T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

YATAN HASTALARIN iDRAR KULTURLERINDEN IZOLE
EDILEN KLEBSIELLA SPP., ESCHERICHIA COLI,
ACINETOBACTER BAUMANNII, PSEUDOMONAS AERUGINOSA
IZOLATLARININ ANTIiBiYOTIK DUYARLILIKLARININ IN
VITRO YONTEMLERLE SAPTANMASI VE FOSFOMISINE
DIRENC MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

Bio. Seyma NIGIZ

Mikrobiyoloji Program
YUKSEK LISANS TEZI

ANKARA
2020



Vi

TESEKKUR

Tez c¢alismamda bana tiim olanaklar1 saglayan ve beni her konuda
destekleyen Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskani saygideger Prof. Dr.
Cumhur Ozkuyumcu’ya,

Yiiksek lisans egitimim boyunca ve tez calismamin her asamasinda bilimsel
gelisimime katkida bulunan, egitimim ve hayatimla ilgili beni destekleyen cok
degerli hocam Prof. Dr. Deniz Giir’e,

Calismam sirasinda bilgi birikimiyle yolumu aydinlatan, tim igtenligiyle
yanimda olan ve beni cesaretlendiren saymm danisman hocam Dog. Dr. Giilsen
Hazirolan’a,

Tezimin yapimi sirasindaki katkilarindan dolay1 saym hocam Prof. Dr. Ozgen
Eser’e,

Calismalarimda bilgi ve anlayisini esirgemeyen, her daim giizel sohbetiyle
hatirlayacagim Uzm. Ashi Cakar’a,

Tezimin deney asamasinda destegi i¢cin Nejla Kili¢’a,

Egitimim siiresince bana her animda destek olan kiymetli dostum Meltem
Oztartan’a,

Giizel dostluklarini ilk giinden hissettigim sevgili arkadasim basta Oznur
Giirpinar olmak tizere Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalindaki tiim arkadaslarima,

Hayatim boyunca attigim her adimda beni destekleyen ve yalniz birakmayan
sevgili aileme,

Icten tesekkiirlerimi sunarim.



