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

KLEBSIELLA PNEUMONIAE KLINIK iZOLATLARINDA
AGAR DILUSYON YONTEMI ILE INTRAVENOZ
FOSFOMISIN DIRENCININ SAPTANMASI VE
MEROPENEM, IMiPENEM, AMIKASIN
ANTIBIYOTIiKLERI iLE SINERJIST ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

DR. NURULLAH UZUNER
TIPTA UZMANLIK TEZI

DiIYARBAKIR 2022






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

KLEBSIELLA PNEUMONIAE KLINIK iZOLATLARINDA
AGAR DILUSYON YONTEMI ILE INTRAVENOZ
FOSFOMISIN DIRENCININ SAPTANMASI VE
MEROPENEM, IMiPENEM, AMIKASIN
ANTIBIYOTIiKLERI iLE SINERJIST ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

DR. NURULLAH UZUNER

TIPTA UZMANLIK TEZi

DANISMAN: PROF. DR. NEZAHAT AKPOLAT

DiYARBAKIR 2022



OZET

Bu ¢alismada yogun bakim ve klinikte yatan hastalarin ¢esitli numunelerinde
tiremis karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinin agar diliisyon yontemi ile
fosfomisin disodyum diren¢ durumu ve amikasin, meropenem, imipenem
antibiyotikleriyle sinerjist etkisi arastirilmistir. Boylece karbapenem direngli K.
pneumoniae suslarinin etken oldugu invaziv enfeksiyonlarda en etkin ampirik tedavi
modellerinin olusturulmasi amaglanmaistir.

Calismaya Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Bakteriyoloji Laboratuvart Birimi’ne 20.03.2021-31.12.2021 tarihleri arasinda
yogun bakim ve kliniklerden gonderilen c¢esitli hasta 6rneklerinde iireyen 71 adet K.
pneumoniae izolat1 dahil edilmistir. Suslar MALDI-TOF MS (bioMerieux, Fransa)
ile tanmimland1. izolatlarin antimikrobiyal duyarlilik testleri, Phoenix NMIC-400/1D
paneli kullanilarak BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemi
sistemi ile ¢alisilmistir. Otomatize sistemde karbapenem direncli olarak tespit edilen
izolatlarin karbapenem direnci; ertapenem, meropenem ve imipenem antibiyotik
diskleri ile disk diflizyon yontemi kullanilarak teyit edilmistir. Disk diflizyon
yonteminde de karbapenem direnci saptanan suslar ¢calismaya dahil edilmistir.

Karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinin fosfomisin disodyum direng
durumu ve fosfomisinin amikasin, meropenem, imipenem antibiyotikleriyle sinerjist
etkisi agar dillisyon yontemi ile aragtirilmistir.

Agar diliisyon yontemi sonucunda izolatlarin %97,2’si fosfomisine, %69’u
amikasine, %84,5’1 meropeneme ve %94,4’t imipeneme direngli bulunmustur.
Izolatlarm %25,35’inde fosfomisin-amikasin, %45,07’sinde fosfomisin-meropenem
ve %21,12°sinde fosfomisin-imipenem kombinasyonu sinerjist etki gosterdi. Tiim
izolatlar ve tiim kombinasyonlar igerisinde sadece tek bir susta fosfomisin-amikasin
kombinasyonunda antagonist etki tespit edilmistir.

Fosfomisin disodium, Multi Drug Rezistans (Coklu ila¢ Direngli) MDR ve
karbapenem direncli K. pneumoniae suslarinin etken oldugu invaziv enfeksiyonlara

kars1 amikasin, meropenem ve imipenem ile kombine olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Klebsiella pneumoniae, Fosfomisin disodyum,

Imipenem, Meropenem, Amikasin, Agar diliisyon, Checkerboard



ABSTRACT

In this study, fosfomycin disodium resistance status and synergistic effect
with amikacin, meropenem, imipenem antibiotics were investigated by agar dilution
method of carbapenem-resistant K. pneumoniae isolates grown in various samples of
patients hospitalized in the intensive care unit and clinic. Thus, it is aimed to
establish the most effective empirical treatment models for invasive infections
caused by carbapenem resistant K. pneumoniae strains.

71 K. pneumoniae isolates grown in various patient samples sent from
intensive care units and clinics to Dicle University Faculty of Medicine, Department
of Medical Microbiology, Bacteriology Laboratory Unit between 20.03.2021 and
31.12.2021 were included in the study. Strains were identified by MALDI-TOF MS
(bioMerieux, France). Antimicrobial susceptibility tests of the isolates were
performed with the BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, USA) automated system
system using the Phoenix NMIC-400/ID panel. Carbapenem resistance of isolates
detected as resistant to carbapenem in the automated system was confirmed by using
ertapenem, meropenem and imipenem antibiotic discs and disc diffusion method.
Strains with carbapenem resistance in the disc diffusion method were included in the
study.

The fosfomycin disodium resistance status of carbapenem-resistant K.
pneumoniae isolates and the synergistic effect of fosfomycin with amikacin,
meropenem, imipenem antibiotics were investigated by agar dilution method.

As a result of the agar dilution method, 97,2% of the isolates were resistant to
fosfomycin, 69% to amikacin, 84.5% to meropenem and 94,4% to imipenem. The
combination of fosfomycin-amikacin in 25,35% of the isolates, fosfomycin-
meropenem in 45,07% and fosfomycin-imipenem in 21.12% showed a synergistic
effect. In all isolates and all combinations, antagonism was detected in the
fosfomycin-amikacin combination in only one strain.

Fosfomycin disodium can be used in combination with amikacin, meropenem
and imipenem against invasive infections caused by multidrug rezistans (MDR) and

carbapenem resistant K. pneumoniae strains.
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda artan MDR ve yaygin ilag direngli (“extensively drug resistant”,
XDR) bakteri sorunu, bu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in yeni antibiyotik seceneklerinin
degerlendirilmesi ve var olan antibiyotiklerin de yeniden gozden gegirilmesini
zorunlu kilmistir (1,2).

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), genislemis spektrumlu
beta-laktamaz (ESBL) iireten, florokinolona direngli ve karbapeneme direngli
Enterobacterales liyeleri, vankomisine direnc¢li Enterokok (VRE), penisiline direngli
Streptococcus pneumoniae, MDR Pseudomonas aeruginosa ve MDR Acinetobacter
tiirleri, antibiyotik direnci konusunda en sik sorun yasanan bakterilerdir (3). MDR
bakterileri arasinda, karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae, ciddi hastane
enfeksiyonlari ile iliskili yeni ortaya ¢ikan bir problemdir (4). Antimikrobiyallere
kars1 mikroorganizmalarin gelistirdigi diren¢ enfeksiyon hastaliklarinin tedavisini
zorlagtirmaktadir ve neticede mortalite orani1 giin gectikge artmaktadir (5,6).
Antimikrobiyal diren¢ tehdidinin kiiresel saglik ve ekonomik sonuglar1 da vardir.
Sadece direngli enfeksiyonlar, diinya ¢apinda her yil tahmini 700.000 6liimden
sorumlu tutulmaktadir. Herhangi bir 6nlem alinmazsa, 2050 yilina kadar 100 trilyon
dolarlik kiimiilatif maliyetle sonuglanabilecegi ongoriilmektedir (7).

Direncgli enfeksiyonlar saglik bakimi maliyetini; hastanede yatig siiresinin
uzamasina ve tedavide ¢oklu ilaglara ihtiya¢ duyulmasina neden olarak artirmaktadir.
Bir mikroorganizmanin {i¢ veya daha fazla antimikrobiyal smiftan en az birer
antimikrobiyal ilaca direngli olmasma ‘multidrug rezistans’ MDR denilmektedir.
MDR ve tim ilaglara direngli ‘pandrug rezistans (PDR) K. pneumonia, P.
aeruginosa, A. baumanni sus sayisi gin gectikce artmaktadir. Gegmis yillarda
Enterobacterales iiyelerine kars1 sefalosporinler, beta-laktam/beta-laktamaz inhibitor
kombinasyonlari, karbapenemler, siilfonamidler, aminoglikozidler ve florokinolonlar
gibi ¢ok cesitli antibiyotikler giivenle kullanilabiliyordu. Ancak zamanla bu
antibiyotiklere karsi bakterilerin gelistirdigi diren¢ (ESBL, AmpC beta-laktamaz,
karbapenemaz) nedeniyle, Enterobacterales tiirlerinin olusturdugu toplum ve hastane
kaynakli enfeksiyonlar karsisinda bu antibiyotikler yetersiz kalmistir (8).
Antimikrobiyal diren¢ fenotiplerinin artist ve yeni antibiyotiklerin kisitli olmasi
nedenlerinden dolay1 polimiksin, fosfomisin ve tigesiklin gibi eskiden kullanilan bazi
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antibiyotiklerin kombinasyon seklinde tedavide kullanilmasi giindeme gelmistir.
Ozellikle tedaviye direngli Gram negatif bakterilere bagli gelisen enfeksiyonlarda
kombine tedavisinin uygulanmasi onemli bir secenektir (5,6). Bu calismada yatan
hastalarin ¢esitli numunelerinde {iremis karbapenem direncli K. prneumoniae
izolatlarinin agar diliisyon yontemi ile fosfomisin disodyum diren¢ durumu ve
amikasin, meropenem, imipenem antibiyotikleriyle sinerjist etkisi aragtirilmustir.
Boylece karbapenem direngli K. preumoniae suslarmin etken oldugu invaziv

enfeksiyonlarda en etkin ampirik tedavi modellerinin olusturulmasi amag¢lanmaistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Enterobacterales Ailesi

Enterobacterales ailesi tibbi agidan 6nem arz eden gram negatif basillerin
olusturdugu en biiyiikk ve en heterojen topluluktur. Bu aileye ait Gram-negatif
basiller, klinik 6rneklerden en sik izole edilen bakterilerdir. Bugiine kadar bu ailede
50'den fazla cins, yiizlerce tiir ve alt tiir tanimlanmistir. Bu cinsler farkli yontemler
kullanilarak smiflandirilmistir. Biyokimyasal oOzellikleri, antijenik yapilari, gen
dizilimi ile genomlarinin molekiiler analizi ve kiitle spektrometrisi ile protein
kompozisyonu siniflandirmada kullanilan kriterlerdir. Bu ailenin karmasikligina
kars1 nispeten az sayida cins ve tiir insan enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Bu
bakteriler bitkilerde, suda, toprakta, insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda (normal
barsak florast olarak) olmak iizere dogada ¢ok ¢esitli ortamlarda
bulunabilmektedirler. Enterobacterales liyeleri neredeyse her tiirlii bulasici hastalikta
etken olabilmekte ve laboratuvara gonderilen herhangi bir Ornekten izole
edilebilmektedir (9,10).

Bu ailede bulunan baglica cinsler; Escherichia, Klebsiella, Shigella,
Salmonella, Enterobacter, Citrobacter, Proteus, Yersinia, Morganella, Providencia,
Serratia’dir (11).

Enterobacterales tiyeleri, bir¢ok bagirsak enfeksiyonu da dahil olacak sekilde
cok ¢esitli insan hastaliklarina neden olmaktadirlar. Tiim bakteriyemilerin yaklasik
1/4 ile 1/3’iinden Enterobacterales bakterileri sorumludur. Idrar yolu
enfeksiyonlarinin (IYE) %70'inden fazlasinda etkendirler. Bu aileden Salmonella
serotip Typhi, Shigella tiirleri, Yersinia pestis gibi tiyeler klinik 6rneklerden izole
edildiginde daima insan hastalig1 ile iliskilendirilir ve cesitli toksin ve viriilans
faktorleri sentezleyebilmektedirler. K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis gibi tiyeler
ise normal kommensal flora iiyeleri olarak insan viicudunda bulunabilen firsatci
enfeksiyon etkenleri olarak tanimlanmaktadir (10).

Enterobacterales ailesinin iiyeleri, ortak bir antijene (enterobakteriyel ortak
antijen) sahiptir. 0.3-1.0x1.0-6.0 pm biiyiikliige sahip, sporsuz, Gram-negatif
basillerdir. Tiim tyeler, kanli agar gibi segici olmayan ve MacConkey agar gibi
secici besiyerlerinde hizli bir sekilde biiyiiyebilir. Enterobacterales tiyelerinin timii

fakdiltatif anaerop, glikozu fermente eden, oksidaz negatif, katalaz pozitif ve nitrati
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indirgeyen basillerdir. Sitokrom oksidaz enzimine sahip olmamalar1 basit ve hizli bir
sekilde Enterobacterales tiyelerinin diger bircok Vibrio, Pseudomonas gibi
fermentatif ve non-fermentatif Gram-negatif basilden ayrilmalarini saglar.

Enterobacterales iiyeleri koyun kanli agarda (KKA) mat gri, biiylik, kuru
veya mukoid koloniler olusturur. Klebsiella gibi kapsiilii olan baz1 Enterobacterales
tiyeleri besiyerinde karakteristik bir sekilde belirgin mukoid, 1slak, viskoz koloniler
olusturur. Kanli agarda hemoliz olusturma durumu degiskenlik gosterir. Besiyeri
ylizeyinde bir film tabakasi olusturan veya swarming yapan koloniler,
mikroorganizmanin ¢ok hareketli ve muhtemelen bir Profeus tiirii oldugunu gosterir.
Mac Conkey agarda kirmizi renkli veya eozin metilen mavisi (EMB) agarda yesil
refle veren koloni goriinlimii, bakterinin besiyerinde bulunan laktoz sekerini
kullanarak ortamda asit olusturma yeteneginde oldugunu gosterir (11-13).

2.2. Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae; Klebsielleae takimi icinde yer alan 4 cinsten biri olan
Klebsiella’nin (diger cinsler; Enterobacter, Hafnia ve Serratia) bir tiiridir.
Klebsiella cinsi; K. pneumoniae, K. oxytoca, K. granulomatis, K. variicola, K.
singaporensis ve K. alba olmak lizere alt1 tiir icerir. K. pneumoniae bu cinsin tipik
tiridir (14). K. pneumoniae, K. oxytoca ve K. granulomatis insanlarda hastalik
olusturan tiirlerdir (11).

Klebsiella cinsinin iiyeleri belirgin bir kapsiile sahiptir. Bu yap1 besiyerindeki
kolonilerin mukoid goriiniimiinden ve tiirlerin viriilansindan sorumlu tutulmaktadir.
Ancak tim Klebsiella suslart mukoid degildir. K. pneumoniae’nin MacConkey
agarda olusturdugu kolonilerin biiyiik, mukoid olmasinin yaninda rengi de mordur.
Mor goriiniim laktoz fermentasyonunun ve fermantasyon sonucunda da asit
tretildiginin  gostergesidir. K. pneumoniae diger tim Klebsiella tiirleri gibi
hareketsiz, indol, ornitin ve oksidaz negatiftir. Veoges-Proskauer, ONPG, sitrat,
lireaz ise pozitiftir. Lizini dekarboksile eder. Laktoz, siikroz, sorbitol sekerlerini
fermante edebilir. Kligler Iron Agarda yiizey ve dip kisimlar1 asidiktir (sar1 renkli)
(14).

2.2.1. Klebsiella pneumonia’nin patogenez ve viriilans faktorleri

K. penumoniae’nin en 6nemli viriilans faktorii besiyerinde mukoid koloni
goriiniimiine de neden olan polisakkarit kapsiiliidiir. Bu kapsiil sayesinde bakteri
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fagositozdan korunmakta; ayrica kapsiil 16kosit gociiniin gecikmesine neden
olmaktadir (15). K. pneumoniae’nin diger viriilans faktorleri hipermukoviskozite,
fimbria (pilus), lipopolisakkarit (LPS), membran tasiyicilar1 ve siderofordur (16,17).
Hiperviriilan K. pneumoniae hipermukoviskozite fenotipi ile iliskilendirilen, siklikla
genclerde piyojenik karaciger apseleri, endoftalmi, osteomiyelit gibi ciddi
enfeksiyonlardan sorumlu O6nemli bir patojendir. Bu patojenlerin karbapenemlere
kars1 olusturduklar1 direng giderek artmaya baslamistir (18).

Bakterilerin hayatta kalmasi icin gerekli olan elementlerden birisi demirdir
(19,20). Siderofor; K. pneumoniae’nin, bakteriyel replikasyonunda gorevli ve
viriilans faktorii olarak kullanilan diisiik molekiiler agirlikli, yiiksek afiniteli demir
selatorleridir. Bu molekiiller K. pneumoniae tarafindan enfeksiyon sirasinda
salgilanarak doku yikiminda ve bakterinin sistemik yayiliminda gdrev almaktadir.
Bakterilerin  biliylimesini indiiklemesiyle enfeksiyonlar1 agirlastirdigi tahmin
edilmektedir (21).

K. pneumoniae, Xkapsiil polisakkarit, adezin yapilar1 ve demir alim
mekanizmalart gibi konak immiinitesinden ka¢gmasini saglayan virlilans faktorlere
sahiptir. K. pneumoniae'nin idrar yolunda yapismasinda ve iiriner sistemde kolonize
olmasinda mannoz duyarli ve mannoz direngli hemaglutinasyon pilileri olan fimbriae
tipl ve tip3 gorevlidir. K. pneumoniae’nin siddetli IYE’den K1 ve K2 kapsiiler
serotipleri sorumlu tutulmaktadir. Bu serotipler mukovizkoziteye bagli A genini
(magA) icermektedir (22,23). Bakterilerin iirettigi ekzopolisakkarit matriks ile
olusturdugu biyofilm yapist K. pneumoniae’de de bulunmaktadir. Bu yapi ile
bakteriler nem, 1s1 ve pH degisiklikleri gibi c¢evresel kosullardaki degisimlerden,
ultraviyoleden ve fagositozdan korunmaktadir. Boylece K. pneumoniae’nin
virulansina katki saglanmaktadir (16,24,25).

2.2.2. Klebsiella pneumonia’ da antimikrobiyal diren¢ mekanizmalan

Enterobacterales ailesi iiyelerinde meydana gelen antibiyotik direncinde
cesitli mekanizmalar sorumlu tutulmustur. Bunlar; genisletilmis spektrumlu beta-
laktamazlar ‘extended spectrum betalactamases’ (ESBL), karbapenemazlar,
Aminoglikozid modifiye eden enzim (AME)lerin bakterilerce sentezlenmesi, kinolon
direncini saglayan modifiye edici enzimde meydana gelen mutasyonlar, porin ve

eflux pompasinin neden oldugu diren¢ mekanizmalaridir. Plazmidle kodlanan ESBL
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ve karbapenamazlar sonucunda MDR ve XDR K. prneumoniae suglar1 olugsmaktadir.
Bu suslar genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere (penisilin, 3-4. kusak
sefalosporin, karbapenem ve monobaktamlar) karsi direnglidir. Ayni zamanda bu
suslarda sulfonamid, aminoglikozid ve kinolon direnci de goriilebilmektedir.
Klebsiella ve E. coli igin antibiyotik direnci siklikla plazmid aracili gelismektedir.
MDR fenotipinde ayni diren¢ plazmidi iizerinde ESBL, AME, kinolon direng
belirleyicisini kodlayan genler birlikte bulunmaktadir. E. coli ve Klebsiella arasinda
VIM, IMP ve NDM-tip B Sinifi karbapenemazlar ve CTX-M ailesine ait ESBL'ler
yaygin olarak bulunmaktadir. OXA-48 ailesi, Enterobacterales iiyelerinde bulunan
birincil OXA tipi karbapenemazdir. Zayif karbapenemaz olan OXA-48 ailesi
enzimleri ilk olarak Tiirkiye'den bildirilmistir. OXA-48 ailesi enzimleri bulunduran
suslar genellikle seftazidim ve sefepim gibi genis spektrumlu sefalosporin grubu
antibiyotiklere duyarlidir. K. pneumoniae karbapenemaz (KPC)-tip A sinifi,
Klebsiella tiirlerinde en sik goriilen karbapenemazdir (26).

K.pneumonia’daki beta-laktam direnci birden fazla yol ile gelisebilmektedir.
Bunlar; bakterinin sentezledigi baz1 enzimler [yiiksek diizey AmpC beta-laktamaz,
karbapenemaz {iiretimi (blaOXA, blaKPC'ler ve metallo-b-laktamazlar)  ve
oksasilinaz gibi] ile beta-laktam antibiyotiklerin inhibisyonu, porin genlerinde
(OmpK35 ve OmpK36) meydana gelen mutasyon sonucu beta-laktam antibiyotiklere
kars1 bakteri gegirgenliginin azalmasi ve eflilks pompa sistemleri aracilifiyla olan
mekanizmalardir (29). Beta laktamazlardan Ambler siif A karbapenemazlar (KPC,
PER vb.), B sinift karbapenemazlar (NDM, VIM vb.) ve D smifi karbapenemazlar
(OXA, PSE) plazmitler iizerinde taginmakta ve diger bakterilere kolay bir sekilde
aktarilabilmektedir (28).

Mikrobiyologlar, MDR olan bir Enterobacterales iiyesi ortaya ¢ikarsa
dikkatli olmalidir. Enterobacterales'de beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi
gelisen hemen hemen tiim direnglerde, kromozomal veya edinilmis beta-laktamaz
enzimleri aracilik etmektedir. Antibiyotik direnci 6nceden duyarl: klinik suslarda da
goriilebilmektedir. Bu diren¢ plazmitlerin (R faktorleri veya R plazmitleri) transfer
edilmesi sonucu goriilmektedir. Bu plazmitler beta-laktamaz enzimleri {ireten genleri
kodlamaktadir. Boylece 1, 2 ve 3. kusak sefalosporinleri, aztreonami ve penisilinleri

hidrolize edebilen genisletilmis spektrumlu beta-laktamazlar veya ESBL'ler
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olugmaktadir. Bu direngli suslarin saptanmasi, sadece etkenin izole edildigi hastanin
tedavisinde degil, ayn1 zamanda hastane enfeksiyonlarinin siirveyansinda da yol
gosterici olmaktadir (9). KPC iireten K. pneumoniae (KPC Kp), son on yilda
diinyada hizla yayilmistir. KPC Kp suslarn tipik olarak karbapenem grubu
antibiyotiklere (ertapenem, doripenem, imipenem, meropenem), florokinolonlara,
sefalosporinlere,  penisilinlere ve  siklikla  aminoglikozitlere  direnglidir.
Karbapenemaz direnci diger Enterobacterales tiirlerinde de olusabildiginden, bu ¢ok
ilaca direngli suglar i¢in “Karbapenem Direngli Enterobacterales (KRE)” ifadesi
kullantlmistir (29).

