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OZET

Gunumizde, tim diinyada ¢ogul ilag direncine sahip gram-pozitif bakterilerin etken oldugu enfek-
siyonlarin orani giderek artmaktadir. Ayrica, enterokok suslari arasinda glikopeptid antibiyotiklere diren-
cin ortaya c¢ikmasi ve giderek yayllmasi, bu bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullani-
labilecek yeni antimikrobiyallerin gelistiriimesini zorunlu hale getirmistir. Oksazolidinon grubu antibiyo-
tik olan linezolid ve bir ikinci kusak yar sentetik lipoglikopeptid antibiyotik olan dalbavansin, siklikla rast-
lanan antimikrobiyal maddelere direngli gram-pozitif patojenlerle gelisen enfeksiyonlarin tedavisi icin
baslica secenekleri olusturmaktadir. Bu calismanin amaci, linezolid ve dalbavansinin vankomisine direnc-
li enterokok (VRE) suslarina karsi in vitro antimikrobiyal aktivitesini belirlemektir. 2006-2007 yillari arasin-
da istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi kliniklerinde yatan hastalarin rektal siiriintii 6rneklerinden
izole edilmis toplam 100 VRE susu, calisma kapsamina alinmistir. Tim suslar, geleneksel yontemlerle cins
diizeyinde tanimlanmistir. Mikrodiliisyon yontemiyle yapilan duyarllik deneylerinde vankomisinin mini-
mum inhibitér konsantrasyonu (MiK) > 32 ug/ml olarak saptanmistir. Linezolid ve dalbavansin duyarlili-
ginin belirlenmesinde de mikrodillisyon yontemi uygulanmistir. Kalite kontroli icin her bir deney serisin-
de, Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve Enterococcus faecalis ATCC 29212 referans suglari kullanilmig-
tir. Linezolide direncli suslarda tiir diizeyinde tanimlama, 16S rRNA'nin dizilenmesiyle yapilmis; direng
mekanizmalari ise 23S rRNA'nin dizilenmesiyle arastinlmistir. incelenen suslar icin, linezolid ve dalbavan-

sin MiKso' MIK90 ve MIK araliklari sirasiyla 4, 4, 1-6 ug/ml ve 32, 64, 0.25-128 pg/ml olarak bulunmus-
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tur. Linezolide duyarlilik, orta duyarlilik ve direng oranlari ise, ayni sirayla %32, %66 ve %2 olarak sap-
tanmustir. Linezolide direncli iki sus Enterococcus faecium olarak tanimlanmis ve sonuglar Pasteur Enstitii-
stinde dogrulanmistir. Bu, Tiirkiye’de ilk linezolide ve vankomisine direncli E.faecium susu bildirimidir. Her
iki susun 23S rRNA geninde G2576T mutasyonu saptanmistir. Dalbavansin icin hentiz “Clinical and La-
boratory Standards Institute (CLSI)” tarafindan bir duyarlilik sinir de@eri belirtiimedigi icin, duyarhlik ve
direng oranlari saptanamamustir. Belirlenen MIK degerlerine gére, linezolid VRE suslarina karsi en etkili an-
tibiyotik olarak belirlenmis, dalbavansin ise vankomisinden daha etkili bulunmustur. Ayrica, calismamizin
sonuglari yatan hasta orneklerinden izole edilen VRE suslarinda, linezolid direncinin rutin olarak izlenme-
sinin gerekliligini de gostermistir.

Anahtar sézciikler: Vankomisine direncli enterokok; dalbavansin; linezolid; antimikrobiyal direng; MiK.

ABSTRACT

The incidence of infections caused by multidrug resistant gram-positive bacteria is increasing worl-
wide. In addition, emergence and dissemination of glycopeptide resistance in enterococci has accelera-
ted the need for the development of new antimicrobial agents for treatment. Linezolid which is an oxa-
zolidinone and dalbavancin which is a second-generation, semi-synthetic lipoglycopeptid are important
therapeutic options for infections caused by antimicrobial-resistant gram-positive pathogens. The aim of
this study was to investigate the in-vitro antimicrobial activity of linezolid and dalbavancin against van-
comycin-resistant enterococci (VRE). A total of 100 VRE strains, isolated from rectal swabs of patients
hospitalized in Istanbul University Faculty of Istanbul Medicine between 2006-2007 were included in the
study. All strains were identified as Enterococcus spp. by conventional methods and had minimum inhi-
bitory concentrations (MICs) of > 32 pg/ml for vancomycin. Vancomycin, linezolid and dalbavancin sus-
ceptibility testing was performed by broth microdilution method. For the quality control of the tests,
S.aureus ATCC 29213 and E.faecalis ATCC 29212 were included in each run. Molecular identification of
linezolid-resistant strains (n= 2) were done by 16S rRNA sequencing and resistance mechanisms were
tested by 23S rRNA sequencing. Against VRE strains, MIC,, MIC,, and MIC ranges of linezolid and dal-
bavancin were found as 4, 4, 1-16 pg/ml and 32, 64, 0.25-128 ug/ml, respectively. Linezolid suscepti-
bility, intermediate susceptibility and resistance rates were found as 32%, 66% and 2% in the same or-
der. Linezolid-resistant two strains were identified as E.faecium, and this data was confirmed by Pasteur
Institute. Both of those isolates had G2576T mutations in 23S rRNA genes. Because susceptibility break-
point for dalbavancin has not been established by Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) yet,
susceptibility and resistance rates for dalbavancin were not indicated. According to the MIC results, li-
nezolid was found to be the most effective antibiotic against VRE strains, and dalbavancin was found
more effective than vancomycin. Additionally, our results showed that routine susceptibility testing of
VRE strains isolated from hospitalized patients to linezolid was required.

