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OZET

Metisiline direncli stafilokok ve vankomisine direncli enterokok enfeksiyon sikiginin artisi tedavide
onemli sorunlara yol agmakta olup, alternatif tedavi secenekleri izerinde durulmaktadir. Bu calismada;
klinik 6rneklerden izole edilen 2 vankomisine direncli Enterococcus faecium (VREF), 2 metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA) ve 2 metisiline direncli Staphylococcus epidermidis (MRSE) susu tizerine li-
nezolid/ertapenem kombinasyonunun in vitro aktivitesi arastinlmistir. Bu amacla, linezolid/ertapenem
kombinasyonunun 1/2 x MIK (minimum inhibitor konsantrasyonu), 1 x MiK ve 4 x MIK konsantrasyon-
lari kullanilmig ve suslar Gzerindeki in vitro aktiviteler zamana bagh 6ldiirme egrisi (time-kill) metodu ile
belirlenmistir. MRSA suslarinda 1 x MiK ile 4 x MiK degerlerinde 6. ve 24. saatlerde additif etki saptanir-
ken, VREF suslarinda da ayni MiK degerlerinde 6. saatte additif etki g6zlenmistir. incelenen MRSE susla-
rindan birinde, 4 x MIK degerinde 6. saatte 2 antibiyotik arasinda sinerji belirlenmis, bu susta 1 x MiK
degerinde 6. ve 24. saatlerde antibiyotikler additif etki gostermistir. Diger MRSE susunda herhangi bir si-
nerji saptanmazken, 1/2 x MIK degerinde 6. saatte ve 1 x MIK degerinde 24. saatte additif etki goriil-
mustir. Bu sonuglar, linezolid/ertapenem kombinasyonunun direncli gram-pozitif suslarin etken oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecegi gorusiini desteklemekle birlikte, daha kapsamli in vitro ve in
vivo calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar sézciikler: Metisiline direncli stafilokoklar, vankomisine direncli enterokoklar, linezolid, ertape-
nem, zamana bagl oldtirme egrisi.

ABSTRACT

The increasing prevalence of vancomycin-resistant enterococcus and methicillin-resistant staphylo-
coccus infections has become a major therapeutic challenge and alternative therapy options are under
consideration. In the present study, we aimed to evaluate the in vitro antibacterial activity of linezolid
combined with ertapenem against two vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VREF), two methicil-
lin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and two methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis
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(MRSE) strains isolated from clinical specimens. In vitro activity of linezolid/ertapenem combination at
1/2 x MIC (minimal Inhibitory Concentration), 1 x MIC and 4 x MIC concentrations for each of the iso-
lates was determined by time-kill curve method. At 1 x MIC and 4 x MIC concentrations, additive effect
was detected for MRSA (at 6 and 24 h) and VREF (at 6 h) strains. Synergism was observed between two
antibiotics at 4 x MIC concentration against one of the MRSE strains at 6" hour. Additive effect was de-
termined at 6™ and 24" hours in this strain at 1 x MIC concentration. No synergism was present in the
other MRSE strain but additive interaction was detected at 6 h (1/2 x MIC) and 24 h (1 x MIC). Altho-
ugh these results support the use of linezolid/ertapenem combination in infections caused by resistant
gram-positive strains, further in vitro and in vivo studies are necessary.

Key words: Methicillin-resistant staphylococci, vancomycin-resistant enterococci, linezolid, ertapenem, ti-
me-kill curve.

GiRis

Gram-pozitif bakteriler, 6zellikle Staphylococcus aureus, koagulaz-negatif stafilokoklar
ve enterokoklar, hastane ortaminda 6nemli enfeksiyonlara neden olan bakterilerdir. Bu
bakterilerde gelisen antibiyotik direnci, tedaviyi gliclestirmekte, morbidite ve mortalite-
nin artmasina yol agmaktadir. Metisiline direncli S.aureus (MRSA) ve vankomisine direnc-
li enterokoklar (VRE), neden olduklari enfeksiyonlarin tedavisinde sorun yasanan gram-
pozitif bakterilerin baginda gelmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde, yogun bakim
Unitelerinde goriilen stafilokok enfeksiyonlarinin yaklasik %60'indan MRSA sugslari so-
rumludur ve bu oran giderek artmaktadir'. Onemli MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde
standart olarak vankomisin kullaniimakla birlikte, son yillarda bu antibiyotige direncli
S.aureus suslar da bildirilmistir>3. Toplum kékenli enfeksiyonlardan izole edilen MRSA
oranlar da yukselmekte olup, yumusak doku enfeksiyonlarinin yani sira nekrotizan pno-
moni gibi énemli hastaliklara neden olabilmektedirler!.