2.2.2.1. Aminoglikozid direnci

K. pneumoniae’nin aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi gelistirdigi
direncin en yaygin mekanizmalarindan birisi; aminoglikozid adeniltransferaz,
aminoglikozid asetiltransferaz ve aminoglikozid fosforilazlar gibi aminoglikozidleri
modifiye eden enzimlerin bakteri tarafindan tiretimidir. Boylece aminoglikozidler
inaktive edilmektedir (30,31).

Bu mekanizma disinda, porin genlerinde meydana gelen regiilasyon sonucu
aminoglikozidlerin bakteri hiicresine aliminin azalmasi, efluks pompalarinda
degisim, ribozomal baglanma bdlgelerinde meydana gelen degisiklikler gibi
mekanizmalarla da direng gelisebilmektedir (32).

2.2.2.2. Kinolon direnci

K. pneumoniae’da florokinolon grubu antibiyotiklere karsi gelisen direncin
nedenleri arasinda; eflux pompalarinin artan iiretimi, hedef enzimlerin ve/veya
proteinlerinin degistirilmesi ve hedef bolge gen mutasyonlar1 sayilmaktadir (27).

2.2.2.3. Tigesiklin direnci

K. pneumoniae’nin tigesikline kars1 gelistirdigi direng mekanizmalari;
kromozomal olarak kodlanmistir ve antibiyotigin hem 30S hem de 16S ribozomal
birim hedeflerinin modifikasyonlarin1 ve hiicre gecirgenligindeki degisiklikleri igerir.
AcrAB-TolC ve OqxAB eflux pompalarinin asir1 ekspresyonunun ve diizenleyicileri
RarA, RamA, RamR ve AcrR'nin ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerin de
dirence katkida bulundugu gosterilmistir. Mekanizmasi tam bilinmemekle beraber,
alternatif bir tigesiklin direnci mekanizmasi oldugu diisiiniilen yeni bir pompa olan

KpgABC gibi diger pompalarin artan ekspresyonuna bagli oldugu diisliniilmektedir.
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Tigesiklin direnci; porin geni olan ompK35'in transkripsiyonunun azaldigi K.
pneumoniae suslarinda daha yiiksek bulunmustur (27).

2.2.2.4. Kolistin direnci

K. penumoniae nin yapisinda bulunan LPS’lerin yapisinda meydana gelen
modifikasyon, kolistine kars1 gelisen direngte en yaygin sebeptir. Bu degisiklik de
LPS’nin anyonik o6zelliklerinde degisikliZe neden olan mutasyonlar sonucu
olusmaktadir. Bir diger kolistin direnci nedeni ise; plazmid aracili meydana
gelmektedir. Mcr-1 geni sorumlu tutulmaktadir. Mcr-1 diinya genelindeki plazmid
aracili kolistin direncinden sorumlu ana nedenlerden biridir (33).

2.2.3. Klebsiella pneumonia’nin epidemiyolojisi

Kritik hastalarda Enterobacterales iiyelerine bagh gelisen enfeksiyonlar ciddi
ve Oliimciil seyredebilmektedir. K. pneumoniae, direngli etkenlerin ¢ogunlugunu
olusturan "ESKAPE" patojenler (E. faecium, S. aureus, K. pneumonia, A. baumannii,
P. aeruginosa ve Enterobacter tirleri) tanimlamasinin igerisinde yer alan bir sustur
(34). MDR Gram-negatif bakterilerin diinya genelinde hizla artisi, insan sagligi icin
tehdit olmaya devam etmektedir (35). Karbapenem grubu antibiyotiklere direncli
olan Enterobacterales tiirlerinin diinya genelinde goriililyor olmast en acil halk
sagligr tehditeri arasinda yer almaktadir (36). MDR K. pneumoniae Diinya Saglik
Orgiitii (DSO), Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
(CDC) tarafindan insan sagligi i¢in acil tehdit olusturan mikroorganizmalardan biri
olarak belirlenmistir (37).

2.2.4. Klinik

Normal kisiler tasiyici olarak orofarenkslerinde %1-6 oraninda K.
pneumoniae bakterisini bulundururlar. Hastanede yatan hastalarda ise bu
kolonizasyon orani %20'ye kadar cikabilir. Hastanede yatan hastalarda goriilen bu
artmis kolonizasyon prevalansi, siklikla diyabetis mellitus, kronik obstriiktif akciger
hastaligi, alkolizm gibi immun sistemi zayiflatan sebeplerin varliginda hastalarda
ortaya ¢ikan akciger enfeksiyonlarinin kaynagi olabilmektedir (38).

Klebsiella cinsinin en sik izole edilen tiirleri K. pneumoniae ve K. oxytoca'dir.
Bu tiirler siklikla toplum veya hastane kaynakli primer lober pnémoni etkeni olarak
izole edilmektedirler. K. pneumoniae pnémonisi, alveolar bosluklarda yogun nekroz

ve kanama ile birlikte goriilen, yikici olma egiliminde olan bir akciger enfeksiyonu
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tablosudur. Bu yikim; mukoid, kalin ve tuglali veya goriinliste ince ve "kus tizlimii
jole benzeri" olabilen balgam iiretimiyle sonu¢lanmaktadir. Agir olgularda kronik
kaviter hastalik, hemoptizi ve akciger apseleri goriilebilmektedir. K. pneumoniae
pnomonisinde plorit tablosu siklikla goriilmektedir (hastalarin yaklasik %80'inde
ploritik agr1 sikayeti bulunur). K. pneumoniae akciger diginda da enfeksiyon
yapabilmektedir (enterit, menenjit, IYE, septisemi, yara ve yumusak doku
enfeksiyonlari, endojen endoftalmit, endokardit pyojenik karaciger abseleri gibi)
(27,39,40).

K. pneumoniae, saglik bakimu ile iliskili enfeksiyonlarin en sik etkenlerinden
biridir. Gram negatif bakterilerin neden oldugu hastane enfeksiyonlarinin iigte biri K.
pneumoniae firsatc¢1 bakterisi tarafindan olusturulmaktadir (27,35).

K.pneumoniae, hem toplum hem de hastane kaynakli IYE’de sik olarak tespit
edilen bir patojendir. K. pneumoniae, toplumdan kazanilmis 1YE’nin ikinci en sik
etkenidir. Bu suslar MDR olmaya meyilli oldugu i¢in kan dolasimi enfeksiyonlari,
menenjit, karaciger apsesi, IYE ve pndmoni tedavisindeki antibiyotik secenekleri
stmirlanmaktadir. K. pneumoniae 'min 2017 yili DSO'niin Kiiresel Oncelik Listesi'nde
yer alan uluslararast endige verici ilk ii¢ patojenden biri olarak belirlenmesi de bu
bakteriye yonelik yeni antibiyotiklerin arastirilmasi, kesfi ve gelistirilmesinin gerekli
oldugunu gostermektedir (22,25).

2.2.5. MDR veya PDR Klebsiella pneumoniae enfeksiyonlarinda tedavi
secenekleri

MDR K. pneumoniae’nin etken oldugu enfeksiyonlara bagli hastaneye yatis
oran1 son yillarda giderek artmistir. Bu hastalarda mortalite ise %?26-68 olarak
belirtilmektedir (41). MDR gram negatif bakteriler antibiyotiklerin ¢oguna karsi
direng gelistirmislerdir. Bu bakteriler beta-laktamaz enzimleri liretmektedirler. Beta-
laktamaz iireten suslar, genellikle plazmid aracili oldugu i¢in hastane ortamlarinda
cok hizli yayilabilmektedir (42).

Ampisiline dogal direngli olan K. pneumoniae; bir¢ok antibiyotige de direng
kazanabilme yetenegindedir. Onceleri K pneumoniae enfeksiyonlarmin tedavisinde
siklikla sefalosporin ve aminoglikozid grubu antibiyotikler kullanilmaktaydi. Ancak
ESBL enzimleriyle, kullanilan bu antibiyotiklere kars1 direng gelisiminin neticesinde

son yillarda karbapenemler tedavide kullanilmaya baglanmistir. Ancak bu defa da
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karbapenamaz lreten K. penumoniae suslarinda goriilen artig; tedavi igin yeni
arayiglari zorunlu kilmigtir. MDR K. preumoniae enfeksiyonlari; tedavisi zor, yiiksek
mortaliteyle seyreden enfeksiyonlardir. Karbapeneme direngli K. pneumoniae
enfeksiyonlarinda tedavide kullanilabilen antibiyotiklerden biri de kolistindir. Ancak
kolistin direngli suslarin da son zamanlarda goriiliiyor olmasi ve kolistin direncli
suslarda tigesiklin, fosfomisin, gentamisin ve seftazidim/avibaktam dahil olmak
tizere mevcut etkili antimikrobiyallerin sayisinin sinirli olmasi nedeniyle tedavide
zorluk yasanmaktadir (35).

2.3. Fosfomisin

Uluslararasi tedavi rehberleri toplumdaki direng oran1 %20 ve iizerine ¢ikan
ilaglarin ampirik tedavide kullanilmamasi gerektigini vurgulamaktadir (43). Son
yillarda MDR (genis spektrumlu beta-laktamaz ve/veya metallo-beta-laktamaz
ireten) bakteri sorunu ciddi bir tehdit olmaya baslamistir. Bu durum bu bakterilere
bagl gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde yeni arayislari netice vermistir. Fosfomisin,
MDR bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde alternatif bir ajan olarak tekrar ele
alinmaktadir (1).

Fosfomisin 1969'da Streptomyces fradiae, Streptomyces viridochromogenes
ve Streptomyces wedmorensis’den iiretilmis, fosfoenolpiruvat (PEP) analogu olan,
diistik molekiil agirlikli dogal bir antibiyotiktir (44-46). Fosfomisinin; fosfomisin
trometamin (veya fosfomisin trometamol) ve fosfomisin kalsiyum olmak tizere iki
oral formiilasyonu; ayrica fosfomisin disodyum olarak intraven6z (IV) formulasyonu
mevcuttur (Sekill) (45). Fosfomisin, fosfonik antibiyotikler sinifina aittir. Parenteral
kullanima uygun fosfomisin, fosmidomisin ve alafosfalin olmak tizere ii¢ fosfonik
antibiyotik  bilinmektedir. Bu antibiyotiklerden sonuncusu terk edilmistir.
Baslangigta, uzun yillar boyunca fosfomisin disodyum, menenjit dahil ciddi
enfeksiyonlar1 olan hastalara parenteral olarak wuygulandi (1). Daha yakin
zamanlarda, dzellikle IYE tedavisinde kullanilmak iizere monobazik, suda ¢oziiniir
bir fosfomisin tuzu olan fosfomisin trometamol olarak oral bir formda iiretilmistir.
Fosfomisin trometamol tuzu disinda diger iiriinlere iliskin veriler ise sinirlidir (47).
Fosfomisin, mevcut antibiyotikler icerisinde molekiiler kiitlesi en diisiik (138 Da)
olan antibiyotiktir. Bu durum antibiyotige genis yayilabilirlik avantaji saglar. Etkin
madde normal saklama kosullar1 altinda 2-3 yil kadar stabil kalabilmektedir.
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Fosfomisin asidik ortamlarda kararsiz oldugu i¢in parenteral yol ile kullanima uygun
hazirlanan disodyum tuzu i¢eren formiilasyonunun oral biyoyararlanimi zayiftir (47).
Cogu Avrupa iilkesinde fosfomisin disodyum uzun yillardir kullanilmasina ragmen,

ornegin Tiirkiye'de klinik kullanima ancak yakin zamanda kavusmustur (48).
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Sekil 1. A) Fosfomisin kalsiyumun kimyasal yapist B) Fosfomisin disodyumun
kimyasal yapis1 C) Fosfomisin Trometaminin kimyasal yapis1 (49).

2.3.1. Etki mekanizmasi

Fosfomisin bakterisidal, bir epoksit halkasina sahip, fosfonik antibiyotikler
grubunda yer alan PEP analogudur. Bakteri hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan
tabaka, N-asetil muramik asidin (NAMA) ve N-asetil glikozaminin (NAG) birbirini
takip eden birimlerinin pentapeptid ¢apraz baglari ile baglanmasi ile olugmaktadir.
Peptidoglikan sentezinin ilk basamagi bakteri sitoplazmasinda gergeklesir. Uridin
difosfat (UDP)-NAG’m 3’-hidroksil grubundan inorganik fosfatin ayrilmasi ile

PEP’den gelen enol piruvatin  UDP-NAG’a eklenmesinin gerceklestigi  bu
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basamaktaki reaksiyonu katalizleyen enzim; UDP-NAG enol piruvil transferaz
(MurA) enzimidir (50,51).

L-a-gliserofosfat  tasiyict  (GlpT) [glukoz-6-fosfat (G6P) tarafindan
indiiklenir] ve heksoz monofosfat tasiyict (UhpT) (gliseraldehid-3-fosfat tarafindan
indiiklenir) permeazlar fosfomisin molekiillerinin  bakteri hiicresinin igine
taginmasinda gorevli iki transport sistemidir. GlpT, baslangigtaki aktivitesini
herhangi bir uyariya gerek duymadan gergeklestirir; ancak ortamda G6P yoksa UhpT
aktive olamaz (51-53).

Fosfomisin sitoplazmaya girdikten sonra PEP analogu gibi davranir.
Fosfomisin, MurA enzimini (peptidoglikan sentezinden sorumlu ana enzim), bu
enzimin 115. sistein kalintisina kovalent bag ile irreversible baglanarak inhibe eder.
Boylece UDP-NAMA olusumunu onleyerek antibakteriyel etkisini peptidoglikan
sentezini inhibe ederek gostermektedir (1,52,53). Fosfomisin, peptidoglikan
sentezini, beta-laktamlar ve glikopeptidlerden daha erken bir basamakta inhibe eder
(45,54). Yapilan ¢alismalarda, fosfomisinin 30 dakika i¢inde bakterisidal etkinligini
gosterebildigi tespit edilmistir (1).

Bakteri fimbrialariin sentezini ve hareket yeteneklerini azaltan fosfomisin,
hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif {iropatojenlerin {iriner sistem epitelyumuna
ve idrar kateterlerinin i¢ yiizeyine yapigsmasini ve o bdlgede kolonize olmasini
engellemektedir. Adezif 6zellikleri ile bakteriler idrar akimina kars1 koyabilmekte,
hiicre yiizeyine yapisabilmekte, dokulara girebilmekte ve mesane yiizeyinde
birikebilmektedir. Adezif dzellik alt iiriner sistem enfeksiyonu (USE) patogenezinde
cok dnemli bir faktordiir. Fosfomisin, antiadezif etkiyi inhibitér konsantrasyonlarin
altinda kalsa bile olusturabilmektedir. Fosfomisin, bakterilerin biyofilm tabakalarina
gecer. Boylece bakterilerin iizerinde etkinligini devam ettirebilir. Fosfomisin diisiik
inhibitdr konsantrasyonlarda bile, E. coli’nin patojenite ile ilgili enzimleri
sentezlemesini ve plazmid transferi yapabilme yeteneklerini zayiflatmaktadir (55-
57).

Fosfomisinin anaerobik kosullarda antimikrobiyal aktivitesi artirildiginda,
bakterilerin biyofilmlerinin derin katmanlarina niifuz edebilmektedir (45,58). Bazi

caligmalarda fosfomisinin, tedavide tek basina veya baska antibiyotiklerle kombine
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olarak kullanilmasi durumunda, bakterilerin sayisini azalttigi; ayrica bakterilerin
biyofilm tabakasinda degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (45).

2.3.2. Fosfomisinin farmakokinetik ozellikleri

Fosfomisin; hidrofilik, diisik molekiil agirlikli fosfonik asit tiirevi bir
antibiyotiktir. IV fosfomisinin %93-99'u degismeden bobrekten idrarla atilmaktadir
(45,54). Fosfomisinin oral formulasyonu kullanildiginda da hizla metabolize olarak
idrarda degismeden yiiksek konsantrasyonda atilmaktadir (59).

Fosfomisin IV yol ile verildiginde; cilt-subkutan dokuya ve yumusak
dokulara, kas dokusuna, beyin omurilik sivisina, akcigere, kemik dokuya, onemli
konsantrasyonlarda gegebilmektedir. Fosfomisin normal sartlarda kan-beyin
bariyerini gecen bir antibiyotiktir. Bununla beraber meningeal inflamasyon
durumunda beyin omurilik sivisindaki konsantrasyonu artmaktadir (45).

2.3.3. Fosfomisinin farmakodinamik 6zellikleri

Fosfomisin S. aureus ve P. aeruginosa i¢in zamana bagli bakterisid aktiviteye
sahipken; S. pneumoniae, E. faecium, P. mirabilis ve E. coli i¢in konsantrasyona
bagli bakterisid etki gostermektedir (54,58). Fosfomisin trometamoliin gebelik
kategorisi B’dir. Plasentay1 basit diflizyonla gecebilen fosfomisin diger maddelerin
plasentadan gegisisine etki etmemektedir (45).

Hastaya uygulanan ilacin konsantrasyonuna bagli olarak fosfomisin; P.
mirabilis ve E. coli bakterilerine karsi in vitro sartlarda uzun siiren (3,4-4,7 saat)
postantibiyotik etki olugturmaktadir. Bu etki S. aureus suslarina karsi daha kisa (0,5-
1,4 saat) stireli olarak belirlenmistir (58). Fosfomisinin diger ilaclarla birlikte
uygulanmasina engel bir durum belirtilmemistir. Ancak fosfomisin digoksin
seviyelerini veya etkisini artirabildigi icin bu hastalarin yakin takip edilmesi
gerekmektedir. Kontraseptik yontemlerden olan kombine Ostrojen kullanan bir
hastaya fosfomisin tedavisi baglandiginda dogum kontrol basarisizlik riski
bulunmustur. Tifo ve Bacille Calmette-Guerin (BCG) asilari ile birlikte fosfomisin
kullanilmamalidir. Aksi takdirde as1 etkinligi azalabilir (45).

2.3.3. Fosfomisinin antibakteriyel spektrumu

Fosfomisin, Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere, ESBL iireten
Enterobacterales lyelerine bakterisid etkilidir. Penisiline direngli S. pneumoniae,

MRSA, metisiline direncli koagiilaz negatif Staphylococcus (MRKNS) tiirleri, ¢oklu

13



ilaca direngli P. aeruginosa, vankomisine duyarli veya direngli Enterococcus tiirleri,
ESBL, karbapenemaz {ireten Enterobacterales gibi patojenlerle olusan
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmistir (1,51). P. aeruginosa suslart disindaki
Gram-negatif basillere, Gram-pozitif koklardan daha etkilidir (1). P. aeruginosa
suslarinda ise fosfomisin duyarliligi degiskenlik gosterebilmektedir. Ancak ozellikle
aztreonam, meropenem, sefepim gibi antibiyotiklerle kombine edildiginde
P.aeruginosa’ya etkili oldugu gosterilmistir (60).

K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa, P. vulgaris, S. pyogenes, S.
schottmuelleri ve S. aureus’un etken oldugu intraperitoneal enfeksiyonlarda
fosfomisinin IV formunun etkinligi gosterilmistir (44). Klebsiella, Enterobacter ve
Serratia suslarinim fosfomisin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri E.
coli’den daha yiiksektir. C. trachomatis, V. fischeri, B. cepacia, S. maltophilia, S.
capitis, S. saprophytius ve M. tuberculosis fosfomisine dogal olarak direnglidir.
Acinetobakter tiirleri, M. morganii ve L. monocytogenes de fosfomisine genellikle
direnglidir (44,45,54,60).

Bazi in vitro calismalarda, fosfomisin ile aminoglikozidler, baz1 beta-laktam
grubu antibiyotikler ve diger bazi ajanlar birlikte kullanildiginda; 6zellikle dolagim,
tiriner sistem, solunum yolu enfeksiyonlarinda goriilen bakteriyel etkenlere karsi
sinerjist etki olusturdugu bildirilmistir (1). Acinetobacter baumannii fosfomisine
direncli bir sustur. Ancak aminoglikozid grubu bir antibiyotik ile kombine
kullanildiginda bu etkene kars1 sinerjistik etki olusabilmektedir (56,61).

Fosfomisin aminoglikozid grubu bir antibiyotik ile kombine kullanilmasi
durumunda sinerjist ve additif antibakteriyel etkinin goriilmesinin yani sira kombine
kullanimda  aminoglikozidlerin  nefrotoksik yan etkilerinde de azalma
goriilebilmektedir (55-57).

Fosfomisin trometamin &zellikle unkomplike IYE’de, fosfomisin disodyum
ise; sepsis, yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi daha ciddi enfeksiyonlarda tercih
edilmektedir. Fosfomisinin etki spektrumu genistir. Intravendz yolla verilen
fosfomisin disodyumun %93t bdobreklerden atilmaktadir. Bobrek yetmezligi
durumunda antibiyotik konsantrasyonu artig gostermektedir. Bu nedenle antibiyotik

dozu ayarlanmalidir. Beyin omurilik sivis1 (BOS) ve akéz humor de dahil dokulara
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dagilim iyidir. ilaca bagli hipokalemi, hipernatremi, ndtropeni, eozinofili, diyare,
bulanti, bag agrisi, flebit gibi yan etkiler gortilebilmektedir (52).

2.3.4. Immiinomodiilator aktivite

Fosfomisin; lenfosit, monosit ve nétrofil islevini degistirebilmektedir. in vitro
sartlarda B ve T lenfositlerinin aktivasyonunu inhibe etmektedir. Fosfomisin; kronik
bobrek yetmezligi olup hemodiyalize giren hastalarda ve bobrek transplantasonlu
hastalarda firsat¢1 patojenlerin nétrofillerce fagosite edilmesini ve noétrofillerin
bakterileri Oldiirme yetenegini artirmaktadir. Akut inflamatuar sitokin yanitini
etkilemektedir. Fosfomisin; interlokin (IL)-1, timor nekroz faktorii-alfa ve IL-8 gibi
proinflamatuar sitokin iiretimini azaltmakta; IL-6 ve IL-10 iiretimini ise artirmaktadir
(45,58).