vii

OZET

Nigiz S. Yatan Hastalarin Idrar Kiiltiirlerinden izole Edilen Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
izolatlarmin Antibiyotik Duyarhhklarimin in Vitro Yontemlerle Saptanmasi Ve
Fosfomisine Diren¢ Mekanizmalarinin Arastirilmasi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2020.
Idrar yolu enfeksiyonlarinda en sik izole edilen etkenler, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii’dir. Cogunlukla
ampirik tedavi gerektiren idrar yolu enfeksiyonlarinda etkene yonelik uygun tedavinin
se¢imi i¢in yerel antibiyotik diren¢ verileri g6z Oniine alinmaktadir. Bu nedenle her
hastanede siireli olarak antibiyotik siirveyans arastirmalarinin yapilmas: gereklidir.
Kullanilmakta olan antibiyotiklere karsi diren¢ mekanizmalarin bilinmesi, direncin
yayilimini engelleyecek dnlemler alinmasini saglamaktadir. Idrar yolu enfeksiyonlarinda
yaygin kullanilan bir antibiyotik olan fosfomisin, 1969'da iiretilmis olan, genis
spektrumlu, bakterisidal bir antibiyotiktir, coklu ilaca direngli (MDR) Enterobacterales
gibi bircok sorunlu patojene karsi etkili oldugu igin yeniden giindeme gelmistir.
Bununla birlikte fosfomisine direngli izolatlar tiim diinyada bildirilmeye baslanmuistir.
Fosfomisin direnci, ii¢c mekanizma ile olusmaktadir; fosfomisine azalmis gegirgenlik,
antibiyotigin hedef bolgesi olan MurA’daki modifikasyon ve enzimatik inaktivasyon.
Bunlardan ilk ikisi kromozom, iiglincii mekanizma ise plazmid kontroliindedir.
Ulkemizde fosfomisin direnci bildirilmekle birlikte hangi diren¢ mekanizmasinin yaygin
oldugu bilinmemektedir. Calismamiz kapsaminda; Subat 2018-Subat 2019 tarihlerinde
Hacettepe Universitesi Hastaneleri Bakteriyoloji Laboratuvarina yatan hastalardan gelen
idrar 6rneklerinden ardisik olarak izole edilen E. coli (n=235), K. pneumoniae (n=56),
A. baumannii (n=7) ve P. aeruginosa (n=2) ‘da antibiyotik duyarlilik profilleri
belirlenmistir. Fosfomisine direngli izolatlarda (MIK >32mg/L) enzimatik inaktivasyona
yol agan plazmid kaynakli fosA, fosA3 ve fosC2 direng genlerinin varligi arastirilmigtir.
Caligmamizda fosfomisin duyarliligi i¢in altin standart olan agar diliisyon yontemi, diger
antibiyotikler (amikasin, gentamisin, seftazidim, seftriakson, meropenem, siprofloksasin,
tigesiklin, trimetoprim/siilfametoksazol, Kkolistin ve piperasilin/tazobaktam) igin sivi
mikrodiliisyon yontemi kullanilmigtir. Plazmid kaynakli fosfomisin direng¢ genlerinin ve
blacrxwv in  belirlenmesi icin PZR yontemi kullanilmistir. Amikasin, gentamisin,
seftazidim, seftriakson, meropenem, piperasilin/tazobaktam, siprofiloksasin, tigesiklin,
trimetoprim/siilfametoksazol ve kolistin igin direng oranlar1 sirasiyla %3,3, %18,7,
%26,0, %34,0, %4,3, %24,0, %45,3, %4,0, %44,7 ve %7,0 olarak bulunmus,
fosfomisine ise 20 izolatta (% 6,6) direng saptanmistir. Fosfomisine en yiiksek oranda
diren¢ K. pneumoniae (n=9)’da saptanmistir. Iki K. pneumoniae izolatinda fosA direng
geni saptanmisg, bunlardan bir izolatta fosA ve fosA3 genleri birlikte bulunmus, bu
izolatin ayrica blactx.m geni tasidig1 da belirlenmistir. Izolatlarin higbirinde fosC2 geni
bulunmamistir. Calismamizda fosfomisine dirence yol acabilecek sadece ii¢ gen
arastirilmistir buna karsin fosfomisin direncinden sorumlu olabilecek diger genlerin de
arastirtlmas1  gereklidir. Fosfomisin diren¢ genlerinin plazmid kaynakli olmasi,
fosfomisinin yaygin kullanimiyla birlikte direncin artacagimi diistindiirmektedir. Bu
nedenle fosfomisinin akilci antibiyotik ilkeleri dogrultusunda kullanilmasimna 6zen
gosterilmeli ve direng gelisimi yakindan izlenmelidir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik duyarlililigi, idrar yolu enfeksiyonlari, fosfomisin,
antibiyotik direnci
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ABSTRACT

