<)l

> I
R

T.C.
DICLE UNIiVERSITESI

TIP FAKULTESI TIBBi MiKROBiYOLOJIi ANABILiM DALI

AGAR DILUSYON YONTEMI ILE ESCHERICHIA COLI KLiNiK
IZOLATLARINDA INTRAVENOZ FOSFOMISIN DIRENCININ
SAPTANMASI VE MEROPENEM, GENTAMISIN, SEFTRIAKSON
ANTIBIYOTIKLERI iLE SINERJIST ETKISININ ARASTIRILMASI

DR. HANDAN KANGUL

TIPTA UZMANLIK TEZi

DiYARBAKIR- 2022






T.C.
DICLE UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI TIBBi MiKROBiYOLOJIi ANABILiM DALI

AGAR DILUSYON YONTEMI iLE ESCHERICHIA COLI KLIiNIiK
IZOLATLARINDA INTRAVENOZ FOSFOMISIN DIRENCININ
SAPTANMASI VE MEROPENEM, GENTAMISIN, SEFTRIAKSON
ANTIBIYOTIKLERI iLE SINERJIST ETKISININ ARASTIRILMASI

DR. HANDAN KANGUL

TIPTA UZMANLIK TEZi

TEZ DANISMANI: PROF. DR. MAHMUT METE

DIYARBAKIR- 2022



ONSOZ
Bu calisma Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
(DUBAP) tarafindan SBE.21.004 numarali proje ile desteklenmistir.

Kasim, 2022 Handan KANGUL

TESEKKUR

Uzmanlik ihtisasim boyunca destegini esirgemeyen ve bu tezin danigsmanligini yapan
degerli hocam Prof. Dr. Mahmut METE’ ye, egitim ve tez ¢alismam siiresince her tiirli
destegini hissettiren kiymetli ve saygideger hocam Prof. Dr. Nezahat AKPOLAT’ a,
ihtisas siirecimde bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim Tibbi Mikrobiyoloji ABD’
da gorevli Prof. Dr. Selahattin ATMACA, Prof. Dr. Erdal OZBEK, Do¢. Dr. Hakan
TEMIZ hocalarima, ihtisasim boyunca hem bir hoca hem bir abla olarak
deneyimlerinden faydalandigim Dr. Ogretim Uyesi Nida OZCAN’ a, Tiirkiye Halk
Sagligi Genel Miudiirliigli Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar1 ve Biyolojik
Uriinler Daire Baskanligi Uzmani Dr.Hiisniye SIMSEK ’e, desteklerini hi¢bir zaman
esirgemeyen ve bugiinlere gelmemde biiylik emekleri olan canim annem, babam ve
kardeslerime, tiim tez siirecimde biiyiilk emegi gecen ve destegini esirgemeyen ¢ok
kiymetli esime, bu siireci benimle birlikte yasayan ilk g6z agrim biricik ogluma sevgi,

sayg1 ve tesekkiirlerimle...



OZET

Karbapenem direngli Enterobacterales iiyelerinde tedavi icin kullanilabilecek
antibiyotiklerin kisitl olmasi nedeniyle son donemlerde kombinasyon tedavi rejimleri
giindeme gelmistir. Bu ¢alismada karbapenem direncli Escherichia coli izolatlarinda
agar diliisyon yontemi kullanilarak fosfomisine diren¢ oranlari ile meropenem,
gentamisin ve seftriakson antibiyotiklerinin kombinasyon etkilesimleri incelenmistir.
Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
klinik ve yogun bakimlarda yatan hastalardan gonderilen gesitli 6rneklerden (idrar,
kan, aspirat, yara, beyin omurilik s1visi, endotrakeal aspirat) izole edilen karbapenem

direngli 60 adet Escherichia coli susu ¢alismamiza dahil edilmistir.

Tir tanimlamalar i¢in matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus stiresi kiitle
spektrofotometresi MALDI Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics, ABD ) kullanilmistir.
Suglarin antibiyotik duyarlilik testleri ve karbapenem diren¢ durumu BD Phoenix
(Becton Dickinson Diagnostics) ile ¢alisilmistir. Karbapenem direncinin dogrulanmast

amactyla ertapenem, imipenem ve meropenem disk difiisyon testleri kullanilmistir.

Agar diliisyon yontemi ile suslarin %76.6° s1 fosfomisine, %61.6’s1 meropeneme,
%85’ i gentamisine, %98.3” ii seftriaksona direncli olarak saptanmistir. izolatlarin
%35° 1 fosfomisin ve meropenem kombinasyonuna, %33.4° i fosfomisin ve
gentamisin kombinasyonuna, %1.7° si fosfomisin ve seftriakson kombinasyonuna
kars1 sinerjistik etkili olarak saptanmistir. Yalnizca bir susta fosfomisin ve meropenem

kombinasyonuna kars1 antagonist etki tespit edilmistir.

Calismamizda meropenem ile gentamisin antibiyotiklerinin sinerji orani yiiksek
saptanmistir. Kombinasyon c¢alismasinda kullanilan antibiyotiklerin klinik olarak

kombinasyon bi¢giminde kullanilabilmesi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Anahtar Kkelimeler: Agar Diliisyon, Escherichia coli, Fosfomisin, Meropenem,

Gentamisin, Seftriakson



ABSTRACT

Due to the limited use of antibiotics for the treatment of carbapenem resistant
Enterobacterales, combination therapy regimens have recently come to the fore. In
our study, fosfomycin resistance rates and combination interactions of meropenem,
gentamicin and ceftriaxone antibiotics were investigated by using agar dilution method
in carbapenem resistant Escherichia coli isolates. Sixty carbapenem-resistant
Escherichia coli strains isolated from various samples (urine, blood, aspirate, wound,
cerebrospinal fluid, endotracheal aspirate) sent to Dicle University Medical Faculty
Hospitals Medical Microbiology Laboratory from patients in clinical and intensive

care units were included in our study.

MALDI Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics, ABD )was used for species identification.
Antibiotic susceptibility tests and carbapenem resistance status of the strains were
studied with BD Phoenix (Becton Dickinson Diagnostics). Ertapenem, imipenem and
meropenem disc diffusion tests were used to confirm carbapenem resistance. By agar
dilution method, %76.6 of the strains were resistant to fosfomycin, %61.6 to
meropenem, %3835 to gentamicin %, 98.3 to ceftriaxone. % 35 of the isolates were found
to be synergistic in the fosfomycin and meropenem combination, %33.4 in the
fosfomycin and gentamycin combination, and %1.7 in the fosfomycin and ceftriaxone
combination. Antagonism was detected in the combination of fosfomycin-meropenem

in only one strain.

In our study, the synergy rate of meropenem and gentamicin antibiotics was found to
be high. More research is needed before the antibiotics used in the combination study

can be used clinically in combination.

Keywords: Agar Dilution, Escherichia coli, Fosfomycin, Meropenem, Gentamicin,

Ceftriaxone
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EPEC: Enteropatojenik E. coli

ETEC : Enterotoksijenik E. coli

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
GSBL: Genisletilmis Spektrumlu Beta Laktamaz
HPI : High Pathogenicity Island

HUS: Hemolitik Uremik Sendrom

IL: Interldkin

v : Intravendz

IYE: Idrar Yolu Enfeksiyonu

KPC : K. pneumoniae karbapenemaz

KRE : Karbapenem Direncli Enterobacterales
LEE : Locus Of Enterocyte Effacement

MDR : Coklu Ilaca Direngli

MHA : Mueller Hinton agar

MiK : Minimal Inhibitér Konsantrasyon

MRSA: Metisiline Direngli Staphylococcus aureus
SMD: S1vi mikrodiliisyon
UPEC : Uropatojenik E. coli

VRE : Vankomisine Direncli Enterokok
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1. GIRIS VE AMAC

Coklu ilaca direngli bakterilere bagli enfeksiyonlarin son donemlerde yayginlagmasi
ve tedavide kullanilabilecek antibiyotiklerin kisitliligi nedeniyle fosfomisin gibi eski
antibiyotiklere yonelik aragtirmalar da oldukga ilgi gormektedir. Fosfomisin 1969°da
kesfedilen, gram negatif ve gram pozitif ¢oklu ve yaygin ilaca direngli bakterilere kars1

etkili olan genis spektrumlu bir antibiyotiktir (1).

Fosfomisin, piriivil transferazi inhibe ederek etki gosteren kiigiik bir molekiildiir. Bu
enzim bakteriyel hiicre duvarmin temel bileseni olan peptidoglikan Onciillerinin
sentezinden sorumludur. Baslangicta duyarlilik testlerindeki problem nedeniyle

Amerika’da kullanimi sinirli olup, testler 1983 yilinda standardize edilmistir (2).

Yaklasik 50 yildir parenteral olarak kullaniliyor olmasia ragmen fosfomisin ¢ogu
patojene kars1 hala antimikrobiyal aktivitesini korumaktadir. Ayrica fosfomisin diger
hiicre duvarina etkili antibiyotikler ile birlikte in vitro ortamda sinerjistik etki

gostermektedir (6rnegin, b-laktamlar, daptomisin) (3).

Karbapeneme direncgli ve genisletilmis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) fireticisi
olan Enterobacterales ailesi {liyeleri, metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA), vankomisine direngli Enterokok (VRE), MDR (Coklu ilaca direncli)
Acinetobacter tiirleri, MDR Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ve penisiline
direncli Streptococcus pneumoniae antimikrobiyallere diren¢ noktasinda en ¢ok
problem olusturan mikroorganizmalardir (4). Son yillarda artan karbapenem
direncinin engellenmesi amaciyla alinacak en Onemli tedbir, alternatif tedavi

seceneklerinin gelistirilmesidir (5).

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST);
Enterobactereaes ailesi lyeleri icin intravendz fosfomisin duyarhiligim test etmek
amactyla referans yontem olarak agar diliisyon yontemini 6nermektedir. Escherichia

coli i¢in ise ayrica disk difiizyon yontemi de kullanilabilmektedir (6).

Bu c¢alismada karbapenem direngli E. coli suslarinda; fosfomisin duyarhiligir ve
fosfomisinle birlikte kombine edilebilecek antibiyotikler ile (gentamisin, meropenem,
seftriakson) sinerjistik etkilesim durumunun in-vitro ortamda referans yontem olan

agar diliisyon yontemi ile arastirilmas1 amaglanmistir. Boylece 6zellikle karbapenem


http://scholar.google.com.tr/scholar?q=eucast+european+committee+on+antimicrobial+susceptibility+testing.+eucast+qc+tables+v1.2.+2010&hl=tr&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart

direngli ve beta laktamaz iireticisi olan E. coli suslarinda yeni bir tedavi yaklagimi

sunmay1 dolayisiyla mortalite ve morbiditeyi azaltmaya katki saglamay1 amacliyoruz.



2. GENEL BILGILER
2.1. Enterobacterales Ailesinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Enterobacterales familyasi, tibbi olarak 6nemli olan en cesitli ve heterojen gram
negatif basilleri iceren mikroorganizma ailesidir. Onlarca cins ile bir¢ok tiir ve ayni
zamanda alt tiir tanimlanmistir. Bu ailedeki bakteriler toprak, su ve bitkilerde yaygin
olarak bulunurlar ayrica hayvanlarin ve insanlarin bagirsak mikrobiyotalarinin bir
pargasidirlar. Bu mikroorganizmalar insanlardaki tiim bakteriyemilerin iicte biri ile
dortte biri, idrar yolu enfeksiyonlarmin %70’ i ve bagirsak enfeksiyonlarinin

bir¢ogundan sorumludur (7).

Enterobacterales familyasi tiyeleri gram negatif basil morfolojisinde hareketli veya
hareketsiz, pepton veya et Oziitlii agarda ¢ogalabilen, MacConkey agarda tireyebilen
fakdiltatif anaerob bakterilerdir. Genellikle glikozu oksitlemek yerine fermante ederler.
Plesiomonas cinsi hari¢ katalaz pozitif ve oksidaz negatiftirler. Bir¢ok cins igerir
(Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus ve
digerleri). Baz1 enterik mikroorganizmalar E. coli gibi, normal mikrobiyotanin bir
parcasidir ve insidental olarak hastaliga neden olur, ancak Salmonella ve Shigellae

insanlar i¢in mutlak patojendir (8).

Enterobacterales ailesi liyeleri koyun kanli agar {izerinde biiytlik, donuk gri, mukoid
veya kuru goriintimlii koloniler seklinde iirer; mukoid koloniler ¢ogunlukla K.
pneumoniae suslarina aittir. Kanli agarda hemoliz degiskendir. Ince bir film veya
swarming denilen bugu tarzi yayilim yapan mikroorganizmalar ise hareketli bir
Proteus tiirtine ait oldugunu diisiindiiriir. MacConkey agar {izerinde kirmizi renkte
goriilen, Eozin Metilen Blue (EMB) agarda ise yesil refle gézlenen koloniler, tireyen
mikroorganizmanin ortamdaki laktozdan asit olusturabildigini gosterir.

Ayirt edilmeleri i¢in gelistirilmis bazi ticari kitler veya otomatize sistemler mevcuttur.
Bununla birlikte kiiltiir izolatlarinin tanimlanmasi icin MALDI-TOF MS kullanimi
bir¢ok klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda geleneksel biyokimyasal panellerin yerini
almustir (8). Escherichieae liyelerinde ayirici testlerden olan metil red ve indol pozitif,
sitrat ve Voges Proskauer negatif diger reaksiyonlardan ise hidrojen siilfiir, fenilalanin

deaminaz ve iireaz da negatiftir. Escherichia cinsi bes tiir igerir: E. albertii, E.



hermannii, E. coli, E. vulneris ve E. fergusonii. Cinsin eski bir iiyesi olan E.
adecarboxylata, Leclercia adecarboxylata adiyla yeni bir cins olarak tanimlanmistir.
Cinsin bir diger eski liyesi olan E. blattae, S. blattae olarak yeni bir cins olan

Shimwellia' ya transfer edilmistir (9).

2.2. Escherichia coli

Theodor Escherich 1885 yayiminda Bacterium coli commune adini1 verdigi ince kisa
basilleri ilk olarak bebek diskisindan izole etmistir (10). Castellani ve Chalmers isimli
aragtirmacilar 1919' da E.coli olarak isimlendirmelerine ragmen ancak 1958’ de resmi
olarak bu isimle tanimlanmistir (11). Enterobacterales bakteri familyasina dahil olan
E. coli, sicak kanli hayvanlar ve insanlarin gastrointestinal kanallarinda kommensal

olarak yerlesen en 6nemli patojenlerden biridir (12).

2.2.1. E. coli’nin mikrobiyolojik oézellikleri

E. coli segici olmayan besiyerlerinde tirediginde genellikle piiriizsiiz S tipi, renksiz
koloniler yapar. Koyun kanli agarda beta hemoliz yapabilir. Cogunlukla laktozu
fermante eder. (Yaklasik olarak yiizde 5’1 laktoz fermantasyonu yapmaz) CLED
(Cystine-Lactose-Electrolyte-Deficient) agarda sar1 renkli koloniler yapar ve 24-48
saat icerisinde asit ile gaz olusturur. Genellikle hareketlidir. Ekstraintestinal
enfeksiyonlardan sorumlu olanlar polisakkarit kapsiile sahiptir. Genellikle indol
iiretimi, ornitin dekarboksilaz, lizin dekarboksilaz ve metil kirmizisi i¢in pozitif;

lireaz, sitrat kullanimi, H»S iiretimi ve Voges Proskauer testi i¢in negatiftir (13).
2.2.2. E. coli’ nin neden oldugu Hastaliklar, Patogenez ve Viriilans Faktorleri

E. coli Escherichia cinsinin en yaygm ve en onemli iiyesidir. K (kapsiiler) H
(flagellar) ve O (somatik), ylizey antijenlerine gore serotiplendirilir. Su ana kadar
tanimlanan 170 den fazla O antijen serogrubu bulunmaktadir. O ve H antijenlerinin
kombinasyonu o izolatin serotipini tanimlar. Ornegin 0157 H7 viriilan bir E. coli
susunun serotipidir ve Hemorajik Kolit ile Hemolitik Uremik Sendrom ile iliskilidir.
Karbondioksite bagimli E. coli suslari, idrar ve ampiyem sivisindan rapor edilmistir.
Kapnofilik E. coli ile iliskili enfeksiyonlar su anda diisiiniilenden daha yiiksektir,

¢linkii idrar ve yara 6rnekleri rutin olarak CO; i¢inde inkiibe edilmez (14).



E. coli klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en sik saptanan bakteridir. Neredeyse
tiim organ ve sistemleri tutabilen enfeksiyonlara neden olur. Gram negatif sepsis ve
endotoksin kaynakli septik sokun en sik nedenidir. Uriner sistem ve yara
enfeksiyonlari, immiinsiiprese hastalarda pndmoni, gastroenterit, yenidoganlarda

menenjit gibi enfeksiyonlara neden olur (14).

Gastrointestinal kanalda bol miktarda E. coli bulunur. Bagirsak perforasyonu
durumlarinda peritoneal kaviteye dogru yer degistirerek firsat¢ci patojene
doniisebilmelerine ragmen, bir¢ok E. coli susu plazmid veya bakteriyofaj ile kodlanan
spesifik viriilans faktorleri edindikleri i¢in intestinal ve ekstraintestinal enfeksiyonlara
neden olur. Cogu enfeksiyon (neonatal menenjit ve gastroenterit hari¢) immiinstipresif

durumlarda endojen yolla olusur (15).

2.2.2.1. Gastroenterit

Gastroenterite neden olan E. coli suslar1 temel olarak 5 alt gruba ayrilir. Bunlar
Enterotoksijenik (ETEC), Enteropatojenik (EPEC), Enteroagregatif (EAEC),
Enterohemorajik /Shiga like toksin tireten (EHEC/ STEC) ve Enteroinvaziv E. coli
(EIEC) seklindedir. Ilk 3 grup ince bagirsaklari tutan sekretuar diyare nedeni iken son

2 grup kolonu tutar.

Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

ETEC gelismekte olan tilkelerde bakteriyel diyarenin en sik nedenlerinden biridir ve
tahmini olarak bu iilkelere seyahat edenlerin ylizde 30’u bu enfeksiyonu
gecirmektedir.( yillik yaklagik olarak 840 milyon vaka). Gaita ile kontamine olmus
igme suyu ve yiyeceklerin tiiketimi ile bulasir. Insandan insana bulas yoktur. ETEC’in
neden oldugu sekretuar diyare 1-2 giinliik inkiibasyon periyodunun ardindan 3-5 giin
devam eder. Sulu hemorajik olmayan ishal, karin kramplar1 ve daha az siklikla bulanti,
kusma gibi kolera benzeri semptomlara neden olur ancak genellikle daha hafif
gecirilir. Cocuklarda, yaslilarda, altta yatan hastaliklar1 bulunan ve malnutrisyonu
bulunan bireylerde mortalite ytliksektir.

Kolonizasyon faktorleri ve enterotoksinleri kodlayan genler plazmid aracili kodlanir.
Kolonizasyon faktorleri ailelere ve ayrica antijenik 6zelliklerine gore alt boliimlere

ayrilirlar  (CFA/I, CFA/Il, CFA/IV en yaygin olanlaridir). Yirmiden fazla



kolonizasyon faktorii tanimlanmistir. Konak hiicrelerine olan 6zgiilliik ve konak
tizerindeki reseptorlere olan afiniteleri ile tanimlanirlar.(15)

ETEC tarafindan eksprese edilen kolonize edici fimbrialar bakterinin bagirsak
duvarina tutunmasini saglar. Bir kez baglandiklarinda plazmid aracili kodlanan salgi
toksinleri olan 1s1ya direncli toksin (ST) ve/veya 1siya duyarli toksin (LT) eksprese
edilir.

LT; adenilat siklaz1 uyarir ve ardindan artan hiicre i¢i siklik adenozin monofosfat
(cAMP) bagirsak kript hiicrelerinden kloriir salgilanmasina yol agar. Bu mekanizma
ayrica bagirsak villuslarindan sodyum kloriir emilimini de engeller. Bagirsak liimenine
serbest su sekresyonu olur, boylece sulu ishal meydana gelir. ST de ayni sekilde,
guanilat siklazi uyararak hiicre i¢i siklik guanozin monofosfatin (¢cGMP) artmasina,
kloriir sekresyonuna ve sodyum kloriir absorbsiyonunun inhibisyonuna yol agarak sulu
diyareye neden olur (16).

Potansiyel olarak ETEC kontaminasyonu olabilecek gidalarin tiiketiminde dikkatli
olunmasi turist diyaresi sikligin1 6nemli 6l¢iide azaltir. Antimikrobiyal proflaksi etkili
olabilir ancak antibiyotik direncinin artmasina da neden olabileceginden
antibiyotiklerin kombinasyon seklinde uygulanmasi &nerilir. Ishal gelistiginde
antibiyotik tedavisine baglanmasi hastalik siiresini 6nemli 6l¢tide kisaltir (17).

Enteropatojenik E. coli ( EPEC)

Enterik hastaliktan sorumlu olan iki E. coli alt grubu; EPEC ve EHEC, kromozomal
bir patojenite adasinda kodlanan ve LEE (locus of enterocyte effacement) olarak
bilinen bir dizi viriilans genine sahiptir. EPEC grubu 1940 ve 1950 lerde bildirilen
ishal salginlar iligkili ilk E. coli suslariydi. Baglangicta salginlara 6zgili serotipler
olarak siniflandirilmalarina ragmen daha sonra LEE varligit ve Shiga Toksin
yokluguna gore siniflandirilmaktadir. Ayrica plazmid aracili kodlanan EAF (E. coli
Adherence Factor) varligina veya yokluguna gore tipik veya atipik sus olarak da

ayrilmaktadirlar.

Hastalik bakterinin ince bagirsak epitel hiicrelerine tutunmasi ve mikrovillus
harabiyeti ile baglar. EPEC ilk olarak epitel hiicre yiizeyinde plazmid ile kodlanan BFP
(bundle forming pili) aracili mikrokolonilerin olusumuna yol agar ancak bu plazmid
atipik EPEC’de bulunmaz. Baglanmanin sonraki asamalar1 LEE patojenite adasinda

kodlanan genler tarafindan diizenlenir. Baglanma sonrasi, bakterinin tip III sekresyon



sistemi araciliftyla konak epitel hiicrelerine bakteriyel proteinler salgilanir. Bir protein
olan translocated intimin receptor (Tir), epitel hiicre zarina yerleserek bakteri dis
zarinda bulunan intimin ve adezin i¢in reseptor gorevi goriir. Baglanma ile birlikte
aktin polimerizasyonu ve hiicre yiizey biitiinliigiiniin bozulmasi sonucu hiicre 6liimii

gerceklesir.

Sporadik hastalik veya salginlar gelismis lilkelerde nadirdir. Giiniimiizde gelismemis
iilkelerde genellikle atipik suslarin neden oldugu ve infantlarda gelisen sporadik
vakalar bildirilmektedir. Hastalik kontamine yiizeylerle veya gidalarla temas sonrasi
fekal oral yolla bulasir. insanlar tipik suslarin tek kaynagi olmasina ragmen atipik

suslarda hem insanlar hem hayvanlar rezervuar olabilir.

Hastalik esas olarak 2 yasindan kiigiik ¢ocuklarda goriiliir. Siklikla ates ve kusmanin
eslik ettigi siddetli olabilen sulu ishal ile karakterizedir. Bakterinin alimi ile hastalik
birka¢c saat icerisinde baslayabilir ¢ogunlukla birka¢ giin icinde gerilese de

hospitalizasyon gerektiren persistan ishaller de meydana gelebilir (15).

Enteroagregatif £. coli (EAEC)

EAEC ilk olarak 1985' te tanimlanmustir. Belirgin bir sekilde bir araya toplanmis ve
Hep-2 hiicrelerine y1gilmis tugla benzeri bir model ile yapismasiyla ayirt edilmistir.
EPEC ve DAEC (diffiiz adherent E. coli) yapisma modellerinden ayirt edilebilen bu
yapisma modeli, ilk olarak 1987' de Santiago, Sili' deki ¢ocuklar arasindaki ishal

salginlari ile iligkilendirilmistir.

Prototip suslar iizerindeki laboratuvar ¢alismalari, toplu yapisma (AA) fenotipinin,
topluca pAA olarak adlandirilan 55-65 MDa plazmitleri iizerinde kodlandigini ortaya
cikarmistir. Daha sonraki bir raporda, plazmitin bir par¢asinin, EAEC' yi diger E. coli
suslarindan ayirt edebilen, spesifik ve degisken olan hassas bir DNA probu olarak
faydali oldugu bulunmustur. Bir¢ok epidemiyolojik calisma, EAEC' yi tanimlamak
icin artik AA fenotipini ve plazmit kodlu probu kullanmaktadir. Kesfedilmesinden bu
yana, yapilan ¢ok sayida calisma da EAEC'yi ishal ile iligkilendirmistir (18).

EAEC, gelismekte olan iilkelerde, akut veya kronik (14 giinden uzun siiren) ishale
neden olur. Bu organizmalar ayn1 zamanda sanayilesmis tilkelerdeki gida kaynakli

hastaliklar, turist ishali ve HIV pozitif hastalarda persistan ishalle iliskili olabilir. Insan



hiicrelerine baglanma sekillerine gore karakterize edilirler. Bu E. coli grubu olduk¢a
heterojendir ve patojenite mekanizmalari hala kesin olarak aydinlatilamamistir.
EAEC' nin bazi suslar1 Shiga Toksin benzeri toksin liretirken digerleri; hiicresel hasara
sebep olabilen plazmit kodlu enterotoksin ve hemolizin iiretebilir. Tan1 klinik olarak

konulabilir ancak doku kiiltiirii ile dogrulanmasi gerekmektedir (17).

Enterohemorajik /Shiga like toksin uireten E. coli (EHEC/ STEC)

Enterohemorajik E. coli (EHEC), diisiikk enfeksiyoz doza sahip olmast (<100
organizma), kiiciik cocuklarda, yashlarda ve immiinsiipresif kisilerde hastaligin agir
seyredisi, 6zellikle zoonotik ve gida kaynakli enfeksiyona sebep olmasi nedeniyle

endise kaynagi olmustur.

Tiim EHEC suslar1, Shiga toksini benzeri bir toksin eksprese ederler ve bu nedenle
Shiga toksijenik E. coli olarak da bilinirler. Tarihsel olarak, bu suslar ayn1 zamanda
verotoksijenik E. coli (VTEC) olarak da bilinirler ve iiretilen bu toksinin, gecmiste
yaygin olarak tan1 amaciyla kullanilan Vero doku kiiltiirii hiicrelerinde (bir Afrika yesil
maymununun bobrek hiicre toplulugu) in-vitro morfolojik degisiklikler olusturma
kabiliyeti vardir. EHEC suslar1 ile kolonizasyon, insanlarda hafif ile siddetli diyare
dahil olmak iizere ¢esitli klinik sonug¢lara neden olabilir; bununla birlikte, EHEC
suslarinim bir alt kiimesi, dzellikle insan hemolitik {iremik sendromuna (HUS) neden
olmakla iligkilidir. E. coli O157 H7 en 1iyi tanmanidir ve EHEC prototipinin bir
temsilcisi olarak kullanilir. EHEC suslari, ayn1 zamanda, 6rnegin domuzlarda 6dem
hastaligt ve kiimes hayvanlarinda sigmis kafa sendromu gibi, hayvanciliktaki

hastaliklarla da iliskilendirilmistir (19).

Insanlarda, E. coli 0157 H7 ile bagirsak kolonizasyonunun klinik sonuglari,
asemptomatik tastyiciliktan non-hemorajik ishale, hemorajik kolit ve hemolitik tiremik
sendroma (HUS) kadar degisir (20). E. coli O157 H7' nin patojenitesi, kontamine
yiyecek veya suyun alinmasini takiben bagirsak mukozasinin kolonizasyonu ile baslar.
Enfeksiy6z doz son derece disiiktiir (<100 organizma), bu da bakterinin midenin

asidik ortamina dayanma kabiliyetini gosterirmektedir (21).

Bu grubun tiim dyeleri Shiga toksin 1 (Stx1) veya 2 (Stx2) varligiyla

tanimlanmaktadir. Stx1, Shigella dysenteriae tarafindan lretilen Shiga toksini ile



esasen aynidir; Stx2 ise %60 benzerlige sahiptir. Her iki toksin de lizojenik
bakteriyofaj araciliiyla edinilir. Her ikisinin de bir A alt birimi ve konak hiicre
tizerinde spesifik bir glikolipide (globotriaosylceramide [Gb3]) baglanan bes B alt
birimi vardir. Bagirsak villuslarindaki ve bobreklerdeki endotel hiicrelerinde yiiksek
konsantrasyonda Gb3 reseptorii bulunur. A alt birimi aktivasyondan sonra, iki
molekiile boliintir ve Al parcast 28S rRNA 'ya baglanir ve protein sentezinin
durmasima neden olur. HUS daha ¢ok, glomeriiler endotel hiicreleri hasar1 meydana
getirdigi gosterilen Stx2 iiretimi ile iliskilendirilmistir. Endotel hiicrelerindeki hasar,
trombosit aktivasyonu, trombin birikimi ile azalmis glomeriiler filtrasyon ve bunun
sonucunda akut bobrek yetmezligine neden olur. Shiga toksinleri ayrica B alt birim
reseptorii Gb3' lin ve inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu da uyarir (timor nekroz

faktorii TNF-a, interlokin IL-6 gibi)

Siddetli hastalik daha sik EHEC O157 H7 ile iliskilidir. Baslangicta, 3 ila 4 giinliik
kuluckadan sonra hastalarda abdominal agrinin eslik ettigi diyare gelisir. Hastalarin
yaklasik yarisinda kusma goriiliir, yliksek ates ise genellikle goriilmez. Hastalik
baslangicindan itibaren 2 giin i¢inde, hastalarin %30 ila %65' inde siddetli karin agris1
ve kanli diyare izlemektedir. Tedavi edilmeyen hastalarda semptomlarin gerilemesi 4-

10 gilinti bulmaktadir.

HUS akut bobrek yetmezligi, trombositopeni ve mikroanjiyopatik hemolitik anemi ile
seyreden ve 10 yasindan kiiciik ¢ocuklarin ylizde 5-10 unda goriilen bir sendromdur.
Hastalarin %30’ unda siddetli sekeller ( bobrek yetmezligi, hipertansiyon, santral sinir
sistemi bozukluklar1 gibi) ortaya ¢ikabilir ve hastalarin %3 ila %5' inde mortal olabilir

(15).

Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

EIEC kolonun epitel hiicrelerine tutunup penetre olur. Patogenez hemen hemen
Shigella tiirleriyle aynidir. Shigella tiirlerinde oldugu gibi, ¢ogu sus hareketsizdir,
laktozu ge¢ fermante ederler veya etmezler. En yaygin olarak goriilen serogruplar 029,
O112ac, O28ac, 0124, 0136, , 0144, 0143, O164 ve 0152’ dir. Enfeksiyon en sik
ETEC enfeksiyonundan ayirt edilemeyen sulu ishal olarak ortaya ¢ikmaktadir. Baz1

hastalar dizanteri sendromu ile bagvurur; ayirt edici 6zellikler ise yiiksek ates ve



kolittir. Semptomlar urgency ve tenesmus; bulgular ise digskida kan, mukus ve ¢ok

sayida 16kosit goriilmesidir (22).

Enfeksiyonun seyri boyunca bagirsak liimeninde kalan ve histolojik hasar yapmayan
ETEC’ den farkli olarak EIEC, 6zellikle kalin bagirsakta bulunan intestinal mukozaya
penetre olur ve basiller dizanteri i¢in karakteristik olan inflamasyon ve mukozal
iilserasyona neden olurlar. Shigella ve EIEC ince ve kalin bagirsaktaki lenfoid
folikiillerin iizerini 6rten epitel hiicrelerinin 6nemli bir bileseni olan 6zellesmis antijen
sunucu M hiicreleri yoluyla enterositlere girerler. Makrofajlarda apoptozu indiiklerler

bdylece fagozitoza ugramazlar ve bazolateral yolla enterositlere girerler.

EIEC' nin neden oldugu ishal mekanizmasi hala tam aydinlatilamamaistir fakat plazmit

ile kodlanan enterotoksine bagli oldugu diistiniilmektedir (23).

E. coli patojenik olmayan kommensal suslarin yaninda bir¢ok farkli hastaliga sebep
olan suslar1 da igerir. Ayirt edici olmasi agisindan bagirsak disi patojenik E. coli suslari
ExXPEC olarak, bagirsak patojeni olan E. coli suslar1 ise IPEC olarak adlandirilir.
ExPEC, birden fazla anatomik bolgede cok ¢esitli ekstraintestinal enfeksiyonlara
neden olabilir. Siklikla idrar yolu enfeksiyonuna (IYE), septisemiye, menenjite ve
ayrica yumusak doku hasaria neden olur. Insan ve hayvanlarda idrar yolu enfeksiyonu
ile iligkili Giropatojenik E. coli (UPEC), yenidogan menenjit ile iligkili E. coli (NMEC),
insan ve hayvanlarda sistemik enfeksiyona neden olan septisemik E. coli (SePEC), kus
kolibasillozuna neden olan kus patojenik E. coli (APEC) ve endometriyal patojenik E.
coli (EnPEC) patojenlerini igerir (24).
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Tablo 1: Gastroenterite sebep olan E. coli suslar1!>

ishalinin  yaygin

bir nedenidir

hiicre iskeletinde
degisiklikler

olusturur

Organizma Inkiibasyon Semptomlar Epidemiyoloji Patogenez Klinik Ozellikler
Periyodu
ETEC 24-72 saat Sulu Diyare Turist ETEC ince | Genellikle ani
Diyaresinin ~ en | bagirsakta baglayan ishale
yaygin nedeni 1stya  dayaniksiz | neden olur;
(HL) veya kusma nadirdir.
istya  dayanikli | Yenidoganlarda
(HS) ciddi
enterotoksinler enfeksiyonlara
tiretir. Toksinler neden olur.
hipersekresyona Yetiskinlerde,
neden olur. genellikle 1-3 giin
iginde kendi
kendini sinirlar.
EIEC 48-72 saat Dizanteri Ara sira dizanteri | Kolon Halzilik,
salginlar1  seyrek | mukozasinda basagrisi, karm
sporadik Shigelloza benzer | agris1 ve yiksek
enfeksiyon invazyon ates ile beraber
kanlt ishal,
Diskida  16kosit
bulunur
EHEC 24-72 saat Sulu, Kanli | Az pismis | Shiga Toksin | Kanli ishal,
Diyare Hamburger  ve | benzeri Toksinler | Hemorajik Kolit
Fast food iliskili | iiretir. ~ Sikhkla | ve HUS e neden
Kanli Diyare 0157 H7 Serotipi | olur. E. coli igin
Sorbitol  negatif
diski kiiltiiri
0157 H7 igin
antiserum  diger
serotipler igin
Enzim
Immunoassay
kullanilir.
EPEC Yavas Baslangicli | Sulu Diyare Gelismekte olan | EPEC mukozaya | 3-6 giin iginde
iilkelerde yapisarak halsizlik ve diyare
yenidogan epitel hiicreleri ile  baslar.5-15

giin iginde geriler.
Elektrolit

dengesizlikleri ve

diger
komplikasyonlar
6lme neden
olabilir.

Antimikrobiyal
tedavi 6nem

arzeder

11



2.2.2.2. Idrar yolu enfeksiyonu

Geng kadinlardaki idrar yolu enfeksiyonlarinin yaklasik olarak %90’ inindan E. coli
sorumludur. Semptomlar genellikle diziiri, piyliri, hematiiri ve idrar siklifinda artis
olmasidir. Ust iiriner sistem enfeksiyonlarmda yan agris1 da olabilir. idrar yolu
enfeksiyonlari; sepsis belirtileri ile bakteriyemiye de neden olabilir. Saglikli konakta
olusan, mesane veya bobregi de iceren birgok iiriner sistem enfeksiyonuna sinirh
sayida O antijen igeren serotip neden olur. Bu serotiplerin kolonizasyonunu ve
enfeksiyonunu kolaylastiran viriilans faktorleri mevcuttur. Bunlar tiropatojenik E. coli
(UPEC) olarak tanimlanmistir. Tipik olarak bu mikroorganizmalar sitotoksik olan ve
doku invazyonu yapan hemolizin adli toksini iiretir. Pyelonefrite de neden olan suslar
ise, K antijenini eksprese eder ve bir kan grubu antijeni olan P antijenine baglanan P
fimbriasina sahiptir. Son on yilda pandemik bir klon olan E. coli O25b/ ST131 6nemli
bir patojen olarak ortaya cikmistir. Bu organizma beta laktam antibiyotiklere,
florokinolonlara ve aminoglikozitlere karsi antibiyotik direncini kodlayan direng

faktorlerinin plazmit aracilt alinmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢cikmigtir (25).

E. coli genomlarinda otuz sekiz farkli CUP (chaperone—usher pathway) pilus operonu
tanimlanmistir ve tek bir UPEC tiirii, 12' den fazla farkli CUP pili kodlayabilir. Ancak,
CUP operonlari, farkli UPEC izolatlar1 arasinda tek tip degildir; baz1 operonlar UPEC'
lerin ¢ogunda bulunurken, bazilar1 ise sadece birka¢ susta bulunur. UPEC tarafindan
kodlanan ¢ok sayida CUP pili, bazilarinin 6zellikle mesane veya bobrek epitelinde
stereokimyasal 6zgiilliigli olan reseptorleri taniyarak alt ve iist liriner sistemdeki farkl
tropizmlere aracilik ettigi bilinen farkli adezinlerle kaphdir. Tip 1 pili ve P pili

bunlardan bazilaridir (26).

UPEC’ in 6nemli viriilans faktorleri genel olarak iki gruba ayrilabilir. Bunlar; bakteri
hiicre ylizeyinde bulunanlar ve salgilanan viriilans faktorleridir. Bakteriyel hiicre
yiizey viriilans faktorleri, cogunlukla tip 1 fimbria ve P fimbria gibi fimbrialari igerir.
Bu fimbrialar, konak hiicre ylizeyine yapismaya, doku invazyonuna, biyofilm
olusumuna ve sitokin salgilanmasina yardimci olur. Bakteriyel hiicre yiizeyi viriilans
faktorleri ayrica flajella, kapsiiler lipopolisakarit ve dis zar proteinlerini igerir.
Hemolizin ve sideroforlar (aerobaktin, enterobaktin) salgilanan viriilans faktorleridir.

Bu viriilans faktorleri, bakterilerin iiriner sistemde kolonize olmasinmi ve etkin bir
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sekilde isleyen konak savunma mekanizmasma ragmen varligini siirdiirmesini

saglamada 6nemlidir (27).

2.2.2.3. Sepsis ve neonatal menenjit

E. coli, 6zellikle yenidogan doneminde menenjite neden olan en yaygin gram negatif
mikroorganizmadir. E. coli’ nin neden oldugu menenjit vakalarinin ¢ogu hematojen
yayilimin bir sonucu olarak gelisir, ancak dolasimdaki E. coli’ nin kan-beyin bariyerini
nasil gectigi tam olarak anlasilamamustir. E. coli serotiplerinin bollugu g6z Oniine
alindiginda, yenidogan menenjitinden elde edilen izolatlar arasinda K1 kapsiiler
polisakkarit iceren E. coli suslarmin baskin olmasi (yaklasik %80) dikkat cekicidir
(28). K1, fimbrial adhezin S (sfaS) , invazin IbeA (ibeA) ve sitotoksik nekrotizan
faktor (cnfl) gibi birkag spesifik viriilans faktorii kan beyin bariyeri penetrasyonunu

kolaylastirmaktadir (28- 36).

Septisemik suglara 6zgii sekanslarin cogu sadece birkag susta ortaya ¢ikmis olsa da,
tim suslarda bulunan birka¢ gen bulunmaktadir. Bu yaygin viriilans faktorleri
enfeksiyon siireci i¢in gereklidir (37). Bu faktorlerin ¢ogu, septisemik suslarin
cogunda bulunan bir plazmid olan ColV iizerinde kodlanmistir. ColV plazmitleri,
demir alim sistemini kodlayan genlerin yani sira serum direncini kodlayan genleri de

tasir (38) .

Septisemik suslarda bol miktarda bulunan bagka bir demir alim sistemi, patojenik
Yersinia' ya 6zgii HPI' da (high pathogenicity island) bulunan sisteme benzer bir yap1
gostermektedir. Septisemik suslarin HPI ile kodlanmis demir alim sistemi, siderofor
yersiniabactinin biyosentezi i¢in genleri ve onun reseptdriinii kodlayan genleri
icermektedir (39, 40). Birka¢ septisemik susta bulunan ek demir alim sistemleri

arasinda, hemin reseptdrii olan ChuA ve sitABCD sistemi bulunmaktadir (41, 42).

E. coli’ nin serum igerisinde yasamasi i¢in gerekli olan ana bakteriyel bilesenler,
kapsiiller ve lipopolisakkaritlerdir (LPS). Septisemik suslar, bu iki viriilans faktorii
acisindan son derece yiiksek bir ¢esitlilik gostermektedir. Yirmiden fazla LPS serotipi
ve cesitli polisakkarit kapsiiller icerirler. K1 gibi polisakkarit kapsiillerin serum
koruyucu oldugu kabul edilir. Bununla birlikte, bir¢ok septisemik sus, herhangi bir

polisakarit kapsiilii iiretmez (37).
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Simdiye kadar 6karyotik hiicrelere baglanma i¢in 6nemli olarak tanimlanan tek gen,
curli liflerini kodlayan gendir. Curli lifler, laboratuvar suslar1 da dahil olmak tizere
bircok patojenik E. coli izolati tarafindan eksprese edilen ince agregatif yiizey
lifleridir. Adherandirlar ve laminin, fibronektin, plazminojen ve major
histokompatibilite kompleksi (MHC) sinif I molekiilleri dahil olmak iizere bir¢cok
konak molekiiliinii baglarlar. Curli liflerinin, muhtemelen fibronektine baglanmalari
yoluyla E. coli tarafindan 6karyotik hiicrelerin tutulmasinda rol oynadig1 gosterilmistir

(43).

ETT2sepsis, bircok septisemik E. coli susunda korunmus, biiyiik bir delesyon iceren
dejenere bir operondur ve sepsis gelisimi i¢in gereklidir (44). ETT2 sepsis, viriilansla
ilgili bakteri proteinlerinin konakei hiicrelere yer degistirmesine aracilik eden
karmasik bir aygit1 kodlayan tip III sekresyon sistemleri grubuna aittir. Yersinia ve
enteroagregatif E. coli dahil olmak tizere birgok gram negatif bakterinin patogenezinde
onemli bir rol oynarlar. Septisemik E. coli suslarinda, O157 susunun ETT2' sine (E.
coli tip III salgilama sistemi 2) homolog tip III salgilama sisteminin bir versiyonu

bulunabilir (45, 46).

2.2.3. Escherichia coli’ nin antibiyotik diren¢ mekanizmalari

GSBL iireten Enterobacterales liyeleri, 6zellikle E. coli ve K. pneumoniae (Klebsiella
pneumoniae), yuksek mortalite, artan hastanede kalis siiresi ve yiiksek maliyet ile
iliskilidir. Ote yandan, bu izolatlarda yaygin antibiyotik kullanimina bagl ¢oklu ilag
direnci giderek artmaktadir (59).

Enterobacterales ailesi liyelerinde gelisen ¢oklu ilag direnci farkli mekanizmalar ile
ortaya c¢ikabilir. Diren¢ mekanizmalari; karbapenemazlar, genisletilmis spektrumlu
beta laktamazlar (GSBL), aminoglikozid degistirici enzimlerin (AME) sentezi,
kinolon direncine neden olan enzimlerde modifiye edici mutasyonlar ve porin-effluks
mekanizmalarindaki degisiklikler olarak siralanabilir. E. coli ve Klebsiella igin direng
hemen hemen her zaman plazmit araciligiyla kazanilir. Porin ve akig aracili
mekanizmalarin katkis1 ihmal edilebilir diizeydedir. E. coli ve Klebsiella’ nin sahip
oldugu MDR fenotipinin ayirt edici 6zelligi, ayn1 direng plazmiti tizerinde bir AME,
bir kinolon direng¢ determinanti ve bir GSBL kodlayan genin birlikte transferidir (51).
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2.2.3.1. GSBL (Genisletilmis spektrumlu beta-laktamazlar)

Enterobacterales ‘in genisletilmis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) iireten iiyeleri,
sefalosporinlere, penisilinlere ve aztreonama direnglidir. Ayrica aminoglikozitlere,
trimetoprim-siilfametoksazole ve kinolonlara da direnglidirler (47). GSBL iireten E.
coli, diinya ¢apinda toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin énemli bir nedeni

olarak ortaya ¢ikmigtir (48).

GSBL’ ler; A, B, C ve D enzimleri olmak iizere dérde ayrilir. A, D ve C simiflarinin
enzimlerinin aktif bolgeleri serin enzimleridir, B smifi enzimler ise Zn-
metalloenzimlerdir. TEM, SHV ve CTX-M, A smifi GSBL' lerdir (49). Tiirkiye'de en
yaygin GSBL'ler CTX-M enzimleridir ve bunu TEM ve SHV izlemektedir (50) .

TEM Tip GSBL

Temorina Escherichia coli Mutant (TEM) tip1 ilk olarak Yunanistan' da E coli’ den
izole edilmis, ilk hastanin adi olan 'Temoniera' ve izole edildigi organizma ile
isimlendirilmistir. (52) A sinift GSBL' lere aittir ve ampisilin, penisilin, sefalotin ve
sefaloridin gibi birinci nesil sefalosporinlere karsi dirence neden olur (53). Enzim,
giiniimiizde hidrolitik yeteneklerini, blaTEM-1 yapisal genindeki mutasyon nedeniyle
genis spektrumlu sefalosporinler ve aztreonami da icine alacak sekilde genisletmistir.
TEM-1 ve TEM-2 en sik izole edilen tiirevlerdir. Cogunlukla E. coli ve K.
pneumoniae' da bulunurlar. Gilinlimiizde diinya ¢apinda tanimlanmis 200" den fazla

TEM tiirevi vardir (54).

SHV Tip GSBL

Siilfhidril Varyanti (SHV) adini, aktivitesinin bagli oldugu siilthidril substratindan
almistir. SHV baslangigta penisilin ve 1. nesil sefalosporinlere direngli iken, blaSHV-
1 yapisal genindeki mutasyon, hidrolitik yeteneklerini genis spektrumlu
sefalosporinleri ve monobaktamlar1 da kapsayacak sekilde genigletmesine neden
olmustur. Gilinlimiizde diinya c¢apinda bildirilen 190" dan fazla SHV tiirevi

bulunmaktadir (54).

CTX-M Tip GSBL
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Sefotaksimaz-Miinih (CTXM) tipi A Sinifi GSBL' lere aittir ve ilk olarak 1989' da
Almanya'da izole edilmistir, ancak daha sonra 2000 yilinda Tzouvelekis tarafindan
tanimlanmistir (55). Ismi, sefotaksimi hidrolize etme yeteneginden tiiretilmistir, ancak
su anda 2. , 3. ve 4. nesil sefalosporinleri ve monobaktamlar1 da hidrolize
edebilmektedir (56). Bu enzimler, yatay bir gen transferinden ve ardindan Klyuvera
askorbat’” 1m kromozomal AmpC beta laktamazindan gelen mutasyondan
kaynaklanmistir (57). CTXM-15, diinya ¢apinda en yaygin bulunan GSBL tipi olarak
tanimlanmaktadir (58). Giiniimiizde diinya ¢apinda bildirilen 170" in tizerinde CTX-M

tiirevi vardir (54).

2.2.3.2. Karbapenem Direncli Enterobacterales (KRE)

Karbapenemazlar, ¢ok yonlii hidrolitik kapasitelere sahip beta laktamazlardir.
Penisilinleri, sefalosporinleri, karbapenemleri ve monobaktamlar1 hidrolize etme
yetenegine sahiptirler. Bu beta laktamazlar1 {ireten bakteriler, karbapenemaz
enzimlerinin bir¢ok beta laktami etkisiz hale getirdigi kritik enfeksiyonlara sebep
olabilir. Karbapenemazlar, molekiiler sinif A, B ve D beta laktamaz sinifina aittirler.
A ve D smifi enzimler serin enzimi bazli hidrolitik mekanizmaya sahipken, B sinifi
enzimler aktif bolgesinde ¢inko bulunduran metallo beta laktamazlardir. GES, SME,
IMI, KPC ve NMC ailelerinin tiyeleri A sinifi karbapenemaz grubunda bulunurlar. D
siufi karbapenemazlar, Acinetobacter baumannii' de genellikle tespit edilen OXA tipi
beta laktamazlardan olusur. IMP, VIM, SIM, GIM ve SPM aileleri Metallo-f-laktamaz
grubuna dahildirler. Temel olarak P. aeruginosa’ da saptanmiglardir; ayn1 zamanda,
Enterobacterales ailesindeki bu beta laktamaz grubu ile ilgili diinya ¢apinda artan

sayida rapor bulunmaktadir (64).

Karbapenem grubu antimikrobiyaller genellikle diger antibiyotiklere direngli siddetli
bakteriyel enfeksiyonu bulunan hastalarin tedavisinde kullanilan etkinligi kanitlanmis
en giiclii antimikrobiyal ajan grubu olarak kabul edilir. Son zamanlarda
Enterobacterales tiirleri arasinda KRE oranlarindaki artis onemli bir endise
kaynagidir. KRE oranlarindaki bu artis cogunlukla beta laktamazlarin 6zel bir grubu
olan karbapenemazlarin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasiyla olusmustur. Karbapenemleri
hidrolize edebilen karbapenemaz iireten suslarin ¢ogu karbapenemlere direnglidir (60).

Ug grup karbapenemaz KPC, NDM ve OXA-48 giiniimiizde epidemiyolojik ve klinik
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Oneme sahip ii¢ ana beta laktamaz olarak kabul edilmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde KPC enzimi, KRE suslar tarafindan en yaygin iretilen
karbapenemazdir (61). KPC' nin Amerika Birlesik Devletleri'nde ve baska yerlerde
artisina paralel olarak, bir bagka karbapenemaz grubu olan OXA-48, 2000' 11 yillarda
Akdeniz iilkelerinde ortaya ¢ikmis ve yayilmistir (62).

Enterobacterales iiyeleri arasinda B Sinifi karbapenemazlarin son zamanlarda
yayilmasi, panrezistan patojenlerin habercisidir. NDM, VIM ve IMP tipindeki B Sinifi
karbapenemazlar, E. coli ile Klebsiella arasinda giderek daha fazla rapor edilmektedir.
OXA-48 ailesi, Enterobacterales familyasi igerisinde en sik gozlenen OXA tiirii
karbapenemaz ailesidir. OXA-48 enzimlerinin ilk kez tespit edilip, rapor edildigi yer
Tiirkiye’dir. Bu enzimler zayif karbapenemazlardir. Bununla birlikte, ¢esitli hidrolitik
yeteneklere sahip OXA-48 mutantlar1 da tanimlanmistir. OXA-48 ailesi enzimlerine
sahip suglar c¢ogunlukla sefepim ve seftazidime benzer genis spektrumlu
sefalosporinlere karsi duyarlilik gosterirler (51). Plazmitler yoluyla hizli yayilma
potansiyeli olan ¢esitli karbapenemazlar KPC ve NDM tipi karbapenemazlar da dahil
olmak tizere Tirkiye'den giderek daha fazla bildirilmektedir (63).

2.2.3.3. Aminoglikozid direnci

Amikasin ve tobramisin de dahil olmak iizere aminoglikozitler, ¢oklu ilaca direncli
gram negatif basillere kars1 kullanim i¢in hala giiclii ajanlardir. Aminoglikozitlere
karst en yaygin direng¢ mekanizmalarindan biri, aktariminda esas olarak biiyiik
plazmitlerin aracilik  ettigi aminoglikozit asetiltransferazlar, aminoglikozit
fosforilazlar ve aminoglikozit adeniltransferazlar gibi aminoglikozid modifiye edici

enzimlerin (AME) {iretimidir (65).

Aminoglikozid modifiye edici enzimler genellikle plazmid ile kodlanir, ancak ayni
zamanda transpozonlar ile de iliskilidirler. Plazmid degisimi ve transpozonlarin
yayilmasi, yalnizca belirli bir tiir icinde degil, ayn1 zamanda ¢ok c¢esitli bakteri tiirleri
arasinda ilaca direngli bir fenotipin hizli bir sekilde edinilmesini kolaylastirmaktadir.
Epidemiyolojik arastirmalarda, aminoglikozid direng mekanizmalar1 ilk olarak klinik
olarak kullanilan ve bu enzimlere kars1 spesifik duyarliliga sahip deneysel izolatlarin

aminoglikozitlerden olusan bir panele duyarlilig1 incelenerek belirlenmistir (72).
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Aminoglikozitlerin sitoplazmik (i¢) zar boyunca taginmasi elektron taginmasina
baglidir ve enerjiye baglh faz I (EDP-I ) olarak adlandirilir. Hiz sinirlayicidir ve iki
degerlikli katyonlar, hiperosmolarite, diisiik pH ve anaerobiyoz tarafindan bloke veya
inhibe edilir. Sitozolde aminoglikozitler, yine enerjiye bagli bir siirecle (enerjiye
bagimh faz II [EDP-II]) ribozomlarin 30S alt birimine baglanir. Aminoglikozid
degistirici enzimler, spesifik amino veya hidroksil fonksiyonlarinin kovalent
modifikasyonunu katalize ederler. Bu da ribozomlara zayif baglanan olarak
degistirilmis bir ilaca yol acar. Bu durum ise ¢ogu zaman yiiksek diizeyde direng ile

sonuglanir (70, 71).

Ribozomal baglanma bolgelerinin degistirilmesi, sadece streptomisine karst 6nemli
bir dirence neden olmaktadir. Tiim aminoglikozitleri etkileyebilecek diger ana
mekanizma ise ilacin bakterilerde aliminin ve/veya birikiminin azaltilmasidir. E. coli'
de neomisin, kanamisin ve higromisin A i¢in aktif effluks kanitlanmistir (66, 67).
Coklu ilaca direng proteinleri ailesinin bir {iyesi olan protein Mdfa bu siirecte rol

almaktadir ancak klinik 6dnemi hala belirsizdir (68, 69).

2.2.3.4. Kinolon direnci

E. coli, hedef enzimleri degistirerek, ilacin hiicreye girisini engellemek icin
gecirgenligini azaltarak veya ilaci aktif olarak hiicre digina pompalayarak kinolonlara
karst direngli hale gelebilir. Tiim bu direng mekanizmalari, yiliksek diizeyde
florokinolon direncinde rol oynayabilir, ancak hedef bdlge mutasyonlari en onemli
mekanizmadir. Tiim kinolonlar ayni mekanizmaya sahip oldugundan, smifin bir
iyesine karsi direng, ayn1 zamanda ailenin tiim tiyelerine kars1 azalmig duyarliliga yol

agmaktadir (73).

2.2.3.5.Tigesiklin direnci

Minosiklin tiirevi olan tigesiklin, glisilsiklinler olarak isimlendirilen yeni bir
tetrasiklin antibiyotik grubunun tibbi olarak onaylanmis ilk temsilcisidir (74, 75).
Tigesiklin, 30S alt biriminin ribozomal A bdlgesine baglanan ve translasyonu
engelleyen genis spektrumlu bakteriyostatik bir antimikrobiyal bilesiktir (76-78).

Penisiline direngli Streptococcus pneumoniae, MRSA, GSBL iireten bakteriler ve
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VRE suslarina karsi etklidir (79). Ayrica, Yeni Delhi metallo-p-laktamaz-1 (NDM-1)

eksprese eden bakterileri tedavi etmek i¢in son secenek ilaglardan biridir (80).

Son yillarda GSBL ve karbapenemaz iireten E. coli' nin ortaya ¢ikmasi ile tedavi
seceneklerinin azalmistir (81, 82). NDM-1 pozitifligi durumunda kolistin ve tigesiklin
son secenek ilaglar olarak kullanilabilmektedir (83, 84). Avrupa’ da, E. coli suslarinda
tigesikline diren¢ ¢ok diisiiktiir (80). Ancak Tigesiklin Degerlendirme Siirveyans
Denemesi sirasinda toplanan bazi izolatlar, birka¢ Avrupa iilkesinde tigesiklin MIK

(minimal inhibitér konsantrasyon) degerlerinin arttigini1 gostermektedir (85).

Enterobacterales tiyelerindeki dirence, belirli diizenleyici lokuslar tarafindan kontrol
edilen effluks pompalarinin ekspresyon artisinin neden oldugu diisiiniilmektedir (86,
87).Ayrica tigesikline azalmig duyarlilik gosteren suglarda, AcrAB effluks sisteminin
ve porin OmpF' nin ekspresyonunu etkileyen global bir aktivatdr olan marA' nin artan

ekspresyonu saptanmistir (86).

2.2.3.6. Kolistin direnci

Bakterilerde polimiksinlere direng, yaygin olarak lipopolisakarit molekiiliinii dis zara
sabitleyen ve polimiksin afinitesinde azalmaya neden olan lipid A' nin
modifikasyonundan kaynaklanir. Giiniimiize kadar raporlanan tiim polimiksin direng
mekanizmalart; lipid A modifikasyonuna neden olan, iki bilesenli diizenleyici
sistemleri kodlayan genlerdeki SNP’ ler (single nucleotide polymorphisms) de dahil
olmak iizere (pmrAB, phoPQ gibi) kromozomal olarak gerceklesmistir (88). Ancak
yakin zamanda E. coli ve K. pneumoniae' da mcr-1 olarak adlandirilan plazmit aracili

kolistin diren¢ mekanizmasinin ilk vakasi bildirilmistir (89).

2.2.4. MDR E. coli izolatlarinda tedavi secenekleri

MDR E. coli suslar1 genellikle ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC) grubuna
aittir. MDR E. coli; tedavi segeneklerini azaltarak, enfeksiyonlarin tedavisinde artan
problemlere yol agmaktadir (90). Antibiyotik direncine karsi savasmak i¢in, daha
giiclii antibiyotikler kullanilarak yapilan tedavi veya birden fazla antibiyotigin
kombinasyon tedavisi gibi tarihsel stratejiler uygulanmaktadir (91). Ornegin

aminoglikozitler, tigesiklin ve polimiksinler (kolistin veya polimiksin B) ciddi
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enfeksiyonlarda MDR E. coli tedavisinde kullanilir (92). Peroral fosfomisinin GSBL
iireten E. coli’ nin neden oldugu IYE tedavisinde miikemmel aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur (91). Bununla birlikte Lactobacillus crispatus CTV05 gibi ¢esitli tiirler,
E. coli' ye karst antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Mikrobiyotay1r koruyarak
enfeksiyonlarla savagmak ve boylece antibiyotik direncini 6nlemek yeni bir alternatif

yaklagim olmustur (93).

2.3. Fosfomisin

Son yillarda siirekli artis gosteren MDR bakteri sayisi, bu bakteriler tarafindan
olusturulan enfeksiyonlar i¢in antibiyotik tedavilerinin yeniden degerlendirilmesi
ithtiyacin1 dogurmustur. Fosfomisin, giiniimiizde bu tiir enfeksiyonlar i¢in alternatif
olabilecek bir tedavi secenegi olarak yeniden degerlendirilmektedir. Fosfomisin ilk
olarak 1969 yilinda Streptomyces tiirlerinin kiiltiirlerinden kesfedilmistir. Orijinal
olarak fosfonomisin olarak adlandirilmistir. ilk yillarda menenjit de dahil olmak iizere
ciddi enfeksiyonu olan bir¢ok hastaya, fosfomisin parenteral olarak uygulanmistir.
Coklu ilaca direngli bakteriyel enfeksiyonlarin, ndtropenisi ve atesi bulunan pediatrik
onkoloji hastalarinin tedavisinde diger antibiyotiklerle kombinasyon halinde
fosfomisin kullanimi bu ajana dikkatleri ¢cekmistir. Fosfomisin genis bir antibakteriyel
spektruma sahiptir; VRE, MRSA ve bircok gram negatif bakteri lizerine hizli
bakterisidal etkiye sahiptir. Uzun serum yarilanma dmriine sahip olan fosfomisin, oral
uygulama sonrasinda idrarda yliksek konsantrasyonlara ulastigindan; Enterococcus
faecalis ve E.coli’ nin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonlarmin tedavisindetek doz

olarak uygulanabilmektedir (94).

