Kisa Bildiri/Short Communication Mikrobiyol Bul 2014, 48(1): 123-128

Daptomisinin VRE ve MRSA Suslarina
In Vitro Etkinligi*

In Vitro Activity of Daptomycin Against VRE and MRSA Strains

Giilseren AKTAS', Sengiil DERBENTLI'

"istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul.
! Istanbul University Faculty of Istanbul Medicine, Department of Medical Microbiology, Istanbul, Turkey.

* Bu ¢alismanin bir bélimdi, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmis ve 7. Balkan Mikrobiyoloji Kongresi (Microbiologia Balkanica 2011;
October 25-29, 2011, Belgrade, Serbia)’nde poster olarak sunulmustur.

Gelis Tarihi (Received): 03.07.2013 e Kabul Edilis Tarihi (Accepted): 04.11.2013

OZET

Cogul antibiyotik direncli gram-pozitif bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlar, tim diinyada gide-
rek artmaktadir. Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) ve vankomisine direncli enterokoklar
(VRE), hastane enfeksiyonlarina neden olan en 6nemli bakterilerdir. Tedavide yaygin vankomisin kul-
lanimi, duyarliliyi azalmis veya direncli suslarin giderek artmasina yol agmaktadir. Yeni bir lipopeptid
antibiyotik olan daptomisin, MRSA ve enterokok tirleri dahil, gram-pozitif bakterilerin coguna karsi hizli
bir bakterisidal etkinlige sahiptir. Bu calismada, hastanemizin cesitli kliniklerinde yatan hastalarin klinik
orneklerinden izole edilen VRE ve MRSA suslarinin in vitro daptomisin duyarliiginin arastirilmasi amaclan-
mustir. Calismaya 118 VRE ve 111 MRSA olmak tizere toplam 229 sus alinmis olup, timi rektal striinti
érneklerinden izole edilen VRE suslarinin ikisi ayni zamanda linezolide de direnclidir (MiK degerleri 8 pg/
ml ve 12 pg/ml). Suslarin tanimlanmasi konvansiyonel yontemler ile yapilmis; daptomisin duyarliiginin
arastinlmasinda CLSI énerilerine uygun olarak, sivi mikrodiliisyon yéntemi uygulanmustir. Elde edilen MiK
degerleri, daptomisin icin CLSI tarafindan onerilen duyarlilik sinir degerlerine gére yorumlanmistir. VRE
izolatlarinda daptomisinin MiKy, ve MiKy, degerleri sirasiyla 1 ug/ml ve 2 pg/ml olarak bulunmus, MiK
araligi ise 0.125-2 ug/ml olarak belirlenmistir. MRSA izolatlarinda daptomisin MIK ve MIK, degerleri
sirastyla 0.12 pyg/ml ve 0.5 pg/ml, MIK arahgi < 0.032-1 pg/ml olarak saptanmistir. Bu verilere gére dap-
tomisin, linezolide direncli iki sus da dahil olmak tizere, tim VRE ve MRSA suslarina (%100) etkili bulun-
mustur. Sonug olarak daptomisin, VRE ve MRSA enfeksiyonlarinin sinirli sayidaki tedavi seceneklerine bir
alternatif tedavi olanagi sunmasina karsin, azalmis duyarlilik gosteren suslar ve tedavi sirasinda duyarlilk
azalmasi g6z oniine alinarak, 6zellikle uzun sireli daptomisin tedavileri esnasinda izole edilen VRE ve
MRSA suslarinda MiK degerlerinin dikkatle izlenmesi, tedavi basarisizigini nlemede yararli olacaktir.

Anahtar sézciikler: Daptomisin, duyarlilik; vankomisine direncli enterokok; metisiline direngli Staphylococcus
aureus; mikrodiliisyon yéntemi.
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ABSTRACT