Key words: Vancomycin-resistant enterococci; dalbavancin; linezolid; antimicrobial resistance; MIC.

GIRis

Gram-pozitif patojen mikroorganizmalarda goriilen antimikrobiyal direng artisi, yeni
ajanlarin arastirnlmasini zorunlu hale getirmektedir. Ayrica, coklu antibiyotik direnci gos-
teren gram-pozitif bakterilerin olusturdugu enfeksiyonlarin sikhgr artmis ve bu enfeksi-
yonlarin tedavisi oldukca gli¢c hale gelmistir. Glikopeptid antibiyotikler olan vankomisin
ve teikoplanin, metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA), metisiline direncli ko-
agllaz-negatif stafilokoklar (MRKNS) ve enterokoklar gibi cogul direncli gram-pozitif
bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan baglica antibiyotiklerdir. Ancak bu antibi-
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yotiklerin etkinligi, glikopeptidlere direncli suglarin ortaya ¢cikmasi ve yayilmasiyla azal-
maktadir. Bu nedenle, cogul antimikrobiyal direncli bakterilerle gelisen enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilabilecek yeni antibiyotiklere gereksinim vardir'-2.

Oksazolidinonlar, yeni bir antibiyotik sinifidir ve bu sinifin ilk Gyesi olan linezolid, sik
rastlanan direncli gram-pozitif patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlar icin dnemli bir
tedavi secenegdi haline gelmistir. Oksazolidinon antibiyotikler, bakterinin 50S ribozomal
alt Unitesine baglanir ve protein sentezini engelleyerek etkili olur. Bu etki mekanizmasin-
dan dolayi, kullaniimakta olan diger antibiyotiklerle capraz direng gériilmez>.

Dalbavansin, ikinci kusak yar sentetik lipoglikopeptid antibiyotiktir. Teikoplanin benze-
ri bir glikopeptidden sentez edilmistir. Lipofilik yan zinciri, D-Ala-D-Ala hedef molekuilu-
nin taninmasini kolaylastirir ve bu 6zellik, MRSA dahil stafilokoklar, enterokoklar ve strep-
tokoklar icin minimum inhibitor konsantrasyonu (MiK) degerini anlamli sekilde dustrdr.
Deri ve yumusak doku enfeksiyonu etkenlerine gugli etkinligi vardir. Ancak VanA direnci-
ne sahip bakterilere zayif etkilidir. Etki siiresi uzun oldugu icin haftada bir kez uygulanir*>.

Bu calisma, linezolid ve dalbavansinin, hastanede yatan hastalarin rektal striinti or-
neklerinden izole edilen vankomisine direncli enterokok (VRE) suslarina karsi aktivitesini
arastirmak amaciyla planlanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, 2006-2007 yillari arasinda istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Has-
tanesinin cesitli kliniklerinde yatan hastalarin rektal striinti orneklerinden izole edilen
100 VRE susu dahil edildi.

VRE Suslari icin Tarama ve Tanimlama

Ornekler, enterokoklar icin secici bir besiyeri olan azid-dekstroz buyyonunda (Merck,
Germany) 35°C’de bir gece inkiibe edildi. Daha sonra 6 ug/ml vankomisin iceren trip-
tik-soy agar (TSA; Oxoid Ltd, ingiltere) besiyerine ekilerek ayni kosullarda 24-48 saat in-
kiibe edildi®. Vankomisin iceren TSA besiyerinde reyen suslar, konvansiyonel yéntem-
lerle cins diizeyinde tanimlandi. Bu amacla, gram-pozitif ve katalaz reaksiyonu negatif
olan koklarin, %6.5 NaCl iceren besiyerinde ireme ve %40 safra varliginda eskdlini hid-
rolize etme Ozellikleri incelendi. Pozitif sonug veren suslara PYR (pyrrolidonyl arylamida-
se) (BBL, Becton Dickinson, ABD) testi uygulandi’. Bu testle pozitif sonug veren tiim sus-
lar Enterococcus spp. olarak tanimlandi ve disk difiizyon yontemiyle vankomisin (30 pg)
(Oxoid Ltd, ingiltere) direnci arastirildi.