2.3.1. Fosfomisin’ in kimyasal yapisi ve uygulanan formlari

Fosfomisin, bilinen diger herhangi bir antibakteriyel ajanla kimyasal olarak ilgisi
olmayan benzersiz bir antibiyotiktir. Son derece diigiik molekiiler agirliga sahip bir
fosfonik asit tiirevidir ve proteinlere neredeyse hi¢ baglanma gostermez. Ampirik
formiilit C3H704P-C4H11NO3'tiir ve kimyasal yapis1 asagidaki sekilde gosterilmistir
(Sekil 1) (96).
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Sekil 1: Fosfomisin® in Kimyasal Yapis1 9

Fosfomisin iki oral formiilasyonda mevcuttur; fosfomisin trometamin (es anlamlisi
trometamol) ve sentetik olarak hazirlanan fosfomisine gore gelistirilmis
biyoyararlanimi ile ¢6ziiniir bir tuz olan fosfomisin kalsiyum. Fosfomisin trometamin,
fosfomisin kalsiyuma kiyasla kana daha kolay emildiginden, fosfomisinin oral
uygulamasi i¢in tercih edilen formiilasyondur. Ayrica fosfomisin disodyum olarak

intravendz bir formiilasyon da mevcuttur (96).

2.3.2.Etki Mekanizmasi

Streptomyces wedmorensis, Streptomyces viridochromogenes ile Streptomyces
fradiae bakterilerinin fermantasyon TUriinii olan fosfomisin bir fosfoenolpiruvat

analogudur (95).

Fosfomisin bakteriyel fimbria sentezini ve motilitesini azaltarak antibakteriyel etki
gosterir. Gram negatif ve gram pozitif patojenlerin; {iriner sistem epiteline, iiriner
kateterlerin i¢ tabakasmma yapismasini dolayisiyla kolonizasyonunu da engeller,
inhibitor konsantrasyonlarin altinda da adezyon Onleyici etki yaratabilir. Adezyon
0zelligi bakterilere hiicre ylizeyine tutunma, idrar akigina direnme, mesane yiizeyinde
birikkme ve dokulara girme yetenegi kazandirir; bu Ozellik, alt iiriner sistem
enfeksiyonununun patogenezinde anahtar faktor olarak rol alir. Fosfomisin, biyofilm
tabakalarindan da gecerek mikroorganizmalar iizerinde etki etmeye devam eder.
Diisiik inhibitor konsantrasyonlarda dahi fosfomisinin, E. coli’ nin plazmitleri transfer
etme ve patojenite ile ilgili enzimleri iiretme yetenegini engelledigi da gosterilmistir

(94).

Fosfomisin, fosfoenolpiruvat sentetaz iceren ilk basamagi inhibe ederek gram negatif

ve gram pozitif bakterilerde hiicre duvar1 sentezini bloke eden bakterisidal etkili bir
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antimikrobiyaldir. Fosfomisin, duyarli bakteri hiicrelerine iki farkli tagima sistemi
aracilifiyla girer: yapisal olarak islevsel bir 1-a-gliserofosfat tagima sistemi (GlpT) ve
heksoz-fosfat alim sistemi (UhpT). Peptidoglikan sentezini N-asetilmuramik asit

olusumunu bloke ederek inhibe eder.

Fosfomisinin, ¢ok ¢esitli gram negatif ile gram pozitif bakterileri kapsayan genis bir
etki spektrumu mevcuttur. Essiz etki mekanizmasi, beta-laktamlar, aminoglikozitler
ve florokinolonlar da dahil olmak iizere diger antibiyotiklere sinerjik bir etkilesim

saglayabilir (96).

Fosfomisin, lenfosit, monosit ve nodtrofil  fonksiyonunu  degistirerek
immiinomodiilator etkiler gostermektedir. Akut inflamatuar sitokin yanitini in-vitro ve
in-vivo ortamda etkilemektedir. Interlokin-1p (IL-1B) , Tiimér nekrozis faktor alfa
(TNF-a) ve IL-1a iiretimini baskilarken, IL-10 iiretimini arttirmaktadir. Fosfomisin,
kronik hemodiyaliz uygulanan ve renal transplantasyon alicist hastalarda bile
patojenlerin nétrofil aracili fagositozunu arttirir ve diger antimikrobiyallere kiyasla

notrofillerin bakterisidal yeteneklerinin de artmasina neden olur (102).

Staphylococcus saprophyticus, Stenotrophomonas maltophilia, Mycobacterium
tuberculosis, Burkholderia cepacia, Acinetobacter spp. , Staphylococcus capitis ve

Pseudomonas spp. fosfomisine dogal olarak direnclidir (102).

2.3.3. Farmakokinetik ve farmakodinamik o6zellikler

Fosfomisin, oral uygulamayi takiben hizla emilir ve serbest asit olan fosfomisine
dontstiiriiliir. Biyoyararlanim fosfomisin trometamin i¢in yaklasik %40 olmasina
karsilik fosfomisinin kalsiyum tuzu i¢in %12' dir. Fosfomisin trometaminin %30-60 "1
idrarla degismeden atilmakta buna karsin, fosfomisinin kalsiyum tuzu %9-18' i
degismeden atilmaktadir (97). Fosfomisinin renal eliminasyon oran1 %95' tir. Tiibiiler
sekresyon olusmaz. Fosfomisin, 4 ila 8 saat arasinda degisen nispeten uzun bir
eliminasyon yar1 dmriine sahiptir (98). Fosfomisin, serum, bobrekler, mesane duvari,
prostat, akcigerler, kemik, beyin omurilik sivisi, apse sivist ve kalp kapakgiklarinda
klinik olarak anlamli konsantrasyonlara ulasarak dokularda iyi bir dagilima sahiptir.
Fosfomisin, inflamasyonlu meninkslerin varliginda beyin omurilik sivisina (BOS) ve

dokulara yeterince niifuz eder (96).
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2.3.4. Etki spektrumu

Fosfomisinin antimikrobiyal aktivitesi oldukca genistir. Fosfomisin, metisiline
duyarli Staphylococcus aureus (MSSA), sefalosporin ve / veya penisiline direngli
Streptococcus pneumoniae, MRSA ve VRE tiirleri gibi gram pozitif koklara karsi
miitkemmel bir bakterisidal aktivite gosterir, Fosfomisin ayrica Neisseria meningitidis,
E. coli, K. pneumoniae, Proteus mirabilis, Citrobacter spp, Enterobacter tiirleri,
Shigella spp, Serratia marcescens, ve genellikle < 64 pg/ml fosfomisin
konsantrasyonlarinda inhibe edilen Salmonella typhi gibi birgok gram negatif
bakteriye kars1 ¢ok iyi aktivite gosterir. P. aeruginosa ve Acinetobacter baumannii
izolatlar1 genellikle fosfomisine direnglidir. Ancak fosfomisin, beta laktam
antibiyotikler (sefepim, aztreonam veya meropenem) veya aminoglikozitler gibi diger

antibiyotiklerle kombinasyon halinde etkili olabilir (96).

Fosfomisinin aminoglikozidlerle kombinasyonlari, diger siniflardan antibiyotikler ile
kombine kullnimlar1 karsilastirildiginda daha yiiksek bakterisidal etkiler gdstermistir.
Bu, antibiyotige diren¢li patojenlerin yonetiminde c¢ok hedefli bir mekanizmanin
roliinii gostermektedir. K. pneumoniae, P. aeruginosa ve E. coli dahil olmak iizere
MDR bakteriyel izolatlarina kars1 fosfomisin ve aminoglikozitlerin (amikasin veya

gentamisin) kombinasyon tedavileri i¢in benzer bulgular bildirilmistir (101).

2.3.5. Fosfomisin duyarhlik testleri

Gram pozitif ve gram negatif bakterilerin fosfomisine in-vitro duyarliliklarini
belirlemek i¢in agar dillisyon, broth diliisyon ve disk difiizyon yoOntemleri
kullanilmaktadir (99). Genellikle aerobik atmosferde 35-37 °C' de 25 pg/ml glukoz-6-
fosfat eklenmis Mueller—Hinton agar veya broth kullanilarak agar veya broth diliisyon

testi 6nerilmektedir (100).

MDR gram negatif patojenler icin agar diliisyon, disk difiizyonu ve Epsilometer test
karsilastirildiginda, disk difiizyonunun Acinetobacter baumannii ve Enterobacterales
icin diislik performans gosterdigini ve Epsilometer test' in test edilen tiim patojenler

icin kotii performans gostermistir (102).

2.3.6. Fosfomisin diren¢ mekanizmalari
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2.3.6.1.Fosfomisin Tastyict Sistemlerindeki Degisiklikler

E. coli gibi yaygin olarak fosfomisine duyarli bakterilerde, bakteri i¢ine fosfomisine
giris araci olarak kullanilan alim sistemlerinde mutasyonlar meydana geldiginde
direng gelismektedir (103). Fosfomisin tastyicilarini kodlayan kromozomal glpT ve
uhpT genlerindeki mutasyonlar, fosfomisin alimmin bloke edilmesine veya

azalmasina neden olmaktadir (104, 105).

cyaA ve ptsl genlerindeki mutasyonlar ise (diisiik cAMP seviyeleri ve fosfomisin
tagtyicilarinin asagi regiilasyonu ile sonuclanmaktadir) da tanimlanmis ve pilus
biyosentezinde ve epitel hiicrelerine yapisma kabiliyetinde bir azalma ile

iliskilendirilmistir (104, 106).

2.3.6.2. MurA mutasyonlari

MurA' daki mutasyonlar, enolpiruvil transferazin fosfomisin i¢in daha diisiik afinitesi
ile sonuglanir (107). Enolpiruvil transferazin fazla miktarda eksprese olmasi da

fosfomisin direnci ile iliskilidir (105).

2.3.6.3. Enzimatik inaktivasyon

Bir¢ok fosfomisin modifiye edici enzim tanimlanmistir. Ik tanimlanan (1988' de)
FosA (glutatyon S-transferaz), Enterobacterales ailesinde plazmitler yoluyla aktarilan
bir metalloenzimdir. Aktif olmayan bir eklenti ile glutatyon ve fosfomisin arasindaki
reaksiyonu katalize eder. Genin benzer yapiya sahip yeni alt tipleri tanimlanmistir
(fosA2, fosA3, fosA4 ve fosAS). Plazmitlerde birlikte aktarilan, blaSFO-1, blaCTX-
M, blaCMY, blaNDM, blaOXA, blaKPC, blaAmpC, blaTEM, blaSHV, gyrA, parC,
parE, sull, sul2, strA, strB, aac(6')-Ib, aadA, tetA(A), dfrA7, mphA, mera, rmtB,
aphA6 ve floR genlerinin beta laktamlara, kinolonlara, aminoglikozidlere,
makrolidlere, siilfonamidlere ve tetrasiklinlere kars1 diren¢ kazandirdig: bildirilmistir

(102).

FosB, gram pozitif bakterilerde ( Staphylococcus spp. , Enterococcus spp.' de ve
kromozomal olarak Bacillus subtilis' te kodlanan plazmit) sistein ve fosfomisin
arasindaki reaksiyonu katalize eden benzer bir enzimdir (aminoasit dizisi FosA'

ninkiyle %48 oraninda benzerdir) (102). FosX, fosfomisinin su ile reaksiyonunu
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katalize eden Listeria monocytogenes' in bir kromozomal enzimidir (108).
Pseudomonas syringae' da bulunan FosC, ATP ile fosforilasyonu katalize eden

glutatyon S-transferaza benzer bir enzimdir ve fosfomisinin inaktivasyonuna neden

olur (109).

Fosforilasyon yoluyla fosfomisin yap1 bozukluguna neden olan kinazlar (yapisal ve
islevsel olarak FosC ile iligkili olan FomA ve FomB) Streptomyces spp. ve nadiren

P.aeruginosa’ da tanimlanmistir (110).

2.3.7. Fosfomisinin klinik kullanimi

2.3.7.1. Iv fosfomisin

Falagas ve ark.’ lari, intravendz fosfomisin uygulamast ile ilgili olarak gram pozitif
ve gram negatif bakteriler ile enfekte olan 1604 hastay1 incelemistir (pndmoni,
osteomiyelit, obstetrik ve jinekolojik enfeksiyonlar, artrit, sepsis, cervical lamfadenit,
peritonit, burun ve bogaz enfeksiyonlari, g6z enfeksiyonlari, diyabetik ayak
enfeksiyonlart ve tifo atesi). Hastalar tek basina veya diger antibiyotiklerle
kombinasyon halinde intravendz fosfomisin ile tedavi edilmistir. Tedavi protokolii

hastalarin % 81. 1' inde basarili olmustur (111).

Son zamanlarda, MRS A, VRE ve MDR gram negatif bakteriler, 6zellikle karbapenem
direncli K. pneumoniae kaynakli sepsis veya nosokomiyal enfeksiyonlar1 olan kritik
hastalarda, benzeri olmayan etki mekanizmasi ve aminoglikozitler veya kolistin
tarafindan indiiklenen nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkisi nedeniyle intravendz
fosfomisin uygulanmistir. Michalopoulos ve ark.® lari, karbapenem direngli K.
pneumoniae’ min neden oldugu yogun bakim iinitesi kaynakli enfeksiyonlarda
fosfomisinin etkinligini ve giivenligini incelemistir. Fosfomisinin, 6zellikle diger
antibiyotiklerle kombinasyon halinde eriskin hastalarda karbapenem direngli K.
pneumoniae'’ ya bagh enfeksiyonlarin tedavisinde bir alternatif olarak
diisiiniilebilecegi sonucuna varmiglardir. Veriler ayrica fosfomisinin intravendz

formiilasyonunun goz enfeksiyonlari i¢in faydali olabilecegini diisiindiirmektedir (96).

25



2.3.7.2. Oral fosfomisin

Fosfomisin esas olarak, 6zellikle E. coli ve Enterococcus faecalis' in neden oldugu ve
direngli gram pozitif ve gram negatif bakterilere bagli nozokomiyal enfeksiyonlarin
tedavisinde diger antibiyotiklerle kombinasyon halinde {iriner sistem
enfeksiyonlariin tedavisinde kullanilir. Cogu Avrupa tilkesinde, oral fosfomisin uzun
yillardir, 6zellikle komplike olmayan sistit tedavisinde kullanilmaktadir. Tek doz
fosfomisin trometamin, 1-3 giin boyunca idrarda terapotik bir konsantrasyon olusturur.
Karsilastirmali klinik deneyler, 3 g tek doz fosfomisin trometaminin, IYE' leri tedavi
etmek i¢in kullanilan nitrofurantoin, norfloksasin ve trimetoprim/stilfametoksazol gibi
standart ajanlarin 7-10 giinliikk tedavi rejimleri kadar klinik olarak etkili oldugunu
gostermektedir. Fosfomisin trometamin iyi tolere edilir ve gebelik sirasinda kullanim

icin gilivenlidir (96).

2.4. Antibiyotik Duyarhhk Testleri
2.4.1. Gradient difiizyon testi ( Epsilometer test)

Gradient difiizyon testinde, emdirilmis antimikrobiyal igeren seritler ile kullanilir.
Agar ylizeyine yerlestirilen seritler, antibiyotigin besiyerine yayilimi agisindan disk
difiizyon testi ile ayni prensiplerden yararlanir, ancak MIK degerleri, test edilecek
antibiyotigin bir gradyani uygulanarak saptanir. Seritteki antibiyotik gradyani, artan
sayida kiigiik nokta tizerinde tekrarlanan dizilerde 15 farkli antimikrobiyal
konsantrasyonu uygulanarak yapilmistir. Stripin inokiilasyon ortamina yerlestirilmesi,
antibiyotigin agar iizerinde, seridin bir ucundan diger ucuna, diisiik konsantrasyondan
yiiksek konsantrasyona dogru yayilmasma neden olur. MIK, biiyiime inhibisyon
bolgesinin seridin kenariyla kesistigi seridin iist tarafinda basili dogrusal olgekte

okunur.

2.4.2. Disk difiizyon yontemi

Bu yontem, kullanim kolaylig1 ve diger yontemlerle kiyaslandiginda daha diisiik
maliyetli olmasi nedeniyle halen yaygin olarak kullanilmaktadir. Seyreltme

yontemlerinden farkli olarak, bir MIK degeri saptanamaz, ancak duyarlilik
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kategorisini tahmin etmek igin ilag inhibisyon bodlgesinin cap1 ayni susun MIK

degerleriyle karsilagtirilir.

E. coli suslar i¢in 50 pg Glukoz 6 fosfat igeren 200 pg fosfomisin igeren diskler ile
disk difiizyon testi yapilmasi onerilmektedir. Sekil 2° de goriilen a, b, ¢ rneklerinde
zon igerisindeki koloniler gozardi edilir, d 6rneginde iseinhibisyon zonu olusmamis

kabul edilir (6).

Sekil 2. E. coli i¢in fosfomisin disk difiizyon testi inhibisyon zonu degerlendirilme

ornekleri®.

2.4.3. S1ivi makrodiliisyon yontemi

Baslangicta sivi ortamda antimikrobiyal ajanin seri dillisyonlar1 yapilir, ardindan
standart bir bakteri stispansiyonu eklenir. Genellikle 10 adet tiip igerisinde 1 ila 2 mL'
lik bir hacimde katyon ayarli miiller hinton besiyeri kullanilir. Test edilecek
mikroorganizma inokiilasyonu yapilir ve 35 °C’ de 16- 20 saat inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda tiipler bulamiklik degerlendirilerek gorsel olarak
incelenir. Bulaniklilik, ortamda bulunan antimikrobiyal ajanin konsantrasyonu ile
bakteri liremesinin inhibe olmadigini gdsterir. Bulaniklik goriilmeyen ilk diliisyon

degeri MIK degeri olarak kabul edilir.

Ayni1 anda test edilmesi gereken antibiyotik sayisindaki biiyiik artis nedeniyle klinik
patojenler icin, sivi makrodiliisyon prosediirii artik klinik laboratuvarlarda
yapilmamaktadir. Bunun yerine, sivi makrodiliisyon yonteminin bir uyarlamasi olan

s1vlt mikrodiliisyon testi yapilir.
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2.4.4. Sivi mikrodiliisyon yontemi

S1vi mikrodiliisyon (SMD) prosediirii, mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara
duyarhiliginin plastik bir plakaya kaliplanmis bir dizi mikrotiip kuyucugunda

belirlenmesi disinda prensip olarak makrodiliisyon yontemine benzerdir.

2.4.5. Agar diliisyon yontemi

Referans bir yontem olan agar diliisyon prosediiriinde, kat1 besiyeri ortami1 kullanilir.
Bu yontem, yalnizca secilmis olan antimikrobiyal madde konsantrasyonlarimi test
ederek biiyiik laboratuvarlarda rutin kullanim i¢in basariyla uyarlanmistir. Yontemin
kisa bir aciklamasi ana hatlariyla verilmis olsa da, agar dillisyon testi esas olarak
referans laboratuvarlar tarafindan uygulanmaktadir. Standartlagtirillmis bir bakteri
siispansiyonu, her biri farkli konsantrasyonda antimikrobiyal igeren ve ilacin terapotik
araligin1 kapsayan bir dizi agar plakasina inokiile edilir. 35 °C’ de 18 saat inkiibe
edildikten sonra degerlendirmeye alinir. Ornegin, belirli bir antimikrobiyal ajan igin
terapotik aralik 2 ila 12 pg/ gise 1, 4, 8, 16 ve 32 pg/ mL antimikrobiyal ajan iceren
bir dizi agar plakasi, test edilen organizmanin duyarliligint belirlemek igin
kullanilabilir. Organizma ilk {i¢ diliisyon plaginda {irer, ancak 16 ug/mL
antimikrobiyal madde i¢eren dillisyon plagindada iiremezse, o zaman 16 pg/mL'lik bir

MIK degeri saptanir.

2.4.6. Otomatize sistemler

Otomatize sistemler, daha kisa ¢aligma siiresine ve manuel yontemlere gére daha az
emekle ¢ok sayida sonug iiretimine olanak saglar. Otomatize sonuglar yiiksek oranda
tekrarlanabilirdir ve uzman bilgisayar sistemlerinin gelistirilmesi, sistemde yerlesik
uzman kurallar1 kullanarak sonuglarin yerlesik olarak yorumlanmasina ve biiyiik
miktarda duyarlilik verisinin toplanmasi ve analiz edilmesine olanak tanimaktadir.
Cogu biiyiik laboratuvar otomatik bir sistem satin almis olsa da, enstriimantasyon
tizerindeki yliksek sermaye maliyeti ve manuel yontemlere kiyasla gerekli sarf

malzemeleri, bazi kiiciik tesislerdeki kullanimini kisitlamistir (113).
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2.5. Antibiyotik Kombinasyon Testleri

Glinlimiizde bakterilerde antibiyotik direng¢ oranlari hizli bir sekilde artmaktadir. Bu
sebeple yeni antimikrobiyaller gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Fakat bu silire¢ uzun bir
zaman alacagindan, halihazirda kullanilan antimikrobiyallerin etkisinin devam
etmesinin saglanmasi 6nem arzetmektedir. Bu sebeple, farkli tedavi stratejileri ve yeni
antibiyotiklerin gelistirilmesi asamalarinda, bakterilerde meydana gelen direng ile

savasabilmek i¢in, monoterapinin yerini kombinasyon tedavisi almaktadir.

Kombinayon antibiyotik tedavisinde kullanilan antimikrobiyaller arasinda 4 farkli

etkilesim olur. Bunlar;

1- Sinerjist Etki: Calisilan antikbiyotiklerin birarada ortaya ¢ikardigi etki, her bir
antibiyotigin tek basina olusturdugu etkiden daha yiiksek ise, bu duruma sinerjist etki
ad1 verilir. Kombinasyon ¢alismalarinda sinerjist etki 3 farkli sekilde olabilir. Bunlar
antimikrobiyallerin bakterilerde farkli yollarla farkli hedefleri veya farkli yollarla ayni

hedefleri inhibe etmesi, ayn1 yolla farkli hedefleri inhibe etmesi seklinde siralanabilir.

2- Additif Etki: Kombinasyon ¢aligmasinda arastirilan antibiyotiklerin birlikte etkisi,
ayr1 ayr etkilerinin toplandiginda olusan etki kadar ise bu etkilesim additif etki olarak

tanimlanir. Kismi sinerji ismi de verilmektedir.

3- Antagonizma: Caligilan antibiyotiklerin birarada ortaya ¢ikardig: etki, her bir
antibiyotigin tek basina kullanilmasi sonucunda gergeklesen etkiden az ise bu durumda

antagonist etkiden bahsedilir. Burada negatif bir etkilesim olusmaktadir.

4- Indiferan Etki: Antibiyotiklerin bir arada kullanildiklarinda olusan etki, i¢lerinden
daha etkili olan antibiyotigin olusturdugu kadardir. Antibiyotikler birbiriyle etkilesim
icine girmezler (114- 116).

Sinerji Saptama Yontemleri

Antibiyotik kombinasyon testlerinin in-vitro etkinliginin saptanmasi amaciyla 4

yontem kullanilabilir.
1- Zamana bagli 6ldiirme yontemi

2- Diliisyon yontemleri
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a) Agar diliisyon yontemi

b) Mikrodiliisyon yontemi

c¢) Makrodiliisyon yontemi

3- Gradient diflizyon yontemi (bakiniz; antibiyotik duyarlilik testleri)
4- Disk diffiizyon yontemi (bakiniz; antibiyotik duyarlilik testleri)

2.5.1. Zamana bagh oldiirme yontemi

Zamana bagli Oldiirme yontemi kombinasyonun olusturdugu bakterisidal etki
durumunu, diliisyon testleri ise siklikla antibiyotik kombinasyonlarinin inhibisyon etki

durumunu 6l¢mek i¢in kullanilir.

2.5.2. Diliisyon yontemleri (Checkerboard(CB))
2.5.2.1. Agar diliisyon yontemi

Kombinasyon ¢aligmasinda az sayida antibiyotik ve ¢ok sus calisilacaksa bu yontem
tercih edilebilir. Her bir antibiyotik soliisyonu plaktaki 20 mL agar ile diliie olacaktir.
Bu nedenle stok soliisyonlar planlanan son konsantrasyonun 20 kati derisimde
hazirlanir. Agara eklenecek olan her bir antibiyotik soliisyonu hacmi plaktaki agar
miktarinin en fazla %5’ i kadar olmalidir. Agar yiizeyine 10* CFU ( Colony Forming
Unit) bakteri icerecek sekilde ekim yapilir. Degerlendirmeler mikrodiliisyon

yonteminde yapildig: sekilde yapilir (114, 115).

2.5.2.2. Mikrodiliisyon yontemi

Mikrodiliisyon CB metodu c¢alisma prosediirii ve sonuclarin degerlendirilmesi
bakimindan basit bir yontemdir. Arastirmacilar tarafindan siklikla tercih edilmektedir

(115, 117).

Bu yontemde kombinasyonda kullanilacak her bir antibiyotik i¢in bir U tabanli 96
kuyucuklu steril mikroplak gereklidir. Calisilacak olan antibiyotiklerin stok
soliisyonlar1 hazirlanir. ilk antibiyotik i¢in yukaridan asag, diger antibiyotik igin farkli

bir mikroplakta sag taraftan sola dogru seri sekilde diliisyonlar yapilir. Daha sonra
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ikinci antibiyotik dillisyonlar1 birinci antibiyotik diliisyonlarina eklenir. Her bir
antibiyotik icin MIK degerlerini saptamak amaciyla ayr1 bir bolgede birer sutun
kullanilir. Calisilan mikroorganizmanin o antibiyotik i¢in duyarli MIK deger araliginin
en az 3-4 kat alt ve en az 2 (optimum 8) kat iist diliisyonlar1 kulanilmalidir. Calisma
icin bir gece inkiibe edilmis taze kiiltiir kullanilmalidir. Bakteri i¢in inokiilum
hazirlamak amaciyla Katyon Ayarli Mueller Hinton Buyyon (KAMHB) (Ca*?: 20-25
mg/ L, Mg*?: 10-12.5 mg/L ile desteklenen Mueller Hinton Buyyon) veya steril % 8.5

tuzlu su kullanilmalidir (115).

Inokiilumun hazirlanmasi

Baslangicta 0.5 McFarland bulaniklik degerinde (1.5 x 10° CFU/mL) bakteri
stispansiyonu hazirlanir. Son adimda bakteri siispansiyonu kuyucuklara eklendiginde
bakteri yogunlugu 1.10° CFU/ mL olmalidir. Kuyucukta bulunan besiyeri miktar1 0.1
mL ise ve inokiilum miktar1 0.01 mL ise bu durumda 0.5 McFarland siispansiyonu
(1x10® CFU/mL) 1: 20 sulandirilmali ve 5 x 10 CFU/ mL sayis1 elde edilmelidir. Bu
stispansiyondan 0.01 mL miktarinda alinip mikroplak kuyucuguna eklenir ise, ¢alisilan

bakterinin son yogunlugu ortalama 5 x10° CFU/mL olacaktir (118).

Her bir mikroplakta bir kuyucuk iireme konrolii amaciyla antibiyotiksiz
birakilmalidir. Bir kuyucuk da besiyeri kontrolii amaciyla yalnizca besiyeri
icermelidir. Inkiibasyon sonrasi antibiyotiksiz kuyucukta yogun iireme goriilmeli
yalnizca besiyeri igeren inokuliim eklenmemis kuyucukta ise tireme goriilmemelidir.
Kalite kontrolii ise uygun olan ATCC (American Type Culture Collection) suslari
kullanilarak yapilir. Kalite kontrolii amaciyla kullanilan antibiyotik stok soliisyonlari

ile sulandirimlar1 ¢aligilmalidir.

Inokiilum safliginin kontrol edilmesi amaciyla ¢alisilan bakteri siispansiyonu (5 x 10°
CFU/mL) 1: 100 oraninda sulandirilip 1 pL. koyun kanl agara ekilir ve 24 saat sonra

tireyen kolonilerin saf olup olmadigina bakilir (115).

Inokiilum yogunlugunun kontrol edilmesi amaciyla iireme kontrol kuyucugunun
icerisinde 10 pL miktarinda bir tiipe konulur. Uzerine 90 pL steril serum fizyolojik
eklenir (1: 10 diliisyon). Bu tiipten alinip 1: 10 oraninda diliie edilir (toplam 1: 100
diliisyon). Son tiipten de 1: 5 oraninda diliisyon yapilir (toplamda 1: 500 diliisyon)
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olusan bu son diltisyon oranindan 100 pL alinir ve koyun kanli agara ekilir. Yaklasik
18 saat (16- 20) 35-37°C*de inkiibasyon sonrasi plakta ortalama olarak 100 koloni
(75- 125) bulunmas1 gerekir. Antibiyotik kombinasyon paneli tamamlanir ve daha
sonra mikroplak ortalama 18 saat (16- 20) siireyle 35- 37°C*“de etiivde inkiibasyona
birakilir.

Kalite kontrol suslarmin MIK degerleri uygun ise ve inokiilum saflik kontrolii, iireme
kontrolii, besiyeri sterilite kontrolii, inokiilum yogunluk sonuglar1 olmasi gereken

sekilde olduysa test gecerli kabul edilmektedir. Daha sonra mikroplak degerlendirilir.

Ik olarak birinci antibiyotigin, daha sonra ikinci antibiyotigin tek basina MIK
degerleri okunur ve kayit altina alinir. Sonra kombinasyon kuyucuklari okunur ve
tireme olan kuyucuklar kaydedilir. Sonug¢larin yorumlanmasi amaciyla oncelikle her
iki antibiyotigin ayr1 ayr1 fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu (FiK) degerleri

asagidaki formiil ile hesaplanir.

a antibiyotiginin kombinasyondaki MiK degeri

a antibiyotiginin tek bagia MIK degeri

b antibiyotiginin kombinasyondaki MIK degeri

FIK b = S —

b antibiyotiginin tek basina MIK degeri

FIK indeksi (FIKi)= FiKa + FIKb

FIKI < 0.5 ise sinerjistik; > 0.5 - < 1 ise additif; > 1 - < 4 ise indiferan; > 4 ise

antagonistik etki olarak degerlendirilir (114, 119, 120).

2.5.2.3. Makrodiliisyon yontemi

Mikrodiliisyon ile yontem olarak aynidir. Mikroplak yerine deney tiipleri ile ¢alisilir.