2.3.5. Fosfomisine kars1 diren¢ mekanizmalari

Fosfomisin ile diger antibakteriyel ajanlar arasinda capraz direnc gelisimi,
fosfomisinin kimyasal yapisi ve hiicre duvar sentezinin erken evrelerini engelleyen
etki mekanizmasindan dolay1 izlenmemekte veya ¢ok nadir olarak izlenmektedir. Bu
nedenle diren¢li mikroorganizmalarin tedavisinde kombine olarak kullanilmasi
sonucu potansiyel olarak sinerji gelismektedir. Bakteriler fosfomisine karsi nadiren
diren¢ gelistirmektedir. Direng, siklikla kromozomal kaynakli veya nadiren plazmid
araciligiyle gelismektedir. Bakterilerde fosfomisin direncinin nadir goriilme
nedenlerinden biri olarak, bu antibiyotigin bakteriyel adezyonu azaltmasi
distintilmustir (1,57,62).

Fosfomisine kars1 direng, hedef bolge modifikasyonu, hedef bolgedeki ilag
alimmin azalmasi, fosfomisinin bakteri tarafindan inaktive edilmesi gibi
mekanizmalarla gerceklesebilmektedir (7).

2.3.5.1. MuraA ile iligkili kazanilmis direng

E.coli’de MurA'min 115. Pozisyonunda bulunan sistein aminoasiti yerine
aspartat aminoasiti gegerse fosfomisinin baglanma afinitesi azalmakta, boylece
izolatlar fosfomisine direngli hale gelmektedir. Chlamydia tiirleri, Mycobacterium
tuberculosis ve Vibrio fischeri suslarinda bu durum mevcuttur ve fosfomisine dogal

direnclidirler (63,64).
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Bir ¢alismada, P. putida'da peptidoglikan sentezinde bir kurtarma yolunun
tanimlandig1 bildirildi. Fosfomisin hedefi olan MurA peptidoglikan sentezinde yer
almaz ve bu da dogal fosfomisin direnciyle sonuglanir (45).

2.3.5.2. Fosfomisine azalmis gegirgenlik/permeabilitenin azalmasi

Bakterilerde ilacin hiicre igerisine taginiminda gorevli olan iki temel transport
sistemi olan L-alfa-gliserofosfat (GlpT) ve heksoz fosfat sistemleri gibi yapisal ve
diizenleyici proteinleri kodlayan genlerde goriilen mutasyonlar; kromozomal
mutasyonlart olusturmaktadir. Bdoylece fosfomisin bakteri hiicresinin igerisine
gecememekte veya az gegmekte ve hedef bolgeye ulasmasi engellenmektedir (1,57).
Yaygin olarak fosfomisine duyarli bakterilerde (E. coli gibi) ortaya ¢ikan direng,
genellikle bu mekanizma ile olugsmaktadir (45).

Heksoz fosfat transport sisteminde (G6P tarafindan indiiklenir) meydana gelen
hasara bagli olusan direncli suslar siklikla in vitro ortamda ortaya ¢ikmaktadir. L-
alfa-gliserofosfat transport sisteminin kaybi sonucu gelisen direngli suslar ise daha
¢ok in vivo olusur (50).

2.3.5.3. Enzimatik inaktivasyon

Bu mekanizma ile gelisen fosfomisin direncinden; fosfomisini inaktive edici
enzimlerin Uretimi sorumlu tutulmaktadir. Fosfomisin degistirici enzimler (FosA,
FosB, FosX) kromozomal olarak ve 6zellikle E. coli'de transfer edilebilir plazmidler
araciligiyla olmak tizere iki sekilde kodlanabilmektedir (8,64).

Plazmid aracili olugan direngler bakteri tiirleri arasinda yayilim
gostermektedir. Plazmid aracili Fos enzimleri glioksalaz siiper familyasindandir.
Plazmid aracilifiyla olusan fosfomisin direnci ilk olarak FosA geni tarafindan
kodlanan metaloenzim glutatyon S transferaz enziminde gosterilmistir. FosA,
glutatyon ve fosfomisin arasindaki reaksiyonu inaktif bir eklentiye katalize eder.
FosA geni siklikla Gram-negatif bakterilerde (Pseudomonas spp, Acinetobacter spp
ve Enterobacterales tiyelerinde) bulunur. FosA yapisina sahip FosA2, FosA3,
FosA4, FosAS ve FosA6 gibi yeni subtipler de tanimlanmistir. E. coli'de plazmid
aracili olarak iiretilen FosA3, epidemiyolojik agidan en dnemli Fos enzimi olarak
gosterilmigtir. Glutatyon S transferaz enzimini ayni zamanda FosB geni de
kodlamaktadir. FosB geni de oOzellikle Gram-pozitif bakterilerdeki reaksiyonu

katalize eder. FosB3 E. faecium’da tanimlanmistir. Fos genleri, ayn1 plazmidde veya
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bir konjuge plazmidde bulunan baska antibiyotiklere diren¢ kazandiran farkl
genlerle birlikte bagka bakterilere transfer edilebilmektedir. Bu nedenle fosfomisin
direnciyle beraber tetrasiklinler, beta-laktamlar, kinolonlar, aminoglikozidler,
makrolidler ve siilfonamidler gibi ek antibiyotik direngleri de goriilebilmektedir.
Ornegin; plazmid aracili FosB3 geni; vanA geni ile birlikte bulunabilmektedir. Bu
nedenle bu tiir plazmidlerin elde edilmesi fosfomisin ve vankomisine es zamanl
direng ile sonuglanabilmektedir. FosX, L. monocytogenes'de bulunabilen
kromozomal enzimdir. Bu enzim fosfomisinin su ile reaksiyonunu katalize etmekte
gorevlidir. FosC ise, P. syringae'de bulunur ve fosfomisin direng gelisiminde gorevli
glutatyon S transferaza benzer bir enzimdir. FosC, ATP kullanir ve fosfomisine bir
fosfat grubu ekleyip fosfomisinin oOzelliklerini degistirerek ilaci inaktive eder.
Glutatyon S transferaz, fosfomisinin epoksit grubunu ag¢ip antibiyotigin epoksit
halkasimin Cl'ine, tripeptid glutatyon sisteinde bulunan siilfidril grubunu ekleyerek
fosfomisini etkisiz hale getirir (1,8,45,63).

2.3.5.4. Heterorezistans

MiK’den daha yiiksek antibiyotik konsantrasyonlarinda dahi biiyiiyebilen
bakteri alt popiilasyonlarmin varligina heterorezistans denilmektedir. Bu durum
genellikle tedavi basarisizligi ve tekrarlayan enfeksiyon durumlarinda karsimiza
cikmaktadir (65). S. pneumoniae, P. aeruginosa (MDR ve MDR olmayan) suslarinda
fosfomisine heterorezistans tanimlanmustir (45).

2.3.5.5. Antibiyotik modifikasyonu iliskili kazanilmis direng

Fosfomisin direnci, genellikle fosfomisine duyarli olan E.coli gibi
bakterilerde ozellikle antibiyotik tedavisi sirasinda fosfomisinin bakteri hiicresine
girigini ve taginmasini saglayan sistemlerde meydana gelen mutasyonlar sonucunda
goriiliir. Fosfomisin tasiyicilarini kodlayan kromozamal glpT ve uhpT genlerinde
goriilen mutasyonlar, fosfomisinin bakteri hiicresine alimini engellemekte veya
azalmasina neden olmaktadir. Bu genlerle kodlanan proteinler, bakterilerde viriilans
veya metabolik fonksiyonlar igin gerekli olan karbonhidrat veya gliserol
tastyicilaridir. CyaA ve ptsl genlerindeki mutasyonlar da saptanmis ve pilus
biyosentezinde azalma ve epitelyal hiicrelere yapisabilme kabiliyeti ile

iliskilendirilmistir. MurA'daki mutasyonlar, fosfomisin i¢in enolpiruvil transferazin
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daha diisiik afinitesiyle sonu¢lanmaktadir. Bununla beraber enolpiruvil transferazin
asir1 ekspresyonunun da fosfomisin direnciyle sonuglandigi gosterilmistir (45,54).
Klebsiella tiirleri ve P.aeruginosa; fosfomisin tedavisi sirasinda en sik direng
gelistiren bakterilerdir (1).

2.3.6. Klinikte fosfomisin kullanimi

Gram pozitif ve negatif bakterilerde artan antibiyotik diren¢ oranlari, yeni
antibiyotiklerin sinirli olmasi nedeniyle eski antibiyotiklere tekrar ilgi uyandirmaya
baslamistir ve eski antibiyotikler tedavi secenegi olarak diisiiniilmeye baslanmistir.
Fosfomisin, son yillarda ise ¢ok ilaca direncli bakterilerin etken oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde faydali gériinmektedir (45).

Fosfomisin, kadinlarda E. coli ve E. faecalis suslarina baglh gelisen komplike
olmayan 1YE'lerin (akut sistit) oral tedavisinde kullanilmak iizere 1996 yilinda
ABD’de Food Drug Administration (FDA) tarafindan onay almistir (44).
Fosfomisinin oral formu ayni zamanda akut komplike olmayan sistitte terapotik
secenektir. IYE tedavisinde IV de uzun siiredir baz iilkelerde kullanilmaktadir
(44,58). Son zamanlarda, fosfomisinin IYE disindaki endikasyonlarda da 6zellikle
MDR bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda kullanilmasina ilgi artmaktadir (44).

Fosfomisin; diisiik direng oranlari, yiiksek diizeyde tolere edilebilir ve
glivenilir olmasi, in vivo aktivitesi ve klinik etkinligi ve farmakokinetik ve
farmakodinamik avantajlar1 nedenleriyle direngli bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde tercih edilecek ajanlar arasindadir (1).

2.3.7. Toksisite ve yan etkiler

Bobrek fonksiyonlar1 bozuk ve/veya aralikli olarak diyalize giren hastalarda
giinlik doz miktar1 ayarlanmalidir (45). Fosfomisine bagli yan etkiler diisiik
oranlarda gozlenmektedir (%1-17) (1). Bununla birlikte tiim yan etkiler siklikla hafif
duzeyde seyreder. Fosfomisin genellikle iyi tolere edilen bir antibiyotiktir (55,66).
Temelde gastrointestinal sistem yan etkileri goriilmektedir. Nadir olarak da deri ve
deri alti dokulara ait yan etkiler goriilebilmektedir (61). Oral yol ile uygulanan
fosfomisin tremetamin formulasyonu sonrasi en sik goriilen yan etkiler siklik sirasina
gore; ishal, gecici bulant1 ve epigastrik/abdominal agrinin eslik ettigi hafif, kendini
sinirlayan, hasta tarafindan tolere edilebilen gastrointestinal rahatsizliklardir.

Giigsiizliik, bas donmesi, bas agrisi, deride dokiintii, kizariklik ve vajinit, bakteriyel
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veya fungal siiper enfeksiyonlar daha nadir goriilen yan etkilerdir (1,45,58). Bazi
hastalarda fosfomisin kullanimia bagl transaminaz degerleri yiikselebilmektedir
(56).

Fosfomisin parenteral yol ile uygulandiginda en sik dokiintii, gastrointestinal,
periferal flebit ve hipokalemi yan etkileri goriilmektedir (67).

Bu yan etkiler genelde iyi tolere edilirler ve tedavinin kesilmesini
gerektirmezler. Fosfomisin, tedavide yiiksek dozda kullanima izin verebilen bir
antibiyotiktir. Bu 06zelligini; uygun gilivenlik profilinden almaktadir. Bdylece
sistemik enfeksiyonlar1 tedavi ederken farmakodinamik hedeflere ulasma olasilig
artirabilmektedir. Yiiksek fosfomisin seviyeleri ayrica fosfomisine karsi olasi direng
gelisimini diislik oranlarda tutabilecegi diistiniilmektedir (58).

Hipernatremi ve hipokalemi IV fosfomisinin potansiyel yan etkileridir. IV
fosfomisin 1 graminda, 0.32 g sodyum bulunmaktadir. Buna bagli hipernatremi
goriilebilmektedir. Fosfomisinin renal tiibiillerin distal kisminda potasyumun idrar ile
atitlmini1 artirdigr diisiiniilmektedir. Bunun sonucu olarak da fosfomisin tedavisi alan
hastalarda hipokalemi goriilebilmektedir. Bu nedenle, fosfomisin tedavisi altinda
hastalara potasyum takviyeleri uygulanmali ve potasyum seviyeleri diizenli olarak
takip edilmelidir (45).

Fosfomisin; gecici notropeni, trombositopeni, eozinofili, bilirubin ve
karaciger enzimlerinde artisa neden olabilmektedir. Fosfomisin aminoglikozid grubu
antibiyotiklerle kombine edildiginde aminoglikozidlerin nefrotoksik etkisini
azaltmaktadir. Bunu; aminoglikozidlerin mast hiicrelerinden histamin salinimina
neden olmasimi inhibe ederek gerceklestirmektedir. Fosfomisinin nefrotoksisiteyi
azaltma Ozelligi ayrica vankomisin, amfoterisin B ve cisplatin ile kombine
edildiginde de goriilmektedir (8,45).

Fosfomisin, intramuskuler enjeksiyon seklinde uygulandiginda hastalarda
uygulama yerinde agr1 olusabilmekte; ayrica eozinofil sayilarinda degisiklikler
gbzlenebilmektedir. Bu yan etkiler siklikla gecicidir (61). Aplastik anemi, astim
alevlenmesi, kolestatik sarilik, anaflaktik sok, anjioddem, toksik megakolon, optik
ndrit ve hepatik nekroz gibi ciddi yan etkiler ise ¢ok daha nadir goriilmektedir (58).
Hastanin ge¢misinde fosfomisin tedavisi sonrasi anaflaktik sok Oykiisii mevcutsa

fosfomisin kontraendikedir (45).
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2.4. Antibiyotik Duyarhlik Yontemleri

2.4.1. Disk difiizyon yontemi

Bu yontemin kullanimi kolay ve maliyeti diger yontemlere gore diisliktiir. Bu
nedenle hala yaygin olarak kullanilmaktadir. Disk difiizyon ydnteminde bir MIK
degeri elde edilemez (diliisyon yontemlerinin aksine). Ancak ilacin inhibisyon zon
capt ayni etkenin MIK degerleri ile kiyaslanabilmektedir. Bodylece duyarlilik
kategorisi tahmin edilebilmektedir. Tim disk difiizyon yontemlerindeki temel
prensip, bir diske emdirilen ilacin, diskten agarin i¢ine dogru yayilmasi esasina
dayanir. Diskler standart 6 mm c¢apindadir. Bu disklerde test edilen ilacin belirli bir
miktar1 emdirilmis olarak bulunmaktadir. Antimikrobiyal ajan emdirilmis disk nemli
agar yiizeyi ile temas ettigi anda su filtre kagidina emilir ve antimikrobiyal ajan agara
hizla yayilir. Agara daha Once bir bakteri siispansiyonu inokiile edildiyse
antimikrobiyalin agara yayilmaya baslamasiyla es zamanli olarak bakteriler de
agarda tlremeye baglayacaktir. Kritik bir bakteri hiicre kiitlesine ulasildiginda,
antimikrobiyal ajanin inhibitdr aktivitesinin iistesinden gelinir ve bakteri {iremesi
meydana gelir. Eger sartlara riayet edilerek yapilirsa, kritik hiicre kitlesine ulasilan
noktalar, bakteri liremesinin sinirlandigi keskin sinirli bir ¢ember olusturacaktir.
Biiyiiyen ve inhibe edilen bakterilerin bu arayiiziindeki diffiiz antimikrobiyal ajan
konsantrasyonu, kritik konsantrasyon olarak bilinir ve seyreltme testlerinde elde
edilen MiK'e yaklasir.

2.4.2. Gradient difiizyon test yontemi [epsilometer test (Etest)]

Agar ylizeyine yerlestirilmis antimikrobiyal madde emdirilmis seritler
mevcuttur. Disk diflizyon testi ile ayni1 prensipler Etest yonteminde de gecerlidir.
Ancak bu yéntemde MIK degerleri, bir serit boyunca diizenli olarak azalan (gradient)
konsantrasyonlar1 uygulanarak elde edilir. Serit {izerinde, artan sayida kiigiik noktalar
iceren sirali alanlara 15 farkli antibiyotik konsantrasyonunun uygulanmasi prensibine
dayanir. Serit inokiilasyon ortamina yerlestirildiginde, yiiksek antibiyotik
konsantrasyonunun oldugu wugtan diisiik konsantrasyonun oldugu uca dogru
antibiyotigin besiyerine difiize olmasina yol agar.

2.4.3. Agar diliisyon yontemi

Bu yontem, kati besiyeri kullanilarak yapilan testlerde referans yontemdir.
Standart bulanikliktaki bir bakteri slispansiyonu, her birinde antimikrobiyal
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maddenin terapotik araliktaki farkli bir konsantrasyonunun bulundugu agar
plaklarina inokiile edilir. Ekim yapilan agar diliisyon plaklar1 35°C’de 18 saat inkiibe
edilir. Agar diliisyon plaklarinin herhangi birindeki antibiyotik konsantrasyonuna
duyarli mikroorganizmalar, ekim bdolgesinde iiremez. Direngli olanlar ise koloni
seklinde {ireme gdsterir. Organizmanin {iremedigi konsantrasyon MIK degeri olarak
belirlenir.

2.4.4. S1ivi makrodiliisyon yontemi

Antimikrobiyaller i¢in uygulanan ilk duyarhilik testlerinden biri olmasina
ragmen gilinlimiizde de referans yontemlerden biri olarak kabul gormektedir.
Oncelikle hazirlanmig olan standart miktarlardaki siv1 besiyerlerine antimikrobiyalin
seri dillisyonlar1 eklenir. Daha sonra standart miktarlarda belirlenen izolat
stispansiyonlar1 eklenir. Siklikla besiyeri olarak 10 adet tiipe 1-2 ml hacimlerde
olacak sekilde katyon ayarli Mueller-Hinton siv1 besiyeri (KAMHB) kullanilir.
Islemler bittikten sonra 35°C’de 18 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda tiipler
bulaniklik acisindan degerlendirilir. Bulaniklik varligi, tiipte bulunan antimikrobiyal
konsantrasyonunun bakteri iiremesini inhibe etmedigini gosterir. MIK; gozle goriiliir
tiremenin engellendigi (bulaniklik olmayan tiipler) serinin ilk tiipiindeki
antimikrobiyal konsantrasyonudur.

2.4.5. S1vi mikrodiliisyon (SMD) yontemi

Makrodiliisyon yontemi ile prensip olarak aymidir. Farkli olarak,
mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi duyarliliklar1 ayr1 ayn tiiplerde degil,
plastik bir kapta bir seri kuyucukta saptanmaktadir. Cok sayida mikroorganizmanin
basit ve ucuz olarak antibiyotik duyarliliklar1 calisilabilmektedir. Bu ydntem
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ve Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan MIK tayininde kullanilan
uluslararasi referans bir yontemdir. Her plak, duyarlilik testi paneline dahil edilecek
antimikrobiyal ajanlarin sayisina ve konsantrasyonuna bagli olarak 80, 96 veya daha
fazla mikro kuyucuk i¢erebilmektedir.

2.4.6. Otomatize sistemler

Yaygin olarak kullanilan bu sistemlerin manuel ydntemlere goére bazi
avantajlar1 mevcuttur. Bunlar arasinda; daha hizli sonu¢ verme, ¢ok sayida izolatin

duyarlilik testlerinin ayni anda calisilabilmesi, daha az is giicii gerektirmesi ve
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sonuglarin yiiksek oranda tekrarlanabilir olmasi sayilabilir. Ayrica uzman bilgisayar
sistemlerinin gelistirilmesiyle, sonuglar sistemde olusturulan uzman kurallarini
uygulamak sartiyla, cihaz iizerinde yorumlanabilmesine ve gerektiginde duyarlilik
verilerinin geri getirilip incelenebilmesine olanak vermektedir (68).

2.5. Antibiyotik Kombinasyon Testleri

Antibiyotiklerin gelistirilmesi uzun siireler almaktadir. Ayrica bakterilerin
antibiyotiklere kars1 hizla gelistirmeye devam ettigi diren¢ de hali hazirda
kullanimda olan antibiyotiklerin etkisinin devamliliginin saglanmasinin 6nemini
gostermektedir. Bunun sonucu olarak da bakterilerin olusturdugu direngle basa
¢ikabilmek i¢in antibiyotiklerin kombine sekilde tedavide kullanilmasi zorunlulugu
ortaya ¢ikmistir.

Kombine antibiyotik tedavisi uygulandiginda kombinasyonda bulunan
antibiyotikler arasinda sinerji, additif etki, indiferan etki ve antagonizma olmak iizere
4 farkli etkilesim olabilmektedir.

1-Sinerjist etki: Bu etkide test edilen antibiyotiklerin birlikte olusturdugu
etki, her bir antibiyotigin tek basina kullanilmasi ile olusan etkisinden 6nemli oranda
yiiksektir. Yani sinerjist etkide pozitif etkilesim goriilmektedir.

Kombine antibiyotik kullaniminda sinerjistik  etki; antibiyotiklerin
bakterilerde farkli hedefleri farkli yollardan veya ayni yoldan inhibe etmesi seklinde
olabildigi gibi, ayn1 hedefi farkli yollardan inhibe etmesi seklinde de olabilmektedir.
Sinerjistik etki ile, toksik etkileri diisiirme, diren¢ gelisimini onleme, daha genis
spektrumlu antimikrobiyal etki saglanabilmekte ve polimikrobiyal enfeksiyonlarin
tedavisi basari ile tedavi edilebilmektedir.

2-Antagonist etki: Antagonist etkide test edilen antibiyotiklerin birlikte
olusturdugu etki, her bir ilacin tek basina kullanilmasi sonucu olusan etkiden 6nemli
oranda diigiiktiir. Antagonist etkide negatif etkilesim vardir.

3-Additif etki (kismi sinerji): Additif etkide test edilen antibiyotiklerin
birlikte olusturdugu etki antibiyotiklerin ayr1 ayr1 kullanilmasi ile elde edilen
etkilerinin toplami kadardir.

4-Indiferan etki: Ilaclarin kombinasyon halindeki etkisi, kombinasyona girip
etkisi yiiksek olan antibiyotigin etkisi kadardir. Bu etkide antibiyotikler arasi
etkilesim yoktur (69-71).
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Sinerji Saptama Yontemleri

Antibiyotik kombinasyonlarinin in vitro etkinligini Olgen testler 4 bagslik
altinda siralanir.

