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icindeki Metisiline Direncli Staphylococcus aureus izolatlarina
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Comparison of the In Vitro Efficacy of Various Heparin-Antibiotic Catheter Lock
Solutions to the Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Isolates Embedded in
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Ozet

Amag: Bu calismada, biyofilm olusturmus metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) Uzerinde, antikoagiilan etkisi
de olan, antibiyotikli kateter kilit sollisyonlarinin etkinliklerinin
karsilastirilmasi amaclanmistir.

Yontemler: Steril Hickman kateteri parcalarinda, 10 MRSA su-
suyla in vitro biyofilm olusturuldu. Kateter pargalari 24 saat
sureyle 2 mg/ml vankomisin, teikoplanin, daptomisin, linezolid,
tigesiklin ve rifampisin sollisyonlarinda bekletildi. Kateterler
%0.9 NaCl icinde vortekslendikten sonra aciga ¢ikan bakterilerin
kolonileri sayilarak antibiyotiklerin biyofilm i¢indeki bakterilere
karsi antimikrobik etkinlikleri degerlendirildi. Ek olarak antibiyo-
tik kilit ydnteminde oldugu gibi kateter pargalari, glinde dort saat
bes glin Ust Uste vankomisin, teikoplanin, daptomisin, linezolid
ve tigesiklinin 1000 10/ml heparinle olusturulan solusyonlarinda
bekletildi. Antimikrobik etkinlik gtinliik olarak degerlendirildi.
Bulgular: Kateter parcalari 24 saat antibiyotik sollisyonlarinda
bekletildiginde bakteri koloni sayisinda en fazla azalma dapto-
misinle oldu. Kateter pargalari, antibiyotik sollisyonlarina giin-
de dort saat bes glin ust tUste maruz birakildiginda, daptomisin
ve tigesiklinle Gglincu gliindeki bakteri koloni sayisinda azalma,
istatistiksel olarak daha anlamliydi (p degerleri <0.01). Tigesik-
lin ve daptomisin arasinda anlamli bir fark goérilmedi (p=0.993).
Sonuglar: Hem daptomisin hem de tigesiklin, MRSA'nin neden
oldugu santral kateterle iligkili kan dolasimi infeksiyonlarinin
tedavisinde antibiyotik kilit soliisyonu olarak kullanilabilecek
umut veren ajanlardir. Bu in vitro calismadan edinilen bilgilerin
klinik olarak da dogrulanmasi gerekmektedir.
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Anahtar Sozcukler: MRSA tedavisi, biyofilm, santral kateterle
iligkili kan dolasimi infeksiyonlari.

Abstract

Objective: The aim of this study is to compare the efficacy of
catheter lock solutions of novel antibiotics with anticoagulants
against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
embedded in biofilm.

Methods: Biofilm was formed in vitro on silicone Hickman cath-
eter segments by 10 MRSA isolates. Catheter segments were
exposed to 2 mg/ml vancomycin, teicoplanin, daptomyecin, line-
zolid, tigecycline, and rifampin solutions for 24 hours. To evalu-
ate the antimicrobial activities of antibiotics against MRSA,
bacterial colonies were counted after catheters were vortexed
in 0.9% saline. Additionally, as in antibiotic lock therapy, cath-
eter segments were exposed to combination of vancomycin,
teicoplanin, daptomycin, linezolid, and tigecycline with 1000 [U/
ml heparin daily four hours for consecutive five days. Antimi-
crobial efficacy was assessed daily.

Results: After 24 hours of exposure, the most effective an-
tibiotic was detected as daptomycin on the Hickman cath-
eter segments. Both daptomycin and tigecycline decreased
significantly the bacterial colony counts on the third day
of 4-hour daily exposures (all p values were <0.01). There
was no significant difference between these two antibiotics
(p=0.993).