Her bir tlip icerisinde bulunuyor olmasi gereken miktar 0.25° er mL hacimde iki
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antibiyotik soliisyonu ile 0.5 mL bakteri slispansiyonu yani toplamda 1 mL kadardir.
Bu yontemde biiylik miktarlarla ¢alisildigr i¢in mikrodiliisyonda calisilan panelin
tiimilinii makrodiliisyon yontemi ile saglamak oldukc¢a giictiir. Siklikla kisitli panel
hazirlanip 1/2 MIK, MiK ve 2 x MiIK degerleri kullanilir. Antibiyotik stok soliisyonlari
her bir test tiipli icerisinde hedeflenen son konsantrasyonun 4 kati olmak zorundadir.

Mikrodiliisyon metodu ile ayn1 bicimde degerlendirilir (115).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma 04.02.2021 tarihinde Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Girisimsel
Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan 100 numarali karar ile etik

kurallara uygun bulunmus ve ylriitiilmistiir.

3.1. Gerecler
3.1.1. Kullanilan aletler ve cihazlar

1) Vortex

2) Hassas Terazi

3) - 20 °C Buzdolab1

4) Steril enjektor(10 ml)

5) + 4 °C Buzdolab1

6) Bunsen Beki

7) Etiiv

8) Otoklav

9) Pastor firmi

10) Benmari

11) Steril plastik 6ze (10 pl)

12) 6 1t, 4 1t, 1 It hacimlerinde Balon joje
13) Puar

14) 25, 10 ve 5 cc lik steril cam pipet
15) Steril ekiivyon

16) Steril folkon tiipii (45 ml)

17) Steril petri kutusu, 90 mm
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18) Otomatik pipet (1-10pul)

19) Otomatik pipet (100-1000pl)

20) BD Phoenix (Becton-Dickinson Diagnostics, MD)
21) MALDI Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics, ABD)
22) McFarland Cihaz1 (Becton-Dickinson Diagnostics)
23) Steril eppendorf tiipleri (2 ml)

3.1.2. Kullanilan malzemeler ve besiyerleri

1) %5 Koyun Kanl1 Agar (RTA, Tiirkiye)

2) Katyon Ayarl Miiller Hilton Besiyeri (Becton-Dickinson, ABD)
3) Fosfomisin disodyum salt hidrat (Sigma / Aldrich, ABD)

4) Meropenem (Sigma / Aldrich, ABD)

5) Gentamisin (Sigma / Aldrich, ABD)

6) Seftriakson (Sigma / Aldrich, ABD)

T) %0,9 steril serum fizyolojik

8) Steril distile su

9) Glikoz 6 fosfat disodyum salt hidrat (Sigma / Aldrich, ABD)

3.2. YONTEMLER
3.2.1. Suslarin toplanmasi

Bu calismaya 15.02.2021- 15.12.2021 tarihleri arasinda Dicle Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastaneleri Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarlarina klinik ve yogun
bakimlarda yatan hastalardan gonderilen ¢esitli 6rneklerden ( idrar, kan, aspirat, yara,
beyin omurilik sivisi, endotrakeal aspirat ) izole edilen ve MALDI Biotyper 3.1 ile
tanimlanan karbapenem direncgli 60 adet E. coli susu dahil edildi. Miikerrer iireme

goriilen hasta numunelerinde en erken gonderilen numuneden izole edilen sus
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caligmaya dahil edildi. Poliklinik hastalar1 ve yatis siiresi 48 saati gegmeyen hastalar

calismaya alinmad.

Suslarin karbapenem direnci ve antibiyotik duyarlilik testleri BD Phoenix (Becton
Dickinson Diagnostics) ile calisildi. Ertapenem, imipenem ve meropenem disk
difiizyon testleri ile karbapenem direnci dogrulandi. izolatlar %20 gliserollii Tryptic

Soy Broth besiyerine alinip -20°C ‘ de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Klinik numunelerin kiiltiir islemleri

Kan numuneleri hasta basinda BD Bactec Peds Plus/F veya Bactec Plus aerobic/F
siselerine alinmis ardindan inkiibasyon icin BACTEC FX (Becton- Dickinson, A.B.D)
sistemine yerlestirilmistir. Ureme sinyali gostren siselerden EMB Agar, %5 Koyun
Kanli Agar, Sabouraud Dextrose Agar’ a subkiiltiirler yapilmistir. idrar ve endotrakeal
aspirat ornekleri kantitatif yontemle, diger drneklerde ise besiyerlerine ekim seyreltme
yontemiyle yapilmistir. Endotrakeal aspirat 6rneklerinde gram boyama preperatlar
incelenip Murrey ve Bartlett skorlama sistemi ile Bartlett skoru sifirdan ve Murrey
skoru tigten biiyiik olan 6rneklerde saptanan iiremeler anlamli kabul edilip calismaya

alinmustir (121).

Yara orneklerinde ise gram boyama i¢in Q skorlama sistemine gore degerlendirme
yapilmigtir.  Q skoru sifirdan fazla olan 6rneklerdeki iiremeler calismaya dahil

edilmistir (122).

3.2.3. Bakteri izolatlarinin identifikasyonu

Kiiltiirde iireyen ve enfeksiyon ajani olan izolatlar i¢in, Maldi Biotyper 3 (Bruker
Daltonics, ABD) sistemi kullanilmistir. Kiitle spektrometre (Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization- Time Of Flight- Mass Spectrometry: MALDI-TOF-MS)

yontemi ile tanimlanmistir.

Besiyerinde liremis olan saf koloniler, 6nceden ekstraksiyon iglemi yapilmadan steril
bir igne 6ze yardimiyla paslanmaz celik plagin lizerindeki her sus birer daireye olacak
sekilde alinip kurumasi i¢in bir siire beklendi. Celik plaga alinan suslarin iizerine
sirastyla 1’er pl formik asit ve siyano 4-hidroksisinnaminik asit (HCCA) matrix

cozeltisi eklendi. Islem araliklarinda 6rnekler oda sicakliginda kurumaya birakildi.
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Matriks c¢ozeltisi, lazer 1sinlarin ¢elik plak {zerindeki Orneklere iletimini
gerceklestirerek 6rnekte bulunan molekiillerin dogru sekilde iyonizasyonu i¢in ortam
saglar. Iyonize olup hizlana molekiiller cihaz i¢indeki silindirik alanda hareketlenir ve
boylece cihaz igindeki detektdre ulagsmis olur. Tanimlama i¢in laboratuvarimizda
bulunan Microflex LT (Bruker Daltonics, Almanya) sistemi kullanilmistir. Sistemde
pozitif lineer mod ile 2-20 kDa kiitle araliginda iyonlar olusturulur. Bu iyonlarin
dedektore carpmasi ile Olgiilen spektrumlar MALDI Biotyper 3.1 yazilimi (Bruker
Daltonics, Almanya)’na aktarmaktadir. Bu spektrumlar cihazin veri tabanindaki
spektrum goriintiileriyle karsilastirilmaktadir. Her c¢alisma Oncesi tanimlama

sisteminin kalibrasyonu amacli Bakteriyel Test Standardi ( BTS) kullanilmaktadir.

MALDI Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics, ABD) sisteminde cihazda bir veri tabani
bulunmaktadir. Olusan spektrum ile veri tabanindaki spektrumlar karsilastirilir.
Sonugta benzerlik orani baz alinarak mikroorganizmalara ait tanimlama skorlar
hesaplanir. Tanimlama skorlar1 ne kadar yiiksek ise, tanimlamanin giivenilirligi de o
kadar yiiksek olur. Skorun 2 veya {lizerinde olmas1 tanimlamanin cins ve tiir diizeyinde;

1.7-2 arasinda olmasi ise cins diizeyinde gilivenilir oldugunu ifade etmektedir (123,

124).

Giivenilirligi slipheli sonuglarda ise kolonilerin safliginin, kiiltiiriin tazeliginin,
cthazin periyodik bakimlarinin ve belli araliklarla kalibrasyon durumlarinin kontrol
edilmesi Onerilmektedir (125). Bu calismaya kiitle skorlamasina gore puani 2’ nin

tizerinde olan suslar dahil edilmistir.

3.2.4. Antimikrobiyal duyarhlik testi (ADT)

Calisilan izolatlarin antimikrobiyal duyarlilik testleri, idrar 6rnekleri i¢in Phoenix
UNMIC-401 Paneli, diger ornekler i¢in NMIC-400 panelleri kullanilarak BD Phoenix
100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemi sistemi ile ¢alisilmistir. Kiiltiirde
saf olarak iireyen suslar 0.5 McFarland bulanikliginda suspanse edilip panellere
aktarilmigtir. Yaklasik 16- 18 saat sonra sonuglanan antibiyotik duyarlilik raporlari

EUCAST v.11.0 kriterleri ve uzman kurallar1 baz alinarak degerlendirilmistir (6).
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E. coli suslar1 i¢gin BD Phoenix otomatize sistemle ¢alisilan karbapenem direnci kayit
altina alinmistir. Karbepenem direncli saptanan suslar disk difiizyon testi ile tekrar

calisilip dogrulanmastir.

Taze kiiltiir ekimi yapilan ve saflastirilan birka¢ bakteri kolonisi steril pamuklu
ekiivyon ¢ubugu ile alinip steril %0.85 NaCl soliisyonunda, 0.5 McFarland degerinde
standart bakteri yogunlugunda siispanse edildi. Siispansiyonun 15 dakika iginde
inokiilasyonu yapildi. Steril pamuklu ekiivyon kullanilarak, inokiilum siispansiyonu
icerisinde ¢ubugun pamuklu kismi tiipiin duvarlarina bastirilarak pamuktaki fazla
siispansiyon akitildi. Inokiilum Mueller-Hinton agar (MHA) yiizeyinin her bdlgesine
esit dagilacak sekilde 60 derecelik agilarla iic dogrultuda yayildi. Ertapenem,
imipenem ve meropenem diskleri inokiilasyon bittikten sonra 15 dakika igerisinde agar
yiizeyine yerlestirildi. Plaklar 15 dakika siire igerisinde ters ¢evrilip normal atmosfer
basincinda 35+1°C’de 16-20 saat etiivde inkiibasyona birakildi. Otomatik kumpas ile,
olusan zon ¢aplar1 dl¢iildii. Zon caplar1 EUCAST referans sinir deger tablolar1 baz

alinarak degerlendirme yapildi (Tablo 2) (6, 112).

Tablo 2. E. coli i¢in DDT’de karbapenemlerin zon ¢ap1 sinir degerleri.

Meropenem(M) | Meropenem(MD) | Imipenem Ertapenem
Disk Igerigi | 10 10 10 10
(ng)
Zon 22 22 22 25
Capi(mm)
siirlari 22 16 19 25

MD: Menenjit Dis1 enfeksiyonlar M:Menenjit enfeksiyonlar

3.2.5. Agar Diliisyon yontemi ile adt

EUCAST tarafindan Enterobacterales familyasi iiyeleri i¢in fosfomisin duyarliligiin
belirlenmesi amaciyla kullanilacak yontem olarak agar diliisyon yontemini
onermektedir (112).

3.2.5.1. Fosfomisin ve diger antibiyotiklerin ¢aligma soliisyonlarinin hazirlanmast
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Agar diliisyon yontemi i¢in toz halde bulunan fosfomisin disodyum salt hidrat
(Sigma-Aldrich, ABD) ve diliisyon olusturmak i¢in steril distile su kullanildi. Her
antibiyotik i¢in EUCAST tarafindan belirlenen MiK smir degerinin 4 kat alt1 ve 3 kat
iistii olacak sekilde 8 farkli diliisyon hazirlanmasi planlandi.

Buna gore fosfomisin i¢in 2 mg/ 1- 256 mg/l, meropenem ve gentamisin i¢in 0.125
mg/ 1- 16 mg/l, seftriakson i¢in 0. 0625 mg/ 1- 8 mg/l diliisyon aralig1 belirlendi.
Hacim/ agirlik/ potens formiilii ile hesaplanan ve steril kosullarda tartilan steril 51.2
mg fosfomisin disodyum 20 ml steril distile su icerisinde ¢dzdiiriilerek fosfomisin stok
sollisyonu (2560 mg /L fosfomisin igeren) hazirlandi. Stok soliisyonunun MHA
eklendiginde 10 kat diliie olmasi sonucu son konsantrasyonun 256 mg/l olmasi
planland.

Agirlik (mg) x Potens(pg/mg)

Hacim (ml) =

Konsantrasyon (pg/ml)

Diliisyonlar 10 ml steril distile su igeren falkon tiipleri ile seri aktarim yapilarak
olusturuldu. 2 mg/l konsantrasyon degeri olusana kadar toplamda 7 defa tiipler arasi
seri diliisyon yapildi. Son tiipteki 10 ml ise disar1 atildi. Bu sekilde 256-128-64-32-16-
8-4-2 mg/1 seklinde 8 farkli antibiyotik konsantrasyon soliisyonu elde edilmis oldu.

Baslangic stok soliisyonu hazirlamak amaciyla fosfomisin i¢in kullanilan yontem diger
antibiyotikler i¢in de kullanildi. Seftriakson i¢in 1.6 mg, meropenem ve gentamisin
icin 3.2 mg toz antibiyotik hassas terazi ile tartildi. Her bir antibiyotik ic¢in 7 kez
sulandirim yapildi. Boylece meropenem, gentamisin ve seftriakson icin de 8 farklh

konsantrasyonda antibiyotik diltisyonu elde edilmis oldu.

10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml

56|mg/1 1*28 g/l 64‘7@ 3'@ / 16/mg/1 S{Wg 4|mg/ 1 zim /n

20 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml

Sekil 2. Fosfomisin diliisyon soliisyonlarinin hazirlanmasi.
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3.2.5.2. Agar besiyeri hazirlanmasi

Katyon ayarlt Mueller Hinton Agar (KAMHA) (Becton Dickinson, USA) firma
prospektiisii dogrultusunda hazirlandi. 121 °C ve 1 atm basing degerinde 15—20 dakika
otoklav kullanilarak (Hirayama, Japonya) sterilize edildi. Sogutulduktan sonra 45- 55
°C’de sabit sicaklikta kalmasi i¢in sicak su banyosunda bekletilmistir.

3.2.5.3. Besiyerine G6P eklenmesi

Mikroorganizmalarin fosfomisin i¢in duyarliliklarini belirlemek amaciyla sivi
mikrodiliisyon, agar dillisyon, disk diflizyon ve Epsilometer test teknikleri
kullanilmaktadir. EUCAST; agar diliisyon yontemi i¢in kullanilan MHA ile SMD
yontemi i¢in kullanilan siv1 besiyerine 25 mg/l G6P eklenmesini 6nermektedir (6).
Her 1 litre besiyeri icin 25 mg G6P hesaplanip tartildi. 45-55°C’ de sicak su
banyosunda bekletilen 1 litre besiyerinden 20 ml miktarinda alind1 ve igerisine 25 mg
G6P eklenip ¢oziinmesi saglandi. G6P eklenmis olan 20 ml hacmindeki MHA, besiyeri
filtresinden (Alkim, Tiirkiye) gegirilerek steril edildi. Sterilize olan G6P iceren
besiyeri kalan besiyerine tekrar eklendi.

3.2.5.4. Agar diliisyon petri plaklarinin hazirlanmasi

Fosfomisin, meropenem, gentamisin ve seftriakson i¢cin monoterapi MIK degerlerini
tespit etmek amaciyla tiim diliisyonlar i¢in birer petri plagi kullanildi (Ornegin
fosfomisin i¢in 2 mg/l-256 mg/l aras1 olacak sekilde 8 farkli diliisyon). Plaklarin
tizerlerine igerdikleri antibiyotik konsantrasyonlari not edildi. Kombinasyon ¢aligmasi
i¢cin fosfomisin ile arastirilan diger antibiyotigin konsantrasyonlar1 plaklarin tizerlerine
not edildi (Ornegin fosfomisin 256 mg/l ve meropenem 32 mg/l seklinde). Bdylece her
bir kombinasyon i¢in 64 plak hazirland: ve fosfomisin ile kullanilan diger antibiyotigin
konsantrasyonu petrilerin iizerine not edildi. Toplamda monoterapi i¢in 32 petri,
kombinasyon i¢cin 192 petri hazirlandi. Mermer bir zemin {izerine 56 adet 1 cm? lik
kiigiik kare iceren standart bir ¢izim yapildi. Tiim plaklara bu ¢izimin tam {izerine
gelecek sekilde inokulasyon yapildi. Boylece okuma ve inokulasyon standardize edildi
(Sekil 3 ve 4).

Her bir petri i¢ine 1 kisim antibiyotik soliisyonu, 9 kisim KAMHA igerecek sekilde
(2 ml antibiyotik soliisyonu ve 18 ml KAMHA) eklenip karistirildi. Ticari firma
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prospektiisii uyarinca hazirlanan bu besiyeri sicak su banyosunda 45-55 °C’ye kadar
sogutuldu. Kullanilacak olan antibiyotik karisimindan 1 kisim (2 ml) ve 9 kisim da
MHA’ nin (18 ml) petri plaklarinin icerisinde karigsmasi saglandi (antibiyotik 1/10
sulandirilmis oldu). Bu sekilde agar diliisyon plaklarinin igerdikleri (fosfomisin igin 2
mg/1-256 mg/l, seftriakson i¢in 0.0625mg/I-8 mg/l ve meropenem- gentamisin i¢in
0.125 mg/1-16 mg/1) antibiyotik konsantrasyonlarina ulasildi. Kullanilan besiyerinden
hazirlanan, antibiyotik soliisyonu eklenmeyen plaklar iireme kontrolii amaciyla
kullanilmistir (Sekil 5) . Besiyeri ve antibiyotik sollisyonundan olusan karisimlarin
oda sicakliginda katilagmasi i¢in beklenildi.

3.2.5.5. Izolatlarm hazirlanmasi ile besiyerine inokulasyonlari

Onceden saklamaya almmus olan saf oldugu bilinen suslar oda sicaklifinda
bekletildikten sonra %5 Koyun Kanli Agara pasajlanip 35°C° de 16- 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Taze kiiltiirden alinan koloniler steril serum fizyolojik ile
siispanse edilip Densichek (bioMerieux, Fransa) optik okuyucu kullanilarak 0.5
McFarland degerinde bulaniklik olusturulmustur.

Agar diliisyon yontemi prosediiriinde yiizeydeki bakteri yogunlugunun 10* KOB/ml
olmasi gerekmektedir. 0.5 McFarland degeri yaklasik olarak 10 KOB/ml bakteri
icermektedir. Steril serum fizyolojik ile 1:10 oraninda seyreltilerek 107 KOB/ml
bakteri yogunlugu elde edildi. Otomatik pipet ile her bir bakteri siispansiyonu igeren
tiipten 2 pl miktarda alindi. En diisiik konsantrasyonda fosfomisin icereren plaktan en
yiiksek konsantrasyonda fosfomisin i¢eren plaga dogru olacak sekilde, agar yiizeyinde
hedeflenen alanlara inokulasyon yapildi. Bdylece her bir sus icin 10* KOB/ml
yogunlugunda bakteri inokulasyonu yapilmis oldu. Bakteri siispansiyonlarinin her
birinin 15 dakika igerisinde inokulasyonu tamamlandi.

Fosfomisin iceren plaklara inokulasyon yapilmadan 6nce iireme kontrol plagina
kontaminasyon kontrolii amaciyla inokulasyon yapildi. Oda 1sisinda inokuliim alanlar1
kuruyana dek beklendi. Daha sonra plaklar ters cevrilip 35+2°C’ de 16- 20 saat

inkiibasyona birakild1.
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3.2.5.6. Kombinasyon c¢alismast

Calismamizda meropenem (Sigma-Aldrich, ABD), fosfomisin (Sigma-Aldrich,
ABD), gentamisin (Sigma-Aldrich, ABD) , seftriakson (Sigma-Aldrich, ABD) toz
antibiyotikleri ile glukoz 6 fosfat’ in (Sigma-Aldrich, ABD) toz formu kullanilmistir.
Hacim/ agirlik/ potens formiilii ile antibiyotik miktarlar1 hesaplanmistir. Stok
soliisyonlar1 hazirlandiktan sonra, antibiyotik soliisyonlar1 duyarli MIK araliginin 3
kat tist, 4 kat alt konsantrasyonlar1 g¢alisilacak sekilde olusturulmustur. Diliisyon
araliklar1 fosfomisin i¢in 2 mg/I-256 mg/l, seftriakson i¢cin 0.0625 mg/lI-8 mg/l,
gentamisin ve meropenem i¢in 0.125 mg/1-16 mg/1 olarak hesaplanmistir.

Seri diliisyonlart hazirlamak amaciyla ilk adimda stok soliisyonu hazirlandi. Stok
sollisyonu i¢in 256 mg fosfomisin steril kosullarda tartildi. 50 ml steril distile su
igerisinde ¢ozdiiriiliip 5120 mg/l konsantrasyonunda fosfomisin disodyum elde edildi.
Gentamisin, meropenem ve seftriakson i¢in 3 ayri stok soliisyonu kullanilacagindan 3
adet hazirlanmistir.

Diliisyon i¢in icesinde 25 ml steril distile su bulunan falkon tiiplerinden 7 adet
hazirlandi. Stok soliisyonundan 25 ml alinip sonraki tiiplere seri bir sekilde aktarim
yapildi. Son falkon tiipiinden 25 ml alinip disar1 atild1. Bdylece son konsantrasyon olan
40 mg/l degeri elde edilmis ve 8 farkli konsantrasyonda fosfomisin soliisyonu
hazirlanmustir.

Gentamisin, meropenem ve seftriakson i¢in de kombinasyon calismasi i¢in gerekli
olan stok soliisyonu hazirlanirken ayni1 yontemler kullanilmistir. Fakat gentamisin ile
meropenem icin 0.125 -16 mg/l konsantrasyon aralig1 belirlendiginden baslangictaki
tartimda gentamisin ve meropenemden 16 mg, seftriakson ic¢in 0.0625 1-8 mg/l
konsantrasyon araligi belirendiginden baslangictaki tartimda seftriaksondan 8 mg
aliarak 50° ser ml steril distile su igerisinde ¢dzdiiriilmiistiir. Diliisyon islemleri
fosfomisin ile ayn1 sekilde yapilmistir. Son konsantrasyon seftriakson i¢in 1.25 mg/l,
meropenem i¢in 2.5 mg/l ve gentamisin i¢in 2.5 mg/l olarak hazirlandi. Bu sekilde
kombinasyon caligmasina girecek her bir antibiyotik i¢in igerisinde 25” er ml farkl
konsantrasyonda antibiyotik soliisyonu bulunduran 8’er adet tiip hazirlanmistir.
Fosfomisin her ii¢ antibiyotik ile birlikte caligilacagi i¢in 8x3 toplamda 24 adet

hazirlanmstir.
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G6P eklenmis olan KAMHA besiyerinden 18 ml, fosfomisin soliisyonundan 1 ml ve
kombinasyonu ¢alisilacak olan ikinci antibiyotik soliisyonundan 1 ml hacminde steril
petri kutusuna eklenmistir. Hafif¢e karistirilip ardindan oda 1sisinda katilasmasi igin
bekletilmistir. Bu sekilde her antibiyotik, ayn1 hacimdeki ikinci antibiyotik soliisyonu
ile karistigindan konsantrasyonu yariya diismiis ve besiyeri de eklendiginden 9 kat
daha diliie olmustur.

Kombinasyon ¢alismasi yapilirken; fosfomisinin en diisiik konsantrasyonu olan 40
mg/l konsantrasyonu iceren falkon tiipiinden 1’ er ml ve gentamisinin 2.5-320 mg/I
konsantrasyon araligindaki 8 farkli diliisyonundan 1’ er ml alinarak petrilere eklenip
hafifce karistirildi. Ayni sekilde 80 mg/l fosfomisin igeren ikinci diliisyon tiipiinden
de 1’ er ml ve gentamisinin 8 farkli diliisyonundan 1’ er ml alinarak petrilere eklenip
hafifce karistirildi. Bu sekilde fosfomisinin 5120 mg/l iceren son konsantrasyonuna
kadar bu iglemler tiim konsantrasyonlara uygulandi. Toplamda 64 petri igerisine her
iki antibiyotigin 8 farkli konsantrasyonunun tiim kombinasyonlari eklenmis oldu.
Fosfomisinin en diisiik konsantrasyonu olan 40 mg/l konsantrasyonu igeren falkon
tiipiinden 1° er ml ve meropenemin 2.5-320 mg/1 konsantrasyon araligindaki 8 farkl
diliisyonundan 1’ er ml alinarak petrilere eklenip hafif¢e karigtirildi. Ayni1 sekilde 80
mg/l fosfomisin igeren ikinci diliisyon tiiplinden de 1’ er ml ve meropenemin 8 farklh
diliisyonundan 1° er ml alinarak petrilere eklenip hafif¢e karistirildi. Bu sekilde
fosfomisinin 5120 mg/l igeren son konsantrasyonuna kadar bu islemler tiim
konsantrasyonlara uygulandi. Toplamda 64 petri igerisine her iki antibiyotigin 8 farkl
konsantrasyonunun tiim kombinasyonlar1 eklenmistir.

Fosfomisinin en diisiik konsantrasyonu olan 40 mg/l konsantrasyonu igeren falkon
tiiptinden 1° er ml ve seftriaksonun 1.25-160 mg/l araligindaki 8 farkl diliisyonundan
1’ er ml alinarak petrilere eklenip hafif¢e karistirildi. Ayni sekilde 80 mg/1 fosfomisin
igeren ikinci diliisyon tiiptinden de 1° er ml ve seftriaksonun 8 farkli diliisyonundan 1’
er ml alinarak petrilere eklenip hafifce karistirildi. Bu sekilde fosfomisinin 5120 mg/1
iceren son konsantrasyonuna kadar bu islemler tiim konsantrasyonlara uygulandi.
Toplamda 64 petri icerisine her iki antibiyotigin 8 farkli konsantrasyonunun tiim
kombinasyonlar1 eklenmistir.

Bu sekilde her bir antibiyotik kombinasyonu i¢in 64 farkli konsantrasyonda fosfomisin

ve calisilan antibiyotigi iceren antibiyotik karisimi elde edilmistir. Farkli antibiyotik
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konsantrasyonlariin 1’ er ml karigimini igeren 64 petrinin her birine 18 ml MHA
eklendi. Baslangicta eklenen 1 ml antibiyotik soliisyonu bu sekilde 20 kat diliie
edilmistir.

Kombinasyon c¢alismasinda kullanilan fosfomisinin degisik konsantrasyonlarda
antibiyotik sollisyonu bulunduran tiiplerden 1° er ml hacimde alinarak diizgiin bir
zeminde dikey olarak agagi dogru 1A’ dan 1H yoniine dogru konsantrasyonu diisecek
sekilde, A satirinda en yiiksek derisimde fosfomisin soliisyonu igeren plaklar olacak
ve her bir harf hizasinda bulunan fosfomisin derisimleri ayn1 olacak sekilde A’ dan
H’e dogru azalan konsantrasyonlarda petri kablarina aktarildi. Kombinasyondaki diger
antibiyotik ise 1’ den 8’ e dogru artan derisimlerde ve her rakam hizasinda sabit
konsantrasyonu icerecek sekilde plaklara 1’er ml konulmustur (Sekil 8).

Kombinasyon Calismasinda Kullanilan Antibiyotikler

Tablo 3. Fosfomisin- gentamisin kombinasyonu i¢in antibiyotik soliisyonu

hazirlanmasi.
Gentamisin Fosfomisin

Diliisyon arahg (mg/1) 0.125 mg/1 -16 mg/1 2 mg/1 -256 mg/1
Konsantrasyon degeri(mg/l) 16 256
Potens (pg/mg) 1 1
Coziicii madde Distile su Distile su
Sulandirict madde Distile su Distile su
Duyarh MiK sinir degeri <2 <32
Agirhk(mg) 32 512
Hacim(ml) 100 100
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Tablo 4. Fosfomisin- gentamisin kombinasyonunun KAMHA besiyerinde yerlesimi.

1 2 3 4 5 6 7 8
A | FF:256 mg/l FF:256 mg/l FF:256 mg/l FF:256mg/l | FF:256 mg/l FF:256mg/l | FF:256mg/l | FF:256 mg/l
GN: 0.125mg/1 GN: 0.25 mg/l GN:0.5 mg/l GN:1 mg/l GN:2 mg/l GN:4 mg/l GN:8 mg/l GN:16 mg/l
B | FF: 128 mg/l FF: 128 mg/1 FF:128 mg/1 FF:128mg/l | FF: 128 mg/l FF:128mg/l1 | FF:128mg/l | FF: 128 mg/l
GN :0.125mg/1 GN: 0.25 mg/l GN: 0.5 mg/l GN: 1 mg/l GN: 2 mg/l GN: 4 mg/l GN: 8 mg/l GN:16 mg/l
C | FF: 64 mg/l FF: 64 mg/l FF: 64 mg/l FF: 64mg/l | FF: 64 mg/l FF: 64 mg/l | FF: 64 mg/l | FF: 64 mg/l
GN:0.125mg/1 GN:0.25 mg/1 GN:0.5 mg/1 GN:1 mg/l GN:2 mg/l GN:4 mg/l GN:8 mg/l GN:16 mg/l
D | FF:32 mg/l FF: 32 mg/l FF: 32 mg/l FF: 32 mg/l | FF: 32 mg/l FF: 32mg/l | FF: 32 mg/l | FF: 32 mg/l
GN:0.125mg/l GN:0.25 mg/l GN:0.5 mg/l GN:1 mg/l GN:2 mg/l GN:4 mg/l GN:8 mg/l GN:16 mg/l
E | FF: 16 mg/l FF: 16 mg/1 FF: 16 mg/1 FF: 16 mg/l | FF: 16 mg/l FF: 16 mg/l | FF: 16 mg/l | FF: 16 mg/l
GN:0.125mg/l GN:0.25 mg/l GN:0.5 mg/l GN:1 mg/l GN:2 mg/l GN:4 mg/l GN:8 mg/l GN:16 mg/l
F | FF:8 mg/l FF: 8 mg/l FF: 8 mg/l FF: 8 mg/l FF: 8 mg/l FF: 8 mg/l FF: 8 mg/l FF: 8 mg/l
GN:0.125mg/1 GN:0.25 mg/1 GN:0.5 mg/l GN:1 mg/l GN:2 mg/l GN:4 mg/l GN:8 mg/l GN:16 mg/l
G | FF:4mg/l FF: 4 mg/l FF: 4 mg/l FF: 4 mg/l FF: 4 mg/l FF: 4 mg/l FF: 4 mg/l FF: 4 mg/l
GN:0.125mg/l GN:0.25 mg/1 GN:0.5 mg/l GN:1 mg/l GN:2 mg/l GN:4 mg/l GN:8 mg/l GN:16 mg/l
H | FF:2 mg/1 FF: 2 mg/1 FF: 2 mg/1 FF: 2 mg/l FF: 2 mg/l FF: 2 mg/l FF: 2 mg/l FF: 2 mg/l
GN:0.125mg/l GN:0.25 mg/1 GN:0.5 mg/l GN:1 mg/l GN:2 mg/l GN:4 mg/l GN:8 mg/l GN:16 mg/l

FF:Fosfomisin GN:Gentamisin

Tablo 5. Fosfomisin- meropenem kombinasyonu i¢in antibiyotik soliisyonu

hazirlanmasi.