MiK'lerin Belirlenmesi

Vankomisin (Sigma Chemical, ABD), linezolid (Pfizer Inc, ABD) ve dalbavansinin (Pfi-
zer Inc, ABD) VRE suslari icin MiK degerleri “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)” 6nerileri dogrultusunda mikrodiliisyon yéntemiyle belirlendi®. Dalbavansin icin
%0.002 polisorbat-80 (Tween 80; Merck, Almanya) iceren Mueller-Hinton Il broth
(BBL™, Becton Dickinson, ABD) kullanildi®. Deneylerde, S.aureus ATCC 29213 ve E.fa-
ecalis ATCC 29212 standart suslari kullanilarak kalite kontrolii yapildi®.
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Molekiiler Tanimlama

Linezolide direncli iki VRE susunun total DNA'lari, Instagen Matrix (BioRad) kiti ile tire-
tici firmanin onerileri dogrultusunda ekstrakte edildi. 1370 baz ciftlik 16S rRNA geni
fragmenti, 16520 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG- 3’ ve 1651390 5’-GAC GGG
CGG TGT GTA CAA-3’ (iniversal primerleri kullanilarak cogaltildi'®'". Amplifikasyon Urii-
nu daha sonra sekanslama icin Macrogen (Gliney Kore) firmasina gonderildi ve sonug-
lar NCBI (National Center for Biotechnological Information) niikleotid blast programin-
da gen bankasiyla karsilastirildi.

Linezolide Diren¢ Mekanizmalarinin Belirlenmesi

Linezolide direncli iki susta 23S rRNA Ulzerinde mutasyon varhidi, 23SF 5 GACGGAAA-
GACCCCATGG 3’ ve 23SR 5" ACACTTAGATGCTTT 3’ 6zgdil primerleri kullanilarak aras-
tinldi'2. Cogaltilan parca sekans reaksiyonu icin Macrogen (Giiney Kore) firmasina gén-
derildi ve sonuclar nikleotid blast programinda analiz edildi.

BULGULAR

Calismamizda, denenen antimikrobiyallerin tim suslar icin belirlenen MiK degerleri
Tablo | ve Tablo Il'de gosterilmistir. Buna gore calismada yer alan VRE suslari icin vanko-

misinin MIK,, MK, ve MIK aralik degerleri sirasiyla 512, > 512 ve 32- > 512 pg/ml'dir.

Ayni suslar icin, linezolid MIK,, MIK, ve MiK araliklari 4, 4 ve 1-16 pg/ml olarak sap-
tanmis ve duyarlilk, orta duyarlilik ve direng oranlar %32, %66 ve %2 olarak belirlen-
mistir. iki VRE susu linezolide direncli (%2) bulunmus; bu bulgular Pasteur Enstitiist (Ins-

Tablo I. VRE Suslarina Karsi Antibiyotiklerin in Vitro Aktivitesi (n= 100)

MIK (ug/ml) %
Antimikrobiyal MiK,, MiK,, MiIK arahg Duyarli Orta duyarli  Direngli
Vankomisin 512 > 512 32->512 - - 100
Dalbavansin 32 64 0.25-128 -* -* -*
Linezolid 4 4 1-16 32 66 2

* CLSI tarafindan sinir deger belirtilmemistir.
VRE: Vankomisine direncli enterokok, MiK: Minimum inhibitér konsantrasyonu, CLSI: Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute.

Tablo II. Antibiyotiklerin VRE Suslari Icin MIK Degerlerinin Dagilimi (n=100)

Antimikrobiyal konsantrasyonu (ug/ml)
Antimikrobiyal 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 >512

Vankomisin - - - - - - - 1 1 6 23 58 11
Dalbavansin 3 - 1 1 3 17 16 31 27 1

Linezolid - -2 30 66 1@ 1P . -

2MiK= 8 pg/ml.

b MiK= 12 pg/ml.

VRE: Vankomisine direncli enterokok, MIK: Minimum inhibitor konsantrasyonu.
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titute Pasteur, Unite des Agents Antibacteriens, Paris, Fransa) tarafindan da dogrulanmig
ve linezolid MiK degerleri E-test ile 8 ve 12 pg/ml olarak saptanmistir. Bu iki sus E.faeci-
um olarak tanimlanmig ve her iki susta G2576T mutasyonu saptanmistir (Sekil 1).