Infections with multidrug-resistant (MDR) gram-positive bacteria are gradually increasing in the
world. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and vancomycin-resistant enterococci (VRE)
are among the leading pathogens isolated from nosocomial infections. The increased use of vancomy-
cin in the treatment has led to the development of isolates with reduced susceptibility and resistance.
Daptomycin is a novel lipopeptide antibiotic which has a rapid bactericidal activity against infections
caused by gram-positive bacteria including MRSA and VRE. The aim of this study was to evaluate the in
vitro activity of daptomycin against VRE and MRSA strains isolated from clinical samples of hospitalized
patients. A total of 229 isolates of which 118 were VRE and 111 were MRSA have been included in the
study. All of the VRE strains were isolated from rectal swab samples and two of them were also resistant
to linezolid with the MIC values of 8 ug/ml and 12 pg/ml. Bacterial identification was performed by
conventional methods and susceptibility testing of daptomycin was performed by using the broth
microdilution method as recommended by CLSI. The MIC values were interpreted according to CLSI
susceptibility criteria for daptomycin. Daptomycin MIC,, and MIC,, values for VRE were found as 1 ug/
ml and 2 ug/ml, respectively, with a MIC range of 0.125-2 ug/ml. Daptomycin MIC,, and MIC,  values
for MRSA were determined as 0.12 pg/ml and 0.5 pg/ml, respectively, and the overall distribution of
MIC values ranged between < 0.032-1 pg/ml. All VRE including two linezolid-resistant strains and all
MRSA strains (100%) were found susceptible to daptomycin. It was concluded that daptomycin is one
of the few alternative agents for the treatment of infections caused by VRE and MRSA, nevertheless it
was suggested that daptomycin MICs should better be monitored to prevent treatment failure due to
the presence of non-susceptible strains and possible emergence of strains with decreased susceptibility
during long-term therapy.

Key words: Daptomycin; susceptibility; vancomycin-resistant enterococci; methicillin-resistant
Staphylococcus aureus; microdilution method.

GIRi$

Gram-pozitif koklarin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisi cogul antimikrobiyal
direncli suslarin yayginlasmasi nedeniyle her gecen giin zorlasmaktadir. Son yillarda
yapilan stirveyans calismalari, metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) ve van-
komisine direncli enterokok (VRE) suslarinin etken oldugu enfeksiyonlarin tim diinyada
giderek arttigini ve hastanelerde en sik izole edilen direncli bakteriler oldugunu gos-
termektedir'. Glikopeptid antibiyotiklerin kullanima girmesi 6nemli bir tedavi olanad
sunmussa da, bu antibiyotiklere direncli bakterilerle gelisen enfeksiyonlarin orani giderek
artmaktadir. Ozellikle vankomisine duyarliigi azalmis S.aureus (VISA) ve vankomisine
direncli S.aureus (VRSA) suslarinin ortaya cikisi, ciddi MRSA enfeksiyonlarinin tedavisin-
deki secenekleri kisitlamistir?3.

Daptomisin, lipopeptid yapisinda yeni bir antibiyotik olup, VRE, MRSA ve VISA gibi
tedavisi gli¢ enfeksiyonlara neden olan bakteriler de dahil, aerop ve anaerop gram-
pozitif bakterilere, konsantrasyona bagimli olarak hizl bakterisit etki gostermektedir. Etki
mekanizmasi diger antimikrobiyal ilaclardan farkh olan daptomisin, oligorimerizasyon
ile hiicre zar butiinligunu bozarak etkinlik gosterir. Depolarizasyon sonucu sitoplazma
zari islevini kaybeder ve hiicre hizla 6lir. Daptomisin hiicre lizisine neden olmadigindan,
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hiicre duvari ve hiicre ici komponentlerinin salinimi ve buna bagh komplikasyon gelisme
riski olusturmamaktadir®. Bu calismada, klinik drneklerden izole edilen VRE ve MRSA sus-
larina karsi daptomisinin etkinliginin in vitro olarak belirlenmesi amaclanmuistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, hastanemizin cesitli kliniklerinde yatan hastalardan alinan klinik 6rneklerin
rutin incelenmesi sirasinda izole edilen 118 VRE ve 111 MRSA susu alindi.