Conclusions: Both daptomycin and tigecycline are promising
antimicrobial agents that can be used in antibiotic lock solu-
tion for the treatment of central line-associated bloodstream
infections due to MRSA. This study provides encouraging data
which should be validated in clinical settings.
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Giris

Santral kateterle iligkili kan dolasimi infeksiyonlari, ka-
teterin i¢ ve dis ylizeyinde mikrobiyal biyofilm olugsumuyla
iliskilidir. Bu infeksiyonlarin tedavisinde sistemik antibiyotik
uygulamasiyla birlikte genellikle kateterin ¢ekilmesi de gere-
kir. Antibiyotik kilit yontemi, biyofilm olugsmasini engellemek
ya da olusmus biyofilmi ortadan kaldirmak (izere bir anti-
mikrobik ajani yiiksek konsantrasyonda ve yeterli bir zaman
suresince kateterin icinde birakarak uygulanan bir yaklasim-
dir (1). Bu calismada, kateterin cekilemedigi durumlarda in
vivo kullanilabilecek en uygun antibiyotik kilit sollisyonunu
ortaya koymak uzere, heparinle kombine edilen daptomisin,
linezolid ve tigesiklin gibi yeni antibiyotiklerin ve vankomisin
ve teikoplanin gibi glikopeptidlerin, metisiline direngli Staph-
ylococcus aureus (MRSA) tarafindan silikon kateter parca-
larinda olusturulmus biyofilm (zerindeki in vitro etkinlikleri
arastirilmistir.

Yontemler

Suslar: Calismada kullanilan 10 farkli MRSA susunun
izole edildigi hastalara santral kateterle iligkili kan dolagimi
infeksiyonu tanisi konulmustu (2). Suglar Gram boyamasi ve
katalaz testlerinden sonra tlip koagilaz ve DNaz testleriyle
tanimlandi. Oksasilin direnci sefoksitin diski (Oxoid, Basing-
stoke, Birlesik Krallik) kullanilarak, Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) olgutlerine gore Mueller-Hinton
agarinda (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) saptandi (3).
Kontrol MRSA susu olarak S. aureus ATCC 43300 kullanildi.

Duyarlilik testleri: Suslara karsgi denenen antibiyotiklerin
baslangigtaki minimal inhibitér konsantrasyon (MiK) degerle-
ri ve bes giin sonundaki MiK degerleri, iireme olmazsa en son
Gremenin oldugu glinkii MIK degerleri, Etest® (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, Fransa) yontemiyle Mueller-Hinton agarinda
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) uretici firma Onerileri
dogrultusunda belirlendi ve CLSI ol¢litlerine gére degerlen-
dirildi (3). Daptomisin i¢in Mueller-Hinton agarina 50 mg/It
Ca?* eklendi.

Biyofilm olusturulmasi: 9F kalinliginda erigkin Hickman
kateterleri (Bard Access Systems, Salt Lake City, UT, ABD)
steril kosullarda 0.5 cm’lik parcgalar halinde kesildi. Bu steril
silikon kateter parcalari fibrin ve diger kan Grlnlerinin kateter
duvarina yerlesmesini saglamak icin, insan plazmasina konu-
lup 37°C’de 24 saat sallanarak inkibe edildi.

%0.25 glukoz (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Almanya)
eklenmis sivi besiyerinde (Tryptic Soy Broth, bioMérieux,
Marcy I'Etoile, Fransa) 10 farkh MRSA izolatinin her birinden
0.5 McFarland bulanikliginda (108 hiicre/ml) bakteri siispan-
siyonlari hazirlandi. Bu besiyeri biyofilmi guclendirdigi icin
yveglendi (4). Plazmadan ¢ikarilan kateter pargalari, %0.9 NaCl
ile yikandiktan sonra hazirlanan bakteri sispansiyonlarina
konularak biyofilm olugsumunu saglamak Ulzere 37°C’'de 24
saat daha inkiibe edildi (5).

Antibiyotiklerin biyofilm Uzerindeki etkilerinin arasti-
rilmasi: %0.9 NaCl ile 30 dakika sallanarak li¢ kez yikanan
silikon kateter pargalari, antibiyotik kilit sollisyonu olarak
farkli tiplerde hazirlanmis 2 mg/ml konsantrasyondaki dap-
tomisin (fizyolojik konsantrasyonda 50 mg/It Ca?* eklendi),
linezolid, tigesiklin, vankomisin, teikoplanin, rifampisin ve

1000 iU/ml heparin karisimina ve kontrol olarak da sivi be-
siyerine (Mueller-Hinton Broth, bioMérieux, Marcy I'Etoile,
Fransa) kondu (5).