Meropenem Fosfomisin
Diliisyon arahg (mg/1) 0.125 mg/1 -16 mg/1 2 mg/1 -256 mg/1
Konsantrasyon degeri(mg/l) 16 256
Potens (pg/mg) 1 1
Coziicii madde Distile su Distile su
Sulandirict madde Distile su Distile su
Duyarh MiK sinir degeri <2 <32
Agirhik(mg) 32 512
Hacim(ml) 100 100
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Tablo 6. Fosfomisin- meropenem kombinasyonunun KAMHA besiyerinde yerlesimi.

1 2 3 4 5 6 7 8
A | FF:256 mg/l FF:256 mg/1 FF:256 mg/l FF:256mg/1 FF:256 mg/l | FF:256mg/l FF:256 mg/l | FF:256 mg/l
MEM:0.125mg/l | MEM:0.25mg/l | MEM:0.5mg/l | MEM:1mg/l | MEM:2mg/l | MEM:4mg/l | MEM:8mg/l | MEM:16 mg/l
B | FF:128 mg/l FF:128 mg/1 FF:128 mg/l FF:128 mg/l | FF:128 mg/l | FF:128 mg/l | FF:128 mg/l | FF:128 mg/l
MEM:0.125mg/l | MEM:0.25mg/l | MEM:0.5mg/l | MEM:Img/l | MEM:2mg/l | MEM:4mg/l | MEM:8mg/l | MEM:16 mg/l
C | FF:64 mg/l FF:64 mg/1 FF:64 mg/1 FF:64 mg/1 FF:64 mg/1 FF:64 mg/1 FF:64 mg/1 FF:64 mg/1
MEM:0.125mg/l | MEM:0.25mg/l | MEM:0.5mg/l | MEM:Img/l | MEM:2mg/l | MEM:4mg/l | MEM:8mg/l | MEM:16 mg/l
D | FF:32 mg/l FF:32 mg/1 FF:32 mg/1 FF:32 mg/1 FF:32 mg/1 FF:32 mg/1 FF:32 mg/1 FF:32 mg/1
MEM:0.125mg/l | MEM:0.25mg/l | MEM:0.5mg/l | MEM:1lmg/l | MEM:2mg/l | MEM:4mg/l | MEM:8mg/l | MEM:16 mg/l
E | FF:16 mg/l FF:16 mg/1 FF:16 mg/ FF:16 mg/ FF:16 mg/l FF:16 mg/1 FF:16 mg/l FF:16 mg/l
MEM:0.125mg/l | MEM:0.25mg/l | MEM:0.5mg/l | MEM:1lmg/l | MEM:2mg/l | MEM:4mg/l | MEM:8mg/l | MEM:16 mg/l
F | FF:8 mg/l FF:8 mg/l FF:8 mg/l FF:8 mg/l FF:8 mg/l FF:8 mg/l FF:8 mg/l FF:8 mg/l
MEM:0.125mg/l | MEM:0.25mg/l | MEM:0.5mg/l | MEM:1mg/l | MEM:2mg/l | MEM:4mg/l | MEM:8mg/l | MEM:16 mg/l
G | FF:4 mg/l FF:4 mg/1 FF:4 mg/l FF:4 mg/l FF:4 mg/l FF:4 mg/l FF:4 mg/l FF:4 mg/l
MEM:0.125mg/l | MEM:0.25mg/l | MEM:0.5mg/l | MEM:1mg/l | MEM:2mg/l | MEM:4mg/l | MEM:8mg/l | MEM:16 mg/l
H | FF:2 mg/l FF:2 mg/l FF:2 mg/l FF:2 mg/l FF:2 mg/l FF:2 mg/l FF:2 mg/l FF:2 mg/l
MEM:0.125mg/l | MEM:0.25mg/l | MEM:0.5mg/l | MEM:1mg/l | MEM:2mg/l | MEM:4mg/l | MEM:8mg/l | MEM:16mg/1

FF:Fosfomisin MEM:Meropenem

Tablo 7. Fosfomisin-

hazirlanmasi.

seftriakson kombinasyonu

icin antibiyotik sollisyonu

Seftriakson

Fosfomisin

Diliisyon arahig (mg/l)

0.0625 mg/1 -8 mg/1

2 mg/l -256 mg/l

Konsantrasyon degeri (mg/l) 8 256
Potens (pg/mg) 1 1
Coziicii madde Distile su Distile su
Sulandirict madde Distile su Distile su
Duyarh MiK sinir degeri <1 <32
Agirhk(mg) 16 512
Hacim(ml) 100 100
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Tablo 8: Fosfomisin- seftriakson kombinasyonunun KAMHA besiyerinde yerlesimi.

1 2 3 4 5 6 7 8
FF:256mg/1 FF:256mg/1 FF:256mg/1 FF:256mg/1 FF:256mg/l | FF:256mg/l | FF:256mg/l | FF:256mg/l
CRO:0.0625mg/l | CRO:0.125mg/l | CRO:0.25mg/l | CRO:0.5mg/l | CRO:1mg/l | CRO:2mg/l | CRO:4mg/l | CRO:8mg/l
FF:128mg/1 FF:128mg/1 FF:128mg/1 FF:128mg/1 FF:128mg/l | FF:128mg/l | FF:128mg/l | FF:128mg/l
CRO:0.0625mg/l | CRO:0.125mg/l | CRO:0.25mg/l | CRO:0.5mg/l | CRO:1mg/l | CRO:2mg/l | CRO:4mg/l | CRO:8mg/l
FF:64mg/1 FF:64mg/1 FF:64mg/1 FF:64mg/1 FF:64mg/1 FF:64mg/1 FF:64mg/1 FF:64mg/1
CRO:0.0625mg/l | CRO:0.125mg/l | CRO:0.25mg/l | CRO:0.5mg/l | CRO:1mg/l | CRO:2mg/l | CRO:4mg/l | CRO:8mg/l
FF:32mg/1 FF:32mg/l FF:32mg/l FF:32mg/l FF:32mg/l FF:32mg/l FF:32mg/l FF:32mg/l
CRO:0.0625mg/l | CRO:0.125mg/l | CRO:0.25mg/l | CRO:0.5mg/l | CRO:1mg/l | CRO:2mg/l | CRO:4mg/l | CRO:8mg/l
FF:16mg/1 FF:16mg/l FF:16mg/l FF:16mg/l FF:16mg/l FF:16mg/l FF:16mg/l FF:16mg/l
CRO:0.0625mg/l | CRO:0.125mg/l | CRO:0.25mg/l | CRO:0.5mg/l | CRO:1mg/l | CRO:2mg/l | CRO:4mg/l | CRO:8mg/l
FF:8mg/l FF:8mg/1 FF:8mg/1 FF:8mg/1 FF:8mg/1 FF:8mg/1 FF:8mg/l FF:8mg/1
CRO:0.0625mg/l | CRO:0.125mg/l | CRO:0.25mg/l | CRO:0.5mg/l | CRO:1mg/l | CRO:2mg/l | CRO:4mg/l | CRO:8mg/l
FF:4mg/l FF:4mg/l FF:4mg/l FF:4mg/l FF:4mg/1 FF:4mg/l FF:4mg/l FF:4mg/1
CRO:0.0625mg/l | CRO:0.125mg/l | CRO:0.25mg/l | CRO:0.5mg/l | CRO:1mg/l | CRO:2mg/l | CRO:4mg/l | CRO:8mg/l
FF:2mg/l FF:2mg/l FF:2mg/l FF:2mg/l FF:2mg/1 FF:2mg/l FF:2mg/l FF:2mg/1
CRO:0.0625mg/l | CRO:0.125mg/l | CRO:0.25mg/l | CRO:0.5mg/l | CRO:Img/l | CRO:2mg/l | CRO:4mg/l | CRO:8mg/l

FF:Fosfomisin CRO:Seftriakson

Sekil 3. Inokulasyon ve okuma amaciyla olusturulan standart ¢izim.
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Sekil 4. Plaklarin alana tam yerlesmesi amaciyla yapilan standart isaretlemeler.

Sekil 5. Antibiyotik soliisyonu igermeyen kontrol besiyeri.

3.2.5.7. Sonuglarin degerlendirilmesi

Agar diliisyon plaklar ¢izilen standart sablona yerlestirilerek okuma yapilmistir. Agar

plaklarindaki ekim noktalar1 degerlendirilmis, tek bir koloni veya inokulum izi

48



seklindeki goriintiiler dikkate alinmamistir. Ureme olmayan en diisiik antibiyotik

konsantrasyon degeri MiK degeri seklinde kabul edilmistir.

2mg/l |4mg/l | 8mg/l | 16mg/l | 32mg/l | 64mg/l | 128mg/l | 256mg/1

Sekil 6. 27 numarali sugun agar diliisyon yontemi ile fosfomisin ¢alismasi.

0,125mg/1 | 0,25mg/1 | 0,5mg/l | Img/l | 2mg/l | 4mg/l | 8mg/l | 16mg/l

Sekil 7. 27 numarali susun agar diliisyon yontemi ile gentamisin ¢aligmas.

Ureme gozlenen plaklar

Sekil 8. Fosfomisin-gentamisin kombinasyon c¢alismasinin 27. susa ait sematize

goruntimul.
1 2 3 4 5 6 7 8
A | FF:256 mg/l FF:256 mg/l FF:256 mg/l FF:256mg/l | FF:256 mg/l FF:256mg/l | FF:256mg/l | FF:256 mg/l
GN: 0.125mg/1 GN: 0.25 mg/1 GN:0.5 mg/l GN:1 mg/l GN:2 mg/l GN:4 mg/l GN:8 mg/l GN:16 mg/l
B | FF: 128 mg/l FF: 128 mg/l FF:128 mg/l FF:128mg/l | FF: 128 mg/l FF:128mg/l | FF:128mg/1 | FF: 128 mg/l
GN :0.125mg/1 GN: 0.25 mg/l GN: 0.5 mg/l GN: 1 mg/l GN: 2 mg/l GN: 4 mg/l GN: 8 mg/l GN:16 mg/l
C | FF: 64 mg/l FF: 64 mg/l FF: 64 mg/l FF: 64mg/l | FF: 64 mg/l FF: 64 mg/l | FF: 64 mg/l | FF: 64 mg/l
GN:0.125mg/1 GN:0.25 mg/l GN:0.5 mg/l GN:1 mg/l GN:2 mg/l GN:4 mg/l GN:8 mg/I GN:16 mg/l
D | FF:32 mg/l FF: 32 mg/l FF: 32 mg/l FF: 32 mg/l | FF: 32 mg/l FF: 32 mg/l | FF: 32 mg/l | FF: 32 mg/l
GN:0.125mg/1 GN:0.25 mg/l GN:0.5 mg/l GN:1 mg/l GN:2 mg/l GN:4 mg/l GN:8 mg/I GN:16 mg/l
E | FF: 16 mg/l FF: 16 mg/1 FF: 16 mg/l FF: 16 mg/l | FF: 16 mg/l FF: 16 mg/l | FF: 16 mg/l | FF: 16 mg/l
GN:0.125mg/l GN:0.25 mg/l GN:0.5 mg/l GN:1 mg/l GN:2 mg/l GN:4 mg/l GN:8 mg/l GN:16 mg/l
F | FF: 8 mg/l FF: 8 mg/1 FF: 8 mg/1 FF: 8 mg/1 FF: 8 mg/l FF: 8 mg/l FF: 8 mg/l FF: 8 mg/l
GN:0.125mg/l GN:0.25 mg/l GN:0.5 mg/1 GN:1 mg/l GN:2 mg/l GN:4 mg/l GN:8 mg/l GN:16 mg/l
G | FF:4 mg/l FF: 4 mg/l FF: 4 mg/l FF: 4 mg/l FF: 4 mg/l F: 4 mg/l FF: 4 mg/l FF: 4 mg/l
GN:0.125mg/1 GN:0.25 mg/1 GN:0.5 mg/l GN:1 mg/l GN:2 mg/l GN:4 mg/] GN:8 mg/l GN:16 mg/l
H | FF:2mg/l FF: 2 mg/l FF: 2 mg/l FF: 2 mg/l FF: 2 mg/l FF: 2 mg/l FF: 2 mg/l FF: 2 mg/l
GN:0.125mg/l GN:0.25 mg/l GN:0.5 mg/1 GN:1 mg/l GN:2 mg/l GN:4 mg/l GN:8 mg/l GN:16 mg/l

FF: Fosfomisin, GN:Gentamisin

Ureme olan kuyucuklar
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Yirmiyedi numarali izolata ait MIK degerleri fosfomisin icin 16 mg/l, gentamisin
icin 32 mg/l olarak belirlendi. Kombinasyon ¢aligilmasinda ise iireme olmayan en
diisiik MIK degerli plaklar sekilde goriildiigii iizere D1, E3, F5, G6 ve H9 agar
diliisyon plaklaridir.

Tablo 9. 27 numarali izolat i¢in hesaplanmis olan FIK indeksleri.

Plak FFmikmgn | GNmikmgn | FFrik GNFrik FiK
Indeksi
D1 32 0,125 2 0,003 2,003
E3 16 0,5 1 0,015 1,015
F5 8 2 0.5 0,062 0,562
G6 4 4 0,25 0,125 0,375
H9 2 32 0,125 1 1,125

FF: Fosfomisin, GN:Gentamisin, FIK: Fraksiyonel inhibitér Konsantrasyon

Tablo 7’ de goriildiigii gibi her iki antibiyotik i¢in FIK indeksi hesaplama formiilleri
kullanilarak FIK degerleri ve FIK indeksleri hesaplandi. Bes plak igerisinde en diisiik
FIK indeksi 4 mg/l fosfomisin ve 4 mg/l gentamisin igeren G6 plagi igin 0,375 olarak
hesaplandi. Hesaplanan deger 0.5 degerinden kiigiik oldugu i¢in bu sus i¢in fosfomisin

ve gentamisin arasinda sinerjistik etki vardir.

Altmis izolat i¢in agar diliisyon yontemi ile fosfomisin-gentamisin, fosfomisin-
meropenem, fosfomisin-seftriakson antibiyotiklerinin FIK indeksleri ve etkilesimleri;
fosfomisin, gentamisin, seftriakson ve meropenem antibiyotiklerinin tek baslarina
MIK degerleri belirlenmistir. Altmis adet sus her bir sus i¢in iki plakta ¢alisilmstir.
Tek basina dort antibiyotik igin 2x (4x8) yani 64, kombinasyon ¢alismasi igin 2x(64x3)
yani 384 plak kullanilmistir.

Kalite kontrol amaciyla E. coli ATCC 13846, E. coli ATCC 25992 standart suslar1
kullanildi. Sonuglar ¢ift géz kontrollii olarak degerlendirildi. Uremenin gdzlenmedigi
ilk plagin antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlendi (Sekil 9).
Minimum Inhibitér Konsantrasyon sonuglart EUCAST v.11. énerileri dogrultusunda

degerlendirilerek fosfomisin igin MIK degeri <32mg/L olanlar duyarli, >32 mg/L
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olanlar ise direngli olarak kabul edilmistir. Gentamisin ve meropenem (menenjit
enfeksiyonlarinda) icin MIK <2 mg/L olan degerler duyarl olarak; >2 mg/L olan
degerler ise direngli olarak, meropenem (menenjit dis1 enfeksiyonlarinda) icin MIK
<2 mg/L olan degerler duyarli olarak; >8 mg/L olan degerler ise direngli olarak,
seftriakson (menenjit dis1 enfeksiyonlarinda) i¢in MIK <1 mg/L olan degerler duyarli
olarak; >2 mg/L olan degerler ise direncli olarak, seftriakson (menenjit enfeksiyonlari)
icin MIK <1 mg/L olan degerler duyarli olarak; >1 mg/L olan degerler ise direncli
olarak degerlendirilmistir (6).

Calisma verilerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde IBM SPSS 26 for
windows istatistik paket programi kullanildi. Kategorik degiskenler yilizdelik degerler
ve say1 ile belirtildi. Fosfomisin direnci ve kombinasyonlarin sinerjist ve additif
etkilesim oranlarinin kiyaslanmasinda istatistiksel analiz i¢in Ki-kare testi ve Fisher-
exact testi kullanildi. Nitel degiskenlerin kiyaslanmasinda da Ki-kare testi

kullanilmistir. p < 0.05 ise istatistiksel olarak anlamli sonug¢ kabul edilmistir.

Sekil 9. Agar diliisyon plaklarinin degerlendirilme metodu.
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Sekil 10

. Agar diliisyon plaklarinin degerlendirilme metodu.
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4. BULGULAR

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi hastanelerinin yogun bakim iinitesi ve kliniklerinde
tedavi alan hastalarin farkli klinik 6rneklerinden izole edilen 60 KRE (Karbapenem
Direncli Enterobacterales ) E. coli susu ¢alismaya dahil edilmistir. Suslarin hastane
kokenli olmasi agisindan poliklinik hastalari ve yatis siiresi 48 saati gegmeyen hastalar
calismaya alinmamistir. Calismaya dahil edilen 60 izolatin %83.3” i eriskin, %16.7°
si ¢ocuk hastalardan izole edilmistir (Tablo 10).

Tablo 10. Calisilan E. coli izolatlarinin yatis yeri ve yasa gore dagilimi.

Eriskin Cocuk Toplam
Yogun bakim (n(%)) 23(%38,3) 7(%11,7)  30(%50)
Klinik (n(%)) 27(%45) 3(%5) 30(%50)
Toplam (n) 50(%83,3) 10(%16,7) 60(%100)

Suslarin %50’ si yogun bakim {initelerinden, %50’ si ¢esitli kliniklerden gonderilen
numunelerden izole edilmistir. E. coli suslarimin %48.3” i idrar, %28.3” i kan, %11.6’
st abse ,%6.6’ s1 yara, %3.3 1l beyin omurilik s1visi, %1.9’ u endotrakeal aspirattan

izole edilmistir (Tablo 11).

Tablo 11. Calisilan E. coli izolatlarinin 6rnek tipine gére dagilima.

Ornek Tipi  Idrar Kan Aspirat Yara BOS  ETA

N 29 17 7 4 2 1

% 48,3 283 11,6 6,6 33 1.9
ETA: Endotrakeal Aspirat, BOS: Beyin Omurilik S1visi

Calismaya alinan E. coli izolatlarinin (n=60) tiimii ertapeneme, %98.3” i ampisiline,
%91.5’ u seftazidime, %90’ 1 seftriaksona, %89.6° s1 amoksisilin/klavunata, %88.1° i
sefepime, %83.3” Ui impeneme, %73.3’ U piperasilin-tazobaktama, %66.6 s1
siprofloksasin, levofloksasin ve gentamisine, %60’ 1 trimetoprim /siilfametoksazole,
%26.6> s1 meropeneme, %3.4” ii amikasine direncli idi. Idrardan izole edilen suslarin
(n: 29) %3.6’ s1 fosfomisine direngli idi. EUCAST tarafindan kolistin otomatize sistem

ile glivenilir sonuglar vermedigi i¢in degerlendirilmeye alinmadi. Sivi mikrodiliisyon
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yontemi ile ¢alisilan 7 sus kolistine duyarli saptandi. MDR izolat sayis1 48(% 80) idi

(Tablo 12, Tablo 13).

Tablo 12. idrar dis1 izolatlarin Phonex otomatize sistem ile calisilan ADT sonuclari.
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CRO: Seftriakson CXM: Sefuroksim CIP: Siprofloksasin TZP: Piperasilin-tazobaktam COL: Kolistin

GM: Gentamisin [PM: imipenem LEV: Levofloksasin SXT: Trimetoprim(S)ulfametoksazol MEM:

Meropenem FF: Fosfomisin AXC: Amoksisilin-klavunat NIT: Nitrofurantoin NN:Tobramisin ADT:

Antibiyotik Duyarlilik Testi
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Tablo 13. idrar izolatlarmim Phoenix otomatize sistem ile calisilan ADT sonuglari.

Phonex Otomatize Sistem ADT Sonuglari
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GM: Gentamisin IPM: Imipenem LEV: Levofloksasin SXT: Trimetoprim(S)ulfametoksazol MEM:
Meropenem FF: Fosfomisin AXC: Amoksisilin-klavunat NIT: Nitrofurantoin NN:Tobramisin ADT:

Antibiyotik Duyarlilik Testi
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Agar diliisyon yontemi ile saptanan diren¢ oranlari ise fosfomisin, meropenem,
seftriakson ve gentamisin icin sirasiyla %76.6, %61.6, %98.3, %85 idi. izolatlarin agar
diliisyon ile belirlenen en kiigiik ve en biiyiik MIK degerleri fosfomisin i¢in 0.125-512
mg/l, meropenem i¢in 0.125-32 mg/l,gentamisin i¢in 0.125-32 mg/l, seftriakson i¢in
1-16 mg/1 olarak belirlendi. MIKso degerleri fosfomisin, meropenem, gentamisin ve
seftriakson i¢in sirasiyla 64 mg/l, 8 mg/l, 32 mg/l, 16 mg/l olarak hesaplanmistir.
MiKgo degerleri ise sirastyla 512 mg/1, 32 mg/l, 32 mg/l, 16 mg/1 olarak hesaplanmustir
(Tablo 15). idrar izolatlarmin agar diliisyon yontemi ile calisilan direng oran1 % 65.5
olarak saptanmustir. Idrar dis1 numunelerin agar diliisyon ile ¢alisilan fosfomisin direng

orani ise %87 olarak saptanmustir.

Tablo 14. Bu ¢alismada kullanilan antimikrobiyallerin EUCAST (v.11.0) kriterlerine
gore E. coli igin MIK sinir degerleri.
MIK Smmir Degerleri

Antibiyotik Duyarh Direncli
Fosfomisin <32(mg/1) >32(mg/1)
Meropenem(MD) <2(mg/l) >8(mg/1)
Meropenem(M) <2(mg/l) >2(mg/1)
Gentamisin <2(mg/1) >2(mg/1)
Seftriakson (MD) <1(mg/1) >2(mg/1)
Seftriakson(M) <1(mg/1) >1(mg/1)

MD: Menenjit Dis1 enfeksiyonlar i¢in, M: Menenjit i¢in

Tablo 15. Agar diliisyon ile calisilan E. coli izolatlarinin belirlenen MiKso, MiKgg

degerleri, MIK araliklar1 ve ¢calismada kullanilan antibiyotiklere direng oranlar1 (n=60

izolat).
Fosfomisin Meropenem Gentamisin  Seftriakson

MIK arahk (mg/l) 0.125-512  0.125-32 0.125-32 1-16
MiKso (mg/l) 64 8 32 16
MiKoo (mg/l) 512 32 32 16
Duyarh (n%) 14 (23.4) 20 (33.3) 9 (15) 1(1.7)
Yiiksek dozda duyarh (n%) 0(0) 3(5.1) 0(0) 0(0)
Direncli (n%) 46 (76.6) 37 (61.6) 51 (85) 59 (98.3)
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Agar diliisyon yontemi ile cahsilan antibiyotik duyarhhk sonuglart MiK (mg/l)

FF CRO GN MEM ORNEK YAS KLINIK
1. 128(R) 16(R) 16(R) 16(R) ASPIRAT Eriskin Klinik
2. 512(R) 16(R) 1S) 0,5(S) ASPIRAT Eriskin Klinik
3. 128(R) 16(R) 16(R) 16(R) KAN Eriskin Yogun Bakim
4. 64(R) 16(R) 0,5(S) 0,125(S) KAN Eriskin Yogun Bakim
5. 512(R) 16(R) 1S) 1S ASPIRAT Eriskin Klinik
6.  64R) 16(R) 4(R) 32(R) KAN Eriskin Yogun Bakim
7. 64R) 3(R) 32(R) 1S KAN Eriskin Yogun Bakim
8. S512(R) 16(R) 3(R) 0,5(S) KAN Eriskin Klinik
9. 256(R) 16(R) 32([R) 0,5(S) KAN Cocuk Yogun Bakim
10.  64(R) 16(R) 8(R) 16(R) ASPIRAT Erigkin Yogun Bakim
1. 64(R) 16(R) 8(R) 1(S) BOS Cocuk Klinik
12. 512(R) 16(R) 32(R) 32(R) YARA Eriskin Klinik
13, 512(R) 16(R) 32(R) 16(R) KAN Eriskin Yogun Bakim
14, 256(R) 16(R) 32(R) 32(R) KAN Eriskin Yogun Bakim
15. 64(R) 16(R) 32(R) 32(R) KAN Eriskin Klinik
16.  16(S) 16(R) 32(R) 2(S) KAN Eriskin Yogun Bakim
17. 128(R) 16(R) 32(R) 32(R) YARA Eriskin Klinik
18. 128(R) 16(R) 32(R) 32(R) KAN Eriskin Yogun Bakim
19.  64R) 16(R) 32(R) 1(S) KAN Eriskin Yogun Bakim
20.  64(R) 16(R) 16(R) 32(R) BOS Cocuk Yogun Bakim
21, 128(R) 16(R) 32(R) 32(R) ETA Eriskin Yogun Bakim
22, 64(R) 16(R) 32(R) 0,5(S) KAN Eriskin Yogun Bakim
23, 256(R) 16(R) 32(R) 4(YDD) YARA Eriskin Klinik
24, 16(S) 16(R) 32(R) 3(R) ASPIRAT Eriskin Yogun Bakim
25, 16(S) 16(R) 32(R) 8(R) KAN Erigkin Yogun Bakim
26. 64(R) 16(R) 32(R) 32(R) KAN Erigkin Yogun Bakim
27.  64(R) 16(R) 32(R) 32(R) YARA Cocuk Yogun Bakim
28.  64(R) 16(R) 32(R) 32(R) ASPIRAT Eriskin Klinik
29.  64(R) 16(R) 32(R) 32(R) ASPIRAT Eriskin Klinik
30.  128(R) 16(R) 32(R) 32(R) iDRAR Cocuk Klinik
3. 8(S) 16(R) 32(R) 8(R) KAN Erigkin Yogun Bakim
32.  64(R) 16(R) 32(R) 32(R) KAN Eriskin Yogun Bakim
33, 512(R) 16(R) 32(R) 32(R) IDRAR Cocuk Yogun Bakim
3. 512(R) 16(R) 32(R) 32(R) iDRAR Eriskin Klinik
35, 512(R) 16(R) 32(R) 32(R) iDRAR Erigkin Yogun Bakim
36.  512(R) 16(R) 32(R) 32(R) iDRAR Erigkin Yogun Bakim
37.  512(R) 16(R) 32(R) 32(R) iDRAR Erigkin Yogun Bakim
38.  512(R) 16(R) 32(R) 32(R) iDRAR Erigkin Klinik
39.  512(R) 16(R) 32(R) 32(R) iDRAR Erigkin Klinik
0. 16(S) 16(R) 2(S) 1(S) TDRAR Cocuk Yogun Bakim
41.  512(R) 16(R) 32(R) 32(R) iDRAR Erigkin Klinik
42.  512(R) 16(R) 32(R) 32(R) iDRAR Erigkin Klinik
43.  512(R) 16(R) 32(R) 32(R) iDRAR Cocuk Yogun Bakim
44.  512(R) 16(R) 32(R) 32(R) iDRAR Erigkin Klinik
45, 2(S) 16(R) 2(S) 0,125(S) iDRAR Eriskin Klinik
46.  2(S) 16(R) 32(R) 0,125(S) iDRAR Erigkin Yogun Bakim
47.  128(R) 16(R) 32(R) 8(R) iDRAR Erigkin Yogun Bakim
48.  128(R) 16(R) 16(R) 8(R) iDRAR Erigkin Klinik
49.  128(R) 16(R) 32(R) 8(R) iDRAR Erigkin Yogun Bakim
50.  2(S) 16(R) 32(R) 0,125(S) iDRAR Erisgkin Klinik
51.  64(R) 16(R) 32(R) 4(YDD) iDRAR Erigkin Klinik
52, 2(S) 16(R) 32(R) 0,125(S) iDRAR Eriskin Klinik
53.  64(R) 1(S) 32(R) 4(YDD) iDRAR Erigkin Klinik
54, 4(S) 16(R) 1(S) 0.25(S) IDRAR Eriskin Klinik
55, 4(S) 16(R) 0.5(S) 0.25(S) TDRAR Eriskin Klinik
56.  4(S) 16(R) 0.5(S) 0,25(S) IDRAR Erigkin Klinik
57.2(S) 16(R) 32(R) 0,125(S) IDRAR Erigkin Klinik
58.  128(R) 16(R) 32(R) 8(R) IDRAR Erigkin Klinik
59.  256(R) 16(R) 32(R) 16(R) IDRAR Erigkin Klinik
60.  8(S) 16(R) 1(S) 0,5(S) IDRAR Cocuk Yogun Bakim

Tablo 16. Kombinasyon calismasinda kullanilan antibiyotiklerin tek basina MiK

degerleri ve hastalarin demografik 6zellikleri.

FF: Fosfomisin, CRO: Seftriakson, GN: Gentamisin, MEM: Meropenem, S: Duyarli, R: Direncli
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Tablo 17. E. coli izolatlarmin antibiyotik kombinasyon FiK indeksleri ve yorumlari.