Nigiz S. Investigation of in vitro antibiotic susceptibilities of Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa
isolated from urine cultures of inpatients and determination of the mechanisms of
resistance to fosfomycin. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Microbiology Master of Science Thesis, Ankara, 2020. The most common pathogens
in urinary tract infections are E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae. and A. baumannii.
Therapy which is often empirical requires knowledge on local antibiotic resistance data.
Therefore, it is necessary to determine the rate of resistance to antibiotics periodically in
each hospital. Awareness of the resistance mechanisms against antibiotics that are
currently in use is needed to prevent the spread of resistance. Fosfomycin, which is a
widely used antibiotic in urinary tract infections is a broad-spectrum, bactericidal agent
which was produced in 1969 and was re-introduced recently because of its effectivity
against many problem pathogens such as multidrug-resistant (MDR) Enterobacterales.
However, emergence of resistance to this agent is being reported worldwide. Resistance
to fosfomycin may be due to three mechanisms; decreased permeability, modification of
the target protein MurA and enzymatic inactivation. The first two mechanisms are
chromosomal and the third is plasmid mediated. There are reports on fosfomycin
resistance in our country but the prevalence of resistance mechanisms is not known. In
this study, antibiotic susceptibility profiles of consecutive urinary isolates of E. coli
(n=235), K. pneumoniae (n=56), A. baumannii (n= 7) and P. aeruginosa (n = 2)
collected between February 2018 and February 2019 from inpatients in Hacettepe
University Hospitals Bacteriology Laboratory were evaluated. In isolates resistant to
fosfomycin, (MIC > 32mg/L), presence of plasmid mediated genes fosA, fosA3 and
fosC2 which cause enzymatic inactivation were investigated. In our study, agar dilution
method which is the gold standard for fosfomycin was employed for fosfomycin and
broth microdilution test for other antibiotics (amikacin, gentamicin, ceftazidime,
ceftriaxone, meropenem, ciprofloxacin, tigecycline, trimethoprim/sulfamethoxazole,
colistin and piperacillin/ tazobactam) was used. PCR method was employed to
investigate plasmid mediated fosfomycin resistance genes and for the analysis of
blacrxm. For amikacin, gentamicin, ceftazidime, ceftriaxone, meropenem, piperacillin /
tazobactam, ciprofiloxacin, tigecycline, trimethoprim-sulfamethoxazole and colistin rates
of resistance were 3.3%, 18.7%, 26.0%, 34.0%, 4.3%, 24.0%, 45.3%, 4.0%, 44.7% and
7.0% and respectively. Twenty isolates (6.6%) were resistant to fosfomycin. Resistance
was most frequently observed in K. pneumoniae (n=9). fosA genes were detected in two
K. pneumoniae isolates and fosA and fosA3 genes occured together in one isolate. This
isoate also carried blacrx.m. f0sC2 gene was not detected in any of the isolates. In our
study, only three resistance genes were investigated and other genes which may be
responsible for fosfomycin resistance should also be investigated. Presence of plasmid
originated genes in our isolates suggest that resistance will increase with the widespread
use of fosfomycin. Therefore, antibiotic stewardship principles should be followed and
the development of resistance should be closely monitored.

Keywords: Antibiotic susceptibility, urinary tract infections, fosfomycin, antibiotic
resistance
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1. GIRIS

Idrar yolu enfeksiyonu (IYE), her yil diinya genelinde 150 milyon kisiyi
etkileyen en yaygin bakteriyel enfeksiyonlardandir (1). IYE'lerin ekonomik yiikii
halk sagligi tlzerinde Onemli bir etkiye sahiptir ve tekrarlayan enfeksiyonlar
hastalarin yasam kalitesini biiyiik 6lgiide etkilemektedir (2). Tiim diinyada yapilan
ayaktan hasta ziyaretlerinin %0,7’sini IYE olusturmaktadir (3, 4). IYE, %12,9
prevalans ile hastane kaynakli enfeksiyonlar arasinda da dordiincii sirada yer almakta
ve lcte ikisi kateterlerle iliskilendirilmektedir (5).

Klinik olarak IYE'ler komplike olan ve komplike olmayan olarak
siniflandiriimaktadir. Komplike olmayan IYE'ler tipik olarak saglikli olan, yapisal
veya norolojik idrar yolu anomalisi olmayan bireyleri etkilemektedir. Bu
enfeksiyonlar alt IYE (sistit) ve iist IYE (piyelonefrit) olarak ayrilmaktadir (6-8).
Kadin cinsiyet, gecirilmis IYE hikayesi, cinsel aktivite, vajinal enfeksiyon, diyabet,
obezite ve genetik duyarlilk dahil olmak iizere gesitli risk faktdrleri IYE ile
iliskilendirilmektedir (2, 8). IYE ayrica hastane ve toplum kaynakli olmak iizere de
smiflandirilabilmektedir (9).