Rifampisin disindaki tim antibiyotik sollisyonlari ve he-
parin ticari olarak bulunan formlarindan Uretici firmalarin
onerileri dogrultusunda her giin taze olarak hazirlandi; dapto-
misin (Novartis Saglk, Gida ve Tarim Uriinleri San. Tic. A.S.,
istanbul, Tiirkiye) tigesiklin ve linezolid (Pfizer ilaclan Ltd.Sti.,
Istanbul, Tuirkiye), teikoplanin (Sanofi-Aventis llaglar Ltd. Sti.,
istanbul, Tiirkiye), vankomisin (Meditera Group, izmir, Tirki-
ye), heparin (Mustafa Nevzat ilac San. A.S., istanbul, Tiirkiye)
ticari Griin olarak, rifampisin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Al-
manya) ise toz seklinde saglandi. Antibiyotiklerin heparinle
kombinasyonunda sollisyonlarda gozle gorilebilir bir parti-
kul olusumu, presipitasyon, bulaniklasma, renk degisikligi ya
da gaz olusumu olmadi.

Tupler 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek antibiyotik kilit
sollisyonlarinin biyofilm lzerine etki etmesi beklendi. Silikon
parcalar %0.9 NaCl ile yikanip, farkh bir tipte hazirlanmis 5
ml %0.9 NaCl icine konarak 30 saniye vortekslendikten sonra
100 pl sivi alinip %5 koyun kanli agara ekildi. 37°C'de 24 sa-
atlik inkiibasyondan sonra tek diismus koloniler sayildi (5).
Her 6rnegin ml'sindeki bakteri sayilari, koloni olusturan birim
(kob)x100 (inokiilasyon kat sayisi) hesabiyla bulundu. Koloni
sayisi agisindan saptanabilir Gst sinir 10° kob/ml, alt sinir 102
kob/ml idi.

Antibiyotiklerin etkilerinin kateter kilit modelinde arasti-
rilmasi: Antibiyotiklerin siklik kisa donem aktivitelerini deger-
lendirmek igin, 10 farkli MRSA susuyla 24 saat inkiibe edilmisg
kolonize kateter parcalari, yukarida s6z edilen antibiyotiklerin
heparinle kombinasyonundan olusan her bir antibiyotik kilit
solisyonunda, antibiyotik kateter kilit yonteminde oldugu
gibi, her giin dort saat olmak lizere bes glin siireyle bekletil-
di. Bu arada her giin dort saatin sonunda bazi kateter parca-
larinin yukarida anlatildigi gibi kantitatif kiltlrleri yapildiktan
sonra koloni sayilari kaydedildi; digerlerinin ise Mueller-Hin-
ton sivi besiyerindeki 24 saatlik inklibasyonu strdtrildi.
Boylece besinci gliniin sonunda kultiri yapilan kateter par-
calari, toplamda beg giin glinde dort saat antibiyotige maruz
kalmig oldu (5).

Istatistiksel analiz: Verilerin analizinde Statistical Packa-
ge for the Social Sciences (SPSS) 11.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
ABD) programindan yararlanildi. Kantitatif verilerin normal
dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi, homojen-
ligi Levene testiyle incelendi. Normal dagilim gosterenlerin
analizinde parametrik yontemler, normal dagilim gdsterme-
yen degiskenlerin analizinde parametrik olmayan yontemler
kullanildi. Parametrik yontemlerden, bagimsiz gruplarin ikili
karsilastirlmasinda bagimsiz iki 6rnek t testi, ¢coklu grupla-
rin birbiriyle karsilagtirlmasinda tek yonlid ANOVA, gruplar
arasi farki homojen varyansa sahip olanlar i¢cin LSD ve Dun-
nett, homojen varyansa sahip olmayanlar icin Games-Howell
testleri kullanildi. Parametrik olmayan yontemlerden, bagim-
siz gruplarnin ikili karsilastirlmasinda Mann-Whitney U testi,
coklu gruplarin birbiriyle karsilastiriimasinda Kruskal-Wallis
H testi, gruplar arasi farkin karsilastirimasinda Tukey testi
kullanildi. Denenen antibiyotik kilit soliisyonlarinin biyofilm
icindeki bakterilere karsi inhibitor aktivitelerinin karsilastiril-
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digi grafikler hazirlanirken, 10 farkli sugla elde edilen kanti-
tatif verilerin ortalamalari alindi. Veriler %95 giiven araligi
diizeyinde incelenerek p<0.05 ise anlamli olarak kabul edildi.
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Sekil 1. Metisiline direncli Staphylococcus aureus suslarinin 24 saat anti-
biyotik kilit sollisyonuna maruz kaldiktan sonraki ortalama koloni sayilari.