1- Diliisyon yontemleri

a-Mikrodiliisyon

b-Makrodiliisyon

c-Agar diliisyon

2- Zamana bagl 6ldiirme yontemi (Time-kill)

3- Disk difflizyon yontemi

4- Etest (Epsilometer) yontemi

Genel olarak diliisyon yontemleri ile antibiyotik kombinasyonlarinin
inhibisyon etkisi; zamana bagl 6ldiirme yonteminde ise bakterisidal etki arastirilir
(69,70).

2.5.1.1. Diliisyon yontemleri [Checkerboard-dama tahtasi (CB)]

2.5.1.1.1. Mikrodiliisyon CB

Arastirmacilar tarafindan en sik kullanilan sinerji saptama yontemidir. Bu
yontemin ¢aligsmasi ve sonuglart yorumlamasi kolaydir (70,72).

Her sus ve test edilecek antibiyotik kombinasyonu i¢in bir tane olmak tizere
96 kuyucuklu ve U-tabanli steril mikroplak gereklidir. Oncelikle antibiyotik
kombinasyon testi i¢in kombinasyona girecek antibiyotiklerin ayr1i ayri1 stok
soliisyonlar: farkli mikroplaklarda hazirlanir. Ik antibiyotik soliisyonu yukaridan
asagl, digeri ise soldan saga dogru seri olarak diliie edilir. Daha sonra ikinci
antibiyotik bulundugu mikroplaktan, birinci antibiyotik soliisyonunu bulunduran
mikroplaga aktarilir. Yine mikroplagin ayr bir bolgesinde, antibiyotikler icin MIK
degerlerini saptamak {izere 2 ayri siitun kullanilir. Kombinasyonda kullanilacak her
bir antibiyotik igin belirlenmis olan veya beklenen MIK degerinin en az 3-4 diliisyon
altindan, en az 2 (tercihen 8) diliisyon {istii kullanilir. Test i¢in, uygun besiyerine
subkiiltiirii yapilan izolatlarin taze (bir gecelik) kiiltiirii kullanilir. Izolatlar1 inokiile
etmek i¢in KAMHB (Mg+2: 10-12,5 mg/L, Ca+2: 20-25 mg/L destekli Mueller-
Hinton Buyyon) veya steril %08.5 tuzlu su kullanilir (70).

Inokiilum hazirlama
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Oncelikle 0.5 McFarland bulamkliginda (1,5x10% Colony Forming Unit
(CFU)/ml) bakteri siispansiyonu hazirlanir. Mikrodiliisyon testlerinde son asama
olarak her bir kuyucuga standart miktarda bakteri inokiile edildiginde, bakterinin son
konsantrasyonu ortalama 5x10° CFU/ml olmalidir. Dogru bakteri konsantrasyonunun
ayarlanabilmesi i¢in kuyucuklara konan inokiilumun net hacmi bilinmelidir. Eger bir
kuyucukta 0,1 ml besiyeri ve inokiile edilecek bakteri slispansiyonu miktar: 0,01 ml
ise; 0.5 McFarland siispansiyonu (yaklasik 1x10% CFU/ml) 1:20 sulandirilarak 5x10°
CFU/ml elde edilmelidir. Bu siispansiyondan 0,01 ml alinip mikroplak kuyucuguna
cklenirse, test edilen bakterinin son konsantrasyonu ortalama 5x10° CFU/mL
olacaktir (73).

Her mikroplakta bir kuyucuk iireme kontrolii i¢in antibiyotiksiz birakilir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda sonuclar okunurken, bu kuyucukta yogun bakteri
tiremesinin goriilmesi gerekmektedir. Her mikroplakta baska bir kuyucuga ise sadece
besiyeri (antibiyotik koyulmaz) koyulur. Bu kuyucuk besiyerinin steril olup
olmadigin1 kontrol etmek igin kullanilir. Inkiibasyon siiresi sonunda bu kuyucukta
lireme olmamasi beklenir.

Calismanin kalite kontrolii calismaya uygun American Type Culture
Collection (ATCC) suslartyla yapilir. Kalite kontrol i¢in de calisma izolatlarina
uygulanan antibiyotik stok soliisyon ve sulandirimlar1 uygulanir.

Inokiilum saflik kontrolii i¢in kullanilan bakteri siispansiyonunun (5x10°
CFU/mL) 1:100 diliie edilmis halinden 1 pl alinarak kanli agara ekilir. 1 giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda kanli agarda iireyen kolonilerin saf olup olmadigi
aragtirilir (70).

Inokiilum yogunlugunun kontrolii i¢in {ireme kontrol kuyucugundan alinan 10
pl siispansiyon 1:10 diliisyon oraninda serum fizyolojik ile bir tiip icerisinde diliie
edilir. Bu tiipten 1:10 diliisyon daha yapilarak toplamda 1:100 diliisyon elde edilmis
olur. Bu diliisyonun (1:100) bulundugu tiipten 1:5 diliisyon yapilarak 1:500
dilisyona ulasilir. Bu son diliisyondan 100 pL alinir ve kanli agara subkiiltiir yapilir.
16-20 saat 35-37°C’de inkiibasyon sonunda plakta ortalama 100 koloni (75-125)
bulunmalidir. Antibiyotik kombinasyon paneli tamamlandiktan sonra mikroplak 16-

20 saat siireyle 35-37°C etiivde inkiibasyona birakilir.
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Kalite kontrol suslarinin MIK degerleri standart MiK degerleriyle uyumluysa,
inokiilum saflik kontrolii, ireme kontrolii, besiyeri sterilite kontrolii ve inokiillum
yogunluk sonuclar1 beklendigi gibi ise test gegerli kabul edilir ve mikroplak okunur.
Oncelikle antibiyotiklerin tek baslarina MiK degerleri okunarak belirlenir. Ardindan
kombinasyon kuyucuklari okunur. Ureme olan kuyucuklar kayit altma alinir.
Kombinasyon caligmasinin sonuglarini yorumlayabilmek i¢in ilk olarak her iki
antibiyotigin ayr1 ayr1 fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu (FIK) degerleri

asagidaki formiile gore hesaplanmalidir (70).

a antibiyotiginin kombinasyondaki MIK degeri

FiKa =
a antibiyotiginin tek basima MIK degeri

b antibiyotiginin kombinasyondaki MIK degeri
FIKb =

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 yorumlanir (69,74,75).

2.5.1.1.2. Makrodiliisyon Y ontemi

Bu yontemin; calismanin mikroplak yerine deney tiiplerinde yapilmasi
disinda mikrodiliisyondan yontem olarak bir farki bulunmamaktadir. Her tiipte
bulunmasi1 gereken miktar 1ml’dir (0,25 ml birinci antibiyotik, 0,25 ml ikinci
antibiyotik soliisyonundan ve 0,5 ml de bakteri siispansiyonundan olmak iizere).
Bununla birlikte makrodiliisyon yonteminde biiyiik hacimlerle calisildigr igin
mikrodiliisyonda kullanilan panelin tamamini bu yontemle yiirlitmek ¢ok zordur.
Siklikla kisith panel hazirlamir. 1:2 MIK, MIK ve 2xMIK degerleriyle g¢alisilir.
Antibiyotik stok soliisyonlar: her tiipte istenen son konsantrasyonun 4 kati olmalidir.
Degerlendirmeler mikrodiliisyon metodundaki gibidir (70).

2.5.1.1.3. Agar Diliisyon Ydntemi

Kombinasyonda az sayida antibiyotik ve ¢ok sayida izolat kullanilacaksa bu
yontem tercih edilebilir. Klasik agar diliisyon yontemindeki adimlar takip edilir. Stok
antibiyotik soliisyonlar1 istenen son konsantrasyonun 20 kati yogunlukta

hazirlanmalidir (petride bulunan 20 ml besiyeri ile diliie edilecegi i¢in). Besiyerine
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eklenen her bir antibiyotik sollisyonu miktar1 petrideki agar miktarinin %5’ini
gecmemelidir. Agar yiizeyine 10* CFU bakteri igerecek sekilde inokiilasyon yapilir.
Degerlendirmeler mikrodiliisyon yonteminde oldugu gibi yapilir (69,70).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Geregler

3.1.1. Calismaya alinan ornekler

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina 20.03.2021-31.12.2021 tarihleri arasinda yogun bakim ve
kliniklerden gdonderilen ¢esitli hasta numunelerinden enfeksiyon etkeni olarak izole
edilen toplam 71 adet Klebsiella pneumoniae susu calismaya dahil edilmistir.
Calismaya sadece yogun bakim ve kliniklerde tedavi goren hastalarda enfeksiyon
olusturan izolatlar dahil edilmistir. Aymi klinikte ayni zamanda tedavi goren
hastalardan sadece bir tanesi g¢alismaya dahil edilirken, ayni hastanin tekrar
numunelerinde iireyen etkenler ¢aligmaya dahil edilmemistir.

3.1.2. Kullamilan besiyerleri ve malzemeler

1) %5 KKA (RTA™ lab. Istanbul Turkey)

2) KAMHB (Becton Dickinson, ABD)

3) Fosfomisin disodyum salt hidrat (Sigma-Aldrich, ABD)

4) Amikasin (Sigma-Aldrich, ABD)

5) Meropenem (Sigma-Aldrich, ABD)

6) Imipenem (Sigma-Aldrich, ABD)

7) d-Glikoz 6-fosfat disodyum salt hidrat (Sigma-Aldrich, ABD)

8) %0,9 steril serum fizyolojik

9) Steril distile su

10) %20 gliserollii Tryptic Soy Broth

3.1.3. Kullanilan cihazlar ve aletler

1) Etiiv

2) Otoklav

3) Buzdolab1 (-20 °C)

4) Hassas terazi

5) Vortex

6) McFarland Cihazi (BD)

7) Meziir (250 ml, 500 ml)

8) Balon joje (250 ml, 1000 ml, 2000 ml 6000 ml)

9) Steril Petri kutular1 (90 mm)
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10) Steril tiip

11) Steril cam pipet (Sml, 10ml, 25 ml)

12) Steril ekiivyon

13) Steril plastik 6ze (10 pl)

14) Ayarlanabilir otomatik pipet (1-10ul)

15) Ayarlanabilir otomatik pipet (100-1000pul)
16) Steril folkon tiipii (50 ml)

17) Beg

18) Steril enjektor (10ml, 50ml)

19) Maldi-TOF MS (bioMerieux, Fransa)

20) BD Phonex (Becton Dickinson Diagnostics, Baltimore MD)
21) Benmari

22) Steril Eppendorf tiipleri (2 ml)

3.2. Yontemler

3.2.1. Bakteri izolatlarinin toplanmasi

Calismaya Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Bakteriyoloji Laboratuvarina gonderilen klinik O6rneklerden [kan, yara,
endotrakeal aspirat (ETA), bronkoalveolar lavaj (BAL)], plevra, doku, dren, aspirat,
BOS) izole edilmis MALDI-TOF MS (bioMerieux, Fransa) ile tanimlanmis ve
otomatize SMD sistemi BD Phonex (Becton Dickinson Diagnostics, Baltimore MD)
ile antibiyotik duyarlilik testleri yapilmis toplam 71 adet Karbapenem direngli
K.pneumoniae susu dahil edilmistir. Karbapenem direnci ayrica; ertapenem,
meropenem ve imipenemin disk diflizyon yontemi ile dogrulandi. Agar diliisyon
testinin tiim izolatlar i¢in ayni sartlar altinda yapilmasi amaciyla saf kiiltiir olarak
elde edilen izolatlar daha sonra kullanilmak iizere %20 gliserollii Tryptic Soy Broth
besiyerine alinarak -20°C ‘de stoklanmustir.

3.2.2. Klinik o6rneklerin kiiltiir islemleri
Periferik kan 6rnekleri Bactec Plus aerobic/F veya BD Bactec Peds Plus/F siselerine
inokiile edilerek BACTEC FX (Becton Dickinson, A.B.D) sisteminde inkiibasyona
birakilmistir. Ureme sinyali veren siselerden kati besiyerlerine (%5 KKA, EMB)
subkiiltiirler yapilmistir. Alt solunum yolu onekleri olan ETA ve BAL ornekleri
kantitatif yontemle; diger tiim ornekler seyreltme yontemiyle besiyerlerine ekilmistir.
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Trakeal aspirat Orneklerinden ilk olarak Gram boyama preparati hazirlanmistir.
Bartlett ve Murray-Washington skorlama sistemi kullanilarak Bartlett skoru 0’dan
ve/veya Murray skoru 3’den biiyiikk olan ornekler degerli kabul edilip kiiltiir
degerlendirmesine alinmstir (76).

Yara kiiltiiri  Orneklerinden  yapilan Gram boyama preparatini
degerlendirmede Q skorlama sistemi kullanilmistir. Q skoru sifirdan biiyiik olan
ornekler degerli kabul edilip degerlendirmeye alinmistir (77).

3.2.3. Bakteri izolatlarinin tanimlanmasi

Kiiltiirde tireyip enfeksiyon etkeni oldugu diisiiniilen izolatlar, Maldi Biotyper
3 (Bruker Daltonics, ABD) sistemi kullanilarak kiitle spektrometre (Matrix-Assisted
Laser Desorption/Ionization-Time Of Flight-Mass Spectrometry: MALDI-TOF-MS)
yontemi ile tanimlanmistir.

Taze kiiltiirde saf olarak iireyen kolonilerden, ©on ekstraksiyon islemi
uygulanmadan temiz bir kiirdan ile bir miktar alimip paslanmaz c¢elik plagin
tizerindeki kiigiik dairesel haznelere siiriilerek kurumasi icin beklendi. Dairesel
haznelere siiriilmiis kolonilerin iizerine siras1 ile 1 pl formik asit, 1 pl siyano 4-
hidroksisinnaminik asit (HCCA)’ten olusan matrix c¢ozeltisi eklendi. Islemler
arasinda ornekler oda 1sisinda kurumaya birakildi. Kullanilan matriks ¢ozeltisi, lazer
1sinlarinin gelik plak {lizerinde bulunan suslara iletilmesini saglar. Boylece sustaki
molekiillerin diizgiin bir sekilde iyonizasyonunu saglayan bir ortam olusturur. Ayrica
matrix; lazer 1sinlarinin ¢ogunu absorbe ederek 1s1 enerjisine ¢evirmektedir. Ist ise
ornegin dig kismmin buharlagsmasini saglamaktadir. Lazer 1sinlarinin iyonize ettigi
molekiiller kiitle-yiik (m/z) oranlarina goére hiz kazanmaya baglar. Bu hiz ile cihaz
icinde bulunan silindirik alanda hareket ederler. Boylece cihazdaki dedektore
ulagirlar. Calismamizda Microflex LT (Bruker Daltonics, Almanya) sistemi
kullanilmigtir. Bu sistem ile pozitif lineer mod, 2-20 kDa kiitle araliginda iyonlar
olusturulmustur. Molekiillerin dedektore c¢arpmasi sonucu iyonlarin Ol¢limiiyle
spektrumlar olusur. Bu spektrumlar MALDI Biotyper 3.1 yazilimi (Bruker Daltonics,
Almanya) kullanilarak, veri tabaninda bulunan spektrum goriintiileriyle karsilastirilir.
Uretici firmanm talimati dogrultusunda tanimlama sisteminin kalibrasyonu igin her

calisma dncesinde Bakteriyel Test Standardi kullanilmastir.
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MALDI-TOF MS sisteminde, mevcut veri tabanindaki spektrumlarla
benzerlik oranina gore mikroorganizmalart tanimlama skorlar1 elde edilir.
Tanimlamanin gilivenilirligi ile tanimlama skorunun yiiksekligi dogru orantilidir.
Skor >2 ise tamimlama cins ve tiir diizeyinde; 1,7-2 arasinda ise cins diizeyinde
giivenilir bir tanimlama oldugunu gosterir (78,79).

Giivenilir olmayan sonuclarda; kiiltliriin taze olup olmamasi, drneklerin saf
alinip alinmadigi, cihazin kalibre edilme durumlar1 ve periyodik bakimlarinin yapilip
yapilmadiginin kontrol edilmesi Onerilmektedir (80). Calismamizda izole edilen
bakteri suslar1 kiitle spektrometre ile tiir diizeyinde giivenilir skorlarla
tanimlanmustir.

3.2.4. Antimikrobiyal duyarhhik testi

Calismaya dahil edilen izolatlarm ADT’leri, Phoenix NMIiC-400/ID paneli
kullanilarak BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemi ile
calisildi. Kiiltirde saf tireyen K. pneumoniae suslarindan 0,5 McFarland
bulanikliginda bakteri siispansiyonlari hazirlandi. Bu siispansiyon otomatize sistemin
ilgili panellerine aktarildi. Yaklasik 16-18 saat sonra ¢ikan ADT sonuglart EUCAST
v.11.0 kriterleri ve uzman kurallarina gore degerlendirildi (81).

Otomatize sistemin karbapenem duyarliligi i¢in verdigi duyarlilik sonuglar
kayit altina alindi. Otomatize sistemde Karbapenem direncli K. pneumoniae olarak
sonuclanan suslarin karbapenem direnci disk difiizyon yontemi ile dogrulandi.

Taze kiiltiirde bulunan saf bakteri kolonilerinden birkag tanesi steril pamuklu
ekiivyon c¢ubugu ile alindi. Steril tuzlu su (%0,85 NaCl) iginde 0,5 McFarland
standart bakteri yogunlugu olusturacak sekilde siispansiyon haline getirildi.
Siispansiyon hazirlandiktan sonra 15 dakika i¢inde inokiilasyon yapildi. Steril
pamuklu ekiivyon c¢ubugu, inokiilum siispansiyonu i¢ine daldirildi ve ¢ubugun
pamuklu kismi tiipiin duvarlarina bastirilarak pamuktaki fazla sivi atildi. Pamuktaki
inokiilum Mueller-Hinton agar (MHA) yiizeyinin her tarafina esit olacak sekilde li¢
yonde yayildi. Ertapenem, meropenem ve imipenem diskleri inokiilasyon bitiminden
sonra 15 dakika icinde agar yiizeyine yerlestirildi. Bakteri siispansiyonu inokiile
edilen ve antibiyotik diskleri yerlestirilen plaklar 15 dakika iginde ters c¢evrilip

normal atmosfer kosullarinda 35+£1°C’de 16-20 saat etiivde inkiibe edildi. Zon
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caplart otomatik zon Olger ile Olgiildii. Zon ¢aplari EUCAST referans sinir deger
tablolarina gore degerlendirildi (Tablo1) (81,82).

Tablo 1. K. pneumoniae i¢in DDT’de karbapenemlerin zon ¢ap1 kesme noktalari.

Karbapenemler Disk icerigi (ng) Zon cap1 kesme noktalar: (mm)

10 25 25
Ertapenem
. 10 22 19
Imipenem

10 22 16
Meropenem*

10 22 22
Meropenem®*

*Menenjit dig1 enfeksiyonlarda **Menenjit enfeksiyonlarinda

3.2.4.1. Agar Diliisyon Yontemiyle ADT

Antibiyotik stok ve calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi

EUCAST Enterobacterales ailesi tiyeleri i¢in fosfomisin duyarliliginin
saptanmasinda referans yontem olarak agar dilusyonu énermektedir (81).

Agar diliisyon testinde kullanilmak {izere toz halindeki fosfomisin disodyum
salt hidrat (Sigma-Aldrich, ABD) antibiyotigini diliile etmek icin steril distile su
kullanilmigtir. Fosfomisin disodyum i¢cin EUCAST, Breakpoint tables for
interpretation of MICs and zone diameters, Version 11.0°da Enterobacterales ailesi
tiyeleri igin MIK sinir degerini; S (duyarl): <32 mg/l, R (direngli): >32 mg/l olarak
belirlemistir. Amikasin i¢in S: <8 mg/l, R: >8 mg/l, imipenem i¢in; S (duyarl): <2
mg/l, R (direngli): >4 mg/lve meropenem i¢in (menenjit disindaki enfeksiyonlarda)
S: <2 mg/l, R: >8 mg/l, meropenem (menenjitte); S: <2 mg/l, R: >2 mg/l olarak
belirlemistir (Tablo 8). Antibiyotiklerin konsantrasyonlar1, duyarli MiK araligmin 4
kat alt, 3 kat iist konsantrasyonlari test edilecek sekilde hazirlandi. Buna bagli olarak
calismanin fosfomisin i¢in 2 mg/l-256 mg/l, amikasin i¢in 0,5 mg/l-64 mg/l,
meropenm ve imipenem i¢in 0,125 mg/l-16 mg/l diliisyon araliginda yapilmasi

planlanmustir.
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http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=178&Specium=-1&Discstrength=-1
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=178&Specium=-1&Discstrength=-1
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http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=52&Specium=-1&Discstrength=-1
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http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=177&Specium=-1&Discstrength=-1
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=177&Specium=-1&Discstrength=-1
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=177&Specium=-1&Discstrength=-1

Oncelikle asagida yer alan hacim/agirlik/potens formiiliine gdre 256 mg/l son
konsantrasyonda bakteri siispansiyonu elde etmek icin steril sartlarda 51,2 mg
fosfomisin disodyum tartildi ve 20 ml steril distile suda ¢oziindiirtilerek fosfomisin
disodyum stok soliisyonu (2560 mg/l konsantrasyonda fosfomisin disodyum)
hazirlanmistir. Antibiyotik solusyonu; MHA ile 1/9 oraninda karistirildiginda son
konsantrasyonun 256 mg/l olmasi saglanmis oldu.

Sulandirim i¢in i¢inde 10 ml steril distile su bulunan falkon tiiptine 10 ml
kullanim soliisyonundan aktarilarak seri dillisyonlar1 saglandi. Son konsantrasyon

olan 2 mg/I’ye ulagana kadar toplamda 7 defa seri diliisyon yapildi (Sekil2).

Agirhik (mg)xPotens(ng/mg)

Hacim (ml)=
Konsantrasyon (ng/ml)

Amikasin, meropenem ve imipenem i¢in yukaridaki baslangi¢ stok soliisyonu
hazirlama yonteminin aynis1 kullanildi. Amikasin diltisyon aralig1 0,5 mg/1-64 mg/l;
meropenem ve imipenem i¢in diliisyon araligi 0,125 mg/I-16 mg/1 olarak hesaplandi.
Baslangi¢ i¢in 12,8 mg amikasin tartildi, meropenem i¢in 3,2 mg ve imipenem igin
3,2 mg antibiyotik tartildi. Her bir antibiyotik i¢in 7’ser defa seri sulandirim yapildi.
Boylece her antibiyotik i¢in 8 farkli konsantrasyonda antibiyotik siispansiyonu elde
edildi.
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Sekll 2.F osfom1s1n antibiyotik solusyonunun seri sulandirimu.