Enterococcus faecium suslan basta olmak tzere, 6zellikle hastane ortaminda izole edi-
len VRE oranlari artmaktadir. VRE suslarinin, cogunlukla kullanimdaki diger antibiyotikle-
re de direncli olmalari, etken olduklari enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmaktadir?.
Gram-pozitif kokenli enfeksiyonlarin kontroliinde yasanan sorunlar, tip dlnyasini yeni
antibakteriyel ajan secenekleri tizerinde durmaya zorlamaktadir.

Bakteriyel ribozomun 50S ve 30S alt tnitelerinin birlesimini engelleyerek protein sen-
tezini inhibe eden linezolid, klinikte ilk kullanima giren oksazolidinon tiirevi olup, direnc-
li gram-pozitif bakterilere karsi etkinligi nedeniyle 6n plana cikmistir®. Linezolid, MRSA
ve VRE gibi direncli tirlerin neden oldugu endokardit, menenijit, komplike deri ve yumu-
sak doku enfeksiyonlari ile nozokomiyal pnomoni gibi enfeksiyonlarin tedavisinde kulla-
nilmaktadir®. 2000 yilinda kullanima girmesine karsin, linezolide direngli S.aureus, S.epi-
dermidis ve enterokok suslari bildirilmistir’8. Yapilan calismalarda linezolid direncinin 23S
rDNA geninde olusan G2576T mutasyonu ile iliskili oldugu, genellikle uzun tedavi siire-
ci, invaziv cihaz varhgi ve yuksek kullanim sikhigi gibi faktorlere bagh olarak gelistigi be-
lirtilmistir®°.

Ertapenem, serum yari 6mri ve etki stresi uzun, dolayisiyla glinde tek doz kullanima
uygun bir karbapenemdir. Enterobacteriaceae Uyeleri, Streptococcus pneumoniae ve bircok
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anaerop bakteri de dahil olmak tizere gram-pozitif ve gram-negatif bakterileri kapsayan
bir etki spektrumu vardir'®. Ancak Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., MRSA ve
enterokoklara karsi etkinligi sinirhdir. Gram-pozitif bakterilerde gortlen ertapenem diren-
ci genellikle penisilin baglayan protein (PBP) yapisindaki degisimlere bagli olarak ortaya
cikarken, gram-negatif bakterilerde metallo-beta-laktamaz tretimi, porin proteinlerindeki
degisim ve aktif pompa (efluks) sistemleri gibi mekanizmalarla gelismektedir'®.

S.aureus suglar Gzerinde linezolidin farkli antibiyotikler ile kombinasyonunun etkinli-
gini inceleyen bircok calisma gerceklestirilmistir. Linezolid ile ertapenemin S.aureus disin-
daki direncli gram-pozitif bakterilere karsi etkisi hakkinda ise yeterli bilgi bulunmamak-
tadir'’"'*. Calismamizda linezolid-ertapenem kombinasyonunun, vankomisine direncli
Enterococcus faecalis (VREF), MRSA ve metisiline direncli Staphylococcus epidermidis
(MRSE) suslar Gzerindeki in vitro aktivitesinin arastirlmasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM
Suslar ve MiK Degerlerinin Belirlenmesi

Calismaya, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabi-
lim Dalinda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 2 MRSA, 2 MRSE ve 2 VREF susu dahil
edildi. Linezolid (Pfizer, istanbul-Tiirkiye) ve ertapenem (Merck, istanbul-Tirkiye) antibi-
yotikleri Uretici firmalardan saglandi. Suglarin linezolid ve ertapenem minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK) degerleri CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) 6ne-
rileri dogrultusunda mikrodiliisyon yéntemi ile belirlendi'®. S.qureus ATCC 29213 ve
E.faecalis ATCC 29212 standart suslari, kalite kontrol amaciyla kullanild.

Zamana Bagh Oldiirme Egrisi (Time-Kill Curve)

Zamana bagl oldiirme edgrileri, Pillai ve arkadaslari tarafindan kullanilan yontem esas
alinarak belirlendi'®. Her sus icin linezolid ve ertapenem, tek baslarina ve kombine edi-
lerek 1/2 x MIK, MIK ve 4 x MIK konsantrasyonlarinda calisildi. Oncelikle, taze bakteri
kultirlerinden 9%0.9'luk tuzlu suda 0.5 McFarland standardinda slispansiyonlar hazirlan-
di. Bu suspansiyonlar, dnceden belirlenmis konsantrasyonlarda antibiyotik iceren Muel-
ler-Hinton sivi besiyeri (MHB; Merck) ile karistirilarak, baslangic inokilumunun 5 x 10°
ile 1 x 107 cfu/ml degerleri arasinda olmasi saglandi. Her calisma etabinda antibiyotik
icermeyen kontroller de hazirlanip, ayni prosedur uygulandi. 37°C’de inkiibe edilen ka-
risimlardan, 0., 6. ve 24. saatlerde alinan ornekler %0.9’luk tuzlu su ile uygun oranlarda
diltie edilerek, Mueller-Hinton agar (MHA; Merck) plaklarina ekildi. 37°C’de 24-48 saat
inklibe edilen plaklardaki koloniler sayildi. Calisma proseduri tim suslar icin iki kez tek-
rarlandi.