VRE suslari hastalarin rektal siiriintii 6rneklerinden izole edildi. Ornekler, enterokoklar
icin secici bir besiyeri olan azid-dekstroz buyyonuna (Merck, Almanya) ekilerek 35°C’de
bir gece inkiibe edildi. Daha sonra 6 pg/ml vankomisin iceren triptik-soy agar (TSA;
Oxoid, ingiltere) besiyerine ekilerek ayni kosullarda 24-48 saat inkiibasyona birakildi.
Vankomisinli TSA besiyerinde ureyen bakteriler, konvansiyonel yontemlerle cins dize-
yinde tanimlandi®®. Gram-pozitif, katalaz negatif, %6.5 NaCl iceren besiyerinde {ireme,
%40 safra varliginda eskdlini hidrolize etme ve pirolidonil arilamidaz (PYR; BD, ABD) testi
pozitif suslar Enterococcus spp. olarak kabul edildi ve disk diflizyon yéntemi ile vankomi-
sin (30 pg; Oxoid, ingiltere) direnci arastirildi. Calismaya alinan 118 VRE susundan ikisi
ayni zamanda linezolide de direncli suslar olup, E-test ydntemiyle linezolid MiK degerleri
8 ve 12 pg/ml olarak belirlendi’.

S.aureus suslarinin izolasyon ve tanimlanmasi da konvansiyonel yéntemlerle yapildi®.
Gram-pozitif, kiime olusturan; katalaz, DNaz ve plazma koagulaz testleri pozitif olan ve
30 pg’lik sefoksitin diski ile yapilan duyarlilik deneylerinde direncli bulunan suglar MRSA
olarak tanimlandi®.

Daptomisinin (Novartis Pharma AG, isvicre) VRE ve MRSA suslari icin MiK degerleri
“Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” onerileri dogrultusunda mikrodi-
lisyon yontemi ile belirlendi. Deneylerde, %12.5 pg/ml magnezyum ve 50 pg/ml kal-
siyum ilave edilmis Mueller-Hinton buyyonu (BBL™, Becton Dickinson, ABD), ¢dziici,
sulandirici ve suslarin inokiilasyonunda besiyeri olarak kullanildi®. Her iki bakteri cinsi
icin antibiyotigin test edilen konsantrasyon araligi 0.032-16 pg/ml idi. Plaklar bir gece
35°C’de inkiibasyondan sonra gozle gorilen Gremenin durdugu en disik antibiyotik
konsantrasyonu, MIK degeri olarak saptandi ve sonuglar CLSI'nin belirledigi direng sinir
degerlerine gore (VRE: < 4 ug/ml; MRSA: < 1 ug/ml) degerlendirildi. Kalite kontrol suslari
olarak S.aureus ATCC 29213 ve E.faecalis ATCC 29212 kullanild®.

BULGULAR

Calismamizda, VRE ve MRSA izolatlarina kargi saptanan daptomisinin in vitro duyarlilik
sonuglari Tablo I'de sunulmustur. Linezolide direncli iki sug da dahil, incelenen 118 VRE
ve 111 MRSA suslarinin timi daptomisine duyarl bulunmustur. VRE ve MRSA suslarinda
daptomisin MiK degerlerinin dagilimi Tablo IlI’de gésterilmistir.
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Tablo I. VRE ve MRSA Suslarina Karsi Daptomisinin In Vitro Duyarlilik Sonuglari

MIK (ug/ml)
Suslar (Say1) MiK, MiK, MiK araligi Duyarlilik (%)
VRE (118) 1 2 0.125-2 100
MRSA (111) 0.12 0.5 <0.032-1 100

Tablo II. VRE ve MRSA Suslarinda Daptomisin MiK Degerlerinin Dagilimi
MIK (ug/ml) (%)

Suglar (Sayr) <0.032 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2

VRE (118) 0 0 1(0.8) 1(0.8) 43 (36.4) 53 (45) 20 (17)

MRSA (111) 10 (9) 13(11.7) 43(38.7) 29(26) 15(13.5) 1(0.9) 0
TARTISMA

Daptomisin, siklik bir lipopeptid antibiyotiktir ve bakteri sitoplazma zarinin depo-
larizasyonuna neden olarak hizli bakterisidal etki gosterir®. Stafilokoklarda gériilen
daptomisin direncinin baglica nedenleri; lisilfosfatidil-gliserin sentetaz, histidin kinaz ve
RNA polimeraz alt tnitlerini kodlayan sirastyla mprF, yycG, rpoB ve rpoC genlerindeki
mutasyonlardir'®. Bunun yani sira vankomisin ile karsilasmis olmanin, daptomisin direnci
gelisimine zemin olusturabilecegini gosteren veriler vardir'!. Enterokoklarda daptomisin
direncine iliskin kesin bilgi bulunmamakla birlikte, stafilokoklardaki diren¢ mekanizmala-
rina benzer yollarla gelistigi diisiinilmektedir'?.