== Kontrol
=== Teikoplanin + Heparin
=== Linezolid + Heparin

=== Vankomisin + Heparin
=== Daptomisin + Heparin
=== Tigesiklin + Heparin

10000 000

000 000

100 000

10000

Mililitredeki Bakteri Koloni Sayilari_,

1000

100 1 2 3 4 5

Giin

Sekil 2. Farkli antibiyotik-heparin kateter kilit sollisyonlari karsisinda orta-
lama bakteri sayilarindaki giinler icinde g6zlenen azalma.

Calisma istanbul Universitesi Etik Kurulu'nun 4 Kasim
2011 tarih ve 1777 sayili karariyla onaylandi.

Bulgular

Rifampisin disindaki tiim antibiyotiklerin, antibiyotik kilit
sollisyonlarina 24 saat maruz kalan MRSA ile kolonize kate-
ter pargalar Uzerinde farkli derecelerde biyofilm inhibisyonu
sagladigi gozlendi. Denenen antibiyotiklerin MRSA suslarina
karsi baslangictaki MIK’leri Tablo 1'de goriilmektedir. Bazi
suslarin besinci ginde ya da en son liremenin saptandigi
glinde 6élgilen MiK’lerinde artis olsa da direng gelisimi sap-
tanmadi.

10 MRSA susunun antibiyotik-heparin kilit sollisyonuna
24 saat slireyle maruz kaldiktan sonraki ortalama koloni sayi-
larn Sekil 1'de gorilmektedir.

Daptomisin, biyofilmin inhibisyonu acisindan en etkili
antibiyotikti (tim p degerleri< 0.05). Etkinlik agisindan dapto-
misini tigesiklin ve linezolid izledi. Linezolid ve tigesiklin ara-
sinda anlamh bir fark bulunmadi (p=0.989); her iki antibiyotik
de glikopeptid antibiyotiklere gore daha etkindi. Rifampisinin
ise kontrolle karsilastirildiginda biyofilme karsi bir etkinligi
saptanmadi (p=0.203).

Kateterlerin bes giin st lste, giinde dort saat farkli an-
tibiyotiklerle heparine maruz kalmasinin etkisi, MRSA koloni
sayilarindaki ortalama azalma hizlarinin karsilastiriimasiyla
degerlendirildi. Bazi suslar bazi antibiyotiklerle kargilastikla-
ri uglincu gliinden sonra tam bir inhibisyona ugradi. Bu ne-
denle 6n planda baslangigla t¢linci glin ve sonraki glinlerin
karsilastirmasi yapildi. Antibiyotiksiz heparin sollsyonuyla
yapilan kontrole goére rifampisin diginda tim antibiyotiklerin
biyofilme kargi farkli derecelerde aktiviteleri oldugu saptandi.
Uclincli ve dérdiincii giin degerlendirmelerinde daptomisin
ve tigesiklinin biyofilme karsi etkinligi daha fazlaydi. Ancak
kendi aralarinda anlamlh bir fark yoktu (p=0.993). Etkinlik
bakimindan linezolid, vankomisin (p=0.168) veya teikopla-
ninden (p=0.495) farkh degildi. Vankomisin ve teikoplanin
karsilagtirildiginda da aralarinda anlamli bir fark saptanmadi
(p=0.986). Besinci gune gelindiginde antibiyotiklerin birbiriy-
le karsilastirlimasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark sap-

Tablo 1. Denenen Antibiyotiklerin Metisiline Direncli Staphylococcus aureus Suslarina Karsi Baslangigtaki Minimal inhibitér

Konsantrasyonlari

Minimal Inhibitér Konsantrasyon (ug/ml)
Suslar Vankomisin Teikoplanin Daptomisin Linezolid Tigesiklin Rifampisin
1 2 4 0.094 1 0.25 >32
2 2 3 0.094 1 0.25 >32
3 1.5 2 0.125 0.75 0.25 >32
4 1 2 0.125 1 0.25 >32
5 2 3 0.38 1.5 0.38 >32
6 2 3 0.094 0.5 0.25 >32
7 2 3 0.125 1 0.094 >32
8 2 3 0.125 1 0.38 >32
9 1 3 0.19 1.5 0.38 0.016
10 1 1.5 0.25 1 0.064 0.004
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tanmadi. Bu durum dérdiinci gliinden sonra bakteri koloni
sayilarinin suslar igin ¢ok azalmasina, hatta sifilanmasina
baglandi. Heparin ve kontrol grubu arasinda da anlaml bir
fark yoktu. Farkl antibiyotik-heparin kateter kilit sollisyonlari
kargisinda ortalama bakteri sayilarindaki gtinler icinde gozle-
nen azalma Sekil 2'de gorilmektedir.