CLSI tarafindan hentiz bir duyarllik sinir degeri aciklanmadigi icin dalbavansine du-
yarlilik orani belirlenememistir. Dalbavansin MiK MiK90 ve MIK araliklari ise sirasiyla
32, 64 ve 0.25-128 pg/ml olarak saptanmistir.

TARTISMA

507

VRE'ler, hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda ust siralarda yer almaktadir. Tedavi se-
ceneklerinin sinirli olmasi ve suslarin cogunlugunun var olan diger antimikrobiyal ajanla-
ra da direncli olmasi nedeniyle, VRE enfeksiyonlarinin tedavisi giderek zorlasmaktadir'>'4,

Ciddi VRE enfeksiyonlari, linezolid ile basariyla tedavi edilmektedir'>'6. Linezolidin
VRE suslarina etkinliginin arastirildigi bazi calismalarda, MIKSO: 1-2, M|K90: 2 ve MIK ara-
ligi: 0.25-> 16 ug/ml; direng oranlari ise %2.8, %2.3 ve %0.6 olarak belirtilmistir'”-2'.
Ulkemizde yapilan bir calismada, MiK,,, MiK, ve MiK araligi sirastyla 1.5, 2.0 ve 0.75-
4.0 pg/ml olarak bildirilmistir?2. Bu arastiricilar, vankomisine direncli susa rastlanmadigi-
ni ve bunun nedeni olarak da bu dénemde linezolidin kullanimda olmadigini ifade et-
mislerdir. Bununla beraber ayni calismada %5.2 (5/96) orta duyarli sus saptanmistir?,
Bizim ¢alismamizda, bazi suslar icin linezolid MIK degerleri yukarida belirtilen ¢alismalar-
da belirlenenlerden yiiksek bulunmasina karsin, linezolide direng orani (%2) benzer bu-
lunmustur (Tablo I). Cahismamizda, Turkiye’de ilk kez linezolide ve vankomisine direncli
E.faecium suslari tanimlanmistir. Her iki linezolide direncli susta, G2576T mutasyonu sap-
tanmistir. Degisik calismalarda da ayni mutasyonun neden oldudu linezolid direncleri
bildirilmistir'>20-21.23-27 | inezolid Tiirkiye’de 2005 yilindan beri kullanimda olmasina
ragmen, saptanan yiiksek MIK degerleri ve linezolid direnci, bu dénemde yatan hasta-
lardan siklikla VRE izole edilmesine ve uzun siireli linezolid tedavisine baglanabilir. Bu ne-
denle VRE enfeksiyonu ve/veya kolonizasyonunun yayginlastigi donemlerde klinik 6rnek-
lerden izole edilen suslar icin linezolid MiK’leri izlenmelidir.
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Sekil 1. Linezolide direncli iki VRE susunun (No: 56 ve 63) 23S rRNA gen dizilerinin, Enterococcus faecium ve Esc-
herichia coli referans dizileri ile karsilastirmali sonuglari ve E.coli numaralandirmasina gére G2576T mutasyonu.
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Yeni bir yan sentetik lipoglikopeptid antimikrobiyal olan dalbavansin, teikoplaninin
analogudur. Stafilokoklar, streptokoklar, enterokoklar ve VanA fenotipi disindaki VanB,
VanC dahil bazi VRE'lere etkilidir>'”. Dalbavansinin VanA ve VanB fenotipindeki VRE sus-
larina kars aktivitesini arastiran calismalarda MIK degerleri; MIK, = 0.03-16, MIK, =
0.12-> 32 pg/ml ve MIK arahii: < 0.008- > 32 ug/ml olarak bildirilmis ve ayrica bu ¢a-
lismalarda dalbavansinin VanA disindaki VRE suslarina iyi etkili oldugu rapor edilmistir'”-
192829 Calismamizda dalbavansin MIK degerleri MiK, = 32 ug/ml, MiKy = 64 pg/ml ve
MIK araligi: 0.25-128 pg/ml olarak bulunmustur. Bu sonuglara gére dalbavansin, vanko-
misinden daha etkili bulunmus ve VRE enfeksiyonlarinin tedavisinde vankomisine iyi bir
alternatif olabilecegi dustintlmustir.

TESEKKUR

Calismada kullanilan linezolid ve dalbavansini saglayan Pfizer Ilaglari Ltd. Sti.’ye ve iki
VRE susundaki linezolid direncini laboratuvarlarinda dogrulayan Pasteur Enstitisiine te-
sekkiir ederiz.
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