Linezolid/Ertapenem Kombinasyonunun Etkinligi

Her iki antibiyotigin varliginda olusan koloni sayisi, incelenen susa karsi en etkin anti-
biyotik karsisinda treyen koloni sayisina oranla en az 100 katlik bir azalma gdsteriyorsa
“sinerji”, bundan daha distk bir azalma s6z konusu ise “aditif”, 100 kat veya daha faz-
la bir artig s6z konusu ise “antagonizma” olarak degerlendirildi.
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BULGULAR

Calismaya alinan ikiser MRSA, MRSE ve VREF suglarinin linezolide duyarl, ertapeneme
ise direncli olduklari saptanmustir. Aragtirmamizda kullanilan suslarin, CLSI 6nerileri dog-
rultusunda belirlenen linezolid ve ertapenem MiK degerleri Tablo I'de gorilmektedir.

Linezolid ve ertapenemin etkinlikleri, tek baslarina ve kombine edilerek farkl konsant-
rasyonlarda arastirildiginda; MRSA-1 no’lu susta, 1 x MIK degerinde 6. saatte iki antibi-
yotik arasinda aditif etki saptanirken, MRSA-3 no’lu susta 1 x MiK degerinde 24. saatte
ve 4 x MIK degerinde 6. saatte aditif etki gorilmustir (Sekil 1). VREF-22 no’lu susta 4 x
MIK ve VREF-23 no’lu susta 1 x MIK degerlerinde 6. saatte, linezolid ve ertapenem ara-
sinda aditif etkilesim belirlenmistir (Sekil 2). MRSE-45 susunda 1 x MiK degerinde 6. ve
24. saatlerde, linezolid ile ertapenem arasinda aditif etki gézlenirken, 4 x MIK diizeyin-
de 6. saatte iki antibiyotigin sinerjizm gosterdigi bulunmustur (Sekil 3). MRSE-49 susun-
daise, 1/2 x MiK degerinde 6. saatte ve 1 x MIK degerinde 24. saatte iki antibiyotik ara-
sinda aditif etki saptanmugtir.

Tablo I. MRSA, VREF ve MRSE Suslarinin Linezolid ve Ertapenem MIK Degerleri

MIK (mg/L)
Sus Linezolid Ertapenem
MRSA-1 1 32
MRSA-3 2 16
VREF-22 1 32
VREF-23 1 32
MRSE-45 1 32
MRSE-49 1 64
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Sekil 1. MRSA-3 susunda; A: 1 x MIK dederinde 24. saatte, B: 4 x MIK dederinde 6. saatte linezolid ve er-
tapenem arasinda aditif etkilesim (LIN: Linezolid, ERT: Ertapenem, LIN + ERT: Linezolid/Ertapenem kombi-
nasyonu, KON: Kontrol).
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Sekil 2. VREF-23 susunda 1 x MIK degerlerinde 6. saatte, linezolid ve ertapenem arasinda aditif etkilesim
(LIN: Linezolid, ERT: Ertapenem, LIN + ERT: Linezolid/Ertapenem Kombinasyonu, KON: Kontrol).
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Sekil 3. MRSE-45 susunda 4 x MIK diizeyinde 6. saatte linezolid ile ertapenem arasinda sinerjizm (LIN: Li-
nezolid, ERT: Ertapenem, LIN + ERT: Linezolid/Ertapenem Kombinasyonu, KON: Kontrol).

TARTISMA

Gram-pozitif bakterilerin etken oldugu nozokomiyal enfeksiyonlarin tedavisinde
onemli yeri olan vankomisin gibi klasik glikopeptidlere karsi gelisen direng, yeni antibi-
yotiklere olan gereksinimi artirmistir'”. Ozellikle direngli gram-pozitif bakterilere kars iyi
bir etkinlik gosteren linezolid, tedavide onemli bir alternatif durumundadir. Ancak, go-
receli olarak kisa bir siire 6nce klinik kullanima girmesine ragmen linezolide direncli sus-
larin ortaya ¢ikmasi ve ciddi enfeksiyonlarda mutlak bakterisidal etkiye ihtiya¢ duyulma-
st nedeniyle, diger antibiyotikler ile kombinasyonlarinin etkinligi arastinlmaktadir'. Line-
zolid ile gentamisin, vankomisin, siprofloksasin, rifampin, fusidik asit ve fosfomisin kom-
binasyonlarinin sinerjik etkinligi olmadigi saptanirken, gentamisin, vankomisin, siprof-
loksasin ve fosfomisinin linezolid ile kombinasyonunun antagonistik etki gosterdigi be-
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lirlenmistir'>'7. Ertapenem, gram-pozitif ve gram-negatif bircok mikroorganizmayi kap-
sayan spektrumu ve oOzellikle glinde tek doz kullanima imkan tanimasi nedeniyle tercih
edilen yeni bir karbapenemdir. Anaerop trlere karsi ertapenemin, piperasilin-tazobakta-
ma esdeder veya daha iyi bir etkinligi bulunmaktadir'®. Metisiline direncli stafilokoklara
ve enterokoklara karsi etkisi sinirli olmakla birlikte S.pneumoniae enfeksiyonlarinda basa-
ri ile kullanilabilmektedir'®.