Komplike IYE, idrar yolu tikaniklari, nérolojik hastaliklarin neden oldugu
idrar retansiyonu, immiin baskilanma, bobrek yetmezligi, bobrek nakli, hamilelik,
kateter ve drenaj tiipii gibi yabanci cisimlerin varlig1 dahil olmak iizere idrar yollarini
veya konakgr savunmasini tehlikeye sokan faktorlerle iliskili enfeksiyonlar olarak
tanimlanmaktadir (10, 11).

Gram negatif bakteriler, hastane ve toplum k&kenli IYE’lerde en sik etkendir
(9). IYE’lerde etken olarak en sik izole edilen gram negatif bakteri Escherichia coli
iken, izole edilen diger gram negatif bakteriler ise Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii’dir (12, 13).
Giiniimiizde IYE tedavisinde gram negatif basillerdeki artan antibiyotik direnci ve
siirh tedavi secenekleri klinisyenler igin giiclik yaratmaktadir. Gram negatif
bakterilerde sorun yaratan direng mekanizmalari, AmpC B-laktamazlar, genislemis
spektrumlu p-laktamazlar (GSBL), karbapenemazlar ve antibiyotiklere c¢oklu
direnctir (14, 15).

IYE ampirik tedavisinde, etkenin ve lokal duyarlilik profillerinin bilinmesi

onem arz etmektedir. Klinikte IYE’de en yaygin tedavi segenekleri olarak



nitrofurantoin, florokinolonlar, piperasilin-tazobaktam, karbapenemler,
aminoglikozidler, sefalosporinler, trimetoprim/siilfametoksazol (TMP/SMZ) ve uzun
bir aradan sonra tekrar giindeme gelen fosfomisin tercih edilmektedir (16).

Fosfomisin, klinikte ilk kullanimi 1971°de baslayan, gliniimiizde gram negatif
bakterilerde artan direng oranlari nedeniyle yeniden klinikte kullanilmaya baslayan,
hiicre zar1 inhibitorii olarak etkinligini gdsteren bir antibiyotiktir (17). Fosfomisin,
temel peptidoglikan bileseni olan N-asetilmuramik asidin sentezinde yer alan bir
enzim olan UDP-N-asetilglukozamin enolpiruvil transferazi (MurA) inhibe eder ve
hiicre igerisine glikoz-6-fosfat (G6P) tasiyict UhpT ve gliserol-3 fosfat (G3P) tasiyici
GIpT ile almir. Bu nedenle fosfomisin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK)
degerlerinin belirlenmesinde iireme ortamina G-6-P eklenmelidir (18).

Calismamizin amaci, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri’nde
yatarak tedavi goren hastalardan gonderilmis idrar 6rneklerinden izole edilen E. coli,
K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa izolatlarinin amikasin, gentamisin,
seftazidim, seftriakson, meropenem, piperasilin/tazobaktam, siprofloksasin,
tigesiklin, TMP/SMZ, kolistin ve fosfomisine karsi in vitro duyarlilik profillerini
belirlemektir. Ayrica test edilen antibiyotiklere direngli bulunan izolatlarda tedaviye
alternatif olabilecek fosfomisine kars1 duyarlilik durumunu saptamak ve fosfomisine
direngli bulunan izolatlarda fosfomisin diren¢ mekanizmalarini aragtirmaktir. Ayrica
IYE’de kullanilabilecek antibiyotiklere iliskin klinisyenlere yol gdstermek amaciyla
Tiirkiye'de bu konuda yapilan ilk kapsamli c¢alisma olmasi bakimindan, diger
caligmalara onciiliilk etmesi hedeflenmektedir.