FF-MEM FiKi YORUM FF-GN FiKi YORUM FF-CRO FiKI YORUM
1. 0,75 ADDITIF 0,562 ADDITIF 1 ADDITIF
2. 2 INDIFERAN 0.5 ADDITIF 1 ADDITIF
3. 0,5 SINERJI 0312 SINERJI 1,015 INDIFERAN
4. 2,125 INDIFERAN 0,262 SINERJI 0,51 ADDITIF
5. 0.25 SINERJI 0.257 SINERJI 0,515 ADDITIF
6. 0,656 ADDITIF 0,187 SINERJI 1 ADDITIF
7. 125 ADDITIF 0,503 ADDITIF 1,062 INDIFERAN
8. 0,625 ADDITIF 0375 SINERJI 0,503 ADDITIF
9. 0,375 SINERJI 0,75 ADDITIF 0,625 ADDITIF
10. 0,562 ADDITIF 0,093 SINERJI 1,031 INDIFERAN
11. 0,625 ADDITIF 0,625 ADDITIF L5 INDIFERAN
12. 1 ADDITIF 0,187 SINERJI 1,062 INDIFERAN
13. 1,003 INDIFERAN 1,003 INDIFERAN 1 ADDITIF
14. 0,265 SINERJI 0,132 SINERJI 0,503 ADDITIF
15. 0,281 SINERJI 0,062 SINERJI 1,031 INDIFERAN
16. 0,25 SINERJI 0,75 ADDITIF 0,75 ADDITIF
17. 1.5 INDIFERAN 1.5 INDIFERAN 15 INDIFERAN
18. 32,015 ANTAGONIST 1,015 INDIFERAN 1,015 INDIFERAN
19. 0,312 SINERJI 0,077 SINERJT 1,062 INDIFERAN
20. 0,375 SINERJI 0,156 SINERJT 1,062 INDIFERAN
21. 1,015 INDIFERAN 0,14 SINERJT 1,015 INDIFERAN
22. 1,062 INDIFERAN 0,75 ADDITIF 0,562 ADDITIF
23. 0,5 SINERJI 0,501 ADDITIF 0,75 ADDITIF
24. 2,015 INDIFERAN 0,375 SINERJI 1,125 INDIFERAN
25. 1 ADDITIF 0,156 SINERJI 1,125 INDIFERAN
26. 1,031 INDIFERAN 1,031 INDIFERAN 1,031 INDIFERAN
27. 0,312 SINERJI 0,281 SINERJI 1,031 INDIFERAN
28. 0,531 ADDITIF 0,156 SINERJI 1,031 INDIFERAN
29. 1,031 INDIFERAN 0,156 SINERJI 1,031 INDIFERAN
30. 0,5 SINERJI 1 ADDITIF 1,015 INDIFERAN
31. 0,375 SINERJI 0,281 SINERJI 0,75 ADDITIF
32. 1 ADDITIF 1,031 INDIFERAN 1,031 INDIFERAN
33. 0,5 SINERJI 1,003 INDIFERAN 1,003 INDIFERAN
34. 0,5 SINERJI 1,007 INDIFERAN 1,007 INDIFERAN
3s. 1,003 INDIFERAN 1,003 INDIFERAN 1,003 INDIFERAN
36. 0,562 ADDITIF 1,003 INDIFERAN 1,003 INDIFERAN
37. 0.5 SINERJT 1,003 INDIFERAN 1,003 INDIFERAN
38. 0,265 SINERJT 1,003 INDIFERAN 0,625 ADDITIF
39. 0,375 SINERJT 1,003 INDIFERAN 1,003 INDIFERAN
40. 1,125 INDIFERAN 0.5 SINERJT 0,507 ADDITIF
41. 0,375 SINERJI 1,003 INDIFERAN 1,003 INDIFERAN
42. 0,503 ADDITIF 1,003 INDIFERAN 0,75 ADDITIF
43. 0,625 ADDITIF 1,003 INDIFERAN 1,003 INDIFERAN
44. 0,5 SINERJT 1,003 INDIFERAN 1,003 INDIFERAN
45. 2 INDIFERAN 1,062 INDIFERAN 1,003 INDIFERAN
46. 2 INDIFERAN 1,003 INDIFERAN 1,003 INDIFERAN
47. 1,015 INDIFERAN 1,007 INDIFERAN 1,003 INDIFERAN
48. 125 INDIFERAN 0,562 ADDITIF 0,75 ADDITIF
49. 1,007 INDIFERAN 0,75 ADDITIF 1 ADDITIF
50. 3 INDIFERAN 1,007 INDIFERAN 225 INDIFERAN
51. 0,75 ADDITIF 0,503 ADDITIF 1,125 INDIFERAN
52. 2 INDIFERAN 1,015 INDIFERAN 1,010 INDIFERAN
53. 0.5 SINERJT 0.5 SINERJI 0.5 SINERJI
54. 15 INDIFERAN 0,625 ADDITIF 0,503 ADDITIF
55. 15 INDIFERAN 1 ADDITIF 0,503 ADDITIF
56. 15 INDIFERAN 0,75 ADDITIF 1 ADDITIF
57. 15 INDIFERAN 1,007 INDIFERAN 2 INDIFERAN
58. 0515 ADDITIF 0,515 ADDITIF 0,515 ADDITIF
59. 1 ADDITIF 1,007 INDIFERAN 1,007 INDIFERAN
60. 0375 SINERJI 0,75 ADDITIF 0,75 ADDITIF

FF: Fosfomisin, MEM: Meropenem, GN: Gentamisin, CRO: Seftriakson FiKi: FIK indeksi
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Agar diliisyon ile yapilan kombinasyon calismamizda fosfomisin- meropenem,
fosfomisin- gentamisin ve fosfomisin- seftriakson i¢in sinerjist etki oranlari sirasiyla
%35, %33.4 ve %1.7 olarak saptandi. Belirlenen additif etki oranlar1 ise fosfomisin-
meropenem, fosfomisin- gentamisin ve fosfomisin- seftriakson i¢in sirasiyla %26.7,
%28.3 ve %38.3 olarak hesaplandi. Antagonist etki ise fosfomisin- meropenem

kombinasyonunda yalnizca bir susta saptandi (Tablo 18).

Tablo 18: Calisilan antibiyotik kombinasyonlar1 sonucu belirlenen etki ve oranlari.

FF - MEM FF - GN FF- CRO
Sinerji (FIKI < 0.5) % 35 33.4 1,7
Additif (FIKI >0.5-<1) % 26.7 28.3 38,3
Indiferan (FiKI >1-< 4) % 36.7 38.3 60
Antagonizma (FIKI > 4) % 1.6 0 0

FF: Fosfomisin, MEM: Meropenem, GN: Gentamisin, CRO: Seftriakson FiKi: FiK indeksi

Fosfomisin- meropenem, fosfomisin- gentamisin ve fosfomisin- seftriakson
kombinasyonlarinin additif, sinerjist ve indiferan olma durumlarinin agar diliisyon ile

saptanan fosfomisin direnci ile iliskisi Ki-kare analizi ile aragtirilmastir.

Bu c¢alismada izole edilen E. coli suslarinin fosfomisin- gentamisin kombinasyon
etkilesiminin sinerji, additif ve indiferan olma durumunun agar diliisyon ile saptanan
tek basina fosfomisin direnci ile iliskisi bulunamadi. Yapilan Ki-kare analizine gore
kandan izole edilen E. coli suslarinin fosfomisin- gentamisin kombinasyonunda sinerji
gosterme durumu idrardan izole edilen E. coli suslar ile kiyaslandiginda istatistiki
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0,002) (Tablo 19 ). Yapilan Ki-kare
analizi sonucunda, agar diliisyon ile c¢alisilan fosfomisine direngli bulunan E. coli
izolatlarinin fosfomisin- meropenem kombinasyonda sinerji gdsteren izolat sayisi
indiferan etki gosteren izolat sayisi ile kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0,026) (Tablo 20). Fosfomisin ile kombinasyon
etkilesimleri arastirilan meropenem, gentamisin ve seftriakson antibiyotiklerinin agar
dilisyon yontemi ile ¢alisilan duyarlilik durumlarinin, ¢alisilan kombinasyonda
fosfomisin ile birlikte additif, sinerjist, veya indiferan etki olugsmasi arasinda iligki
bulunup bulunmadig: Ki-kare analizi ile arastirilmistir. Agar diliisyon ile saptanan ve

direncli bulunan meropenem, gentamisin ve seftriakson 1ile olusturduklar
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kombinasyon etkilesim sonucu arasinda istatistiki olarak anlamli bir iligki

bulunamamastir.

Tablo 19. Fosfomisin-meropenem etkilesiminin fosfomisin direnci ile iligkisi.

FOSFOMISIN-MEROPENEM  FOSFOMISIN-MEROPENEM  Toplam

o
SINERIJI INDIFERAN
FF-R 18 12 30 =
FF-S 3 10 13 §
Toplam 21 22 43

FF: Fosfomisin, R: Direngli, S: Duyarli

Tablo 20. Fosfomisin-gentamisin etkilesiminin 6rnek tiirii ile iligkisi.

FOSFOMISIN-GENTAMISIN FOSFOMISIN-GENTAMISIN ~ Toplam -

SINERIJI INDIFERAN
KAN 8 4 12 o
IDRAR 2 18 20 §
Toplam 10 22 32
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S. TARTISMA

Enterobacterales ailesinde GSBL {ireten suslar arasinda diinya ¢apinda karbapenem
direnci hizla artmaktadir ve bu yiizden Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC)
tarafindan bu durum acil bir halk saglig1 tehdidi olarak ilan edilmistir. Karbapenemlere
direngli Enterobacterales tiyeleri, klinik olarak kullanilan ¢ogu antibiyotige direncli
hale gelerek neden olduklar1 hastaliklar1 tedavi etmeyi neredeyse imkansiz hale
getirmektedir. Bu durum, yeni gelistirilen antibiyotiklerin eksikligi ile birlikte,
fosfomisin, polimiksinler ve aminoglikozitler gibi insanlarda toksisite ve etkinlik ile
iligkili 6nceden asamali olarak kullanimdan kaldirilmis antibiyotiklerin tekrar

kullanilmasina yol agmuistir (54).

Fosfomisin, hiicre duvari biyosentezini engelleyen genis spektrumlu bir epoksit
antibakteriyel ajandir. Fosfomisin giivenli ve uygun maliyetli olmasmin yaninda,
ilaclar, uyaricilar, gidalar, intravendz sivilar ve periton diyaliz soliisyonlar1 dahil
olmak iizere diger ajanlarla klinik olarak anlamli farmakolojik etkilesimlere girmez.
Bununla birlikte, monoterapi olarak kullanildiginda fosfomisine in vivo olarak direng
geligebileceginden, sistemik tedavide siklikla diger antimikrobiyal ajanlarla
kombinasyon halinde uygulanir. Eski bir fosfonik asit tiirevi olan fosfomisin, diisiik
molekiiler agirligi (138 Da) ve nispeten hafif yan etkileri nedeniyle iyi bir doku
penetrasyonuna sahiptir. Fosfomisin monoterapisinin ve kombinasyon halinde
kullaniminin, in-vitro ve in-vivo ortamda, MRSA ve Enterobacterales dahil olmak
tizere gram pozitif ve gram negatif MDR bakteri izolatlar1 {izerine etkili oldugu

gosterilmistir (101).

Fosfomisin, esas olarak idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan bir
antimikrobiyaldir. Spesifik olarak, fosfomisin trometamin akut komplike olmayan
sistit i¢in oral tek doz tedavi olarak onaylanmistir. Ayrica fosfomisin, genigletilmis
spektrumlu beta laktamaz tiretimi nedeniyle oldukga yiiksek direng oranlari sergileyen
belirli direngli iiropatojen tiirleri i¢in de yararli bir tedavi secenegi olabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, son ¢aligmalar, iiropatojen bakteriler arasinda ve
ozellikle GSBL pozitif bakterilerde meydana gelen mutasyonlarin, fosfomisine kars1

direncin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegini gostermektedir (126).
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EUCAST Enterobacterales familyast tyeleri icin fosfomisin duyarliliginin
belirlenmesinde referans yontem olarak agar diliisyon yoOntemini Onermektedir.
Yalnica E. coli i¢in 50 pg glhikoz 6 fosfat igeren 200 pg fosfomisin diskleri ile disk
difiizyon yontemi de kullanilabilmektedir (6). CLSI (Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisli) yonergelerine gore de, agar diliisyon teknigi, fosfomisin i¢in
MIK degerini belirlemek igin referans ydntemdir (127). Diflizyon ydntemlerinde,
diske veya gradyan seritlerine G6P eklenir. EUCAST ve CLSI tarafindan 6nerilen disk
icerigi, 50 pg G6P ile 200 pg' dir. Inhibisyon bdlgesinin veya zonlarin okunmasi
genellikle sorunludur ¢iinkil E. coli izolatlarinin %41 kadarinda inhibisyon bolgesi
icinde koloniler goriinebilir. EUCAST, E. coli i¢in okumay1 standardize etmis,
inhibisyon bolgesi i¢inde bulunan kolonilerin g6z ardi edilmesi gerektigini onermis
ayn1 zamanda K. pneumoniae ve P. aeruginosa i¢in Oneriler sunmay1 planlamistir
(127). Lucas ve ark. (127) , tim genom dizilimini kullanarak yakin zamanda
inhibisyon bdlgesi i¢inde gozlemlenen kolonileri incelemis ve disk difiizyonu ile
yeniden incelendiginde vakalarin sadece % 0.8' inin direngli olarak kabul edildigini
tahmin etmiglerdir. Bu koloniler, direngleri, G6P' ye bagli fosfomisin taginmasiyla
baglantili uhpT genindeki delesyonlara veya anlamsiz mutantlara bagli olan

mutantlardir (128).

Bugiine kadar, Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi EUCAST ve CLSI
tarafindan fosfomisine duyarlilik ¢alismasi i¢in dnerilen referans yontem, besiyerine
G6P eklenerek (25 mg/L) yapilan agar diliisyonudur. Bu Onerinin gerekgesi,
fosfomisinin bakteri hiicrelerine niifuz etmek igin 2 tip tastyici kullanmasidir. Ik
tastyici, gliserol 3-fosfat kullanir. Bu tagiyici, Mueller-Hinton agar ile olusan glukoz
veya fosfat iceren kiiltiir besiyerindeki aktivitesini azaltir, diger kiiltiir besiyerlerine
kiyasla fosfomisinin MIK degerlerini arttirir. Ikinci tasiyici, G6P' nin varhig ile
indiiklenir; bu nedenle besiyerine G6P eklendiginde fosfomisin bakteriye daha etkin
bir sekilde girer ve MIK degerleri biiyiik 6lgiide azalir. 25 mg/L G6P ilavesi,
enfeksiyon bolgesindeki bakterilerin fizyolojik durumunu taklit eder; MIK degerleri
bu nedenle teorik degerlere yaklagmaktadir. Ortamda 25 mg/L'nin iizerindeki G6P
miktaridaki artisin MIK degerleri iizerinde ¢ok az etkisi vardir (129). Bu ¢alismadaki
kombinasyon testleri i¢in de bu veriler g6z oniinde bulundurularak G6P eklenerek agar

diliisyon yontemi kullanilmistir.
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In vitro antibiyotik duyarlilik test ydntemlerinden referans olan agar diliisyon testi ve
disk difiizyon testi ile ¢alisildiginda ayn1 zamanda EUCAST sinir degerleri yerine
CLSI sinir degerleri kullanildiginda, E. coli diger Enterobacterales tiirlerinden her iki
yontem i¢in daha uyumlu sonuglar géstermistir (130). Bununla birlikte, birgok yazar,
farkli duyarlilik yontemleriyle belirlenen fosfomisin MIK degerlerinde korelasyon
eksikligi gostermistir (131). Cueto ve ark. (132) fosfomisin duyarlilik sonuglarini
antibiyotik duyarlilik test yontemine gore degerlendirdikleri ¢alismalarinda E. coli igin
yontemler arast anlamli bir fark bulunmazken, K. pneumoniae igin farkliliklar
saptamiglardir. Antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in ¢ogu otomatize sistem sivi
mikrodiliisyon bazli yontemleri esas aldigindan, bu tiir sistemleri kullanan
laboratuvarlarda, fosfomisine diren¢ oldugundan fazla tahmin edilebilir (132). Bu
calismada agar diliisyon yontemi ile 60 adet KRE E. coli susunda fosfomisin direng
orani %76.6 olarak saptanirken, otomatize sistem ile ¢aligilan 29 adet idrar izolatinda
fosfomisin direng oran1 %3.6 olarak saptanmistir. Agar dillisyon ile ise idrar

izolatlarinda %65.5 oraninda direng saptanmistir.

Karlowsky ve ark. © nin (130) farkli antibiyotik duyarlilik saptama ydntemlerini
kullanarak 554 E. coli susu ile yaptiklart calismada, CLSI smir degerleri
uygulandiginda, fosfomisine duyarli izolatlarin yiizdesi, agar diliisyonu (%98.9,
548/554 izolat), disk diflizyonu (%99.3, 550/554) ve Epsilometer test (%99.1,
549/554) i¢in benzer olarak saptanmistir. EUCAST sinir degerleri uygulandiginda ise,
fosfomisine duyarli izolatlarin yiizdesi, agar diliisyon (%98.4, 545/554), disk
difiizyonu (%99.1, 549/554) ve Epsilometer test (%98.9, 548/554) i¢in ayn1 sekilde
yine benzer olarak saptanmistir. Caligsmalarinda E. coli 'nin beta laktamaz iireten
izolatlar1 ve AmpC {ireten izolatlar1 sirasiyla %94,9 ve %96,6 duyarlilik géstermistir
(130). Fakat baz1 coklu ilaca direngli gram negatif bakterilerin arastirildigi
caligmalarda gradyan testlerin fosfomisin duyarluginmi saptamada oldukca yetersiz
oldugu saptanmistir (133). 775 GSBL iireten E. coli (EUCAST sinir degerleri
kullanilmistir.) tizerinde yapilan 2018 tarihli bir Avrupa ¢alismasinda, aragtirmacilar,
agar dillisyon ile hem epsilometer test hem de disk difiizyonu arasinda %98’ den fazla
kategorik uyum, ancak kabul edilemez derecede yiiksek CBH(Cok Biiyiik Hata)
oranlar1 (%23,3, disk diflizyonu; %12,9, Epsilometer test ) gézlemlemislerdir (134).
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Fosfomisin, cesitli iilkelerden elde edilen in vitro verilerde birincil IYE patojeni olan
E. coli' ye kars1 %98 ile %100 arasinda degisen duyarlilik oranlari ile miikemmel bir
antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Ornegin, GSBL iireten E. coli' ye kars1 fosfomisin,
%86-100" lik duyarlilik oranlarina sahip ve bu oranlar genellikle nitrofurantoin,
siprofloksasin veya trimetoprim-siilfametoksazol ile goriilenlerden daha yiiksek olarak
saptanmistir (135). Bu ¢aligmada referans yontem olan agar diliisyon yontemi ile
fosfomisin duyarlilik oran1 %23. 4 olarak saptanmistir. Calisilan tiim suslarin KRE
Ozellikte olmasinin, fosfomisin diren¢ oraninin bu ¢aligmada yiiksek saptanmasinda

etkili oldugunu diistinmekteyiz.

Falagas ve ark. (99) GSBL iireten mikroorganizmalar da dahil olmak iizere MDR
Enterobacterales suglarinin  neden oldugu enfeksiyonlar i¢in fosfomisinin
antimikrobiyal aktivitesini ve klinik etkinligini degerlendiren 17 g¢alismay1 igeren
derlemelerinde, 11 ¢alisma izolatlarin en az %90' inin fosfomisine duyarli oldugunu
bildirilmislerdir. 64 pg/ml' lik CLSI duyarlilik smir degeri kullanildiginda, GSBL
ireten E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinin ¢ogu fosfomisine duyarli olarak
saptamistir (sirastyla %97 ve %81). Bu ¢alismada kullanilan antibiyotik duyarlilik testi
disk difiizyon yontemi oldugundan ve derleme 2010 yilinda yapildigindan direng orani
bizim ¢aligmamiza gore daha diisiik saptanmis olabilir. Ayrica bizim ¢alismamizda

EUCAST mik sinir degeri olan 32 pg/ml kullanilmigtir.

Flamm ve ark’ nin (147) 2019 yilinda agar diliisyon yontemi ile yaptiklar1 ¢calismada
GSBL pozitif 22 E. coli ve 21 K. pneumoniae susunda fosfomisin duyarlilig: sirasiyla
%81.8, %91.7 olarak tespit edilmistir. Ayn1 zamanda MiKso ve MiKoo degerleri
sirastyla E. coli ve K. pneumoniae i¢in 0.5 - 2 mg/L ve 4- 8 mg/L olarak belirlenmistir.
2018 yilinda Flamm ve ark’ nin (137) yaptiklar1 bagka bir calismada ise karbapenem
direngli 11 E. coli ve 12 K. pneumoniae sugunda fosfomisin duyarliliginit % 92 olarak
saptamuglardir. Bu suslarda MiKso ve MiKoo degerleri ise sirasiyla 8-64 mg/L ve 1-
>256 olarak belirlenmistir. Bu ¢alismalarda KRE suslarin GSBL pozitif suglara kiyasla
hem E. coli hem de K. pneumoniae izolatlar i¢in MiKso, MiKoo, fosfomisin direnci
acisindan daha yiiksek degerlere sahip oldugu anlagilmaktadir. Bizim yaptigimiz
caligmada ise bu artslar ile uyumlu olarak KRE pozitif E. coli suslarinda MiKso ve
MIKg degerleri 64 mg/l ve 512 mg/l olarak saptanmistir.
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Bouxom ve ark. (138) 2018 yilinda Fransada yaptiklar1 ¢alismada idrar ve kan
orneklerinden izole ettikleri GSBL pozitif 100 adet E. coli ve K. pneumoniae susunun
agar diliisyon ile calisilan fosfomisin duyarlilik oranmi % 92.7 olarak tespit

etmislerdir.

Cin’de de 2017 yilinda Bi ve ark. (139) idrar 6rneklerinden izole edilen 356 GSBL
pozitif E. coli susunda agar diliisyon ile ¢alisilan fosfomisin direng orani ayni sekilde
% 92.7 olarak belirlemislerdir. MiKso degeri 0.5 mg/L, MiKgo degeri ise 32 mg/L

olarak belirlenmistir.

Mezzatesta ve ark. ‘nin (140) 2017 yilinda Italya’da agar diliisyon, mikrodiliisyon ve
gradient diflisyon yontemleri ile yaptiklari ¢aligmada idrar 6rneklerinden izole edilen
24 adet GSBL pozitif E. coli ve 53 adet KPC pozitif K. pneumoniae susunun
fosfomisin duyarlilik oranlari sirasi ile %100 ve %78 olarak tespit edilmistir. MIK so
ve MiKyo degerleri ise 0.5-1 mg/L ve 32-128 mg/L olarak hesaplanmistir. Her ii¢
calismada da idrar 6rneklerinden izole edilen GSBL pozitif E. coli suslar1 igin direng
oranlar1 olduk¢a diisiik seviyelerde tespit edilmistir. Bizim c¢alismamizda idrar
orneklerinde fosfomisin direng orami agar diliisyon yontemi ile %65.5 olarak
saptanmistir. Bu calismalara kiyasla daha yiiksek oran tespit edilmesinin suslarin

hastane kaynakli ve KRE 6zellikte olmasina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Falagas ve ark.’nin (99) 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda Avrupa, Asya ve
ABD' de GSBL iireten E. coli' deki fosfomisin diren¢ oranlarinin ortalama yaklasik
olarak %3.2 oldugu tahmin edilmektedir. Bununla birlikte Oteo ve ark. 'nin (141)
yaptiklar1 bir Ispanyol calismasinda, GSBL iireten E. coli suslarindaki fosfomisin
direng oranlarinda, fosfomisin kullanimindaki %50 oraninda artisa paralel olarak,
2004' ten 2008 'e %2.2' den %21.7' ye bir artis oldugunu gdsterilmistir. Israil' de
yiiriitiilen ve idrardan izole edilen 1503 E. coli susunun fosfomisine duyarliliginin
degerlendirildigi yakin tarihli bir tek merkezli ¢aligmada, fosfomisine direng 2015' te
%21' den 2016' da %31' e yiikselmis ve GSBL iiretenlerde, iiretmeyenlere gore daha
sik olarak saptanmistir.(142) Bu g¢aligmalardaki fosfomisin diren¢ oranlarinin yillar
gectikce yiikselmesi ile uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da idrar numunelerinde

fosfomisin direng¢ oran1 %65.5 olarak saptanmustir.
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Gopichand ve ark.” nin (143) agar diliisyon ile yaptiklar1 duyarlilik ¢aligmalarinda
fosfomisin, idrar 6rneklerinden izole edilen karbapenemaz iireten E. coli izolatlarinin
%100’lint, K.pneumoniae ve Enterobacter spp izolatlarimin %50’sini, Pseudomonas
spp izolatlarinin %30' unu inhibe etmistir. Caligmaya dahil edilen 217 MDR E. coli
izolatinin 78' i (%35.9) amikasine, 207" si (%95.4) gentamisin' e direngli iken,
fosfomisin bu izolatlara karsi in vitro %100 etkinlik gdstermistir. Bu c¢aligmalar ile
uyumlu olarak agar diliisyon yontemi ile gentamisin diren¢ oranini bizim
calismamizda da %85 olarak saptadik. Ancak bizim suslarimizin tiimii fosfomisine

duyarli olarak saptanmamustir.

Banerjee ve ark. (144) tarafindan 2017 yilinda Kolkata'daki 380 yatakli tigiincii
basamak bir hastanede yapilan bir calismada, KRE E. coli izolatlar1 iizerinde

fosfomisine % 89 duyarlilik ile benzer sonuglar gézlenmistir.

Benzer sekilde, GSBL ve/veya karbapenemaz lireticisi Enterobacterales ailesi
tiyelerinde diren¢li mutantlarin ortaya ¢ikisinin zamana bagl 6ldiirme egrileri ve in
vitro modelleri kullanilarak yiiriitiilen farmakodinami ¢aligsmalari, sadece fosfomisinin
bakterisidal aktivitesini degil, ayn1 zamanda tiire ve izolata gore degisen direncli alt

poplilasyonlarin yeniden biiylimesini de gostermistir (145).

Heterodireng fenomeni, E. coli, A. baumannii, P. aeruginosa ve hatta S. pneumoniae
gibi cesitli mikroorganizmalarda rapor edilmistir. Bu fenomen, fosfomisine daha az
duyarli bakteri alt popiilasyonlarinin varligint gosterir ve fosfomisin igin yliksek
mutasyon sikligin1 kismen agiklar. E. coli izolatlarinin %40 kadarinda milyarda bir-
yiizbinde bir oraninda diren¢li mutantlar goriilebilmektedir. Bu mutantlar, glpT ve
uhpT genlerindeki nadir mutantlar ile birlikte 32-64 mg/L'lik MIK degerleri
gostermektedir. Laboratuvar ortaminda ve idrarda in-vitro diisiik stabiliteye
sahiptirler. Tipik olarak ardigik pasajlarda diisiik MIK degerleri (2-4 mg/L) geri
kazanilabilir. Izolatlarin yaklasik %1" inde, uhpT ve uhpA genlerindeki delesyonlar
veya eklemeler ile daha diisiik bir oranda (10'-107) direngli mutantlar ortaya
¢ikabilir. Bu mutantlar, yiiksek MIK diizeyleri (512-1,024 mg/L) ve izogenik
suslardan daha diigiik biiylime stabilitesi sunar, ancak glpT ve uhpT
mutantlarininkinden daha yiiksektir. Bu mutantlar, hipermutatdér suslarda daha sik

gozlenmektedir. Bununla birlikte, tiim durumlarda, stabilitelerinin olmamasi ve asidik
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ortamlarda (Ornegin idrarda) daha diisiik seciliim olasiliklari, in vitro olarak
gozlemlenen fosfomisin direncinin in vivo olarak diisik yansimasimni da
aciklamaktadir. Fosfomisinin idrar gibi baz1 yerlerde ulastigi  yiiksek
konsantrasyonlarin ve biyofilmlere 1yi niifuz etmesinin bu mutantlarin olas1 secilimini
en aza indirdigi belirtilmektedir. Bu gercek, mutant se¢im penceresinin (direngli
mutantlarin segilecegi konsantrasyon araligl) tanimlanabildigi in vitro modellerde
gosterilmistir. 4 g/8 saatten daha yiiksek terapotik rejimlerde bu segilim penceresinden

kaginilabilir (129).

Kanada, Italya, Ispanya, Yunanistan ve Birlesik Krallik' tan yapilan son arastirmalar,
toplum kokenli GSBL iireten organizmalar arasinda diger antimikrobiyal ajan
siiflarina kars1 direncle ilgili endise verici bir egilim gdstermistir. Bu arastirmalar,
GSBL iireten E. coli’ nin, ozellikle CTX-M tiplerini iiretenlerin, trimetoprim-
stilfametoksazol, tetrasiklin, gentamisin ve siprofloksasine karsi (Kanada'da izolatlarin
%66 kadar1 siprofloksasine direngli saptanmistir.) birlikte direng sergiledigini
gostermektedir  (56). Antimikrobiyal kombinasyonlarin kullanimi, gelismis
biyoyararlanim, inhibitor inhibisyonu, sirali blokaj, karsilikli stabilizasyon, paralel yol
inhibisyonu ve diizenleme modiilasyonu dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalar
yoluyla mikrobiyal hiicreleri sinerjistik olarak inaktive etmesi nedeniyle

onerilmektedir (126).

Fosfomisin'in diger antibiyotik ajanlarla kombinasyon halinde kullanildiginda faydal
olabilen bir bagka yonii, birlikte uygulanan bir¢ok ilag tiiriiniin toksisitesini degistirme
yetenegidir. Spesifik olarak, fosfomisinin, aminoglikozitlerin, glikopeptitlerin ve
ayrica polimiksin B' nin toksisitesini in-vivo azalttigi rapor edilmistir. Son olarak,
amoksisilin veya klaritromisin ile sinerjistik kombinasyonun Helicobacter pylori
enfeksiyonlu hastalar i¢in yararli bir alternatif tedavi secenegi saglayabilecegi

bildirilmistir (126).

Fosfomisin ile diger antibiyotik kombinasyonlari, test edilen izolatlara kars1 sinerjistik
antibakteriyel etkiler gostermistir. Ozellikle, fosfomisinin aminoglikozidlerle
kombinasyonlari, diger smf antibiyotikleriyle karsilagtirildiginda gelismis
bakterisidal etki ortaya cikarmistir. Bu durum, antibiyotige direngli patojenlerin

yonetiminde c¢ok hedefli bir mekanizmanin roliiniin 6nemini gostermektedir. K.

67



pneumoniae, P. aeruginosa ve E. coli dahil olmak tizere MDR bakteriyel izolatlarina
kars1 fosfomisin ve aminoglikozitlerin (amikasin veya gentamisin) kombinasyon

tedavileri i¢in benzer sinerjistik etkilerr bildirilmistir (101).