Besiyerlerinin hazirlanmasi

Besiyeri olarak KAMHB (Becton Dickinson, USA) kullanildi. MHA firma
Onerileri dogrultusunda hazirlanip 1 atm basingta 121 °C’de 15-20 dakika otoklavda
(Hirayama, Japonya) steril edildi. Ardindan sogutulmus ve 45-50°C sabit sicakliga

ayarlanmis su banyosunda agar plaklar1 dokiilene kadar bekletilmistir.
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G6P’nin besiyerine eklenmesi

Gliserol-3-fosfat tastyic1 (GlpT) ve glikoz-6-fosfat tagiyict (UhpT) permeazlar
fosfomisin molekiillerinin bakteri hiicresinin i¢ine tasinmasinda gorevlidir. GlpT,
baslangigtaki aktivitesini herhani bir uyariya gerek duymadan gerceklestirir; ancak
ortamda G6P yoksa UhpT aktive olamaz. Bu nedenle fosfomisinin bakteri hiicresine
girigini artirip, enfeksiyon bolgesindeki fizyolojik sartlara yakin bir ortam saglanmasi
icin agar diliisyon ve SMD yontemlerinde ortama G6P eklenmesi gerekmektedir.
G6P ilavesi ile MIK degeri diiser, bdylece teorik degere yakin bir sonug elde edilmis
olur (yalanci direngler ekarte edilmis olur). Gram-negatif ve Gram-pozitif etkenlerin
fosfomisine diren¢ durumu arastirilirken, SMD, agar diliisyon, Etest ve disk
difiizyonu teknikleri kullanilabilmektedir. EUCAST; agar diliisyon yonteminde
kullanilan MHA ve SMD’de kullanilan siv1 besiyerine 25 mg/l G6P ilave edilmesini
onermektedir (45,51,81).

1 litre besiyeri i¢in 25 mg G6P tartildi. Hazirlanan ve 45-55°C’ye sogutulmus
olan 1 litre besiyerinden 20 ml miktarda alinip icerisinde 25 mg G6P ¢ozdiirtldii.
G6P iceren 20 ml’lik MHA, 0,45 UM gozeneklere sahip besiyeri filtresinden
(Alkim, Tirkiye) gecirilerek steril edildi. Steril edilen karigim kalan besiyerine tekrar
eklendi. Boylece 25 pg/ml (25 mg/L) konsantrasyonda G6P elde edilmis oldu (83).

Petrilerin hazirlanmasi

Yapilacak dilusyon sayist kadar [6rnegin fosfomisin i¢in 2 mg/1-256 mg/1 (8
diliisyon)] petri plagi alindi. Petrilerin iizerine antibiyotik konsantrasyonlari not
edildi. 4 farkli antibiyotigin 3 farkli kombinasyonunda ve kombinasyona giren
antibiyotiklerin tek baslarma MIK lerinin belirlenmesi i¢in ¢ok sayida petri
kullanilacag1 i¢in her bir petri ilizerine izolatlarin inokiilasyonlarin yapilacagi
numaralt ¢izimler yapmak zor ve zaman alict olacakti. Bu nedenle numarali
inokiilum karelerinin mermer tezgah iizerine standart olarak ¢izilmesine karar verildi.
Standart olarak her biri 1cm? alandan olusan toplam 55 adet kare cizildi. Her karenin
icine susa karsilik gelecek sayilar yazildi. Petrilerin iizerine de bu standart ¢izime
tam yerlesecek sekilde isaretlemeler yapildi (Sekil3,4). Bdylece inokiilasyon,
sonuglarin okunmasi ve takibi standart hale getirildi ve kolaylastirildi.

Kullanilan 90 mm’lik plaklardaki besiyeri-antibiyotik soliisyonu karigimi

toplam miktari, 20 ml olarak belirlendi. Ticari firmanin 6nerileri dogrultusunda
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hazirlanarak steril edilen KAMHAB besiyeri su banyosunda 45-50 °C’ye
sogutularak, hazirlanan her bir tiipteki stok antibiyotik solusyonundan 1 kisim (2
ml)+9 kisim MHA (18 ml) ile petri plaklarinin igerisinde iyice karistirildi
(antibiyotik 1/10 diliie edildi). Boylece petrilerde uygun (fosfomisin i¢in 2 mg/1-256
mg/l, amikasin i¢in 0,5 mg/I-64 mg/l ve meropenem-imipenem icin 0,125 mg/I-16
mg/l) son antibiyotik konsantrasyonlari elde edildi. Ayn1 besiyerinden hazirlanmas,
antibiyotik igermeyen plaklar iireme kontrolii i¢in kullanilmistir. Besiyeri ve
antibiyotik solusyonu karisimlar1 oda 1sisinda katilasmaya birakildi.

Besiyerlerine inokiilasyon ve izolatlarin hazirlanmasi

Saklamaya alinmis suslar oda 1sisina getirilerek %5 KKA’ya inokiile edildi.
Taze kiiltiirden bir miktar koloni alinarak dogrudan koloni siispansiyon yontemi ile
steril serum fizyolojik igerisinde densichek (bioMerieux, Fransa) optik okuyucu
kullanilarak otomatik olarak 0,5 McFarland bulaniklik olusturuldu. Agar diliisyon,
EUCAST tanimlayict dokuman 3.1 kilavuz 6nerileri dogrultusunda yapilmistir (84).

Agar diliisyon prosediiriine gdre petri yiizeyindeki son bakteri sayisinm 10*
KOB olmasi gerekmektedir. Bunun i¢in oncelikle 0,5 McFarland (0.5 McFarland
standardina ayarlanmus kiiltiirler birgok sus icin yaklasik 1-2x10% CFU/ml bakteri
icerir) bulaniklikta bakteri siispansiyonu hazirlandi. Ardindan serum fizyolojik ile
1/10 oranminda diliie edildi. Bdylece 107 KOB/ml konsantrasyonda bakteri
siispansiyonu elde edildi. Bu diliie edilmis bakteri siispansiyonundan 6nce iireme
kontrol plagina (antibiyotik icermeyen) 1 pl miktarda inokiilasyon yapildi. Ardindan
en diisik konsantrasyondan baslamak {izere farkli antibiyotik konsantrasyonlari
igeren plaklara pipet yardimiyla her inokiilumdan 2 pl miktarda susa ait isaretlenen
alan hizasinda agar ylizeyine birakildi (Sekil3). Boylece 5-8 mm c¢apinda alanlarin
icerisine her bir sus i¢in 10* KOB miktarda bakteri inokiile edilmis oldu. Bir sus i¢in
besiyerine yapilan son inokiilum; slispansiyon hazirlandiktan sonra 15 dakika i¢inde
gerceklestirilmistir. Inokiilasyon islemine oncelikle iireme kontrol plagindan
(antibiyotik igermeyen) baslandi. Ardindan diisiik antibiyotik konsantrasyonu igeren
plaktan daha yliksek antibiyotik konsantrasyon igeren petrilere dogru yapilmustir.
Son olarak da kontaminasyon olmadigindan veya onemli bir miktar antibiyotigin
tasiip tasinmadigindan emin olmak igin, ikinci bir lireme kontrol plagi inokiile

edilmistir. Inokiile edilen plaklar oda sicakliginda inokiilum noktalarmin agara
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absorbe olmalarina kadar bekletildi (30 dakikadan fazla olmamak kosuluyla noktalar
kuruyana kadar beklendi). Plaklar ters dondiiriiliip ve 35+2°C’de 16-20 saat inkiibe
edildi.

1L inokule edilir Bdylece

0,3 mi SF agar yizeyine biraklan
bakten mikian 10‘KOB
0,1 ml (10" KOB) olmus olur
ﬁ
1ml bakteri stispansiyonu 1 mlbakterisiispansiyonu
0,5 Mc Farland (10°0B) (107 KOB) =10°KOB/ml
konsantrasyon.

Sekil 3. Bakteri siispansiyonunun hazirlanip besiyerine inokiile edilmesi.

Kombinasyon ¢alisma prosediirii:

Bu calismada fosfomisin (Sigma-Aldrich, ABD), amikasin (Sigma-Aldrich,
ABD), meropenem (Sigma-Aldrich, ABD), imipnem (Sigma-Aldrich, ABD)
antibiyotiklerinin ve Glukoz-6-Fosfatin (Sigma-Aldrich, ABD) toz formlari

kullanilmastir.
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Bu amagla “Agirlik (mg) = Hacim (mL) x Konsantrasyon (mg/L)/Potens
(ng/mg)” formiili uyarinca antibiyotik tozlari tartilarak, uygun konsantrasyonlarda
antibiyotik soliisyonlar1 hazirlandi. Antibiyotiklerin konsantrasyonlari, duyarli MIK
araliginin 4 kat alt, 3 kat {ist konsantrasyonlar1 test edilecek sekilde hazirlandi.
Hazirlanan antibiyotik ¢ozeltileri, vakit kaybetmeden kullanildi.

Kombinasyon caligmasinda fosfomisin i¢in 2 mg/I-256 mg/l, amikasin i¢in
0,5 mg/l-64 mg/l, imipenem ve meropenem i¢in 0,125 mg/l-16 mg/l diliisyon
araliklar1 belirlenmistir.

Kombinasyona girecek fosfomisin stok antibiyotik soliisyonu ig¢in
hacim/agirlik/potens formiilii uyarinca 50 ml distile su igerisinde 256 mg fosfomisin
¢Ozdiirtldii (5120 mg/l konsantrasyonda fosfomisin disodyum). Amikasin, imipenem
ve meropenem ile ayri ayri kombinasyonlar calisilacagi icin 3 adet fosfomisin
antibiyotik stok soliisyonu hazirlandi.

Sulandirim i¢in i¢inde 25 ml steril distile su bulunan falkon tiiplerine 25 ml
kullanim soliisyonundan aktarilarak seri diliisyonlar1 saglandi. Son konsantrasyon
olan 40 mg/l‘ye ulasana kadar toplamda 7 defa diliisyon yapildi. 40 mg/l derisimde
fosfomisin igeren son tlipten 25 ml alinip atilmistir. Boylece 8 tiip igerisinde 25’er ml
farkli konsantrasyonlarda fosfomisin antibiyotik soliisyonu hazirlanmustir.

Amikasinin, meropenemin, imipenemin kombinasyon ¢alismasina dabhil
edilmesi icin gerekli stok soliisyonun hazirlanmasinda da ayni yontem kullanilmastir.
Ancak amikasin i¢in 0,5 mg/l-64 mg/l konsantrasyon araligi belirlendigi i¢in
baslangi¢ tartiminda amikasinden 64 mg, meropenem icin 0,125 mg/l-16 mg/l
konsantrasyon araligi belirendigi i¢in baslangi¢ tarttminda amikasinden 16 mg ve
imipenem icin 0,125 mg/l-16 mg/l konsantrasyon araligi belirendigi i¢in baslangic
tarttminda amikasinden 16 mg alinip 50’ser ml distile su icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
Sulandirim islemleri fosfomisinde oldugu gibi yapilmistir. Son konsantrasyon
amikasin i¢in 10 mg/l, meropenem i¢in 2,5 mg/l ve imipenem i¢in 2,5 mg/l olmustur.
Boylece kombinasyona girecek her bir antibiyotik i¢in 8’er tane igerisinde 25’er ml
ve farkli konsantrasyonlarda antibiyotik siispansiyonu igeren tiip hazirlandi
(fosfomisin ii¢ antibiyotikle de kombinasyona girdigi i¢cin fosfomisin antibiyotik
kullamim siispansiyonu 24 adet hazirlandi). Igerisinde G6P bulunan KAMHAB

besiyerinden 18 ml, fosfomisin stok soliisyonundan 1 ml ve kombinasyona girecek
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diger antibiyotik soliisyonundan 1 ml alinarak steril petri kutusunda karistirilip
katilasmaya birakilmistir. Bdylece her antibiyotigin, aynmi miktardaki diger
antibiyotik soliisyonu ile karistig1 icin derisimi yariya diisecek; ayrica 9 kat da
besiyeri ile diliie olacaktir.

Fosfomisinin 5120 mg/l konsantrasyonu bulunan tiiplerden 1’er ml alinip,
amikasinin 10 mg/l-1280 mg/l konsantrasyon araliginda bulunan 8§ diliisyon tiiptiniin
her bir konsantrasyonundan 1’er ml alinarak steril petri kutusunda karistirilmistir.
Ardindan fosfomisinin 2560 mg/l konsantrasyonu bulunan tiiplerden 1’er ml alinip
yine amikasinin 10 mg/l1-1280 mg/l konsantrasyon araliginda bulunan 8 dillisyon
tipiinin  her bir konsantrasyonundan 1’er ml alinarak steril petri kutusunda
kanistirnllmistir. Bu sekilde en son fosfomisinin 40 mg/l konsantrasyonu bulunan
tiplerden 1’er ml alinip amikasinin 10 mg/1-1280 mg/l konsantrasyon araliginda
bulunan 8 diliisyon tiipliniin her bir konsantrasyonundan 1’er ml alinarak steril petri
kutusunda karistirtlmistir.

Fosfomisinin 5120 mg/l konsantrasyonu bulunan tiiplerden 1’er ml alinip,
meropenemin 2,5 mg/1-320 mg/l konsantrasyon araliginda bulunan 8 diliisyon
tipliniin her bir konsantrasyonundan 1’er ml alinarak steril petri kutusunda
karistirilmistir. Ardindan fosfomisinin 2560 mg/l konsantrasyonu bulunan tiiplerden
I’er ml alinip yine meropenemin 2,5 mg/I-320 mg/l konsantrasyon araliginda
bulunan 8 diliisyon tiipiiniin her bir konsantrasyonundan 1’er ml alinarak steril petri
kutusunda karistirilmistir. Bu sekilde en son fosfomisinin 40 mg/l konsantrasyonu
bulunan tiiplerden 1’er ml alinip meropenemin 2,5 mg/I-320 mg/l konsantrasyon
araliginda bulunan 8§ diliisyon tiipliniin her bir konsantrasyonundan 1’er ml alinarak
steril petri kutusunda karistirilmistir.

Fosfomisinin 5120 mg/l konsantrasyonu bulunan tiiplerden 1’er ml alinip,
imipenemin 2,5 mg/1-320 mg/1 konsantrasyon araliginda bulunan 8 diliisyon tiipiliniin
her bir konsantrasyonundan 1’er ml alinarak steril petri kutusunda karistirilmistir.
Ardindan fosfomisinin 2560 mg/l konsantrasyonu bulunan tiiplerden 1’er ml alinip
yine imipenemin 2,5 mg/1-320 mg/l konsantrasyon araliginda bulunan 8 dillisyon
tipiiniin her bir konsantrasyonundan 1’er ml alinarak steril petri kutusunda
kanistinnlmistir. Bu sekilde en son fosfomisinin 40 mg/l konsantrasyonu bulunan

tiiplerden 1’er ml alinip imipenemin 2,5 mg/1-320 mg/l konsantrasyon araliginda

38



bulunan 8 diliisyon tlipliniin her bir konsantrasyonundan 1’er ml alinarak steril petri
kutusunda karistirilmistir.

Boylece antibiyotik kombinasyonu i¢im toplamda 64 farkli petri kutusunda
64 farkli antibiyotik karisimi elde edilmis oldu. Antibiyotik soliisyonlarinin
karigimlarinin bulundugu her petri kutusuna 18 ml MHA igerisine eklenmistir.
Boylece kombinasyon calismasina dahil olan her antibiyotik konsantrasyonu,
baslangi¢ stok soliisyonu icin hazirlanan derisiminin 1/20’ye diistiriilmis oldu (1/2
sulandirim ayni miktardaki kombinasyona giren diger antibiyotik soliisyonundan,
1/10 da besiyeri sulandirimindan kaynaklr).

Kombinasyon ¢aligmasina giren fosfomisinin farkli derisimlerde antibiyotik
soliisyonu igeren tiiplerden 1’er ml soliisyon alinarak diiz bir zeminde sekil4’de
gosterildigi gibi 1A’dan baslayarak 1H’ye dogru konsantrasyonu azalacak sekilde;
ayrica A hizasinda en yiiksek konsantrasyonda fosfomisin soliisyonu iceren petriler
olacak ve her harf hizasinda bulunan fosfomisin konsantrasyonlar1 ayni olacak
sekilde A’dan H’e dogru azalan konsantrasyonlarda petri kablarina aktarilip sirasiyla
dizildi. Fosfomisin ile kombinasyona girecek diger antibiyotik ise 1’den 8’e dogru
artan konsantrasyonlarda ve her rakam hizasinda ayni1 konsantrasyonu bulunduracak
sekilde petri kaplarina 1’er ml aktarilmistir.

Kombinasyonlarda kullanilan antibiyotikler ve hazirlamislar:

Tablo 2. Fosfomisin-amikasin kombinasyonu i¢in antibiyotik ¢dzeltilerinin

hazirlanmasi.
Fosfomisin Amikasin
Konsantrasyon (mg/l) 256 64
Potenst (ng/mg) 1 1
Agirhik (mg) 512 128
Hacim (ml) 100 100
Coziicii Distile su Distile su
Sulandirici Distile su Distile su
Duyarh MIK sinir degeri <32 <8
Diliisyon araligi (mg/1) 2-256 mg/l 0,125-64 mg/1
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1 2 3 4 5 6 7 8

A FOS:256mg/1 FOS:256mg/1 FOS:256mg/1 FOS:256mg/1 FOS:256mg/1 FOS:256mg/1 FOS:256mg/1 FOS:256mg/1
AK:0,5mg/l AK:1mg/l AK:2mg/l AK:4mg/l AK:8mg/l AK:16mg/l AK:32mg/l AK:64mg/l

B FOS:128mg/1 FOS:128mg/1 FOS:128mg/1 FOS:128mg/1 FOS:128mg/1 FOS:128mg/1 FOS:128mg/1 FOS:128mg/1
AK:0,5mg/l AK:1mg/l AK:2mg/l AK:4mg/l AK:8mg/l AK:16mg/l AK:32mg/l AK:64mg/l

C FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/l
AK:0,5mg/1 AK:1mg/l AK:2mg/l AK:4mg/l AK:8mg/l AK:16mg/l AK:32mg/l AK:64mg/l

D FOS:32mg/1 FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l
AK:0,5mg/l AK:1mg/l AK:2mg/l AK:4mg/l AK:8mg/l AK:16mg/l AK:32mg/l AK:64mg/l

E FOS:16mg/1 FOS:16mg/l FOS:16mg/l FOS:16mg/1 FOS:16mg/l FOS:16mg/l FOS:16mg/1 FOS:16mg/l
AK:0,5mg/l AK:1mg/l AK:2mg/l AK:4mg/l AK:8mg/l AK:16mg/l AK:32mg/l AK:64mg/l

F FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/l
AK:0,5mg/l AK:1mg/l AK:2mg/l AK:4mg/l AK:8mg/l AK:16mg/l AK:32mg/l AK:64mg/l

G FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l
AK:0,5mg/l AK:1mg/l AK:2mg/l AK:4mg/l AK:8mg/l AK:16mg/l AK:32mg/l AK:64mg/l

H FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l
AK:0,5mg/l AK:1mg/l AK:2mg/l AK:4mg/l AK:8mg/l AK:16mg/l AK:32mg/l AK:64mg/l

Sekil 4. Fosfomisin-Amikasin kombinasyonunun MHA besiyerlerinde yerlesimi.

FOS: Fosfomisin, AK: Amikasin.

Tablo 3. Fosfomisin-meropenem kombinasyonu i¢in antibiyotik ¢ozeltilerinin

hazirlanmasi.
Fosfomisin Meropenem
Konsantrasyon (mg/l) 256 16
Potenst (ng/mg) 1 1
Agirhik (mg) 512 32
Hacim (ml) 100 100
Coziicii Distile su Distile su
Sulandirici Distile su Distile su
Duyarh MIK sinir degeri <32 <2
Diliisyon arahg: (mg/1) 2-256 mg/l 0,125-16 mg/1
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1 2 3 4 5 6 7 8
A FOS:256mg/1 FOS:256mg/1 FOS:256mg/1 FOS:256mg/1 FOS:256mg/1 FOS:256mg/1 FOS:256mg/1 FOS:256mg/1
MEM:0,125mg/1 MEM:0,25mg/l MEM:0,5mg/l MEM:1mg/l MEM:2mg/l MEM:4mg/l MEM:8mg/l MEM:16mg/l
B FOS:128mg/1 FOS:128mg/l FOS:128mg/1 FOS:128mg/1 FOS:128mg/1 FOS:128mg/l FOS:128mg/1 FOS:128mg/1
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/l
C FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/1 FOS:64mg/l FOS:64mg/l
MEM:0,125mg/1 MEM:0,25mg/l MEM:0,5mg/1 MEM:1mg/l MEM:2mg/l MEM:4mg/l MEM:8mg/1 MEM:16mg/l
D FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/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/l
E FOS:16mg/l FOS:16mg/1 FOS:16mg/1 FOS:16mg/1 FOS:16mg/l FOS:16mg/1 FOS:16mg/l FOS:16mg/l
MEM:0,125mg/1 MEM:0,25mg/1 MEM:0,5mg/l MEM:1mg/l MEM:2mg/l MEM:4mg/l MEM:8mg/l MEM:16mg/l
F FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/1 FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/1
MEM:0,125mg/l MEM:0,25mg/l MEM:0,5mg/I MEM:1mg/l MEM:2mg/l MEM:4mg/l MEM:8mg/l MEM:16mg/1
G FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l
MEM:0,125mg/1 MEM:0,25mg/1 MEM:0,5mg/l MEM:1mg/l MEM:2mg/l MEM:4mg/l MEM:8mg/l MEM:16mg/l
H FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l
MEM:0,125mg/1 MEM:0,25mg/1 MEM:0,5mg/l MEM:1mg/l MEM:2mg/l MEM:4mg/l MEM:8mg/l MEM:16mg/l

Sekil 5. Fosfomisin-Meropenem kombinasyonunun MHA besiyerlerinde yerlesimi.

