homojen sekilde
yayildi. Besiyeri yiizeyinin kurumasini takiben, iize-
rine sefoksitin, tigesiklin, linezolid, daptomisin ve
vankomisin Etest stripleri (AB Biodisk, Solna, 1sveg)
yerlestirildi. Inkiibasyon sonrasi (37°C’de 18-24
saat) ilgili antibiyotiklerin Etest yontemi ile dlciilen
minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri
kaydedilerek, in vitro duyarliliklar1 CLSI ve
EUCAST kriterlerine gore degerlendirildi (Tablo 1).
Kalite kontrolii amaciyla S. aureus ATCC 29213
standart susu kullanildi.

Sefoksitin MIK degerleri Etest yontemi ile iiretici
firma onerileri dogrultusunda belirlendi. MiK degeri
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Tablo 1. MRSA suslarmin antibiyotik duyarhhgim degerlendirmede kullamlan Clinical Laboratory Standarts Institute (CLSI) ve
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Test (EUCAST) standartlari.

CLSI pg/mL EUCAST pg/L
Antibiyotik Duyarhh  Orta derecede duyarh  Direncli Duyarh  Direncli
Tigesiklin - - - <05 >0.5
Linezolid =<4 - =8 =<4 >4
Daptomisin <1 - <1 >1
Vankomisin < 4-8 =16 <2 >2

Tablo 2. MRSA suslarmin CLSI ve EUCAST Kriterlerine gore antibiyotik duyarhlik profilleri (n:99).

Antibiyotik CLSI EUCAST CLSI CLSI EUCAST
Duyarh n (%) Duyarh n (%) Orta derecede duyarh n (%) Direncli n (%) Direncli n (%)

Tigesiklin - 95 (% 96) 4 (% 4)

Linezolid 99 (%100) 99 (%100)

Daptomisin 99 (%100) 99 (%100) -

Vankomisin 98 (%99) 98 (%99) 1(%1) 0(% 0) 1(% 1)

=8 ug/ml olan suglar CLSI kriterlerine gére MRSA
olarak onaylandi. Vankomisine azalmis duyarlilik
saptanan bir MRSA susu mikrodiliisyon yontemi ile
CLSI M07-A8 ve M100-S19 dokiimanlar1 dikkate
alinarak yine calisildi ve makro Etest yontemi ile
heterojenite agisindan da degerlendirildi “'*. Bunun
icin sustan Mueller-Hinton Broth’ta (Oxoid,
Basingstoke, Ingiltere) McFarland 2 yogunlugunda
bakteri siispansiyonu hazirlandi ve bu siispansiyon-
dan 100 mikrolitre Brain Hearth Infusion Agar besi-
yerine (BHIA: BD, Heidelberg, Almanya) ekildi.
Besiyeri ylizeyi kuruduktan sonra iizerine vankomi-
sin Etest stripi (AB Biodisk, Solna, Isveg) yerlestiril-
di ve 37°C’de 24-48 saatlik inkiibasyonun sonunda
MIK degeri olgiilerek kaydedildi. Vankomisin MIK
degerinin =8 pg/ml olmas1 durumu heterojenite mev-
cut olarak degerlendirildi .

BULGULAR

Calismaya dahil edilen izolatlarin izole edildigi kan
orneklerinin boliimlere gére dagilimina bakildiginda,
en ¢ok izolatin yogun bakimdan (%44.4) takiben
dahili (%40 .4) ve cerrahi (%15.1) boliimlerden geldi-
§i goriilmiistiir.

Ilgili antibiyotiklere ait MiK50 ve MIK90 degerleri
sirastyla tigesiklin i¢in 0.25-0.50 pg/ml, linezolid
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icin 0.75-1.00 pg/ml, daptomisin icin 0.19-0.38 pg/
ml, vankomisin icin 1.50-2.00 pg/ml olarak bulun-
mugtur (Sekil 1).

Etest MIK degeri 3 ug/ml olarak saptanan susun
(%1), mikrodiliisyon yontemi ile de MIK degeri 3ug/
ml olarak bulunmug ve CLSI standartlarina gére van-
komisine orta derecede duyarli (VISA), EUCAST
kriterlerine gore vankomisin direngli (VRSA) olarak
degerlendirilmigtir (Tablo 2). Makro Etest yontemi
ile de ayn1 MIK degeri (3 pg/ml) bulunan susun hete-
rojen VISA olmadigi kabul edilmistir.