Calderon ve ark.’ nin (146) alt1 fosfomisine heterodirengli E. coli izolat1 (dordii giiglii
mutatdr fenotipli) ile yaptiklar1 2021 tarihli bir calismada fosfomisin ve amikasin MIK
degerleri, agar diliisyon (AD), epsilometer test ve sivi mikrodiliisyon (BMD) ile
degerlendirilmistir ve fosfomisin ve amikasin etkilesimleri, farkli konsantrasyonlarda
dama tahtasi ve zamana bagli 6ldiirme deneyleri ile incelenmistir. AD ve BMD ile bes
izolatin fosfomisine direngli oldugu belirlenmis, ancak hepsinin Epsilometer test ile
duyarl1 oldugu saptanmistir. Tim izolatlarin amikasine de duyarli oldugu
belirlemislerdir. Antibiyotik kombinasyonlari iki izolatta sinerjistik olup antagonizma
saptanmamisir. Zamana bagli 6ldiirme deneylerinde kombinasyon kosullar1 altinda
hicbir biiylime tespit edilmemistir. HFIM (i¢i bos fiber enfeksiyon modeli)' de
fosfomisin ve amikasin monoterapileri bakteri kiiltlirlerini sterilize etmede basarisiz
olmus; ancak fosfomisin ve amikasin kombinasyonu hizli bir eradikasyon saglamistir.
Bu c¢aligmada, monoterapide amikasin veya fosfomisin kullanilmasinin fosfomisine
heterorezistan E. coli izolatlarin1 ortaya c¢ikarmasi nedeniyle izolatlarinin tedavi
basarisizlig1 riskine neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu sonuglar, amikasin-
fosfomisin kombinasyonunun bakteri yiikiinii hizla azaltabilecegini ve fosfomisin
heterodirencli suslara karsi direncli alt popiilasyonlarin ortaya ¢ikmasim
onleyebilecegini desteklemektedir. Bizim ¢alismamizda da fosfomisin ve gentamisin
sinerjist etkilesim orani aminoglikozid grubu antimikrobiyal grubuna dahil olan
amikasinin sinerji gosterdigi bu calisma ile uyumlu sekilde % 33.4 olarak

saptanmistir.

Yakin tarihli bir metaanaliz calismasinda, ¢esitli mikroorganizmalar ile birlikte cesitli
enfeksiyon tiirlerinde (iiriner sistem, solunum sistemi, bakteriyemi, merkezi sinir
sistemi ve iskelet sitemi) fosfomisin monoterapisi sirasinda direngli mutantlarin

secilme riskinin %3.4 oldugunu tahmin edilmistir (129).

Fosfomisinin monoterapi olarak kullanildiginda MDR Enterobacterales ailesi
tiyelerinde %90.5 ila %100 'iine kars1 etkili oldugu saptanmistir. GSBL pozitif E. coli

suslarinda fosfomisin ile karbapenemler (dama tahtas1 yontemi ve epsilometer test ile),
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aztreonam (dama tahtas1 ve zamana bagli 6ldiirme testleri ile), kolistin (zamana bagl
oldiirme testi ve epsilometer test ile), netilmisin (epsilometer test ile) ve tigesiklin
(zamana bagh 6ldiirme testleri ve epsilometer test) ile sinerji tespit edilmistir. Izolatin
fosfomisin MIK degerine esit konsantrasyonlarda ancak daha yiiksek
konsantrasyonlarda olmamakla birlikte sefoksitin ile (zamana bagli 6ldiirme testleri
ile) sinerji rapor edilmistir. Son olarak, dama tahtast yontemi kullanilarak NDM-1
iireten Enterobacterales iiyelerine karsi kolistin ile sinerji rapor edilmistir. Ancak
tigesiklin ile sinerji saptanmamuistir.(102) Samonis ve ark.’nin (147) toplamda 100 adet
GSBL pozitif E. coli, MDR K. pneumoniae ve MDR P. aeruginosa susu ile yaptiklari
epsilometer test ile yaptiklar1 kombinasyon c¢alismalarinda fosfomisinin, yiiksek
karbapenem MIK degerleri olanlar dahil serin karbapenemaz iireten K. pneumoniae
izolatlarinin iicte ikisinden fazlasina karsi karbapenemlerle kombinasyon halinde
sinerjik etki gosterdigini bildirmislerdir. Degerlendirilen karbapenemler arasinda,
imipenem fosfomisin ile kombinasyon halinde GSBL iireten K. pneumoniae
izolatlarina ve ayrica GSBL pozitif E. coli izolatlarina kars1 en sik sinerjistik etkiye
sahip karbapenemdir; doripenem ise, MDR P. aeruginosa izolatlarina (cogu
karbapenem direngli olan) karsi fosfomisin ile en sik sinerjik etki gosteren
karbapenemdir. Bizim ¢aligmamizda bu veriler ile uyumlu olarak KRE pozitif E. coli
suslarinda meropenem ile fosfomisin kombinasyonunda %35 oraninda sinerji tespit
edilmigtir. Sefalosporinlerden seftriakson ile fosfomisin kombinasyonunda sinerji

orani olduga diisiik bir oran olan %1.7 olarak saptanmistir.

Bu calismanin aksine Netikul ve ark. (148) karbapenemler ile fosfomisinin
kombinasyonunun; en az bir karbapenem tiiriine kars1 duyarliligi azalmis E. coli veya
K. pneumoniae suslarma karsi sinerjistik olmadigmi (0.75 < FIK indeksi < 2.0)

saptamigslardir.

El-wafa ve ark.” nin (149), MDR E. coli izolatlarda CB yontemiyle yaptiklar
calismalarinda inceledikleri tiim izolatlarda siprofloksasin, imipenem ve tobramisinin,
fosfomisin ile kombinasyon ¢alismasinda inceledikleri tiim etkilesimlerin sinerjik etki
tespit etmislerdir. Ozellikle, iiclii kombinasyonlarin (FOS/ IPM/ CIP, FOS/ IPM/ TOB
ve FOS/ CIP/ TOB), duyarli sinir degerlerden daha diisiik MIK seviyelerinde secilen

tiim izolatlara kars1 sinerjiyi arttirdigini saptamislardir.
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Sugathan ve ark. (150) idrar 6rneklerinden izole edilen ve biyofilm olusturan 50 adet
MDR E. coli susu ile yaptiklart calismada siprofloksasin, amikasin, meropenem
antibiyotiklerinin fosfomisin ile kombinasyon etkilesimlerini agar diliisyon yontemi
ile incelemislerdir. Fosfomisinin, ayr1 ayr1 amikasin ve meropenem ile
kombinasyonlari, MDR E. coli izolatlarina kars1 siprofloksasin ile kombinasyonuna
kiyasla, biyofilm olusumunu daha fazla azaltmis ve yiliksek bir sinerji yiizdesi
saglamistir. Bizim c¢alismamizda da meropenem ile fosfomisin ve gentamisin ile
fosfomisin kombinasyonlarinin  sinerji  oranlar1 seftriakson ile fosfomisin

kombinasyonuna kiyasla daha yiiksek saptanmistir.

Hickman ve ark. (151) MDR E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinda agar diliisyon
yontemi ile aztreonam ve mesilinam antimikrobiyallerinin fosfomisin ile kombinasyon
ekilesimlerini incelemislerdir. Tiim suglar aztreonama direngli olmasina ragmen ikili
kombinasyon (fosfomisin ve aztreonam) ve ii¢lii kombinasyon (fosfomisin, aztreonam

ve mecillinam) kullanimi1 bakterilerin inhibisyonunda oldukca etkili bulunmustur.

Yakin zamanda fosfomisin ve beta laktamlar (karbapenem, seftazidim,
piperasilin/tazobaktam) arasinda KPC iireten bir K. pneumoniae susuna kars1 zamana
bagli 6ldiirme testleri kullanilarak test edilen bakterisidal aktivite agisindan sinerji
gbzlemlenmistir (136). Yakin tarihli bir bagska zamana bagl 6ldiirme ¢aligmasinda,
9/11(%82) panrezistan gram negatif basile kars1 fosfomisin ve meropenem arasindaki

sinerji gozlemistir (152).

Farooq ve ark. ’ nin idrar, kan, vajinal siiriintii ve yara 6rneklerinden izole edilen 176
MDR E. coli susu ile yaptiklari ¢aligmada, antibiyotik direng ylizdeleri gentamisin i¢in
%60, moksifloksasin i¢in %15, siprofloksasin i¢in %40, amoksisilin i¢in %20,
fosfomisin i¢in %10 ve seftolozane/tazobaktam i¢in %5 olarak saptanmistir. Cift disk
sinerji yontemi ile yaptiklar1 kombinasyon ¢alismalarinda, fosfomisin ve amoksisilin
kombinasyonu %92, fosfomisin ve gentamisin kombinasyonu %95 ve fosfomisin ve
ceftolozane/tazobaktum kombinasyonu %99 duyarlilik saptadiklarini bildirmislerdir

(153).

Fos enzim gruplar arasinda, epidemiyolojik agidan karbapenem direnci ile en ilgili
olani, E. coli’ deki plazmit aracili aktarilan FosA3' tiir. FosA3 ilk olarak 2006' da

Japonya' da tanimlanan bir E. coli klinik susundan bildirilmistir. Daha sonra Dogu
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Asya' da (Cin, Hong Kong, Kore ve Japonya), GSBL iireten E. coli insanlarda,
gidalarda, evcil hayvanlarda K. pneumoniae’ dan daha az yaygin olarak saptanmuistir.
FosA3 geni tipik olarak, CTX-M-tipi GSBL tastyan bir konjugatif plazmit iizerinde
iki IS26 kopyasi ile smirlanmis bir kompozit transpozon iizerinde bulunur. Bu
nedenle, bdyle bir plazmit alan E. coli, ayn1 anda hem sefalosporinlere hem de

fosfomisine kars1 direngli hale gelir (135).

llging bir kombinasyon da fosfomisinin, gram negatif mikroorganizmalarda
fosfomisini hidrolize eden FosA enziminin inhibitorii olarak da aktivite gdsteren bir
antiviral ila¢ olan fosfonoformik asit (foscarnet) tiirevleri ile kombinasyondur.
Fosfomisin aktivitesi bu kombinasyon ile, kromozomlarinda bu enzimi kodlayan P.

aeruginosa, K. pneumoniae ve Enterobacter cloacae gibi bakterilere kars1 artmaktadir

(129).

Ayrica temosilin ve fosfomisin kombinasyonunun hem in-vitro hem de in-vivo
ortamda sinerjistik oldugu ve KPC karbapenemazlar ile temosiline diren¢ kazandiran
OXA-48 iireten E. coli' ye karsi kullanildiginda direngli mutantlarin ortaya ¢ikmasini
onledigi gosterilmistir (129).

Suich ve ark. (154) 2022 yilinda kan kiiltlirlerinden izole edilen E. coli (n=83), K.
pneumoniae (13) ve P. aeruginosa (4)’ dan olusan 100 izolatin neredeyse tiimiinii
(95/100), epsilometer test ile fosfomisine duyarl olarak saptamiglardir. Disk diflizyon
yontemi ile ise 88/100 izolatin fosfomisine duyarl olarak saptamiglardir. Bu suslarin
arasindan 30 izolat sinerji testleri i¢in uygun bulunmustur. Fosfomisinin
antibiyotiklerin her biri ile kombinasyon halinde sinerji testi, bir kombinasyon MIK
degerini belirlemek icin MTS™ "capraz" sinerji yontemi kullanilarak her bir izolat
icin yapilmistir. Tanimlanan bu direncli 30 izolattan 21'i E.coli, 8’ i K. pneumoniae
ve 1’ i P.aeruginosa olup, sinerjist etkilesim en yaygin olarak fosfomisin ile
piperasilin/tazobaktam (10/30; %33), seftazidim/avibaktam (10/30; %30) ve temosilin
(8/30; %27) dahil beta-laktam antibiyotikler ile tespit edilmistir. Aditif etki en yaygin
olarak aztreonam (25/30; %83) ve meropenem (25/30; %83) ile saptanmis, ancak
tigesiklin (30/30) ile %100 indiferan etkilesim saptanmistir. Herhangi bir antibiyotik
kombinasyonu ile antagonizma tanimlanmamistir. Bu sonugclar ile beta laktamlarin

fosfomisin ile kombinasyon icin tercih edilebilen antibiyotikler olabileceklerini
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disiindiirmektedir. Bu ¢alismada ayrica kolistin ile fosfomisin kombinasyonunun
sinerji ile sonuglanmadig bildirilmistir (%20 additif, %80 indiferan etki saptanmustir).
Bu c¢alismanin aksine agar diliisyon yontemi kullanarak yaptigimiz kombinasyon
calismamizda bir beta laktam olan seftriakson ile fosfomisin kombinasyonunun sinerji
oranini %1.7 additif etki oranini ise %38.3 olarak saptadik. Meropenem ile fosfomisin
kombinasyonunda ise sinerji orant %35 iken additif etki orant %26.7 olarak
saptanmistir.  Fosfomisin ile  seftriakson, meropenem veya gentamisin
kombinasyonlar1 arasinda additif etki oran1 %38.3 ile en yiiksek seftriakson ve
fosfomisin kombinasyonunda saptandi. Bahsedilen ¢calismada kullanilan ¢apraz sinerji
yontemi ile bizim kullndigimiz agar diliisyon yoOnteminin farkli sonuglar elde

edilmesinde etkili olmus olabilecegini diisiinmekteyiz.

Corvec ve ark.’nin (155) zamana bagh dldiirme yontemi ile yaptiklar1 kombinasyon
calismasinda, kombinasyon halinde, kolistin ile tigesiklin (%50), fosfomisin ile
gentamisin (%42), kolistin ile gentamisin (%33) veya fosfomisin ile tigesiklin (%25)
kombinasyonlarindan 6nemli 6l¢iide daha fazla sinerji gdsterdigini bildirmislerdir.
Fosfomisin ile kolistin kombinasyonu, tek basina fosfomisininkinden énemli 6l¢iide
yiiksek sinerji oranini (%67) gostermistir. Caligmalarinda fosfomisin ile kolistin
kombinasyonunun, florokinolon direngli gram negatif basillerin tedavisinde etkili

olabilecegini ileri siirmiislerdir.

Wang ve ark.’nin (156) E. coli ve P. aeruginosa suslari ile yaptiklar1 ¢alismada, E.
coli suglarinin biyofilmine kars1 fosfomisin/ gentamisin kombinasyonu i¢in en ytiksek
oranda sinerjizm (%75) saptanirken, gentamisin/ siprofloksasin kombinasyonu P.

aeruginosa suslarina kars1 daha yiiksek siklikta sinerji gostermistir (%71.4).
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6. SONUCLAR

GSBL direten ve karbapeneme direngli Enterobacterales tyeleri ile olusan
enfeksiyonlarda tedavide kullanilabilecek antimikrobiyal segenekleri oldukca
kisithidir. Uzun yillardir, ozellikle E. coli’ nin neden oldugu idrar yolu
enfeksiyonlarinda monoterapi halinde oral fosfomisin kullanilmaktadir. Bu ¢alismada
Iv fosfomisinin KRE E. coli suslarinda seftriakson, meropenem ve gentamisin ile
kombinasyon halinde kullaniminin sinerjist etki durumu incelenmistir. Sonug olarak
meropenem ve gentamisin antimikrobiyallerinin fosfomisin ile kombinasyon halinde
yiiksek sinerjist etkili olabilecegini ancak seftriakson ve fosfomisin kombinasyonunun
anlamli bir sinerjist etki gostermedigi saptanmistir. KRE E.coli suslarinda
kombinasyon tedavilerine yon verilmesi agisindan daha fazla sayida agar diliisyon

yontemi ile yapilacak olan kombinasyon c¢aligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

73



7. KAYNAKLAR

1.Hazirolan G, Fosfomisin: Ge¢gmige Doniis. Klimik Derg. 2020; 33(3): 213-22
2.Gardiner BJ, Stewardson AJ, Abbott 1], Peleg AY, Inatci Uriner Sistem
Enfeksiyonu’nda Nitrofurantoin ve Fosfomisin Kullanimi. 2019;42 (1)

3.Trinh TD, Smith JR, Rybak MJ, Parenteral Fosfomycin for the Treatment of
Multidrug Resistant Bacterial Infections: The Rise of the Epoxide.
Pharmacotherapy. 2019;39(11)

4.7Zhanel GG, Zhanel MA, Karlowsky JA, Intravenous fosfomycin: an assessment
of its potential for use in the treatment of systemic infections in Canada. Canadian
Journal of Infectious Diseases and Medical Microbiology. 2018; (2018),
Article 8912039

5.Alpay Y, Yavuz MT, Aslan T, Biiyiikzengin B, Genislemis spektrumlu beta-
laktamaz pozitif Escherichia coli ile olusan komplike olmayan iiriner sistem
infeksiyonlarinin tedavisinde oral antibiyotikler karbapenemlere alternatif olabilir
mi? ANKEM Derg.2017;31(3):85-91 doi: 10.5222/ankem.2017.085

6.European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST),
Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters-Version 11.0.
2021.

7.Murray PR, Rosenthal KS, Pfaller MA. Medical Microbiology. Ed Murray PR,
Rosenthal KS, Pfaller MA, Medical Microbiology. p.p. 253, 8th ed. JMI
Laboratories, Philadelphia, ABD, 2016

8.Carroll KC, Hobden JA, Miller S, Morse SA, Mietzner TA, Detrick B, Mitchell
TG, McKerrow JH, Sakanari JA, Jawetz, Melnick & Adelberg's Medical
Microbiology. .p.p.231, 27th ed. Mcgraw-Hill Education, New York, ABD, 2016
9.Procop GW, Church DL, Hall GS, Janda WM, Koneman EW, Schreckenberger
PC, et al. Color Atlas & Textbook Of Diagnostic Microbiology. p.p. 214-229 7th
ed. Philadelphia; 2017.

10. Croxen MA, Law RJ, Scholz R, Keeney KM, Wlodarska M, Finlay BB.
Recent advances in understanding enteric pathogenic Escherichia coli. Clin
Microbiol Rev. 2013 Oct;26(4):822-80. doi: 10.1128/CMR.00022-13.

11. Etymologia: Escherichia coli. Emerg Infect Dis. 2015 Aug;21(8):1310. doi:
10.3201/eid2108.ET2108. PMCID: PMC4517708.

74



12. Kaper JB, Nataro JP. Mobley HL, Pathogenic Escherichia coli. Nat. Rev.
Microbiol. 2004; 2: 123-140.

13. Torok ME, Moran E, Cooke F. Oxford Handbook of Infectious Diseases and
Microbiology. 2 ed. ed. Oxford, UK: Oxford University Press; 2016.
https://oxfordmedicine.com/view/10.1093/med/9780199671328.001.0001/med-
9780199671328. Accessed January 18, 2022. p.280-281

14. Procop GW, Church DL, Hall GS, Janda WM, Koneman EW,
Schreckenberger PC, et al. Color Atlas & Textbook Of Diagnostic Microbiology.
p-p- 254, 7th ed. Philadelphia; 2017.

15. Murray PR, Rosenthal KS, Pfaller MA. Medical Microbiology. Ed Murray
PR, Rosenthal KS, Pfaller MA, Medical Microbiology. p.p. 256-293, 8th ed. JMI
Laboratories, Philadelphia, ABD, 2016

16. Estrada-Garcia T, Tarr PI. Escherichia Coli. Foodborne Infections and
Intoxications.2022;125—-163. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-819519-2.0001 8-
9

17. Carroll KC, Hobden JA, Miller S, Morse SA, Mietzner TA, Detrick B,
Mitchell TG, McKerrow JH, Sakanari JA, Jawetz. Melnick & Adelberg's Medical
Microbiology. .p.p.235, 27th ed. Mcgraw-Hill Education, New York, ABD, 2016

18. Nataro JP. Enteroaggregative Escherichia coli pathogenesis. Curr Opin
Gastroenterol. 2005; 21(1):4-8. PMID: 15687877.

19. Newell DG, La Ragione RM. Enterohaemorrhagic and other Shiga toxin-
producing Escherichia coli (STEC): Where are we now regarding diagnostics and
control strategies?. Transbound Emerg Dis. 2018; 65(1):49-71. doi:
10.1111/tbed.12789. Epub 2018 Jan 25. PMID: 29369531.

20. Karmali MA, Petric M, Lim C. Fleming PC, Steele BT. Escherichia
colicytotoxin, haemolytic-uraemic syndrome, and haemor(R)hagic colitis. Lancet.
1983; 2(8362): 1299—-1300

21. Foster JW. Escherichia coli acid resistance: tales of an amateur acidophile.
Nat Rev Microbiol. 2004; Nov;2(11):898-907. doi: 10.1038/nrmicro1021. PMID:
15494746.

22. Raj P. Pathogenesis and laboratory diagnosis of Escherichia coli-associated

enteritis. Clin Microbiol Newsletter. 1993;15: 89-93.

75


https://doi.org/10.1016/B978-0-12-819519-2.00018-9
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-819519-2.00018-9

23. Robins-Browne RM and Hartland EL. Escherichia coli as a cause of diarrhea.
Journal of Gastroenterology and Hepatology. 2002; 17: 467-475

24. ldstedt BA, Finton MD, Porcellato D, Brandal LT. High frequency of hybrid
Escherichia coli strains with combined Intestinal Pathogenic Escherichia coli
(IPEC) and Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli (ExXPEC) virulence factors
isolated from human faecal samples. BMC Infect Dis. 2018; Nov 1;18(1):544. doi:
10.1186/512879-018-3449-2.

25. Carroll KC, Hobden JA, Miller S, Morse SA, Mietzner TA, Detrick B,
Mitchell TG, McKerrow JH, Sakanari JA, Jawetz. Melnick & Adelberg's Medical
Microbiology. .p.p.234, 27th ed. Mcgraw-Hill Education, New York, ABD, 2016
26. Mandracchia V], Hayes DW, Yoho RM, Hayes MF. Diagnosis, Differential
and Treatment Options. Nat Rev Microbiol . 2000;13(March):269—-84.

27. Shah C, Baral R, Bartaula B. et al. Virulence factors of uropathogenic
Escherichia coli (UPEC) and correlation with antimicrobial resistance. BMC
Microbiol. 2019; 19: 204 https://doi.org/10.1186/s12866-019-1587-3

28. Sik Kim K. Meningitis Associated Escherichia coli. EcoSal Plus. 2006;
Jan;2(1). doi: 10.1128/ecosalplus.8.6.1.2.

29. Hoffman JA, Wass C, Stins MF, Kim KS. The capsule supports survival but

not traversal of Escherichia coli K1 across the blood-brain barrier. Infection and
immunity, 1999; 67(7), 3566-3570.

30. Parkkinen J, Korhonen TK, Pere A, Hacker J, Soinila S. Binding sites in
the rat brain for Escherichia coli S fimbriae associated with neonatal meningitis, J
Clin Invest, 1988; vol. 81(3) :860-5

31. Stins MF, Prasadarao NV, Ibric L, Wass CA, Luckett P. Binding
characteristics of S fimbriated Escherichia coli to isolated brain microvascular
endothelial cells, Am J Pathol. 1994;145:1228-36

32. Korhonen TK, Valtonen MV, Parkkinen J, et al. Serotypes, hemolysin
production, and receptor recognition of Escherichia coli strains associated with
neonatal sepsis and meningitis, Infect Immun, 1985; 48: 486-91

33. Huang SH, Wan ZS, Chen YH, Jong AY, Kim KS. Further characterization
of Escherichia coli brain microvascular endothelial cell invasion gene ibeA by

deletion, complementation, and protein expression, J Infect Dis,2001;183: 1071-8

76


https://doi.org/10.1186/s12866-019-1587-3

34. Huang SH, Wass C, Fu Q, Prasadarao NV, Stins M. Escherichia coli
invasion of brain microvascular endothelial cells in vitro and in vivo: molecular
cloning and characterization of invasion gene ibe10, Infect Immun, 1995;63: 4470-
5

35. Khan NA, Wang Y, Kim KJ, Chung JW, Wass CA. Cytotoxic necrotizing
factor—1 contributes to Escherichia coli K1 invasion of the central nervous system.
J Biol Chem. 2002; 277: 15607-12

36. Badger JL, Wass CA, Weissman SJ, Kim KS. Application of signature-
tagged mutagenesis for identification of Escherichia coli K1 genes that contribute
to invasion of human brain microvascular endothelial cells. Infect Immun.
2000;68: 5056-61

37. Ron EZ. Distribution and evolution of virulence factors in septicemic
Escherichia coli. Int J Med Microbiol. 2010;300:367-70.
10.1016/}.ijmm.2010.04.009

38. Warner PJ, Williams PH, Bindereif A, Neilands JB. ColV plasmid-specific
aerobactin synthesis by invasive strains of Escherichia coli. Infect Immun. 1981
Aug;33(2):540-5. doi: 10.1128/iai.33.2.540-545.1981. PMID: 6456229; PMCID:
PMC350734.

39. Gophna U, Oelschlaeger TA, Hacker J, Ron EZ. Yersinia HPI in septicemic
Escherichia coli strains isolated from diverse hosts. FEMS Microbiol Lett. 2001;
;196(1):57-60. doi: 10.1111/.1574-6968.2001.tb10540.x. PMID: 11257548.

40. Janben T, Schwarz C, Preikschat P, Voss M, Philipp HC, Wieler LH.
Virulence-associated genes in avian pathogenic Escherichia coli (APEC) isolated
from internal organs of poultry having died from colibacillosis.
Int.J.Med.Microbiol. 2001; 291: 371-378.

41. Rodriguez-Siek KE, Giddings CW, Doetkott C, Johnson TJ, Nolan LK.
Characterizing the APEC pathotype. Vet. Res. 2005; 36: 241-256.

42. Negre VL, Bonacorsi S, Schubert S, Bidet P, Nassif X, Bingen E. The
siderophore receptor IroN, but not the high-pathogenicity island or the hemin
receptor ChuA, contributes to the bacteremic step of Escherichia coli neonatal

meningitis. Infect. Immun. 2004;72: 1216-1220.

77



43. Gophna U, Barlev M, Seijffers R, Oelschlidger TA, Hacker J, Ron EZ. Curli
fibers mediate internalization of Escherichia coli by eukaryotic cells. Infect.
Immun. 2001; 69: 2659-2665.

44, Ideses D, Gophna U, Paitan Y, Chaudhuri RR, Pallen MJ, Ron EZ. A
degenerate type III secretion system from septicemic Escherichia coli contributes
to pathogenesis. J Bacteriol. 2005;187(23):8164-71. doi: 10.1128/JB.187.23.8164-
8171.2005. PMID: 16291689; PMCID: PMC1291271.

45. S. Hartleib, R. Prager, I. Hedenstrom, S. Léfdahl, H. Tschipe Prevalence of
the new, SPI1-like, pathogenicity island ETT2 among Escherichia colilnt. J. Med.
Microbiol. (2003); 292: 487-493

46. Ren CP, Chaudhuri RR, Fivian A, Bailey CM, Antonio M, Barnes WM,
Pallen MJ. The ETT2 gene cluster, encoding a second type III secretion system
from Escherichia coli, is present in the majority of strains but has undergone
widespread mutational attrition. J Bacteriol. 2004 Jun;186(11):3547-60. doi:
10.1128/JB.186.11.3547-3560.2004. PMID: 15150243; PMCID: PMC415751.
47. Rodriguez-Baio J, Navarro MD, Romero L, Martinez-Martinez L, Muniain
MA, Perea EJ, Pérez-Cano R, Pascual A. Epidemiology and clinical features of
infections caused by extended-spectrum beta-lactamase-producing Escherichia
coli in nonhospitalized patients. J Clin Microbiol. 2004 Mar;42(3):1089-94. doi:
10.1128/JCM.42.3.1089-1094.2004. PMID: 15004058; PMCID: PMC356843.
48. Diaz MA, Hernandez-Bello JR, Rodriguez-Bafio J, Martinez-Martinez L,
Calvo J, Blanco J, Pascual A; Spanish Group for Nosocomial Infections (GEIH).
Diversity of Escherichia coli strains producing extended-spectrum beta-lactamases
in Spain: second nationwide study. J Clin Microbiol. 2010 Aug;48(8):2840-5. doi:
10.1128/JCM.02147-09. Epub 2010 Jun 2. PMID: 20519460; PMCID:
PMC2916592.

49. Shahid, M. et al. blaCTX-M, blaTEM, and blaSHV in Enterobacteriaceae
from North-Indian tertiary hospital: high occurrence of combination genes. Asian.
Pac. J. Trop. Med. 2011; 4(2): 101-105

50. Copur Cicek A, Saral A, Ozad Duzgun A, Yasar E, Cizmeci Z, Ozlem Balci
P, Sari F, Firat M, Altintop YA, Ak S, Caliskan A, Yildiz N, Sancaktar M, Esra
Budak E, Erturk A, Birol Ozgumus O, Sandalli C. Nationwide study of Escherichia

78



coli producing extended-spectrum [-lactamases TEM, SHV and CTX-M in
Turkey. J Antibiot (Tokyo). 2013;66(11):647-50. doi: 10.1038/ja.2013.72. Epub
2013 Jul 10. PMID: 23838745.https://doi.org/10.1038/ja.2013.72

51. Cag Y, Caskurlu H, Fan Y, Cao B, Vahaboglu H. Resistance mechanisms.
Ann Transl Med. 2016;4(17):326. doi: 10.21037/atm.2016.09.14. PMID:
27713884; PMCID: PMC5050191.

52. Kumar SS, Hemalatha S. "Extended spectrum Beta lactamase (ESBL)

Mechanism of antibiotic resistance and Epidemiology. Int J pharmtech Res . 2015;
7(2): 303-9.

53. Rupp Mark E, Paul DF. Extended spectrum B-lactamase (ESBL)-producing
Enterobacteriaceae. Drugs. 2003; 63(4): 353-365.

54. Tshitshi, L. Molecular Characterization of Carbapenem Resistant Extended
Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) Producing Enterobacteriaceae. Diss. North-
West University (South Africa), 2019

55. Tzouvelekis LS. et al. CTX-M-type B-lactamases: an emerging group of
extended-spectrum enzymes. International journal of antimicrobial agents. 2000;
14(2):137-142.

56. Pitout JD, Nordmann P, Laupland KB, Poirel L. Emergence of
Enterobacteriaceae producing extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) in the
community. J  Antimicrob  Chemother. 2005  Jul;56(1):52-9.  doi:
10.1093/jac/dki166. Epub 2005 May 25. PMID: 15917288.