FOS: Fosfomisin, MEM: Meropenem

Tablo 4. Fosfomisin-imipenem kombinasyonu i¢in antibiyotik ¢ozeltilerinin

hazirlanmasi.
Fosfomisin Imipenem
Konsantrasyon (mg/l) 256 16
Potenst (nug/mg) 1 1
Agirhik (mg) 512 32
Hacim (ml) 100 100
Coziicii Distile su Fosfat tamponu*
Sulandirici Distile su Fosfat tamponu*
Duyarh MIK simir degeri <32 <2
Diliisyon araligi (mg/l) 2-256 mg/1 0,125-16 mg/1

*Fosfat tamponu: ph:7,2, 0,01 mol/l
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1 2 3 4 5 6 7 8
A FOS:256mg/1 FOS:256mg/l FOS:256mg/l FOS:256mg/l FOS:256mg/l FOS:256mg/1 FOS:256mg/1 FOS:256mg/1
1PM:0,125mg/1 IPM:0,25mg/l IPM:0,5mg/l IPM:1mg/l IPM:2mg/l IPM:4mg/l IPM:8mg/l IPM:16mg/l
B FOS:128mg/l FOS:128mg/l FOS:128mg/l FOS:128mg/l FOS:128mg/l FOS:128mg/1 FOS:128mg/1 FOS:128mg/1
1PM:0,125mg/1 IPM:0,25mg/l IPM:0,5mg/l IPM:1mg/l IPM:2mg/l IPM:4mg/1 IPM:8mg/l IPM:16mg/l
C FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/1 FOS:64mg/1 FOS:64mg/1
IPM:0,125mg/l IPM:0,25mg/l IPM:0,5mg/l IPM:1mg/l IPM:2mg/l IPM:4mg/l IPM:8mg/l IPM:16mg/1
D FOS:32mg/l1 FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l
1PM:0,125mg/1 IPM:0,25mg/l IPM:0,5mg/1 IPM:1mg/l IPM:2mg/l IPM:4mg/1 IPM:8mg/l IPM:16mg/l
E FOS:16mg/1 FOS:16mg/1 FOS:16mg/1 FOS:16mg/l FOS:16mg/l FOS:16mg/l FOS:16mg/l FOS:16mg/l
IPM:0,125mg/l IPM:0,25mg/l IPM:0,5mg/l IPM:1mg/l IPM:2mg/l IPM:4mg/l IPM:8mg/l IPM:16mg/l
F FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/l FOS:8mg/l
1PM:0,125mg/1 IPM:0,25mg/l IPM:0,5mg/1 IPM:1mg/l IPM:2mg/l IPM:4mg/l IPM:8mg/l IPM:16mg/l
G FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l FOS:4mg/l
IPM:0,125mg/1 IPM:0,25mg/l IPM:0,5mg/l IPM:1mg/l IPM:2mg/l IPM:4mg/l IPM:8mg/l IPM:16mg/l
H FOS:2mg/1 FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l FOS:2mg/l
1PM:0,125mg/1 IPM:0,25mg/l IPM:0,5mg/l IPM:1mg/l IPM:2mg/l IPM:4mg/1 IPM:8mg/l IPM:16mg/l

Sekil 6. Fosfomisin-Imipenempenem kombinasyonunun MHA besiyerlerinde

yerlesimi.

FOS: Fosfomisin, IPM: Meropenem
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Sekil 7. Kombinasyon ¢aligmasi i¢in fosfomisin-amikasin antibiyotik soliisyonlarinin

temsili hazirlanmasi.

Sekil 8. Mermer zemin iizerine inokiilasyon i¢in ¢izilen sablon.

43



Sekil 9. Mermer zemin {izerine cizilen sablona besiyerinin tam uymasi igin, petri
kabina yapilan isaretlemeler.

Test sonucunun okunmasi

Plaklar daha onceden standart olarak ¢izilip numaralandirilmis sablonun
iizerine, plak iizerinde sablona tam yerlesecek sekilde belirlenen isaretlere dikkat
edilerek yerlestirilmis ve sonuglar degerlendirilmeye baslanmistir. Uremeyi inhibe
eden en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak kaydedildi. Tek bir koloni
iiremesi veya inokiilumun neden oldugu iireme benzeri izler dikkate alinmadi.

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

Sekil 10. 4 numarali susa ait fosfomisin ¢alismasinin temsili gériiniimii.

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

Sekil 11. 4 numaral1 susa ait meropenem ¢alismasinin temsili gériiniimii.
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1 2 3 4 5 6 7 8
A FOS:256mg/1 FOS:256mg/1 FOS:256mg/l FOS:256mg/l FOS:256mg/l FOS:2! g/1 FOS:256mg/l FOS:2 g/l
MEM:0,125mg/1 MEM:0,25mg/1 MEM:0,5mg/l MEM:1mg/l MEM:2mg/l MEM:4mg/l MEM:8mg/l MEM:16mg/l
B FOS:128mg/1 FOS:128mg/l FOS:128mg/l FOS:128mg/l FOS:128mg/1 FOS:128mg/1 FOS:128mg/1 FOS:128mg/l
MEM:0,125mg/1 MEM:0,25mg/1 MEM:0,5mg/l MEM:1mg/l MEM:2mg/l MEM:4mg/1 MEM:8mg/1 MEM:16mg/1
C FOS:64mg/l FOS:64mg/1 FOS:64mg/1 FOS:64mg/1 FOS:64mg/1 FOS:64mg/l FOS:64mg/l FOS:64mg/1
MEM:0,125mg/1 MEM:0,25mg/1 MEM:0,5mg/l MEM:1mg/l MEM:2mg/l MEM:4mg/1 MEM:8mg/l MEM:16mg/1
D FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l FOS:32mg/l
MEM:0,5mg/l MEM:1mg/l MEM:2mg/l MEM:4mg/l MEM:8mg/l MEM:16mg/1
E FOS:16mg/l FOS:16mg/l FOS:16mg/l FOS:16mg/1
MEM:2mg/l MEM:4mg/l MEM:8mg/l MEM:16mg/l
F FOS:8mg/l FOS:8mg/l
MEM:8mg/1 MEM:16mg/1
FOS:4mg/1
MEM:16mg/l
FOS:2mg/l
MEM:16mg/l

Sekil 12. 4 numarali susa ait fosfomisin-meropenem kombinasyon ¢aligmasinin

temsili goriiniimii.
FOS: Fosfomisin, MEM: Meropenem

Koyu renkle isaretlenen alanlar iireme olan plaklarda bulunan antibiyotik
konsantrasyonlarimi temsil etmektedir. 4 numarali izolata ait MiK degerleri sekillerde
de gorildiigii gibi fosfomisin: 512 mg/l, meropenem: 4 mg/I’dir.
Kombinasyon plaklarinda iireme gdzlenmeyen en diisiik MIK degerli kuyucuklar;

Cl1, D3, ES, F7 ve H8 plaklaridur.

Tablo 5. 4 numaral izolata ait hesaplanan FiK indeksleri.

Plak FOSMiK MEMMiK FiKFOS FiKMEM FIK
(mg/l) (mg/l) Indeksi
C1 64 0,125 0,125 0,031 0,156
D3 32 0,5 0,062 0,125 0,187
E5 16 2 0,031 0,5 0,531
F7 8 8 0,015 2 2,015
HS 2 16 0,003 4 4,003

FOS: Fosfomisin, MEM: Meropenem, FIK: Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyon
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Sonuglar FiK indeksi formiiliine gére hesaplamalar yapildiginda Tablodaki
gibi olmaktadir. Dolayistyla D2 plagmin FIK indeksi en diisiik 0,156 (<0,5) ¢iktig1
i¢cin fosfomisin ve meropenem arasinda sinerjist etki vardir.

Bu sekilde 71 adet izolat i¢in her bir izolat fosfomisin-amikasin, fosfomisin-
imipenem ve fosfomisin-meropenem kombinasyonu ve fosfomisin, meropenem,
imipenem, amikasinin tek bagma MIK inin belirlenmesi i¢in agar diliisyon ydntemi
ile calisma tamamlanmistir. 71 adet sus tek bir plaga sigmadigr i¢in, iki plakta
calisilmigtir. Kombinasyon caligmalar1 i¢in toplamda 384 adet petri, antibiyotiklerin
tek basina MiK’inin belirlenmesi igin toplamda 64 adet petri kullanilmistir. Herbir
susun 3 farkli antibiyotik kombinasyonunun FiK indekleri ayr1 ayr1 hesaplanmustir.

Kalite Kontrol Suslarinin Calisilmasi

Antibiyotik icermeyen agar plaklarina yapilan bakteri ekimleri ile besiyeri ve
izolatlarin tireme kontrolii yapilmistir. Kalite kontrolde E. coli ATCC 25992, E. coli
ATCC 13846 standart suslar1 kullanilmistir.

MiK sonuclarimin degerlendirilmesi

Inkiibasyon siiresi (16-20 saat) sonunda sonuglar birbirinden bagimsiz olarak
¢ift goz kontrollii olarak degerlendirilmistir. Uremenin olmadig1 en diisiik antibiyotik
konsantrasyonun oldugu plaga karsiik gelen konsantrasyon MIK olarak
belirlenmistir (Sekil 13). MIK sonuglari EUCAST v.11.0 onerilerine gore
degerlendirildi. Fosfomisin i¢in MIK <32 mg/L olan degerler duyarli; >32 mg/L olan
degerler ise direncli, amikasin icin MIK <8 mg/L olan degerler duyarli; >8 mg/L
olan degerler ise direngli, meropenem igin (menenjit dis1 enfeksiyonlarda) MiK <2
mg/L olan degerler duyarli; >8 mg/L olan degerler ise direngli, meropenem igin
(menenjit enfeksiyonlarinda) MIK <2 mg/L olan degerler duyarli; >2 mg/L olan
degerler ise direngli, imipenem igin MIiK <2 mg/L olan degerler duyarli; >4 mg/L

olan degerler ise direngli olarak yorumlanmistir (81).
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Sekil 13. Agar plaklarinda MiK sonuglarmin degerlendirilmesi.

Arastirma verilerinin istatistiksel degerlendirmesinde IBM SPSS 21.0 for
windows istatistik paket programi kullamldi. Olgiimsel degiskenler ortalama =
standart sapma (SD) ile, kategorik degiskenler say1 ve yiizde (%) ile sunuldu.
Fosfomisin duyarliligi ile kombinasyonlarin sinerjist etkilesim oranlarinin
karsilastirmasinin  istatistiksel analizinde Ki-kare testi kullanmilmistir. Nitel
degiskenlerin karsilastirilmasinda Ki-kare testi kullanildi. Hipotezler ¢ift yonlii

alindi, p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamli sonug kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya alman 71 izolatin %81,5’1 eriskin hastadan izole edilmistir.
Enfeksiyonlarin yaklasik %86’s1 yogun bakim %141 ise klinik kaynakliydi.
Poliklinik hastalar1 ¢alismaya dahil edilmemistir. K. pneumoniae’ya bagh
enfeksiyonlarin tamami hastalarin hastaneye yatiglarinin {izerinden 48 saat gegtikten
sonra olusmustur. K. pneumoniae en ¢ok kan ve alt solunum yolu 6rneklerinden (26
sus ETA, 1 sus BAL olmak {izere) izole edilmistir (sirasiyla %40,8 ve %38). %8,4’
yara, %4,2’s1 doku, %2,8’1 plevra, %2,8’1 aspirat, %1,4’1i dren ve %1,4’ii BOS‘dan
izole edilmistir. Calismaya alinan K. pneumoniae izolatlarmin (n=71) timii,
ertapenem, ampisilin, ampisilin/sulbaktam, sefuroksime direncli idi. izolatlarin
%64,7’s1 amikasine, %61,4’1i gentamisine, %91,54°1 sefepime, %91,4’1i seftazidime,
%93’ seftriaksona, %95,7’s1 piperasilin/tazobaktama, %98,5’1
amoksisilin/klavunata, %95,7’si siprofloksasine, %94,2’si levofloksasine, %62,8’1
trimetoprim/siilfametoksazole, %80,28’1 imipeneme ve %80,5’1 meropeneme direngli
idi. Kolistin i¢in otomatize sistemin direngli sonuglandirdig1 suslar direngli olarak
kabul edildi. Otomatize sistemde duyarli sonuglandirilan suslara giivenilmedigi igin
istatistiksel analize sokulmamistir. Toplamda 35 sus kolistine direngli 7 sus ise SMD
yontemi ile kolistine duyarli tespit edilmistir. PDR izolat sayis1 25 (%35,2), MDR
izolat sayis1 46 (%64,8) idi.

K. pneumoniae izolatlarmin fosfomisin MIK degerleri agar diliisyon yontemi
sonucunda 16-512 mg/l, amikasin i¢in 0,5-128 mg/l, meropenem i¢in 0,25-128 ve
imipenem igin 0,5-32 mg/l arasinda bulunmustur. Fosfomisin MiKso ve MiKoo
degerleri sirasi ile 256 mg/l ve 512 mg/l, amikasin i¢in sirasi ile 64 mg/1 ve 128 mg/I,
meropenem igin sirast ile 32 mg/l ve 32 mg/l, imipenem igin sirasi ile 16 mg/l ve 32
mg/l bulunmustur. Agar diliisyon yontemi sonucunda izolatlarm %97,2’si
fosfomisine, %69’u amikasine, %84,5’1 meropeneme ve %94,4’li imipeneme direngli
bulunmustur.

Agar diliisyon ile kombinasyon ¢aligmas1 sonucunda; izolatlarin %25,35’inde
fosfomisin-amikasin, %45,07’sinde  fosfomisin-meropenem ve %21,12’sinde
fosfomisin-imipenem kombinasyonu sinerjist etki gosterdi. Additif etki ise
fosfomisin-amikasin i¢cin  %46,47, fosfomisin-meropenem ig¢in %28,16 ve
fosfomisin-imipenem icin  %38,02 saptanmistir. Tim izolatlar ve tiim
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kombinasyonlar igerisinde sadece tek bir susta fosfomisin-amikasin
kombinasyonunda antagonist etki tespit edilmistir.

Yapilan Ki-kare istatistiki analizlerinde; fosfomisin-amikasin, fosfomisin-
imipenem ve fosfomisin-meropenem kombinasyonlarinin sinerji, additif, indiferan
olma durumunun kolistin direnci ile iligkisi bulunmamistir (p>0,05). Fosfomisin-
amikasin arasinda sinerji/additif etkilesim olma durumu numunenin ETA veya kan
olmast ile iligkili bulunmusgtur. Yapilan Ki-kare analizine gore kan 6rneklerindenden
izole edilen K. pneumoniae’da fosfomisin-amikasin arasinda sinerji goriilmesi ETA
orneklerine gore istatistiki olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0,020).
Agar dillisyon yontemiyle tek bagina fosfomisine direngli bulunan izolatlarin
antibiyotik kombinasyonlarinin sinerji durumu incelendiginde; yapilan Ki-kare
analizi sonucunda, fosfomisine direngli bulunan K. pneumoniae izolatlarinda
fosfomisin-meropenem arasinda sinerji goriilen izolat sayisi, additif etki goriilen
izolat sayisina gore istatistiki olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p=
0,018). Kombinasyon caligmasina giren fosfomisin disindaki diger antibiyotiklerin
agar dillisyon yontemi ile tek baslarina bulunan duyarlilik durumlarinin; bulundugu
kombinasyonda fosfomisinle olusturdugu sinerjist-additif-indiferan etki arasinda
iliski olup olmadig1 Ki-kare analizi ile arastirilmigtir. Agar diliisyonla imipenemin
direngli  bulundugu K. pneumoniae suslari arasinda fosfomisin-imipenem
kombinasyonu sonucu indiferan etkinin olustugu sus sayis1 sinerjist etkinin olustugu
sus sayisina gore istatistiki olarak anlamli diizeyde yiliksek bulunmustur (p=0,034).
Yine Agar diliisyonla amikasine direngli bulunan K. pneumoniae suslar1 arasinda
fosfomisin-amikasin kombinasyonu sonucu indiferan etkinin olustugu sus sayisi
sinerjist etkinin olustugu sus sayisina gore istatistiki olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (p=0,026).

Tablo 6. Test edilen K. pneumoniae izolatlarinin kliniklere ve yas durumuna gore

dagilimi.
Yogun bakim (n,%) Klinik(n,%) Toplam(n)
Eriskin 50 (%70,5) 8(%11,0) 58(%81,5)
Cocuk 11(%]15,5) 2(%3,0) 13(%18,5)
Toplam 61(%386) 10(14) 71(%100)
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Tablo 7. Test edilen K. pneumoniae izolatlarinin klinik érneklere gére dagilima.

Klinik Ornek n %
Kan 29 40,8
ETA, BAL 27 38,0
Yara 6 8,4
Doku 3 4,2
Plevra 2 2,8
Aspirat 2 2,8
Dren 1 1,4
BOS 1 1,4

Tablo 8. Antibiyotiklerin EUCAST kriterleri uyarinca Enterobacterales ailesi igin

MIK sinir degerleri.
MIK (mg/l) simir degerleri

Antibiyotik Duyarh Direncli
Fosfomisin <32 >32
Amikasin <8 >8
Meropenem* <2 >8
Meropenem** <2 >2
Imipenem <2 >4

* Menenjit dis1 enfeksiyonlar icin **Menenjit i¢in
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Tablo 10. Kombinasyon ¢alismasina dahil olan antibiyotiklerin tek basina MiK

degerleri ve kombinasyonlarmin FIK indeksleri-etkilesimlerinin hastalarn

demografik 6zelliklerine gore dagilima.

Agar diliisyon yontemi

yogram

izolatlarma karst antibiyotik kombinasyonlarinin FiK

sonuglart MiK (mg/l) indeksleri ve etkilesimleri
= =

1 v = = ig 2 gg 2 §E Z sl og| 2 B

g = = g £ g% g 2= g = E | 2| 5| 35 z

= PY 5 - = Y S < ©

512R 28 16-R 32-R 0,5 Sinerji 0,257 Sinerji 0,281 Sinerji E 60 YB KAN

512R 128-R 32-R 32-R 2 iN 0,265 Sinerji 0,312 Sinerji E 52 YB KAN

512-R 128-R 16-R 32-R 0,503 ADD 1,5 iN 0,503 ADD K 4 YB ETA

512R 32-R 4-YDD SR 0,515 ADD 0,156 Sinerji 0,281 Sinerji E 42 YB ETA

64-R 1-S 0,25-S 16-R 0,562 ADD 0,531 ADD 0,093 Sinerji K 44 KL DOKU

256-R 128-R 32-R 32-R 1 ADD 0,257 Sinerji 0,5 Sinerji E <1 YB KAN

256-R 8-S 8-YDD 4-YDD 0375 Sinerji 0,187 Sinerji 0,375 Sinerji K <1 KL KAN

16-S 64-R 16-R 32-R 1 ADD 1 ADD 0,625 ADD E 73 YB KAN

512R 128R 32-R 32-R 0,75 ADD 0,25 Sinerji 0,5 Sinerji E <1 YB YARA

128-R 8-S 0,5-S 1-S 0,625 ADD 0,5 Sinerji 0,625 ADD E 22 YB ETA

512-R 128R 32-R 32-R 2 iN 2 iN 1 ADD K 83 YB KAN

128R 2-S 4-YDD 0,5-S 0,5 Sinerji 0,062 Sinerji 0,375 Sinerji K 90 YB KAN

512-R 128-R 32-R 8-R 2 N 2 N 1,25 N E 45 YB ETA

256-R 128-R 32-R 32-R 2 iN 125 N 0,75 ADD E 1 YB ETA

512-R 128-R 32-R 32-R 2 iN 2 iN 2 iN K 35 YB DOKU

128R 1-S 0,5-S SR 0,75 ADD 0,625 ADD 0,281 Sinerji K 21 YB ETA

512R 128-R 32-R 32-R 2 iN 0,375 Sinerji 0,375 Sinerji K 1 YB KAN

128-R 1-S 32-R 32-R 1,5 iN 2 N 2 iN E 87 YB ETA

256-R 128-R 32-R 32-R 1 ADD 0,01 Sinerji 0,039 Sinerji E 60 YB ETA

256-R 128-R 32-R 16R 1,5 iN 0,75 ADD 0,75 ADD E 64 YB ETA

512-R 128-R 32-R 32-R 2 N 2 N 2 iN E 66 YB ETA

256-R 16-R 32-R 32-R 2 iN 125 N 1,5 iN K 17 YB KAN

256-R 128-R 32-R 32-R 1 ADD 2 iN 2 iN E 65 YB ETA

256-R 32-R 32-R 16-R 2 iN 0,5 Sinerji 1,25 iN K 61 KL KAN
512R 8-S 0,5-S 4-YDD 0,125 Sinerji 0,125 Sinerji 0,312 Sinerji K 70 KL ASPIRAT