Ulkemizin de dahil oldugu 13 Avrupa ilkesinden 34 merkezin katildig bir calismada,
2003-20009 yillari arasinda izole edilen %27.2'si metisiline direncli 18.352 S.aureus ve
%9.4'l vankomisine direncli 7.241 enterokok susunun in vitro daptomisin duyarlihg
arastinlmis ve suslarin %100’i daptomisine duyarli bulunmustur'>. Ayni suslarin MiK
ve MIK, degerleri ise sirastyla MRSA suslari icin 0.25 ve 0.5, VRE icin ise 2 ve 2 ug/ml
olarak bildirilmistir'3. Bizim calismamizda bu degerler sirasiyla 0.12 ve 0.5 ile 1 ve 2 ug/
ml olarak belirlenmistir.

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’'nde 2003 yili sonlarinda S.aureus’un etken oldugu
komplike deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinin, 2006 yilinda da bakteriyemilerin teda-
visinde daptomisin kullanilmaya baglanmistir. Daptomisin direncinin arastirildigi bir str-
veyans calismasinda, 2007-2008 yillarinda ABD’deki tip merkezlerinden toplanan 4.514
MRSA ve vankomisine direncli 78 E.faecalis, 640 E.faecium susunun daptomisin MiK90
degerleri sirastyla 0.5, 1 ve 2 pg/ml, duyarlilik oranlar da ayni sira ile %99.8, %100 ve
%99.7 olarak bildirilmistir'®. Ayni calismada, 2002-2003 (daptomisin onayi 6ncesi) ve
2007-2008 yillarinda izole edilen S.aureus ve enterokok suslari icin belirlenen daptomisin
MIK degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu da vurgulanmustir'.
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Baz calismalarda daptomisine duyarli olmayan (MiK> 4 pg/ml) cok az sayida ente-
rokok susuna rastlanmasina karsin'#, vankomisin, linezolid ve kinupristin/dalfopristin ile
kiyaslandiginda, en yiiksek duyarlilik oranlarinin veya en diisiik MiK degerlerinin dap-
tomisin ile elde edildigi bildiriimektedir'*'%. Bazi calismalarda ise, VRE ve S.aureus’un
neden oldugu enfeksiyonlarin daptomisin ile tedavisi sirasinda yiikselmis MiK degerle-
rinin saptandigi ve bu durumun tedavi basarisizliklarina yol actigi ifade edilmektedir'®.
Ulkemizde yapilan bir calismada, sekiz farkl sehirden dokuz hastanenin yogun bakim
Unitelerinde yatan hastalardan izole edilen 260 MRSA susunda E-test yontemi ile dapto-
misin aktivitesi arastinlmistir'”. Suslarin MiKS0 ve MiK90 degerleri sirasiyla 0.094 ve 0.19
pug/ml olarak saptanmis, MRSA izolatlarindan birinin (1/260, %0.4) ise daptomisine
duyarli olmadig bildirilmistir'”. Ulkemizde yapilan diger calismalarda E-test ile MRSA
suslarinin MiK degerleri < 1 pg/ml olarak belirlenmistir'®2°. Calismamizin verileri ve
diger arastirmalarin'®2% sonuclari, klinik érneklerden izole edilen gram-pozitif patojen-
ler arasinda, Cesur ve arkadaslarinin'’ rapor ettigi bir sus haric, lilkemizde daptomi-
sine duyarli olmayan susa rastlanmadigini gostermektedir. Bu bulgular VRE ve MRSA
dahil ¢cogul antibiyotik direngli gram-pozitif bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde daptomisinin givenilir bir alternatif olusturabilecegi fikrini vermektedir.
Daptomisinin iilkemizde 2010 yilinda kullaniimaya baslanan yeni bir antibiyotik olmasi'®
ve tedavi sirasinda duyarli olmayan suslarin ortaya cikabilecegi'® dikkate alinarak, dapto-
misin MIK degerleri izlenmelidir.
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