Calismamiz, Hacettepe Hastanesi’nde klinik servislerinde IYE tedavisine veri
saglayacak, hastanemizdeki giincel direng oranlar1 ortaya cikarilacaktir. Fosfomisin
IYE’de sik kullamlan bir antibiyotik olmasina ragmen Diinya’da ve Tiirkiye’de
fosfomisin diren¢ oranlar1 ve genleri hakkinda yeterli bilgi yoktur. Bu amacla yola
cikilarak gelecekteki benzer c¢alismalara da kaynak olmak, c¢alismamizin

hedeflerindendir.



2. GENEL BILGILER
2.1. idrar Yolu Enfeksiyonu

Idrar yolu enfeksiyonu (IYE) goriilme siklig1 agisindan toplum ve hastane
kaynakl1 enfeksiyonlar arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Her yil klinige bagvuran
milyonlarca hasta IYE tams1 almakta, yaklasik yiiz bin hasta IYE nedeniyle
hastaneye yatmaktadir (19, 20). Diinya’da IYE’ler tiim hastane kaynakli
enfeksiyonlarm % 40-60'indan sorumludur. Hastane kaynakli IYE hastanede yatis
stiresi, maliyet ve mortaliteyi artirmaktadir. Artan hasta yasi ve komorbidite,
hastaneye yatirilan hastalar1 enfeksiyona duyarli hale getirmektedir (21).

IYE'lerin klasik semptom ve bulgulari; ates, akut diziiri, sik idrara ¢ikma idrar
aciliyeti veya sikliginda artis, hematiiri, sirt agrisi, suprapubik hassasiyet veya
kostovertebral ag1 agrisi veya hassasiyeti olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Enfeksiyonun yeri ve ciddiyetine bakilmaksizin smiflandirilan 1YE’ler ise,
komplike ya da komplike olmayan enfeksiyonlardir. Komplike olmayan bir alt IYE,
bilinen yapisal iirolojik anormallikleri olmayan, saglikli, premenopozal, gebe
olmayan bir kadinda ortaya ¢ikan akut sistit olarak tanimlanmaktadir (22). Komplike
IYE ise, idrar yolunun fonksiyonel veya anatomik anormallikleri nedeniyle
tekrarlayan, ¢ogunlukla enfeksiyon riskini veya tedavi basarisizligi riskini artiran
altta yatan bir durumla iliskilendirilmektedir. Komplike IYE’ler, komplike olmayan
IYE'lerle karsilastirildiginda daha fazla morbidite ve mortalite riskine sahiptir (23).

Komplike olmayan IYE'ler genellikle daha az tanisal test gerektirdiginden ve
kisa siire i¢inde dar spektrumlu antibiyotiklerle tedavi edilebildiginden, enfeksiyonun
ciddiyetini belirlemek zorunlu olmaktadir. Ote yandan, tiim komplike IYE
durumlarinda, potansiyel patojenlerin ¢esitliligi ve antibiyotik direnci riski nedeniyle
etken patojeni tanimlamak i¢in idrar kiiltiiriine mutlaka gereksinim duyulmaktadir.
Tekrarlayan enfeksiyonlar, cerrahi girisimler ve tekrarlanan antibiyotik tedavileri,
antibiyotige direncli bakterilerin komplike IYE’lere neden olma riskini arttirmaktadir
(22, 24).

IYE tedavi yonetimi, enfeksiyonun tipine gore gergeklestirilmektedir.
Komplike olmayan sistit tedavisinde dar spektrumlu antibiyotiklerle baslayan siireg,

ampirik tedaviye yanita gore siirdiiriilmektedir. Komplike sistit ve akut piyelonefritin



tedavisinde ise, idrar kiltiriiniin gonderilmesinin ardindan genis spektrumlu
antibiyotigin baslatilmasin1 ve antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina gore ise
antibiyotik segimi siireglerini kapsamaktadir (22, 25).