256-R 128-R 32-R 8-R 0,281 Sinerji 0,625 ADD 0,75 ADD K 75 YB ETA

64-R 28 32-R 3R 0,625 ADD 0,046 Sinerji 0,562 ADD E 71 YB KAN

256-R 128R 32-R SR 2 iN 0,75 ADD 1 ADD E 74 KL PLEVRA

64-R 128R 32-R 8-R 1,031 iN 0,375 Sinerji 125 iN E 79 YB ETA

256-R 128-R 32-R 32-R 2 iN 0,5 Sinerji 0,75 ADD E 26 KL KAN

64-R 16-R 32-R 16-R 0,5 Sinerji 0,375 Sinerji 1,007 iN E 56 YB KAN

128R 4 32-R 16R 0,625 ADD 0,25 Sinerji 0,562 ADD E 49 YB PLEVRA

128R 28 32-R 16-R 1,25 iN 0,5 Sinerji 0,625 ADD E 67 YB ETA

256-R 128-R 32-R 32-R 2 iN 0,562 ADD 0,562 ADD E 33 YB ETA

64-R 128-R 32-R 32-R 0375 Sinerji 0,375 Sinerji 0,531 ADD E 3 YB ETA

512-R 1-S 32-R 32-R 0,75 ADD 2 iN 2 iN K 59 YB KAN

37. S | 64R 32-R 32-R 32-R 0,75 ADD 0,562 ADD 1 ADD E 22 YB BOS
38. X | 256R 8-S 16-R 32-R 0,625 ADD 1 ADD 1 ADD E 67 YB ETA
39. X | s12R 16-R 32-R 32-R 4,125 2 iN 2 iN K 89 YB KAN
40. X | 128R 8-S 4-YDD 16R 0,5 Sinerji 0,25 Sinerji 0,625 ADD E 3 YB KAN
41. 512R 128R 32-R 32-R 0,75 ADD 0,562 ADD 2 iN E 38 YB ETA
42. - 128-R 128-R 32-R 16-R 0,375 Sinerji 0,5 Sinerji 1,015 iN E 33 YB ETA
43. ‘ 512-R 128-R 32-R 32-R 2 iN 2 iN 2 iN E 47 YB ETA
44. R 512-R 1-S 32-R 32-R 0,75 ADD 2 @N 2 iN E 43 YB ETA
45. X | 256-R 2-S 8-YDD 16-R 0,5 Sinerji 2 iN 0,625 ADD E 1 KL KAN
46. X | 256R 28 32-R 16-R 0,5 Sinerji 0,531 ADD 1 ADD E 69 YB DREN
47. 512-R 1-S 32-R 32-R 1 ADD 2 iN 2 iN K 89 YB ETA
48. 128R 128R 32-R 32-R 0,75 ADD 0,5 Sinerji 1,003 iN E 20 YB YARA
49. X | 128R 32-R 32-R 32-R 1 ADD 1 ADD 2 iN E 73 YB ETA
50. X [ 64R 128-R 32-R 16-R 0,625 ADD 1,003 iN 2 iN E 51 YB KAN
51. H 64-R 128R 32-R 16-R 0,625 ADD 1 ADD 1,5 iN K 43 KL YARA
52. X [ 64R 128-R 32-R 32-R 2 iN 1,003 iN 15 iN E 66 YB KAN
53. S | 256R 32-R 32-R 32-R 0,515 ADD 0,375 Sinerji 1 ADD E 1 YB KAN
54. X | 128R 128R 32-R 16R 0,253 Sinerji 0,253 Sinerji 0,625 ADD E 37 YB YARA
55. X | 64-R 128-R 32-R 16-R 0,503 ADD 0,5 Sinerji 1 ADD K 82 YB KAN
56. X | 256R 128R 32-R 32-R 0,503 ADD 0,531 ADD 1,003 iN K 40 YB YARA
57. X | 168 0,5-S 32-R 16-R 2 iN 1 ADD 1,125 iN K 57 KL DOKU
58. X | 64R 4 32-R 32-R 0,625 ADD 0,625 ADD 1,062 iN E 48 YB KAN
59. X | 128R 8-S 32-R 16-R 1 ADD 1 ADD 1,007 iN K 1 YB ETA
60. X | 64R 64-R 32-R 16R 0,625 ADD 0,503 ADD 1 ADD E 20 YB KAN
61. -I 64-R 128-R 32-R 32-R 0,281 Sinerji 0,503 ADD 0,5 Sinerji K 42 YB KAN
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62. 128-R 28 32-R 16-R 0,5 Sinerji 0,375 Sinerji 0,75 ADD K 79 YB KAN
63. 64-R 64-R 8-YDD 8-R 0312 Sinerji 0,312 Sinerji 0,531 ADD E 58 YB KAN
64. 64-R 128-R 32-R 16-R 0,531 ADD 0,5 Sinerji 1 ADD E 37 YB ETA
65. 64-R 64-R 32-R 16-R 0,25 Sinerji 0,253 Sinerji 0,515 ADD K 1 YB KAN
66. X | 128R 4-S 8-YDD 16-R 0,25 Sinerji 0,093 Sinerji 0,375 Sinerji E <1 YB KAN
67. | s2r 128-R 32-R 16-R 0,625 ADD 0,375 Sinerji 15 iN K 72 YB ETA
68. 128-R 16-R 32-R 16-R 0,281 Sinerji 0,253 Sinerji 0,253 Sinerji E 58 KL YARA
69. ‘ 512R 64-R 32-R 16-R 0,75 ADD 2 iN 1,5 iN K 4 YB BAL
70. ‘ 512-R 64-R 32-R 16-R 0,75 ADD 2 iN 15 iN K 83 YB KAN
1. | SR 128-R 32-R 16-R 0,562 ADD 0,75 ADD 1,015 iN E 21 YB ASPIRAT

FOS: Fosfomisin AK: Amikasin MEM: Meropenem IPM: Imipenem

COL: Kolistin FIKI: FiK indeksi, ADD: Additif, IN: Indiferan,

ANTA: Antagonizma S: Duyarli R: Direngli YDD: Yiiksek dozda duyarli X:
Calismadi

Tablo 11. K. pneumoniae izolatlarina karsi antibiyotik kombinasyonlarmin FIK
indeksleri ve etkilesimleri.

i s z_ s = s
32 z =2 z 52 z
O = =) @D = o o = =)
= S e > = -
1. 0,5 Sinerji 0,257 Sinerji 0,281 Sinerji
2. 2 iN 0,265 Sinerji 0,312 Sinerji
3. 0,503 ADD 1,5 iN 0,503 ADD
4. 0,515 ADD 0,156 Sinerji 0,281 Sinerji
5. 0,562 ADD 0,531 ADD 0,093 Sinerji
6. 1 ADD 0,257 Sinerji 0,5 Sinerji
7. 0,375 Sinerji 0,187 Sinerji 0,375 Sinerji
8. 1 ADD 1 ADD 0,625 ADD
9. 0,75 ADD 0,25 Sinerji 0,5 Sinerji
10. 0,625 ADD 0,5 Sinerji 0,625 ADD
11. 2 iN 2 iN 1 ADD
12. 0,5 Sinerji 0,062 Sinerji 0,375 Sinerji
13 2 iN 2 iN 1,25 iN
14 2 iN 1,25 iN 0,75 ADD
15. 2 iN 2 iN 2 iN
16. 0,75 ADD 0,625 ADD 0,281 Sinerji
17 2 iN 0,375 Sinerji 0,375 Sinerji
18 1,5 iN 2 iN 2 iN
19 1 ADD 0,01 Sinerji 0,039 Sinerji
20, 1,5 iN 0,75 ADD 0,75 ADD
21 2 iN 2 iN 2 iN
22 2 iN 1,25 iN 1,5 iN
23 1 ADD 2 iN 2 iN
24 2 IN 0,5 Sinerji 1,25 iN
25, 0,125 Sinerji 0,125 Sinerji 0,312 Sinerji
26 0,281 Sinerji 0,625 ADD 0,75 ADD
27 0,625 ADD 0,046 Sinerji 0,562 ADD
28 2 iN 0,75 ADD 1 ADD
29 1,031 iN 0,375 Sinerji 1,25 iN
30 2 iN 0,5 Sinerji 0,75 ADD
31. 0,5 Sinerji 0,375 Sinerji 1,007 iN
32. 0,625 ADD 0,25 Sinerji 0,562 ADD
33. 1,25 iN 0,5 Sinerji 0,625 ADD
34. 2 iN 0,562 ADD 0,562 ADD
35. 0,375 Sinerji 0,375 Sinerji 0,531 ADD
36. 0,75 ADD 2 iN 2 iN
37. 0,75 ADD 0,562 ADD 1 ADD
38. 0,625 ADD 1 ADD 1 ADD
39. 4,125 [ANTA |2 N 2 N
40. 0,5 Sinerji 0,25 Sinerji 0,625 ADD
41. 0,75 ADD 0,562 ADD 2 iN
42, 0,375 Sinerji 0,5 Sinerji 1,015 iN
43. 2 iN 2 iN 2 iN
44. 0,75 ADD 2 iN 2 iN
45. 0,5 Sinerji 2 iN 0,625 ADD
46. 0,5 Sinerji 0,531 ADD 1 ADD
47. 1 ADD 2 iN 2 iN
48. 0,75 ADD 0,5 Sinerji 1,003 IN
49. 1 ADD 1 ADD 2 iN
50. 0,625 ADD 1,003 iN 2 iN
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51. 0,625 ADD 1 ADD 1,5 iN

52. 2 iN 1,003 iN 1,5 iN

53. 0,515 ADD 0,375 Sinerji 1 ADD
54. 0,253 Sinerji 0,253 Sinerji 0,625 ADD
55. 0,503 ADD 0,5 Sinerji 1 ADD
56. 0,503 ADD 0,531 ADD 1,003 iN

57. 2 iN 1 ADD 1,125 iN

58. 0,625 ADD 0,625 ADD 1,062 iN

59. 1 ADD 1 ADD 1,007 iN

60. 0,625 ADD 0,503 ADD 1 ADD
61. 0,281 Sinerji 0,503 ADD 0,5 Sinerji
62. 0,5 Sinerji 0,375 Sinerji 0,75 ADD
63. 0,312 Sinerji 0,312 Sinerji 0,531 ADD
64. 0,531 ADD 0,5 Sinerji 1 ADD
65. 0,25 Sinerji 0,253 Sinerji 0,515 ADD
66. 0,25 Sinerji 0,093 Sinerji 0,375 Sinerji
67. 0,625 ADD 0,375 Sinerji 1,5 iN

68. 0,281 Sinerji 0,253 Sinerji 0,253 Sinerji
69. 0,75 ADD 2 iN 1,5 iN

70. 0,75 ADD 2 iN 1,5 iN

71 0,562 ADD 0,75 ADD 1,015 iN

FOS: Fosfomisin, AK: Amikasin, MEM: Meropenem, IPM: Imipenem,
FiKi: FiK indeksi, ADD: Additif, IN: Indiferan, ANTA: Antagonizma

Tablo 12. Agar diliisyon yontemi ile test edilen K. pneumoniae suslarinin saptanan
MIK araliklari, MiKso, MiKoo degerleri ve kombinasyonlarda kullanilan
antibiyotiklere duyarliliklar1 (n=71 izolat).

Duyarh Yiiksek dozda | Direncli
duyarh
= % % é %; Mg %o = X = X = X
=5 H§SE FE ° : °
Fosfomisin | 16- 256 512 2 28 |0 0 69 | 97,2
512
Amikasin 0,5- 64 128 22 31,0 (0 0 49 169,0
128
Meropenem | 0,25- | 32 32 4 56 |7 9.9 60 | 84,5
32
Imipenem | 0,5-32 | 16 32 2 2,8 |2 2,8 67 | 94,4
Tablo 13. Calismadaki antibiyotik kombinasyonu sonucu olusan etkiler.
Sinerji Additif Indiferan Antagonizma
FiKi<0.5 FiKi>0.5<1 |FiKi>1-<4 |FiKi>4
n % n % n % n %
FOS-AK | 18 25,35 |33 46,47 | 19 26,76 |1 1,40
FOS- 32 45,07 | 20 28,16 | 19 26,76 | 0 0
MEM
FOS- 15 21,12 | 27 38,02 |29 40,84 |0 0
iPM

FOS: Fosfomisin MEM: Meropenem IPM: imipenem FiKi: FiK indeksi
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Tablo 14. Kolistin direngli izolatlarda (n=34) antibiyotik kombinasyonu sonucu

olusan etkiler.

Sinerji Additif Indiferan Antagonizma

FiKi<0.5 FiKi>0.5-<1 | FiKi>1-<4 FiKi > 4

n % n % n % n %
FOS- 6 17,14 | 17 48,57 |12 3428 |0 0
AK
FOS- 16 45,71 |7 20 12 3429 |0 0
MEM
FOS- 7 20 13 37,14 | 15 42,86 |0 0
iPM

FOS: Fosfomisin MEM: Meropenem IPM: imipenem FiKI: FIK indeksi

Tablo 15. Fosfomisin-imipenem etkilesiminin imipenem direnci ile iligkisi.

FOS-iPM SIN FOS-iPM iN Toplam p
IPM-R 12 29 41
IPM-S 3 0 3 0,034
Toplam 15 29 44
Tablo 16. Fosfomisin-amikasin etkilesiminin amikasin direnci ile iligkisi.
FOS-AK SIN FOS-AK IN Toplam p
AK-R 9 16 25
AK-S 9 3 12 0,026
Toplam 18 19 37

Tablo 17. Fosfomisin-meropenem etkilesiminin fosfomisin direnci ile iligkisi.

FOS-MEM SiN FOS-MEM ADD Toplam p
FOS-R 32 16 48
FOS-S 0 4 4 0,018
Toplam 32 20 52
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Tablo 18. Fosfomisin-amikasin etkilesiminin 6rnek ¢esidi ile iliskisi.

FOS-AK SIN FOS-AK ADD Toplam |
ETA 3 15 18
KAN 11 10 21 0,020
Toplam 14 25 39
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5. TARTISMA

Gegmis yillarda Enterobacterales tiyelerine karsi sefalosporinler, beta-
laktam/beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlari, karbapenemler, siilfonamidler,
aminoglikozidler ve florokinolonlar gibi ¢ok c¢esitli antibiyotikler giivenle
kullanilabiliyordu. Ancak zamanla bu antibiyotiklere karsi bakterilerin gelistirdigi
diren¢ (ESBL, AmpC beta-laktamaz, karbapenemaz) nedeniyle, Enterobacterales
tirlerinin olusturdugu toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlar karsisinda bu
antibiyotikler yetersiz kalmistir (8). Karbapenem direngli K. pneumoniae, bir¢ok
ilaca direncli hastane patojenlerinden biridir (85,86). Antimikrobiyal direng
fenotiplerinin artigt ve yeni antibiyotiklerin kisitli olmasi nedenlerinden dolay1
polimiksin, fosfomisin ve tigesiklin gibi eskiden kullanilan bazi antibiyotiklerin
kombinasyon seklinde tedavide kullanilmasi giindeme gelmistir. Ozellikle tedaviye
direngli Gram negatif bakterilere bagli gelisen enfeksiyonlarda kombine tedavisinin
uygulanmasi énemli bir secenektir (5,6).

MDR Gram-negatif bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarda siklikla kolistin
ile bagka antibiyotikler kombine olarak kullanilmaktadir. Ancak kolistine kars1 da
gelisen direng oranlarindaki artis, fosfomisinli kombinasyonlarin tedavide
kullanilmasii gerekli kilmistir (61,87,88). Fosfomisin MDR ve PDR Gram-negatif
bakterilerin tedavisinde gilivenle kullanilabilen etkili bir antibiyotiktir (58). Bununla
birlikte sistemik enfeksiyonlarin tedavisinde IV fosfomisin (fosfomisin disodyum)
tedavisi tek basina verildiginde direng gelisimi olabilmektedir. Bu nedenle sistemik
enfeksiyonlarin  tedavisinde monoterapi olarak IV~ fosfomisin  tedavisi
onerilmemektedir (89).

Fosfomisin, peptidoglikan sentezini inhibe eden genis spektrumlu, baska
ilaglarla ¢apraz direncin goriilmedigi veya diisiik diizeyde goriildiigli i¢in diger bazi
antimikrobiyal ajanlarla kombinasyon halinde uygulanabilen bir antibiyotiktir. Iyi
tolere edilir ve giivenilirdir. Yan etkisi nadir goriilmektedir. In vivo aktivitesi, klinik
etkinligi, farmakokinetik ve farmakodinamik avantajlar1 nedenleriyle MDR
Enterobacterales ailesine karst tedavi segenegi olarak kullanilabilmektedir
(1,48,58,90). Fosfomisin, tedavide yiiksek dozda kullanima izin verebilen bir
antibiyotiktir. Bu 6zelligini uygun giivenlik profilinden almaktadir. Boylece sistemik
enfeksiyonlar1 tedavi ederken farmakodinamik hedeflere ulasma olasilig
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artabilmektedir. Yiiksek fosfomisin seviyelerinin ayrica fosfomisine karsi olasi
direng¢ gelisimini diisiik oranlarda tutabilecegi diistintilmektedir (58).

Fosfomisin duyarliligi i¢in CLSI agar seyreltme yoOntemini Onermektedir.
Literatiirde sinerji ¢alismalarinda farkli yontemler de kullanilmistir (62). EUCAST
Enterobacterales ailesi liyeleri i¢in fosfomisin duyarliliginin saptanmasinda referans
yontem olarak agar dilusyonu onermektedir (81). Bu nedenle bu calismada agar
diliisyon yéntemi kullanilmistir. Ancak fosfomisinin MiK ve inhibisyon zon ¢apinin
belirlendigi mikroorganizmalarda ve ayni1 mikroorganizma icin belirlenmis olan MIiK
ve inhibisyon zon ¢ap1 referans araliklarinda CLSI ve EUCAST arasinda farklilik
bulunmaktadir (57). Ayrica baz1 ¢alismalarda fosfomisin  duyarliliginin
saptanmasinda  kullanilan  yontemler arasinda uyumsuzluklar da tespit
edilebilmektedir. Cueto ve ark. (91) fosfomisin duyarlilik ¢alismalarinda SMD ve
agar diliisyon MIK'leri arasinda bazi tutarsizliklar bildirmistir. ESBL-pozitif E. coli
ve Klebsiella pneumoniae izolatlarinin fosfomisin duyarlhili§inin saptanmasi i¢in agar
diliisyon, SMD ve disk diflizyon yontemlerinin karsilastirildigi bir calismada,
yontemler arasi uyum E. coli izolatlar1 i¢in yiiksek iken; K. pneumoniae izolatlarinda
anlamli oranda uyumsuzluklar tespit edilmistir (91). MDR Gram-negatif bakterilerin
fosfomisin duyarliliginin in vitro olarak tespit edildigi bir ¢aligmada, gradyan testi ile
agar diliisyon yontemi karsilastirilmistir. Gradyan testinin fosfomisin duyarliligin
saptamada oldukca yetersiz kaldigi bulunmustur (92).

ESBL-pozitif Enterobacterales izolatlarinda fosfomisinin duyarlilif1 ¢ok iyi
diizeylerdedir. ESBL-pozitif E. coli izolatlarinda fosfomisin duyarliligi %86-100
bulunmustur (93). Barry ve Fuchs (94) IYE etkeni olan 20 adet K. pnuemoniae
susunun fosfomisin duyarliligini da arastirdiklar1 calismalarinda agar diliisyon ve
SMD yontemlerini karsilastirmiglardir. izolatlarn tamami (%100) fosfomisine
duyarl bulunmustur (CLSI kriterleri). Ayrica SMD ile elde edilen MiKso ve MiKoo
degerlerinin agar dillisyona gore daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

IYE’den izole edilen K. pneumoniae izolatlar1 fosfomisine in vitro olarak
%78-80 oraninda duyarhidir (53). ESBL ve AmpC-pozitif Enterobacterales
izolatlarinda (n:284) fosfomisin MIK araliklar1 <2-512 mg/l bulunmustur. K.
penumoniae’nin MiKso ve MiKoo degeleri sirasi ile 4-16 mg/l ve 16-128 mg/l

bulunmustur (3). Falagas ve ark. (90) fosfomisinin in vitro ve in vivo etkinliginin
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arastirlldigr 17 galismay1 derlemelerinde incelemislerdir. 11 calismada fosfomisine
duyarli MDR Enterobacterales izolat sayisi >%90 bulunmustur. Ballestero-Tellez ve
ark. (95) calismalarma dahil ettikleri 139 K pneumoniae susunun fosfomisin
duyarliligin1 agar diliisyon ve SMD yontemleri ile ¢alismislardir. K pneumoniae
suslarinin %35,3’1 fosfomisine direngli bulunmustur. Camarlinghi ve ark. (96) 2018
yilinda yaymlanan arastirmasinda KPC pozitif 78 K pneumoniae susunun agar
diliisyonla fosfomisin diren¢ oranimi %42,3 bulmustur. Tiirkiye’de yapilan 2020
yilina ait bir tez ¢alismasinda; IYE etkeni olan 44 adet K. pneumoniae izolatinin
fosfomisin direnci agar diliisyon yontemi ile arastirilnustir. izolatlarin %75
fosfomisine direngli bulunmustur. Aym calismada K pneumoniae suslarimm MIK
degerlerinin 64 mg/I’de yogunlastig goriilmiistiir. MiKso ve MIKoo degerleri sirasi
ile 64 mg/l ve 1024 mg/I olarak bulunmustur (97).

Aprile ve ark. (56) 2020 yilina ait, 85 karbapenem diren¢li K.pneumoniae
izolatinin da dahil edildigi ¢alismalarinda fosfomisin direng orani agar diliisyon
yontemi ile arastirtlmistir. KPC Kp suslarinin %24’tinde, NDM ve OXA48 pozitif
olan suslarin %100’linde ve sadece OXA48 lireten suslarin %37,5’inde fosfomisin
direnci tespit etmislerdir (98).

Fosfomisin ESBL-pozitif ve KPC Kp izolatlarina in vitro olarak etkili bir
antibiyotiktir (MIKso 0,5-16 mg/l) (99). Tigesiklin ve kolistine direncli, KPC Kp
izolatlarinin %86-93’1i fosfomisine duyarli olarak bulunmustur (99,100). Kaase ve
ark. (101) yaptiklar1 bir ¢alismada, i¢inde farkli tip karbapenemaz enzimi (KPC,
OXA-48,VIM, NDM) iireten 80 Enterobacterales izolatinin da dahil oldugu
toplamda 107 adet karbapeneme direngli Enterobacterales susunun fosfomisin
duyarliligini agar diliisyon ydntemi ile ¢alismuslardir. izolatlarin %78 ini fosfomisine
duyarli (MiK <32 mg/1) olarak tespit etmislerdir. MiKso ve MiKoo sirastyla 8 mg/l ve
512 mg/l olarak tespit edilmistir. E. coli suslarmin fosfomisin MIK degerleri K.
pneumoniae ve E. cloacae suslarindan 6nemli 6l¢iide daha diisiik bulunmustur. CLSI
kriterleri baz alindiginda fosfomisinin ESBL pozitif Enterobacterales tliyelerine karsi
kiimilatif duyarliligtr %91,3 olarak bildirilmektedir. Bazi ¢aligmalar ise bu literatiir
verilerinin aksini gostermektedir. Fosfomisinin klinik uygulamada yaygin veya artan
direng durumu nadir goriilmesine ragmen; in vitro calismalarda fosfomisine karsi

hizli direng gelistigi bildirilmistir (45). Fosfomisin; Klebsiella, Enterobacter ve
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Serratia tiirleri igin olduk¢a yiiksek bir MiK'e sahiptir (48). Enterobacterales
tiyelerine karsi fosfomisin duyarliliginin %50'den daha az oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur. Baska bir calismada ise fosfomisinin Klebsiella tiirlerinin
sadece %50'sine karsi etkili oldugu bildirilmistir (90,102).

Bu calismada K. pneumoniae izolatlarmin fosfomisin MIK degerleri agar
diliisyon yéntemi sonucunda 16-512 mg/l arasinda; fosfomisin MiKso ve MiKoo
degerleri ise sirasi ile 256 mg/l ve 512 mg/l bulunmustur. Agar diliisyon yontemi
sonucunda izolatlarm sadece 2 tanesi fosfomisine duyarli (MIiK: 16mg/1), %972 si
fosfomisine direncli (MIK>32 mg/1) tespit edilmistir.