57. Humeniuk C, Arlet G, Gautier V, Grimont P, Labia R, Philippon A. Beta-
lactamases of Kluyvera ascorbata, probable progenitors of some plasmid-encoded
CTX-M types. Antimicrob Agents Chemother. 2002 Sep;46(9):3045-9. doi:
10.1128/AAC.46.9.3045-3049.2002. PMID: 12183268; PMCID: PMC127423.
58. Bush, Karen, Jacoby GA. Updated functional classification of -lactamases.
Antimicrobial agents and chemotherapy. 2010; 54(3): 969-976.

59. Mandal DK, Sah SK, Mishra SK, Sharma S, Kattel HP, Pandit S, Yadav PK,
Laghu U, Lama R, Sah NP, Sherchand JB, Parajuli K, Bastola A, Pun SB, Rijal
BP, Pokharel BM. Carriage of Extended-Spectrum-f-Lactamase- and AmpC-/-
Lactamase-Producing Enterobacteriaceae (ESBL-PE) in Healthy Community and
Outpatient Department (OPD) Patients in Nepal. Can J Infect Dis Med Microbiol.

79


https://doi.org/10.1038/ja.2013.72

2020 Feb 11;2020:5154217. doi: 10.1155/2020/5154217. PMID: 32104519;
PMCID: PMC7036101.

60. Iovleva A. Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae. Clin Lab Med. 2017;
37:303-315.

61. Munoz-Price LS, Poirel L, Bonomo RA et al. Clinical epidemiology of the
global expansion of Klebsiella pneumoniae carbapenemases. Lancet Infect Dis.
2013 Sep;13(9):785-96. doi: 10.1016/S1473-3099(13)70190-7. PMID: 23969216;
PMCID: PMC4673667.

62. Potron A, Poirel L, Rondinaud E et al. Intercontinental spread of OXA-48 b-
lactamase-producing Enterobacteriaceae over a 11-year period, 2001 to 2011. Euro
Surveill 2013;18 :205-49.

63. Cizmeci Z et al. Molecular characterization of carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae yields increasing rates of NDM-1 carbapenemases and
colistin resistance in an OXA-48-endemic area. Journal of Chemotherapy. 2017;
29(6) : 344-350.

64. Queenan AM, Bush K. Carbapenemases: the versatile beta-lactamases. Clin
Microbiol Rev. 2007 Jul;20(3):440-58, doi: 10.1128/CMR.00001-07. PMID:
17630334; PMCID: PMC1932750.

65. Yamane, Kunikazu, et al. Global spread of multiple aminoglycoside
resistance genes.Emerging infectious diseases. 2005; 11(6): 951.

66. Edgar R, Bibi E. MdfA, an Escherichia coli multidrug resistance protein with
an extraordinarily broad spectrum of drug recognition. J Bacteriol. 1997
Apr;179(7):2274-80. doi: 10.1128/jb.179.7.2274-2280.1997. PMID: 9079913;
PMCID: PMC178964.

67. Hayashi SF, Norcia LJ, Seibel SB, Silvia AM. Structure-activity relationships
of hygromycin A and its analogs: protein synthesis inhibition activity in a cell free
system. J Antibiot (Tokyo). 1997 Jun;50(6):514-21. doi:
10.7164/antibiotics.50.514. PMID: 9268009.

68. Lynch C, Courvalin P, Nikaido H. Active efflux of antimicrobial agents in
wild-type strains of enterococci. Antimicrob Agents Chemother. 1997
Apr;41(4):869-71. doi: 10.1128/AAC.41.4.869. PMID: 9087510; PMCID:
PMC163815.

80



69. Nikaido H. Multidrug efflux pumps of gram-negative bacteria. J. Bacteriol.
1996; 178: 5853 5859

70. Bryan LE,Kwan S. Roles of ribosomal binding, membrane potential, and
electron transport in bacterial uptake of streptomycin and gentamicin. Antimicrob.
Agents Chemother. 1983; 23: 835-845

71. Xiong YQ, Caillon J, Drugeon H, Potel G, Baron D. Influence of pH on
adaptive resistance of Pseudomonas aeruginosa to aminoglycosides and their
postantibiotic effects. Antimicrob Agents Chemother. 1996 Jan;40(1):35-9. doi:
10.1128/AAC.40.1.35. PMID: 8787875; PMCID: PMC163052.

72. Mingeot-Leclercq MP, Glupczynski Y, Tulkens PM. Aminoglycosides:
activity and resistance. Antimicrob Agents Chemother. 1999 Apr;43(4):727-37.
doi: 10.1128/AAC.43.4.727. PMID: 10103173; PMCID: PMC89199.

73. Webber M, Piddock LJ. Quinolone resistance in Escherichia coli. Vet Res.
2001 May-Aug;32(3-4):275-84. doi: 10.1051/vetres:2001124. Erratum in: Vet Res
2001 Nov-Dec;32(6):623. PMID: 11432418.

74. Petersen PJ, Jacobus NV, Weiss WJ, et al. In vitro and in vivo antibacterial
activities of a novel glycylcycline, the 9-t-butylglycylamido derivative of
minocycline (GAR-936), Antimicrob Agents Chemother, 1999; vol. 43: 738-44
75. Sum PE, Petersen P. Synthesis and structure—activity relationship of novel
glycylcycline derivatives leading to the discovery of GAR-936, Bioorg Med Chem
Lett, 1999; 9:1459-62

76. Bauer G, Berens C, Projan SJ, et al. Comparison of tetracycline and
tigecycline binding to ribosomes mapped by dimethylsulphate and drug-directed
Fe2+ cleavage of 16S rRNA, J Antimicrob Chemother, 2004; 53:592-9

77. Olson MW, Ruzin A, Feyfant E, et al. Functional, biophysical, and structural
bases for antibacterial activity of tigecycline, Antimicrob Agents Chemother,
2006; 50: 2156-66

78. Jenner L, Starosta AL, Terry DS, et al. Structural basis for potent inhibitory
activity of the antibiotic tigecycline during protein synthesis, Proc Natl Acad Sci
USA, 2013;110:3812-6

79. Noskin GA. Tigecycline: a new glycylcycline for treatment of serious

infections, Clin Infect Dis, 2005;41(5):303-14

81



80. Kumarasamy KK, Toleman MA, Walsh TR, et al. Emergence of a new
antibiotic resistance mechanism in India, Pakistan, and the UK: a molecular,
biological, and epidemiological study. Lancet Infect Dis, 2010;10: 597-602

81. Moet GJ, Jones RN, Biedenbach D, et al. Contemporary causes of skin and
soft tissue infections in North America, Latin America, and Europe: report from
the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program (1998-2004), Diagn Microbiol
Infect Dis, 2007;57:7-13

82. Hawser SP, Bouchillon SK, Hoban DJ, et al. Incidence and antimicrobial
susceptibility of Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae with extended-
spectrum [B-lactamases in community- and hospital-associated intra-abdominal
infections in Europe: results of the 2008 Study for Monitoring Antimicrobial
Resistance Trends (SMART), Antimicrob Agents Chemother, 2010;54:3043-6
83. Nordmann P, Naas T, Poirel L. Global spread of carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae, Emerging Infect Dis. 2011; 17 :1791-8

84. Cantén R, Coque TM. The CTX-M B-lactamase pandemic, Curr Opin
Microbiol. 2006; 9:466-75

85. Decousser JW, Woerther PL, Soussy CJ, Fines-Guyon M, Dowzicky MJ. The
tigecycline evaluation and surveillance trial; assessment of the activity of
tigecycline and other selected antibiotics against gram-positive and gram-negative
pathogens from France collected between 2004 and 2016. Antimicrob Resist Infect
Control. 2018;30:(7):68.

86. Keeney D, Ruzin A, and Bradford PA. RamA, a transcriptional regulator, and
AcrAB, an RND-type efflux pump, are associated with decreased susceptibility to
tigecycline in Enterobacter cloacae. Microb. Drug Resist.2007;13:1-6.

87. Ruzin A, Visalli MA, Keeney D, and Bradford PA. 2005. Influence of
transcriptional activator RamA on expression of multidrug efflux pump AcrAB
and tigecycline susceptibility in Klebsiella pneumoniae. Antimicrob. Agents
Chemother. 49:1017-1022.

88. LeelY, Chung ES, Na IYet al. . Development of colistin resistance in pmrA-
, phoP-, parR- and cprR-inactivated mutants of Pseudomonas aeruginosa. J

Antimicrob Chemother. 2014; 69: 296671

82



89. Liu YY, Wang Y, Walsh TRet al. . Emergence of plasmid-mediated colistin
resistance mechanism MCR-1 in animals and human beings in China: a
microbiological and molecular biological study. Lancet Infect Dis.2016; 16: 161—
8.

90. Qureshi ZA, Paterson DL, Peleg AY, et al. Clinical characteristics of
bacteraemia  caused by  extended-spectrum  beta-lactamase-producing
Enterobacteriaceae in the era of CTX-M-type and KPC-type beta-lactamases. Clin
Microbiol Infect. 2012;18: 887-93

91. World Economic Forum. Global Risks An Initiative of the Risk Response
Network. In: Howell L, editor. Eight Edition. 2013. p. 28-35

92. Kresken M, Pfeifer Y, Hafner D, et al. Occurrence of multidrug resistance to
oral antibiotics among Escherichia coli urine isolates from outpatient departments
in Germany: extended-spectrum betalactamases and the role of fosfomycin. Int J
Antimicrob Agents 2014; 44: 295-300

93. Ghartey JP, Smith BC, Chen Z, et al. Lactobacillus crispatus dominant
vaginal microbiome is associated with inhibitory activity of female genital tract
secretions against Escherichia coli. PLoS One 2014;9: €96659

94. Baylan O. Fosfomycin: Past, present and future [Fosfomisin: Diinii, bugiinii
ve gelecegi]. Mikrobiyol Bul. 2010;44(2):311-21.

95. Greenwood D. Fosfomycin and fosmidomycin, In: Finch RG, Greenwood D,
Norrby SR, Whitley RJ (eds), Antibiotic and Chemotherapy. 8th ed. pp: 294-6.
Churchill Livingstone, Toronto. 2003

96. Michalopoulos, Argyris S. loannis G. Livaditis, and Vassilios Gougoutas.
The revival of fosfomycin. International journal of infectious diseases. 2011;
15(11): e732-e739.

97. Grayson, M. Lindsay, et al. Kucers' The Use of Antibiotics Sixth Edition: A
Clinical Review of Antibacterial, Antifungal and Antiviral Drugs. p.p.968. CRC
Press, 2010.

98. Close G. Segre, E. Bianchi, A. Cataldi, G. Zannini Pharmacokinetic profile
of fosfomycin trometamol (Monuril) Eur Urol.1987; 13(1): 56-63

83



99. M.E. Falagas, S. Maraki, D.E. Karageorgopoulos, A.C. Kastoris, A.
Kapaskelis, G. Samonis Antimicrobial susceptibility of Gram-positive non-urinary
isolates to fosfomycin Int J Antimicrob Agents. 2010;35:497-499

100. Grayson, M. Lindsay, et al. Kucers' The Use of Antibiotics Sixth Edition: A
Clinical Review of Antibacterial, Antifungal and Antiviral Drugs. p.p.968. CRC
Press, 2010.

101. Nwabor OF, Terbtothakun P, Voravuthikunchai SP, Chusri S. Evaluation of
the Synergistic Antibacterial Effects of Fosfomycin in Combination with Selected
Antibiotics  against ~ Carbapenem-Resistant ~ Acinetobacter =~ baumannii.
Pharmaceuticals (Basel). 2021 Feb 25;14(3):185. doi: 10.3390/ph14030185.
PMID: 33668905; PMCID: PMC7996625.

102. Falagas ME, Vouloumanou EK, Samonis G, Vardakas KZ. Fosfomycin. Clin
Microbiol Rev. 2016 Apr;29(2):321-47. doi: 10.1128/CMR.00068-15. PMID:
26960938; PMCID: PMC4786888.

103. Tsuruoka T, Miyata A, Yamada Y. Two kinds of mutants defective in
multiple carbohydrate utilization isolated from in vitro fosfomycin-resistant strains
of Escherichia coli K--12. J Antibiot (Tokyo). 1978 Mar;31(3):192-201. doi:
10.7164/ antibiotics.31.192. PMID: 206529.

104. Takahata S, Ida T, Hiraishi T, Sakakibara S, Maebashi K, Terada S, Muratani
T, Matsumoto T, Nakahama C, Tomono K. Molecular mechanisms of fosfomycin
resistance in clinical isolates of Escherichia coli. Int J Antimicrob Agents. 2010
Apr;35(4):333-7. doi: 10.1016/j.ijantimicag.2009.11.011. Epub 2010 Jan 13.
PMID: 20071153.

105. Horii T, Kimura T, Sato K, Shibayama K, Ohta M. Emergence of fosfomycin-
resistant isolates of Shiga-like toxin-producing Escherichia coli O26. Antimicrob
Agents Chemother 1999; 43:789-793.

106. Nilsson Al, Berg OG, Aspevall O, Kahlmeter G, Andersson DI. Biological
costs and mechanisms of fosfomycin resistance in Escherichia coli. Antimicrob
Agents Chemother. 2003;47:2850-2858.

107. Venkateswaran PS, Wu HC. Isolation and characterization of a
phosphonomycin-resistant mutant of Escherichia coli K-12. J Bacteriol.

1972;110:935-944.

84



108. Fillgrove KL, Pakhomova S, Schaab MR, Newcomer ME, Armstrong RN.
Structure and mechanism of the genomically encoded fosfomycin resistance
protein, FosX, from Listeria monocytogenes. Biochemistry. 2007; 46:8110-8120.
109. Garcia P, Arca P, Evaristo Suarez J. Product of fosC, a gene from
Pseudomonas syringae, mediates fosfomycin resistance by using ATP as
cosubstrate. Antimicrob Agents Chemother. 1995;39:1569—-1573.

110. Duez JM, Mousson C, Siebor E, Péchinot A, Freysz M, Sixt N, Bador J,
Neuwirth C. Fosfomycin and its application in the treatment of multidrug-resistant
Enterobacteriaceae infections. Clin Med Rev Ther. 2011; 3:123-142.

111. M.E. Falagas, K.P. Giannopoulou, G.N. Kokolakis, P.I. Rafailidis
Fosfomycin: use beyond urinary tract and gastrointestinal infections Clin Infect
Dis.2008;46: 1069-1077

112. Giir D. Antibiyotik Duyarlilik Testleri, EUCAST: Uygulama, Yorum ve
Uzman Kurallar. Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi. 2016; 46.

113. Procop GW, Church DL, Hall GS, Janda WM, Koneman EW,
Schreckenberger PC, et al. Color Atlas & Textbook Of Diagnostic Microbiology.
p-1106-1115. 7th ed. Philadelphia; 2017.

114. Koksal I. Sinerji Testleri : Laboratuvardan klinige yaklasimlar. XXXIV. Tiirk
Mikrobiyoloji Kongresi 11 Kasim 2010 Girne.

115. Bal C. Antibiyotik Kombinasyonlarmin In vitro Etkinliginin Saptanmasi.
Flora Dergs. 1999;4(4):219-229.

116. Aktas G. Antibiyotik Kombinasyonlart ve Sinerjistik Etkilesimleri. Tiirk
Mikrobiyol Cem Derg. 2014 ;44(2):47-55

117. Ozseven AG, Sesli Cetin E, Ozseven L. Dama Tahtast Sinerji Testi
Sonuglarinin Farkli Yontemlerle Yorumlanmas: Sonuglarimizi Etkiliyor mu?
Mikrobiyol Bul. 2012 Jul;46(3):410-20.

118. Klinik Bakteriyoloji Tan1 Standartlar1 Calisma Grubu. Ulusal Mikrobiyoloji
Standartlar1 (UMS). MIK Saptama Yéntemleri. Tiirkiye Halk Saghg Kurumu,
Ankara; 2014.

119. Zarakolu P Ayaz CM, Metan G. Karbapeneme Direngli Acinetobacter

baumannii Enfeksiyonlarinin Tedavisinde Kullanilan Cesitli  Antibiyotik

85



Kombinasyonlar1 ve In Vitro Sinerji Test Sonuglar1 (2002-2016). Mikrobiyol Bul

2018; 52(2): 190-197

120. Sopirala MM, Mangino JE, Gebreyes WA, Biller B, Bannerman T, Balada-

Llasat JM, Pancholi P. Synergy testing by Etest, microdilution checkerboard, and

time-kill methods for pan-drug-resistant Acinetobacter baumannii. Antimicrob

Agents Chemother. 2010 Nov;54(11):4678-83. doi: 10.1128/AAC.00497-10.

Epub 2010 Aug 16. PMID: 20713678; PMCID: PMC2976112.

121. Klinik Mikrobiyoloji Uzmanlik Dernegi. Tibbi Mikrobiyoloji Uzmanlar1 i¢in

Klinik Ornekten Sonu¢ Raporuna Uygulama Rehberi-Solunum Sistemi Ornekleri,

Ankara; 2015.

122. Klinik Mikrobiyoloji Uzmanlik Dernegi. Tibbi Mikrobiyoloji Uzmanlari i¢in
Klinik Ornekten Sonu¢ Raporuna Uygulama Rehberi-Deri, Deri Ekleri,
Yumusak Doku Ornekleri-G6z Ornekleri, Ankara; 2015.

123. MALDI Biotyper CA System- Clinical Application for Identification of

Microorganisms. Billerica, MA; 2014. (Revision A).

124. Procop GW, Church DL, Hall GS, Janda WM, Koneman EW,

Schreckenberger PC, et al. Color Atlas & Textbook Of Diagnostic Microbiology.

7th ed. Philadelphia; 2017; p.235,163.

125. Veloo ACM, Erhard M, Welker M, Welling GW, Degener JE. Identification

of Gram-positive anaerobic cocci by MALDI-TOF mass spectrometry. Syst Appl

Microbiol. 2011;34(1):58-62.

126. Cueto M, Lopez L, Hernandez JR, Morillo C, Pascual A. In vitro activity of

fosfomycin against extendedspectrum- B-lactamase-producing Escherichia coli

and Klebsiella pneumoniae: comparison of susceptibility testing procedures.

Antimicrob Agents Chemother. 2006;50:368-70.

127. Kastoris AC, Rafailidis PI, Vouloumanou EK, Gkegkes ID, Falagas ME.

Synergy of fosfomycin with other antibiotics for Grampositive and Gram-negative

bacteria. Eur J Clin Pharmacol. 2010; 66:359 -368.

http://dx.doi.org/10.1007/s00228-010-0794-5.

128. Perdigdo-Neto LV, Oliveira MS, Rizek CF, Carrilho CM, Costa SF, Le-vin

AS. Susceptibility of multiresistant gram-negative bacteria to fosfomycin and

86


http://dx.doi.org/10.1007/s00228-010-0794-5

performance of different susceptibility testing methods. Antimicrob Agents
Chemother. 2014;58(3):1763-7.

129. Oteo J, Orden B, Bautista V, Cuevas O, Arroyo M, Martinez-Ruiz R et
al.CTX-M-15-producing urinary Escherichia coli O25b-ST131-phylogroup B2 has
acquired resistance to fosfomycin. J Antimicrob Chemother. 2009; 64(4):712—717
130. Peretz A, Naamneh B, Tkhawkho L, Nitzan O.High rates of fosfomycin
resistance in Gram-negative urinary isolates from Israel. Microb Drug Resist In
press. 2019;0(0):1-5

131. Clinical and Laboratory Standards Institute Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing; twenty-fourth informational supplement. CLSI
document M100-S25Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne, PA
2015

132. Ballestero-T¢llez, Monica, et al. "Role of inoculum and mutant frequency on
fosfomycin MIC discrepancies by agar dilution and broth microdilution methods
in Enterobacteriaceae." Clinical Microbiology and Infection 2017;23(5): 325-331.
133. Karlowsky JA, Lagacé-Wiens PRS, Laing NM, Baxter MR, Adam HJ, Zhanel
GG. Susceptibility of Clinical Isolates of Escherichia coli to Fosfomycin as
Measured by Four In Vitro Testing Methods. J Clin Microbiol. 2020 Sep
22;58(10):e01306-20. doi: 10.1128/JCM.01306-20. PMID: 32817224; PMCID:
PMC7512169.

134. van den Bijllaardt W, Schijffelens MJ, Bosboom RW, Stuart JC, Diederen B,
Kamping G, Le T-H, Kampinga G, Le T-N, Overdevest I, Stals F, Voorn P, Waar
K, Mouton JW, Muller AE. Susceptibility of ESBL Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae to fosfomycin in the Netherlands and comparison of several testing
methods including Etest, MIC test strip, Vitek2, Phoenix and disc diffusion. J
Antimicrob Chemother. 2018; 73:2380-2387.

135. Netikul T, Leelaporn A, Leelarasmee A, Kiratisin P. In vitro activities of
fosfomycin and carbapenem combinations against carbapenem nonsusceptible
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae. Int J Antimicrob Agents.
2010;35:609-16

136. Samonis G et al. "Synergy of fosfomycin with carbapenems, colistin,

netilmicin, and tigecycline against multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae,

87



Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa clinical isolates." European journal
of clinical microbiology & infectious diseases. 2012;31(5) :695-701.

137. El-Wafa WMA, Ibrahim YM. In Vitro Activity of Fosfomycin in Double and
Triple Combinations with Imipenem, Ciprofloxacin and Tobramycin Against
Multidrug-Resistant Escherichia coli. Curr Microbiol. 2020 May;77(5):755-761.
doi:  10.1007/s00284-019-01871-w.  Epub 2020 Jan 9. PMID:
31919670.https://doi.org/10.1007/s00284-019-01871-w

138. Sugathan S, Mandal J. An invitro experimental study of the effect of
fosfomycin in combination with amikacin, ciprofloxacin or meropenem on biofilm
formation by multidrug-resistant urinary isolates of Escherichia coli. Journal of
Medical Microbiology. 2019;68.(12): 1699-1706.

139. Hickman RA, Hughes D, Cars T, Malmberg C, Cars O. Cell-wall-inhibiting
antibiotic combinations with activity against multidrug-resistant Klebsiella
pneumoniae and Escherichia coli. Clin Microbiol Infect. 2014 Apr;20(4):0267-73.
doi: 10.1111/1469-0691.12374. Epub 2013 Oct 2. PMID: 24118201.

140. Sastry, Sangeeta, and Yohei Doi. "Fosfomycin: resurgence of an old
companion." Journal of Infection and Chemotherapy. 2016; 22.(5): 273-280.

141. Perdigdo Neto, Lauro Vieira, et al. "Fosfomycin in severe infections due to
genetically distinct pan-drug-resistant Gram-negative microorganisms: synergy
with meropenem." Journal of Antimicrobial Chemotherapy. 2019; 74.(1): 177-181.
142. Flamm RK, Rhomberg PR, Lindley JM, Sweeney K, Ellis-Grosse EJ,
Shortridge D. Evaluation of the Bactericidal Activity of Fosfomycin in
Combination with Selected Antimicrobial Comparison Agents Tested against
Gram-Negative Bacterial Strains by Using Time-Kill Curves. Antimicrob Agents
Chemother. 2019 Apr 25;63(5):e02549-18. doi: 10.1128/AAC.02549-18. PMID:
30858207; PMCID: PMC6496043.

143. Farooq, Lubna, et al. "Invitro Activity of Fosfomycin Alone and in
Combination with Other Antibiotics against Multi Drug Resistant—E. coli for
Treatment at a Tertiary Care Hospital of Karachi." Annals of the Romanian Society
for Cell Biology. 2022; 26.(01): 2676-2688.

144. Diez-Aguilar, Maria, and Rafael Canton. "New microbiological aspects of

fosfomycin." Revista Espafola de Quimioterapia. 2019; 32(1)

88


https://doi.org/10.1007/s00284-019-01871-w

145. Lucas AE, Ito R, Mustapha MM, McElheny CL, Mettus RT, Bowler SL, et
al.. Frequency and mechanisms of spontaneous fosfomycin nonsusceptibility
observed upon disk diffusion testing of Escherichia coli. J Clin Microbiol
2018;56:1-7. doi: 10.1128/JCM.01368-17.

146. Flamm RK, Rhomberg PR, Watters AA, Sweeney K, Ellis-Grosse EJ,
Shortridge D. Activity of fosfomycin when tested against US contemporary
bacterial isolates. Diagn Microbiol Infect Dis. 2019 Feb;93(2):143-146. doi:
10.1016/j.diagmicrobio.2018.08.010. Epub 2018 Aug 28. PMID: 30236530.

147. Bouxom H, Fournier D, Bouiller K, Hocquet D, Bertrand X. Which non-
carbapenem antibiotics are active against extended-spectrum [-lactamase-
producing Enterobacteralesceae? Int J Antimicrob Agents 2018;52:100-3. doi:
10.1016/j.ijantimicag.2018.03.014.

148. Bi W, Li B, Song J, Hong Y, Zhang X, Liu H, et al.. Antimicrobial
susceptibility and mechanisms of fosfomycin resistance in extended-spectrum [3-
lactamase-producing Escherichia coli strains from urinary tract infections in
Wenzhou, China. Int J Antimicrob Agents 2017;50:29-34. doi:
10.1016/j.ijantimicag.2017.02.010.

149. Mezzatesta ML, La Rosa G, Maugeri G, Zingali T, Caio C, Novelli A, et al..
In vitro activity of fosfomycin trometamol and other oral anti-biotics against
multidrug-resistant uropathogens. Int J Antimicrob Agents 2017;49:763—-6. doi:
10.1016/j.ijantimicag.2017.01.020

150. Fransen F, Hermans K, Melchers MJB, Lagarde CCM, Meletiadis J, Mouton
JW. Pharmacodynamics of fosfomycin against ESBL- and/ or carbapenemase-
producing Enterobacteralesceae. J Antimicrob Chemother 2017;72:3374—81. doi:
10.1093/jac/dkx328.

151. Banerjee S, Sengupta M, Sarker TK. Fosfomycin susceptibility among
multidrug-resistant, extended-spectrum beta-lactamase-producing, carbapenem-
resistant  uropathogens. Indian J Urol. 2017;33(2):149-154.  doi:
10.4103/iju.JU_285_16

152. Gopichand P, Agarwal G, Natarajan M, Mandal J, Deepanjali S,
Parameswaran S, Dorairajan LN. In vitro effect of fosfomycin on multi-drug

resistant gram-negative bacteria causing urinary tract infections. Infect Drug

89



Resist. 2019 Jul 9;12:2005-2013. doi: 10.2147/IDR.S207569. PMID: 31372008;
PMCID: PMC6628599.

153. Portillo-Calderon, Inés, et al. "Activity of fosfomycin and amikacin against
fosfomycin-heteroresistant Escherichia coli strains in a hollow-fiber infection
model." Antimicrobial agents and chemotherapy. 2021; 65.(5): 02213-20.

154. Suich, Joseph, et al. "Evaluation of in vitro activity of fosfomycin, and
synergy in combination, in Gram-negative bloodstream infection isolates in a UK
teaching hospital." Journal of Medical Microbiology.2022;71(4): 001524.

155. Corvec, Stéphane, et al. "Activities of fosfomycin, tigecycline, colistin, and
gentamicin against extended-spectrum--lactamase-producing Escherichia coli in
a foreign-body infection model." Antimicrobial agents and chemotherapy. 2013;
57(3): 1421-1427.

156. Wang L, Di Luca M, Tkhilaishvili T, Trampuz A, Gonzalez Moreno M.
Synergistic  Activity of Fosfomycin, Ciprofloxacin, and Gentamicin
Against Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa Biofilms. Front Microbiol.
2019 Nov 6;10: 2522. doi: 10.3389/fmicb.2019.02522. PMID: 31781056; PMCID:
PMC6853019.

90



8. EKLER

TURNITIN RAPORU

Turnitin Orijinallik Rapory

Tgleme kandu: 18-6k-2022 22:27 +03
NUMARA: 1928357004

Kaynaga gire Benzerlik

Kelime Saya: 18323 Benaerl Endek Internet Sources: b
Gindarld 1 0 eyl il
617 Odrand Odevier: %6

AGAR DILUSYON YONTEN fLE ESCHERICHiA COLL KLNK
IZ0LATLARINDA INTRAVENOZ FOSFOMISIN DIRENCINA
SAPTANNAST VE NEROPENEN, GENTAMISIN, SEFTRIAKSON

ANTIR VAT L E DL L CIMERIC T FTWICIMIN A DA CT IR MACT
ANTIOTH IR SN eI TR T ININ ARA T TIRIEM AT

Handan Kangil tarafindan

7% match (06-Agu-2022 tarihlf internet)

fttpe/aclkerisim. dicle.adu.tr:8080)xmlui/bitstream/handle/11458/10093/Klebsiella®»20pneumaniaeds2 0Mlinik320izolatlartac4%binda%20agar%20dil%c3%bs)
ishllowed=yRsequence=1

1% match (23-Nis-2021 tarihli internet)
hitp://ackerisim.dicle.edu.tr:8080/xmlui/bitstream) handle/1 1468/4316/539668.pf7isAllowad=yfsequence=1

1% match (Lan Yu, Jisheng Zhang, Yanjun Fu, Yongxdn Zhao, Yong Wang, Jing Zhao, Yuhang Guo, Churjiang Li, ¥izoli Zhang, "Synergetic Effects of Combined
Treatment of Colistin With Meropenem or Amikacin on Carbapenem-Resistant Klebstella pneumaniae in vitro", Frontiers in Cellular and Infiction Microbiology,
201)

Lan Y, Jisheng Zhang, Yanjun Fu, Yongxin Zhao, Yong Wang, Jing Zhao, Yuhang Guo, Chunjiang L, Xiaoli Zhang. "Synergetic Effscts of Combined Treatment
of Colistin With Meropenem or Amikacin on Carbapenem-Resistant Klebsiella pneumoniae in vitro", Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 2019

1% match (30-0ca-2022 tarihli intemet)
https://8lib.net/document/ozl79ay4-direncli-acinetobactar-baumannii-suslarina-cesiti-antibiyotik-kombinasyonlarinin-sinerjistik. himl

1% match (27-Ara-2007 taribl internet)
hitp://bigfoot.morhos-team.net/misc/quakemaps/sm.bsp

1% match ()
http://keck?.umd.edu/data/anims/bakerzoom/bakerzoom128.

91