Calismada hem CLSI hem de EUCAST kriterlerine
gore tiim izolatlar; linezolid ve daptomisine duyarli
olarak bulunmugtur. EUCAST standartlarina goére
dort izolat tigesikline direngli saptanmustir (Tablo 2).
Tigesikline direngli bu dort izolatin bir tanesinin
CLSI kriterlerine gore VISA ve EUCAST kriterlerine
gore VRSA olan sug oldugu tespit edilmistir.

TARTISMA

Diinya genelinde yapilan calismalarda her gecen giin
glikopeptid direncli yeni MRSA suglar1 bildirilmeye
baglanmugtir 79, Ulkemizde yapilan cesitli ¢calisma-
larda stafilokoklarda vankomisin direnci heniiz sap-
tanmamig, ancak MRSA suglarinin %0.3’linde van-
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izolat sayisi

izolat sayisi

izolat sayis1

izolat sayis1

TIGESIKLIN
MIK50
‘3“5) 35 025 pg/ml
281
30 1 MIK90
25 : 0.50 pg/ml
20 1
1 13 :
15 7 1 9 1
10 - 1 Z 1
jo : N
0 1 1 e - N . i MIK (pg/ml)
0.094 0.125 0.19 0.25 0.38 0.50 0.75 1.0 1.5 20 4.0 8.0
EUCAST Duyarl <50 ug/ml > 0.5 ug/ml Direncli
LINEZOLID MIK90
MIK50 1.0 pg/ml
35 0.75 pg/ml 301
30 > | =
25 7 1 1
22 i 1
20 1 1
is i i
1 1
10 : i 8
5 2 .
o - i i MK (ug/ml)
0.19 0.25 0.38 0.50 0.75 1.0 1.5 20 40 8.0 16.0
CLSI Duyarlt <4 pg/ml = 8 pg/ml Direngli
EUCAST Duyarl <4 pg/ml > 4 pg/ml Direncli
DAPTOMISIN
MIK50
30 ” 0.19']4g/m1 MIK90
25 24: 0.38 pg/ml
20 = 19 :
15 . H
10 1 1
10 1 1
4 ] 61 5
5 i 1 1 2 D) =
. = = MIK (ug/ml)
0.047 0.064 0.094 0.125 0.19 0.25 0.38 0.50 0.75 1.0 20 4.0
CLSI Duyarli <1 pg/ml > 1 pg/ml Direncli
EUCAST Duyarli <1 pg/ml > 1 pg/ml Direngli
VANKOMISIN MIK50
1,5 pg/ml - -
60 T MIK90 .
531 2.0 pg/ml 4
50 = T :
1 135 :
40 = = :
20 9 i i :
10 i : = 1 : MIiK 1
0 1 1 E (ﬂg/ m )
0.75 1.0 15 20 3.0 6.0 8.0 : 160 320
CLSI Duyarli < 2 pg/ml Orta derecede duyarlt ﬂ = 16 pg/ml Direncli
EUCAST Duyarli <2 yg/ml | > 2 ug/ml Direncli

Sekil 1. MRSA izolatlarinda antibiyotiklere bagh MIK degerleri CLSI ve EUCAST duyarlilik standartlari.
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komisine azalmig duyarlilik gosterilmistir 9.

Sancak ve ark. ®® mikrodiliisyon yontemi ile incele-
dikleri 256 MRSA susunda VISA saptamamis, ancak
yaptiklar1 popiilasyon analizinde 46 izolat1 heterojen
VISA olarak degerlendirmistir. Giilay ve ark. " mik-
rodiliisyon yontemi ile vankomisin direncini aragtir-
diklar1 50 MRSA ve 50 MSSA izolatinda %6 oranin-
da vankomisine orta diizeyde duyarlilik saptamustir.

Calismamizda, CLSI kriterlerine gore MRSA’lar ara-
sinda bir izolatta (%1) vankomisine orta derecede
duyarlilik saptandi. Diger MRSA suslar1 vankomisi-
ne duyarli bulundu.

S. aureus suglarinda vankomisin direncinin belirlen-
mesinde referans metot mikrodiliisyon yontemiyle
MIK degerinin saptanmasidir. Mikrodiliisyon yonte-
mi ile elde edilen MIK degerlerinin, Etest ile alinan-
lardan bir diliisyon farklilik gosterebilecegi belirtil-
mektedir ®». Bu nedenle Etest yontemi ile vankomi-
sine karst azalmig duyarlilik saptanan bir MRSA susu
yine canlandiritlip mikrodiliisyon yontemi ile de
degerlendirildi. Mikrodiliisyon yontemi ile elde edi-
len MIK degerinin Etest yontemi ile elde edilen ile
ayni oldugu saptandi (3 pg/ml).