IYE igin ampirik antibiyotik tedavisinin seciminde gdz &niinde
bulundurulacak dnemli noktalar arasinda; hastaya 6zgii altta yatan durumlarin varligi
(6rnegin; bobrek veya karaciger yetmezligi, ilag alerjisi Oykiisii, ge¢gmis antibiyotik
kullanim1) yanisira lireyebilecek bakteri spektrumu, yerel direng verileri, segilecek
antibiyotigin giivenlik profili ve idrarda antibiyotigin ulasabilecegi konsantrasyonlar
gibi durumlar bulunmaktadir (22, 25).

Hastane kaynakli IYE’de en sik saptanan etken E.coli (%64,9)’dir. Diger
etkenlerin dagilimi sirastyla K. pneumoniae (%10,1), P. mirabilis (%5,0), E. faecalis
(%4,1) ve P. aeruginosa (%2,7) olarak bildirilmektedir (12, 26).

Genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi sonucu olusan segici baskinin,
antibiyotige direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynadigi goz Oniinde
bulunduruldugunda, klinisyenlerin kiiltiir ve duyarlilik profillerine goére antibiyotik

secimine karar vermesi IYE tedavisinde basariy1 artirmaktadir (27).
2.2. Tedavide Kullanilan Antibiyotikler

IYE’de hastane kaynakli ve toplum kaynakli durumlarda tedavi secenekleri
degismektedir. Ampirik olarak baslayan tedavi hastada kompleks faktorlerin varligi
ve antibiyotik direng durumu da dikkate alinarak planlanmalidir (28, 29). Toplum
kaynakli IYE tedavisinde en sik tercih edilen antibiyotikler; beta laktam/beta-
laktamaz inhibitorlii kombinasyonlar, ikinci ve ftgiincii kusak sefalosporinler,
TMP/SMZ, florokinolonlar, aminoglikozitler, karbapenemler ve fosfomisindir (30).

Hastane kaynakli IYE tedavisinde antibiyotik segilirken, antibiyotigin
farmakodinamik ve farmakokinetik 6zellikleri, yiiksek renal Klirensi, hem asidik hem
de alkali idrarda iyi antibakteriyel aktiviteye sahip olmasi gibi 6n kosullar dikkate
alinmaktadir. Bu enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla daha direngli izolatlarla
karsilagilabilecegi  gozonlinde  bulunduruldugunda iiclincli/dordiinci  kusak
sefalosporinler, florokinolonlar ve karbapenemler gibi daha genis spektrumlu
antibiyotikler tercih edilmektedir (21).



2.3. Antibiyotiklere Diren¢
2.3.1. Genel Diren¢ Tanim

Antibiyotiklere direng, antibiyotiklerin yaygin kullanim1 sonucu toplumda ve
hastane ortaminda ©Onemli bir sorun haline gelmistir. Direncin biyokimyasal
mekanizmalarmin bilinmesi, in vitro olarak direng fenotiplerinin belirlenebilmesi ve
tedaviye yon gostermenin yaninda dirence karsi koyabilen veya bakterilerde farkli
hedefleri olan yeni antibiyotiklerin gelistirilmesine de temel olusturmaktadir. Bir
bakteri, ¢esitli direng mekanizmalardan bir kagin1 ayni anda kullanarak farkli grup
antibiyotiklere direngli hale gelebilmektedir. Coklu ilag direnci farkli sekillerde
gozlenebilmektedir.

Cok ilaca direncli ("multi-drug resistant”, MDR): Ug veya daha ¢ok
antibiyotik grubunda en az birer ilaca diren¢ vardir (6rnegin, aminoglikozidler,
florokinolonlar, sefalosporinler, karbapenemler vs).

llaglara Asir1 Direngli ("extensively”, "extremely drug resistant ", XDR): Bir
iki grup disinda hemen hemen tiim gruplarda en az bir ilaca direng vardir.