Son yillarda MDR ve XDR izolatlarla gelisen infeksiyonlarin tedavisinde
yasanan sorunlar fosfomisinin diger bazi antibiyotiklerle kombinasyonunu tekrar
giindeme getirmistir (53). Fosfomisin MDR ve PDR Gram-negatif bakterilerin
tedavisinde giivenle kullanilabilen etkili bir antibiyotiktir (58). IV fosfomisin tek
basina sistemik enfeksiyonlarin tedavisinde kullanildiginda direng gelisebildigi igin
bu enfeksiyonlarin tedavisinde IV fosfomisinin baska antibiyotiklerle kombine
olarak kullanilmasi onerilmektedir (89). Fosfomisini diger antibiyotiklerle kombine
olarak kullanmak, zamanla fosfomisine diren¢ gelisimini de azaltacaktir (3).

Fosfomisinin diger antibiyotiklerle in vitro etkilesimi basta CB yoOntemi
olmak tizere zamana kars1 6ldiirme deneyleri, agar diliisyon, SMD ve gradyan testi
yontemleriyle degerlendirilmektedir. CB yonteminin ¢aligmasi ve sonuglari
yorumlamasi kolay oldugu i¢in bu yontem arastirmacilar tarafindan en sik tercih
edilen sinerji saptama yontemidir. Sinerjik aktivitenin saptanmasi i¢in FIKI ve koloni
sayisindaki azalma kullanilmaktadir. K. pneumoniae izolatlarina kars1 fosfomisin ile
diger antibiyotikler arasinda goriilen sinersit etkinin K. pneumoniae suslarinda
bulunan dirence sebep olan enzimle iliskili oldugu gosterilmistir (44,51,70,72). Bu
calismada agar diliisyon yontemi ile ¢alisilan fosfomisin kombinasyonlarinin in vitro
etkilesimleri CB yontemi ile saptanmustir.

Yapilan bazi in vitro calismalarda fosfomisin ile aminoglikozidler, baz1 beta-
laktam grubu antibiyotikler ve diger bazi ajanlar birlikte kullanildiginda; 6zellikle
dolagim, iiriner sistem, solunum yolu enfeksiyonlarinda goriilen bakteriyel etkenlere
karst sinerjist etki olusturdugu bildirilmistir Sinerjist etkinin yani sira c¢esitli

antimikrobiyal ajanlarin neden oldugu nefrotoksisiteyi azaltmasi ve bazi penisilin
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baglayici proteinlerin ekspresyonunu azaltmasi da fosfomisinin diger antibiyotiklerle
kombine edilme nedenleri arasindadir (1,58,61,87,88).

Fosfomisin aminoglikozid grubu bir antibiyotik ile kombine kullanilmasi
durumunda sinerjist ve additif antibakteriyel etki goriilmektedir. Bununla birlikte
kombine kullanimda aminoglikozidlerin nefrotoksik yan etkilerinde azalma oldugu
da gosterilmistir (55,56,57). K. pneumoniae izolatlarinda fosfomisinin beta-laktam
antibiyotiklerle sinerjist etki goOstermesinin nedeni olarak kombinasyona giren
antibiyotiklerin hiicre duvari sentezini farkli asamalarda inhibe etmesi gosterilmistir.
Ornegin; fosfomisin hiicre duvari sentezinin ilk asamasmni, beta-laktamlar ise son
asamasini inhibe ederek etki etmektedir (103). Ayrica fosfomisinin PBP'lerin islevini
degistirme giicii, fosfomisin ve beta-laktam antibiyotikler arasindaki sinerjik etkiyi
indiikleyebilir (104,105).

ESBL-pozitif K. pneumoniae izolatlarinda fosfomisinin diger antibiyotiklerle
sinerjist etkisi farkli oranlarda bulunmustur. Karbapenemlerden en yiiksek sinerji
oran1 imipenemle olmak iizere karbapenemlerle %43-78, kolistin ile %7, tigesiklin
ile %21 ve netilmisin ile %43 oranlarinda sinerjik aktivite gostermistir (56).

Fosfomisinin, karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarina karsi
karbapenemlerle %70, netilmisinle %42, tigesiklinle %30 ve kolistinle %36 sinerjist
etkili oldugu gostermistir. KPC-2 iireten K. pneumoniae izolatlarina karsi fosfomisin;
meropenem ile %65, kolistin ile %12 sinerjist etki gostermistir. Ayni izolatlara kars1
gentamisinle kombinasyonunda ise farksiz etki gdstermistir (32). Benzer olarak VIM
ve NDM iireten K. pneumoniae izolatlarinda da fosfomisin-kolistin, fosfomisin-
kolistin-meropenem kombinasyonlar1 sinerjik etki gdstermistir (106). Tiirkiye’de
yapilan 12 adet OXA-48 lireten K. pneumoniae susuna karsi fosfomisinin imipenem,
meropenem, kolistin ve tigesiklin ile kombinasyonunun in vitro sinerjistik
aktivitesinin degerlendirildigi bir calismada; fosfomisin kombinasyonu imipenem,
meropenem ile sirastyla %42 ve %33 oranlarinda sinerjistik bulunmustur. Calismada
sadece 1 izolat fosfomisine duyarli, kalan 11 izolat direng¢li bulunmustur. Caligsmada
K. pneumoniae izolatlarina kars1 fosfomisinin kolistin ile kombinasyonu antagonist
etki gOstermistir (4).

Avery ve ark. (107) KRE izolatlarinda fosfomisinin, piperasilin/tazobaktam,

tobramisin, aztreonam, sefepim, seftazidim, seftazidim/avibaktam,
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seftolozan/tazobaktam ve meropenem paranteral antbiyotikleri ile etkilesimlerini
gradyan diflizyon seridi capraz test yontemi ile belirlemistir. Izolatlarin higbirine
kars1 antagonizma gozlenmezken; %?22’sine karst fosfomisin ile diger
antibiyotiklerin sinerjist veya additif etkili oldugu belirtilmistir. Calisma i¢in secilen
izolatlar, en az 1 karbapenemaz (KPC, NDM veya OXA) igeriyordu. U¢ K.
pneumoniae izolati, farkli Ambler siniflarindan (NDM ve OXA-48 benzeri)
karbapenemazlar1 birlikte Ttrettigi tespit edildi. Simif B VIM enzimleri 3 K.
pneumoniae izolatinda mevcuttu. Ek olarak, 17 (%34,7) KRE izolati AmpC-pozitifti
ve 16 (%32,7) izolatta kesik porinler (yani OmpC, OmpF veya OmpK) tespit edildi.
K. penumoniae izolatlarma kars1 fosfomisin MiKso0’1 siras1 ile >1024, >1024 mg/l
idi. MiK’ler Klebsiella spp. i¢in en yiiksekti. (N=35, MIK50 > 1024mg/l). Onbir
fosA-pozitif K. pneumoniae izolat1 igin fosfomisin MiK'leri 96 ila >1024 mg/L
arasinda c¢ok yiiksek olarak saptanmistir (MIK50>1024 mg/l). Calismada tiim KRE
izolatlarina karst meropenem-fosfomisin sinerji oran1 %2, additif etki oram1 %20,4
indiferans etki %77,6 bulunmustur (107).

Samonis ve ark. (103) MDR K. pneumoniae suslarinda fosfomisinin
karbapenemler ile sinerjist etkili oldugunu bildirmistir. Caligmalarinda 50 serin
karbapenemaz iireten K. prneumoniae izolatina karst fosfomisinin imipenem,
meropenem ile sinerji oranlari sirasiyla %74 ve %70 olarak raporlanmistir.

Toplam 136 adet (45 kan, 39 dren, 32 idrar, 9 katater, 8 safra, 2 yara ve 1 adet
de digski 6rneginden olmak iizere) KPC Kp susunun dahil edildigi bir ¢alismada;
izolatlarin fosfomisin ile imipenem, ertapenem, tigesiklin, kolistin ve amikasin
antibiyotikleriyle etkilesimleri CB yontemi ile incelenmistir. Fosfomisin-amikasin
kombinasyonunun KPC Kp suslarinda kalic1 bakterisidal etkinlik ile terapotik bir
secenek olabilecegi bildirilmistir. Tiim suslar (%100) ETP'ye direncgli, 19 izolat
(%14,0) imipeneme, %42,8’1 fosfomisine ve %41,2’si amikasine duyarl
bulunmustur. Fosfomisinin bir karbapenem grubu antibiyotik ile (imipenem ve
ertapenem) kombinasyonunda en biiyiik sinerjistik etki goriilmiistiir (sirasiyla
izolatlarin %15,4 ve %22,1'ine kars1). Fosfomisin-amikasin arasinda sinerjist etkinin
goriildigi sus sayist 7 (%5,1) idi. Fosfomisin-imipenem ve fosfomisin-amikasin
kombinasyonlarinda additif etkinin goriildigii sus sayis1 sirasi ile 114 (%83,8) ve

109 (%80,1) bulunmustur. Ayni1 antibiyotik kombinasyonlarinda indiferan etkinin

62



goriildiigii sus orani sirasi ile %0,7 ve %14,7 idi. Higbir susa karsit fosfomisin-
imipenem ve fosfomisin-amikasin arasinda antagonist etkilesim bulunmamustir.
Fosfomisin-imipenem ve fosfomisin-ertapenem kombinasyonlarinda, fosfomisine
duyarl izolatlara karsi (sirasiyla %20,7 ve %34,5) fosfomisine direngli izolatlara
gore daha fazla in vitro sinerjistik aktivite gdosterdi (108).

Ozellikle fosfomisine duyarli izolatlarda izolatlarin amikasine direngli olup
olmadigina bakilmaksizin fosfomisin-amikasin kombinasyonu ile 24 saat boyunca
sinerjik ve bakterisidal bir etki (4-5 logl0 CFU/ml'ye kadar) gosterilmistir. Buna
bagli olarak fosfomisin-amikasin kombinasyonun gelismis antibakteriyel aktivite
gbsterecegi diisiiniilmektedir. Dort mg/l ve altindaki MiK'lerde fosfomisin ve
karbapenemleri (6zellikle imipenem) iceren ampirik bir kombinasyon rejiminin,
KRE enfeksiyonlarini tedavi etmek icin bir adjuvan rejim olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir. Fosfomisin-amikasin kombinasyonu, amikasinin MIK degerinin
altinda kullanildiginda bile 24 saat boyunca en iyi bakterisit etkiyi gOstermistir.
Bunun nedeni, fosfomisinin hiicre i¢ine amikasin alimini artirmasi ve bunun
sonucunda protein sentezini inhibe etmek ve biiylimeyi geciktirmek i¢in yeterli bir
hiicre i¢i konsantrasyona yol agmasi olabilir (108).

Coklu ilaca direncgli Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, K.
pneumoniae ve heterojen MRSA calismalari, fosfomisin-amikasin kombinasyonunun
in vitro katki ve sinerjik etki gosterdigini ortaya koymaktadir (109,110).

Cai ve ark. (109), fosfomisin-aminaglikozid kombinasyonlarinin in vitro
olarak pozitif bir etki gostermesinin yani sira, biyofilm ile enfekte olmus bir sigan
modelinde terapotik etkileri iyilestirdigini gosterdi. Geriye doniik bir c¢alisma,
fosfomisin-amikasin kombinasyonunun etkinlik ve bakteriyel klirens oraninin %71,4
oldugunu, buna karsin tek basina amikasinin sirastyla %57,1 ve %28,6 ve tek basina
fosfomisininkinin sirastyla %33,3 ve %16,7 oldugunu gdstermistir (111).

Vergara-Lopez ve ark. (110), metisiline direngli S. epidermidis ve
karbapenem direngli K. oxytoca'nin izole edildigi sistemik bir enfeksiyon
bildirmistir. Amikasini birincil antimikrobiyal ve fosfomisini yardimci tedavi olarak
kullandilar ve yiliksek dozlarda fosfomisinin uzun siireli kullaniminin yararh

oldugunu ve miikemmel bir glivenlik profiline sahip oldugunu buldular.
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Fosfomisin, KPC Kp izolatlarina karsi imipenem, ertapenem, tigesiklin,
kolistin ve amikasinin antibakteriyel aktivitesini artirmaktadir. Bununla birlikte,
fosfomisin-amikasin kombinasyonunun, neden olan bakteriler amikasine direngli
oldugunda bile, KPC Kp enfeksiyonlari i¢in terapdtik bir secenek olarak biiyiik bir
potansiyel gostermektedir (108). KPC Kp izolatlarinda, in vitro olarak zamana kars1
Oldiirme egrisi yontemiyle fosfomisin ve meropenem arasinda sinerji gozlenmistir
(106,112).

Tamami kandan izole edilmis karbapenemlere ve kolistine direngli 9 adet K.
pneumoniae susunun enfeksiyon etkeni oldugu 9 hastanin incelendigi bir ¢calismada
fosfomisin tedavisi in vivo olarak incelenmistir. Fosfomisinin meropenem ile
kombinasyonu sonucundaki etkilesimler de in vitro incelenmistir. In vitro calisma
sonuglarma gore tiim suslar fosfomisine direncli saptanmistir (MIK: 256 mg/1->1024
mg/1). Fosfomisin MiKso ve MiKoo sirasiyla 512 mg/l ve 1024 mg/L idi. Tiim suslar
meropeneme direngli bulunmustur. Tedavide fosfomisinin en sik meropenem ile
kombine olarak kullanilmistir. Fosfomisin MiK degerleri agar diliisyon yontemi ile
belirlenmistir. Fosfomisin+tmeropenem alan hastalardan elde edilen izolatlar, dama
tahtas1 ve zaman Oldiirme deneyleriyle sinerjizm agisindan arastirilmistir. 9 K.
penumoniae susunun 7 tanesinde CB yontemi ile fosfomisin-meropenem etkilesimi
arastirildi. 7 izolatin hepsinde fosfomisin ve meropenem arasinda sinerjizm meydana
geldi. izolatlarin tamami zaman 6ldiirme deneylerine tabi tutulmustur. Test edilen 9
K. pneumoniae susundan 8’inde (%88,8) fosfomisin-meropenem arasinda sinerjizm
I’inde indiferan etkilesim goriilmiistiir. Meropenem MiK'leri yiiksekti. Fosfomisin
MiK'leri de yiiksekti. Bu da monoterapinin basarisin1 sinirlamis olabilir. Fosfomisin
ve meropenem kombine edildiginde ¢ogu izolatta sinerjizm meydana geldi. Bazi
caligsmalar, meropenem ile ¢cogunlukla kolistin olmak {izere diger antimikrobiyaller
arasinda sinerjizm oldugunu gostermektedir (113).

Yirmi birinci ylizyilda tekrar giindeme gelen IV fosfomisinin literatiirde
tedavide kullanildig1 klinik c¢aligmalar sinmirlidir. IV fosfomisin ozellikle ciddi
enfeksiyonlarda diger bazi antibiyotiklerle kombine olarak giinde 3-4 defa, 2-24 gr
dozunda kullanilmaktadir (45).

Primer olarak MRSA, MRSE, VRE, MDR Enterobacterales ve MDR P.

aeruginosa suslarimin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde diger bazi
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antibiyotiklerle (beta-laktamlar, florokinolonlar, karbapenemler, glikopeptidler ve
aminoglikozidler) kombine edilerek kullanilabilen bir antibiyotiktir (3). Bununla
beraber fosfomisinin meropenem ile kombine olarak tedavide kullanildigina dair
klinik ¢aligmalar ¢ok azdir (114). MDR Gram-negatif bakteri enfeksiyonlarinin
tedavisinde fosfomisin ile baska antibiyotiklerin kombinasyon tedavisi hala
tartigmalidir. Baz1 g¢aligmalarda faydali bulunmusken (115,116); bazilarinda ise
aksine faydali bulunmamustir (117).

Apisarnthanarak ve Mundy (118) P. aeruginosa’nin etken oldugu pnémoni
olgularin1 retrospektif olarak incelecikleri c¢alismalarinda, tedavide fosfomisin-
kolistin ve fosfomisin-doripenem kombinasyonlarinin etkili oldugunu bildirmislerdir.

Grabein B ve ark. (119) meta analizlerinde IV fosfomisin tedavisi almis
toplam 5527 hastanin degerlendirildigi 128 calisma incelenmistir. Hastalarda siklikla
sepsis, IYE, solunum yolu infeksiyonu, kemik ve eklem enfeksiyomlari, santral sinir
sistemi infeksiyonlart goriilmiistiir. 1990 yilindan sonra yapilan ¢alismalarda siklikla
MDR infeksiyonlar i¢in IV fosfomisin ile beta-laktam veya aminoglikozid grubu
antibiyotikler kombine sekilde kullanilmistir. Karsilastirmali c¢alismalarda IV
fosfomisin ve diger antibiyotikler arasinda klinik (OR 1,44, %95 CI 0,96-2,15) veya
mikrobiyolojik (OR 1,28, %95 CI 0,82-2,01) etkinlik agisindan higbir fark
gozlenmememistir. Tedavide tek basina IV fosfomisin kullanildiginda direng gelisme
orant %3,4 olarak saptanmistir. IV fosfomisin tedavisi genellikle tedavinin
kesilmesini gerektirmeyen hafif yan etkilerle birlikte, olumlu bir giivenlik profili
gostermistir.

KPC Kp suslariin etken oldugu hastane enfeksiyonlarinda IV fosfomisin (2-
4 gr, 4x1) tedavisi kinik basar1 saglamistir (120). In vitro olarak fosfomisine duyarl
olup XDR veya PDR olan izolatlarin (41 adet K. pneumoniae ve 17 adet P.
aeruginosa izolat1) etken oldugu yogun bakimda tedavi goren 48 bakteriyemi ve
ventilatorle iliskili pndmoni hastasinin incelendigi prospektif, gozlemsel bir
calismada, IV fosfomisin ile tigesiklin veya kolistinin kombine olarak uygulandigi
hastalarin %54 tinde klinik; %56’sinda mikrobiyolojik yanit elde edilmistir. Tedavi
sirasinda {li¢ olguda fosfomisine direng geligsmistir (121).

Bu ¢alismada K. pneumoniae izolatlarinin agar diliisyon yontemi sonucunda

fosfomisin MIK degerleri 16-512 mg/l, amikasin i¢in 0,5-128 mg/l, meropenem igin
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0,25-128 mg/l ve imipenem igin 0,5-32 mg/l arasinda bulunmustur. Fosfomisin
MiKso ve MiKoo degerleri siras1 ile 256 mg/l ve 512 mg/l, amikasin icin sirasi ile
64mg/l ve 128 mg/l, meropenem igin sirasi ile 32 mg/l ve 32 mg/l, imipenem igin
sirast ile 16 mg/l ve 32 mg/l bulunmustur. Agar diliisyon yontemi sonucunda
izolatlarin %97,2’si fosfomisine, %69’u amikasine, %84,5’i meropeneme ve
%94,4’1 imipeneme direngli bulunmustur. Agar diliisyon ile kombinasyon ¢aligmasi
sonucunda; izolatlarin %25,35’inde fosfomisin-amikasin, %45,07’sinde fosfomisin-
meropenem ve %21,12’sinde fosfomisin-imipenem kombinasyonu sinerjist etki
gosterdi. Additif etki ise fosfomisin-amikasin i¢in %46,47, fosfomisin-meropenem
icin %28,16 ve fosfomisin-imipenem igin %38,02 saptanmistir. Tiim izolatlar ve tiim
kombinasyonlar  icerisinde sadece tek bir susta fosfomisin-amikasin
kombinasyonunda antagonist etki tespit edilmistir.

Yapilan fosfomisin ile diger antibiyotikler arasindaki in vitro sinerji
calismalart in vivo olarak hasta tedavilerinde kombinasyon secenekleri i¢in yol
gosterici olmaktadir. Bununla beraber literatiir verileri klinik yanit ile in vitro
calisma sonuglarinin her zaman uyumlu olmadigim da gostermektedir. Ornegin
karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinda in vitro olarak siklikla etkilesimi
arastirilan fosfomisin-karbapenem, fosfomisin-kolistin, fosfomisin-aminoglikozid
kombinasyonlarinin sinerjik aktivitenin degiskenlik gosterdigi bildirilmistir. Hatta
bazi calismalarda karbapenem direngli K. pneumoniae suslarina karsi bu
kombinasyonlarda antagonist etki bile saptanmistir (122). Preklinik ¢aligmalarda, K.
pneumoniae'ye (genis spektrumlu beta-laktamaz tireten ve KPC iireten izolatlar
dahil) kars1 (bir¢ok izolat ikinci ilaca direng¢li olmasina ragmen), fosfomisin bazli
kombinasyon tedavisinin sinerjik etkileri oldugunu gdstermistir (4,103,123). Bununla
birlikte bir ¢calismada kan dolasimi enfeksiyonu etkeni olan KRE (OXA-48 iireten)
bakterilerine karst kombinasyon tedavilerinin yiiksek tedavi basarisizligl ile
sonuglandigi bildirilmistir (4). Farkli etkilesimlerin sebebinin, izolatlarda eszamanli
olarak bulunabilecek eflilks pompasi, hedef modifikasyonu veya bir plazmid
tizerinde bulunan farkli diren¢ genlerinin ayni bakteriye aktarilmasi, klinik tani,
tedavinin baglangici ve hastanin immiinsistemi gibi ¢esitli faktorlere bagli olabilecegi

diistintilmektedir (4,122).
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6. SONUC VE ONERILER

Invaziv MDR bakterilerin tedavisinde yeni antimikrobiyallere olan ihtiyag
giin gectikce artmaktadir. Eski antibiyotiklerin kombinasyon seklinde tedavide
kullanimi yeni antibiyotikler kesfedilene kadar ¢6ziim olarak diisiliniilebilir.
Fosfomisinin oral formu uzun yillardir IYE’de giivenle kullanilan bir antibiyotiktir.
Fosfomisinin IV formulasyonu (disodyum tuzu) ise MDR ve karbapenemlere direncli
K. pneumoniae suglarinin etken oldugu invaziv enfeksiyonlara karsi meropenem,
amikasin ve imipenem ile kombinasyon halinde kullanilabilir. Karbapenemaz iireten
K. pneumoniae suslar iizerinde fosfomisin kombinasyon ¢alismalar1 hala sinirlidir.

Bu nedenle daha fazla in vitro ve in vivo ¢aligmaya ihtiyag¢ vardir.
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