Linezolid ile ertapenem kombinasyonunun, MRSA, MRSE ve VREF suslari Gzerine etkisi-
ni degerlendirdigimiz caismamizda, genel olarak iki antibiyotik birbirleriyle aditif etki gos-
termistir. Bunun tek istisnasi, incelenen MRSE suslarindan birinde, 4 x MIK degerinde 6.
saatte iki antibiyotik arasinda sinerji belirlenmesidir. Bu susta 1 x MIK degerinde 6. ve 24.
saatlerde antibiyotikler aditif etki gostermistir. Diger MRSE susunda sinerji saptanmazken,
1/2 x MIK degerinde 6. saatte ve 1 x MIK degerinde 24. saatte aditif etki bulunmustur.
MRSA suslarinda 1 x MiK-4 x MiK degerlerinde 6. ve 24. saatlerde aditif etki saptanirken,
VREF suslarinda da ayni MiK degerlerinde 6. saatte aditif etki belirlenmistir.

Linezolid ile ertapenem kombinasyonunun MRSA suslarina etkinliginin zamana bagh
oldirme egrisi (time-kill) ile degerlendirildigi bir calismada, 4 x MiK diizeyindeki linezo-
lid ile 1/128 x MIK diizeyindeki ertapenem arasinda sinerji saptanmistir'®. Ayni calisma-
da bu kombinasyon tavsan endokardit modeli tizerinde denenmis ve tedavinin 4. gu-
niinde sinerjik etki belirlenmistir'*. Linezolid ve ertapenemin esit katlardaki MiK deger-
lerini kullanarak gerceklestirdigimiz calismamizda, MRSA suslarinda sinerjik etki saptan-
mazken, MRSE suslarindan birinde 4 x MiK degerlerinde sinerji belirlenmesi, linezolid/er-
tapenem kombinasyonunun MRSE suglari tizerinde de sinerjik etki gosterebildigini orta-
ya koymaktadir.

Gram-pozitif bakterilerin etken oldugu nozokomiyal enfeksiyonlarin ampirik tedavi-
sinde genellikle antibiyotik kombinasyonlari tercih edilmektedir. Sinerjik veya kismi siner-
jik etki olusturan antibiyotik kombinasyonlari, ciddi enfeksiyonlarin tedavisini mimkan
kilmakta ve toksik etkilerini sinirlamaktadir. Hayvan modelleri ile desteklenen calismalar-
da, MRSA gibi direncli mikroorganizmalarin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde li-
nezolidin vankomisin, rifampin ve gentamisin ile kombinasyonlarinin etkinligi arastiril-
mustir' 2%, Bunlardan sadece linezolid + gentamisin MRSA suslari {izerine bakterisidal et-
ki gostermistir. Ancak bu kombinasyonun kullanimi, gentamisine duyarli mikroorganiz-
malar ile simirhdir’®. Linezolidin sub-inhibitér konsantrasyonlardaki imipenem ile kombi-
nasyonunun MRSA suslari {izerine sinerjik etkisi oldugu, Jacqueline ve arkadaslan'? tara-
findan belirlenmistir. Ertapenemin dehidropeptidaz enzimine dayanikli olmasi ve serum
yarilanma suresinin uzunlugu nedeniyle giinde tek doz uygulanabilmesi, imipeneme go-
re avantaj olarak degerlendiriimektedir'®. Linezolidin oral yoldan kullanilabilmesi, erta-
penemin s6z konusu avantajlariyla birlikte distintldiigiinde, kullanimi daha kolay ve do-
layisiyla hasta uyumu daha fazla olan bir kombinasyon olarak degerlendirilebilir.

Calismamizda, linezolid/ertapenem kombinasyonunun bir MRSE susuna karsi sinerjik,
MRSA ve VREF suglarina da aditif etkinliginin belirlenmesi, bu kombinasyonun direncli
gram-pozitif suslarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecegi diistin-
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cesini destekler niteliktedir. Ancak klinik kullanim 6ncesinde, direncli gram-pozitif susla-
rin kullanildigr kapsamli in vitro ve in vivo calismalara ihtiyac vardir.
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