EUCAST, vankomisin diren¢ esigini 2 pg/ml’ye
diistirerek, vankomisinin artmig dozlariyla dahi teda-
vi edilemeyen ve ciddi enfeksiyonlara yol agan,
CLSI’a gore “orta derecede duyarli” olarak belirtilen
izolatlar direngli kabul edip tedavi basarisizliklar ve
direncin indiiklenmesini engellemeyi hedeflemistir
@9 Dolayistyla MIK degeri 3 pg/ml olup, CLSI’a
gore vankomisine orta derecede duyarli olan MRSA
susu, EUCAST kriterlerine gore vankomisin direngli
olarak degerlendirilmektedir.

MRSA’larda saptanmaya baslanan glikopeptid diren-
ci, ilerisi i¢in bu etkenlerle olusan enfeksiyonlarin
tedavisinde ciddi sorunlar yasanabilecegini goster-
mekte ve yeni alternatiflerin kullanimini giindeme
getirmektedir.

Stafilokoklarda linezolid direnci c¢ok enderdir.
2001°de ilk olarak yayinlanan linezolid direncinden
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bu yana yapilan cesitli siirveyans programlarinda
linezolid direnci %0.1’den daha az olarak bildirilmis-
tir @28 Calismamizda da MRSA izolatlari arasinda
linezolide direng saptanmamuistir. Bu durum linezoli-
din MRSA ile olusan enfeksiyonlarin tedavisinde
uygun bir se¢enek oldugunu desteklemektedir. Ancak,
yine de linezolide kars1 direng durumunun takip edil-
mesi gerekmektedir.

Ulkemizde yapilan ¢ok merkezli bir calismada 260
MRSA susunda Etest yontemi ile daptomisine
%0.4 direng saptandigi bildirilmistir @®. Caligma-
mizda MRSA’larda daptomisin direncine rastlan-
mamistir. Bu durum MRSA enfeksiyonu tedavisin-
de daptomisinin de uygun oldugunu gostermekte-
dir. Ancak daptomisine, VISA suslarindakine ben-
zer sekilde, bakteri hiicre duvari kalinlagmasinin
fiziksel bariyer olusturmasi seklinde veya diger
mekanizmalarla direng geligebilir ®®. Bu nedenle
bu antibiyotige yonelik diren¢ durumu da takip
edilmelidir.

2009 yilinda yapilan Tigecycline Evaluation and
Surveillance Trial (TEST) calismasinda, tigesikli-
nin gram pozitif ve gram negatif mikroorganizma-
larda kusursuz etkinlige sahip oldugu bildirilmistir
@Y. Ulkemizde yapilan ¢ok merkezli bir calismada,
260 MRSA susunda Etest yontemi ile tigesikline
%3.1 oraninda diren¢ saptanmasi dikkat cekici
bulunmustur . Kaya ve ark. ¢» 60 MRSA susun-
dan yalnizca birinin Etest ile tigesiklin MIK dege-
rinin duyarlilik sinir1 iizerinde oldugunu bildirmis-
tir. Calismamizda da MRSA suslarindan dort tane-
sinde (%4) EUCAST standartlarina gore tigesikli-
ne diren¢ saptanmigtir.

CLSI kriterlerine gore VISA, EUCAST kriterlerine
gore ise VRSA olarak degerlendirilen MRSA izolati;
linezolid ve daptomisine duyarli, tigesikline ise
direngli bulunmustur. Bu durum glikopeptid direngli
MRSA enfeksiyonu olgularinda linezolid ve dapto-
misinin kullanilmasi onerilerini desteklemektedir ¢?.

Calismamizda MIK90 degerleri temel alindiginda da
linezolid, daptomisin ve vankomisinin MRSA susla-
ria oldukca etkili oldugu goriilmiistiir (Sekil 1).
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Sonug olarak, MRSA suslarinda vankomisin MIK
degerindeki kiiciik degisiklikler bile klinik olarak
anlamli olabileceginden, vankomisin MIK degeri

duyarlilik sinirini gegtiginde, olasi tedavi basarisizli-

gin1 6nlemek igin alternatif tedaviler diisiiniilmelidir.

Alternatif tedavi amaciyla tigesiklin, linezolid ve

daptomisin kullanimint 6énermekle birlikte, konuyla

ilgili calismalarin stirekli yapilmasinin ve direng geli-

siminin takip edilmesinin yararli olacagi kanisinda-
yiZ.
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