irdeleme

S. aureus biyofilm olusturma yetenedi nedeniyle kate-
terden kaynaklanan nozokomiyal infeksiyonlarla iligkili en
onemli mikroorganizmalardan birisidir. Kateterin ¢ekilmesi,
S. aureus’'un neden oldugu santral kateterle iligkili kan do-
lasimi infeksiyonu tedavisinde en glivenli segenektir. Ancak
baska bir damar yolu bulunamayan, hemodinamik olarak
stabil ve trans6zofageal ekokardiyografiyle endokardit varhgi
diglanan, S. aureus bakteriyemisi olan ve nétropenik olmayan
olgularda antibiyotik kilit yontemi sistemik antibiyoterapiyle
birlikte denenebilir (6). Calismamizda kullanilan rifampisin
disindaki tiim antibiyotiklerin, antibiyotik kilit sollisyonu ola-
rak, biyofilm icindeki bakterilere bir miktar etkisi olsa da, en
etkin antibiyotikler daptomisin ve tigesiklindir. Rifampisinin
etkisinin bulunmamasi, kullandigimiz 10 MRSA susundan se-
kizinin rifampisine direncli olmasiyla agiklanabilir.

Amerikan infeksiyon Hastaliklari Dernegi'nin damar igi
santral kateterle iligkili infeksiyonlarin énlenmesi kilavuzun-
da, uzun sireli kateteri olan hastalarda, birden fazla santral
kateterle iligkili kan dolasimi infeksiyonu 6ykisi varsa antibi-
yotik kilit sollisyonu kullanimi 6nerilmektedir. Ancak kateter
[Gmeninin i¢ini doldurmak i¢in hangi sollisyonun hangi kon-
santrasyonda kullanilacagdi ve kateter icinde ne kadar bekle-
tilecegi belirtilmemistir. Bir santral ven6z kateterin trombo-
zuyla infeksiyonu arasinda yakin bir iligki vardir. Bu nedenle
heparin gibi antikoagulanlar da kateterin trombozunu 6nle-
mek ve infeksiyon riskini azaltmak icin kullaniimaktadir (2).
Daptomisin, linezolid ve tigesiklin gibi yeni antibiyotiklerin
MRSA'ya karsi biyofilm icindeki in vitro etkinligi arastiriimis-
tir (7). Ancak bu antibiyotiklerin heparinle kombinasyonunun
biyofilm uzerindeki etkisine iliskin bilgiler yetersizdir. Hepari-
nin in vitro biyofilm olusumunu uyardigi da saptanmistir (4).

Daptomisinin antibiyotik kilit soltisyonu olarak kullanildigi
olgu bildirimleri vardir. Bir olgu bildiriminde, karaciger metas-
tazlan olan kolon kanserli bir hastada gelisen, arteriyel kateter
infeksiyonu, daptomisinin sistemik ve antibiyotik kilit sollis-
yonu olarak kullanimiyla tedavi edilmistir (8). Baska bir olgu
bildiriminde ise daptomisin S. aureus ile infekte bir koroner
stentten kaynaklanan bakteriyemiyi tedavi etmistir (9). Uciin-
cu bir olguda diyaliz kateteri ¢ikarilamayan ve kateter kaynakl
MRSA bakteriyemisi olan bir hasta sistemik daptomisine ek

olarak daptomisin kilit tedavisiyle tedavi edilmistir (10). Tige-
siklin icin ise su anki bilgilerimize gore stafilokoklarin neden
oldugu kateter infeksiyonu tedavisinde antibiyotik kilit soliis-
yonu olarak kullanimina iligkin bir deneyim yoktur. Sonug ola-
rak klinik calismalara yol gosterici olabilecek bu calismamizin
verilerinin, randomize klinik calismalarla desteklenmesi ve her
iki ajanin in vivo etkilerinin degerlendirilmesi gerekmektedir.

Cikar Catismasi
Yazarlar, herhangi bir ¢cikar catismasi bildirmemislerdir.
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