Tam-direngli ("pan-resistant™): Tiim antibiyotiklere direnglidir (31, 32).
2.4. Beta Laktam Antibiyotikler

Tim beta-laktam antibiyotikler bakterilerde hiicre duvari sentezini inhibe
ederek bakterisidal etki gostermektedir. Bakteri hiicre duvari birbirine ¢apraz baglar
ile baglanmis peptidoglikan agindan olusan karmagik bir yapidir. Bu yapidaki glikan
bileseni birbirine ¢apraz baglanan N-asetilmuramik asit (NAM) ve N-
asetilglukozamin (NAG) birimlerinden olusmaktadir. Penisilin baglayan proteinler
(PBP) olarak tanimlanan transpeptidaz enzimleri bu ¢apraz baglanmay: kataliz eden
enzimlerdir. B-laktam antibiyotikler NAM’a bagl olan pentapeptiddeki D-Ala-D-
Ala’ya yapisal benzerlik gdstermektedir; bu nedenle PBP’ler hiicre duvari sentezinde
yanliglikla B-laktam antibiyotigi baglamakta ve duvar sentezinin bu basamaktan
sonraki evreleri gerceklesememekte, otolitik enzimlerin aktivitesi devam ettigi i¢in
hiicre gegirgen hale gelmekte ve sonugta bakteri lizise ugramaktadir (31).

B-laktam antibiyotiklere kars1 klinikte en sik gozlenen direng, bakterilerin bu

antibiyotikleri inaktive eden B- laktamaz enzimlerini sentezlemesi ile olugsmaktadir.



Beta-laktamazlar, beta laktam antibiyotiklerdeki beta-laktam halkasinin siklik amid
baglarin1 pargalayarak bu antibiyotiklerin etkinligini ortadan kaldiran enzimlerdir.
Gram negatif bakterilerde B-laktamazlar, dis membran ile sitoplazmik membran
arasindaki periplazmik boslukta bulunmaktadir. 3-laktamazlar, bakteriler tarafindan

kromozomlar, plazmidler ya da transpozonlar araciligi ile sentezlenmektedirler (33).
2.4.1. Beta Laktam/Beta Laktamaz Inhibitorlii Kombinasyonlar

IYE tedavisinde amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin/sulbaktam ve
piperasilin/tazobaktam gibi beta laktam/beta laktamaz inhibitér kombinasyonlar
kullanilmaktadir. Piperasilin/tazobaktam hiicre duvari sentezini inhibe ederek
bakterisidal etki gosteren bir beta laktam/beta laktamaz inhibitoriidiir.
Piperasilin/tazobaktam Enterobacterales ve Pseudomonas spp.'ye karsi etkinlige
sahip, genis spektrumlu bir antibiyotiktir ve orta-siddetli komplike ve hastane
kaynakli IYE ampirik tedavisinde kullanilan seceneklerden biridir (22, 25).
Inhibitdriin enzim aktivitesinin zayif olmasi veya bakterinin dis membran
permeabilitesinin azlig1 nedeniyle dogal direngli bakterilerin yani sira, son yillarda
plazmide baglh (6rnegin TEM-1 gibi) beta laktamazlari fazla sentezleyen E.
coli’lerde piperasilin/tazobaktam direnci gelismektedir (34).

2.4.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler beta-laktamazlara karsi penisilinlere goére daha direnglidir.
Etki spektrumlarina gore sefalosporinler bes gruba ayrilmaktadir. Birinci kusaktan
dordiincti kusaga dogru gram pozitif etkinlik azalirken, gram negatif etkinlik
artmaktadir. Dordiincii kusak sefalosporinler (sefepim, sefpirom), gram pozitif ve
gram negatif bakterilere genis spektrumlu etki gostermektedir (35, 36). Besinci
grubun digerlerinden farki ise metisiline direngli Staphylococcus aureus
enfeksiyonlarinin tedavisinde etkili olmalaridir (37).

Sefalosporin direncinden sorumlu en sik gézlemlenen mekanizmalar arasinda
GSBL enzimleri, ¢cogunlukla plazmidlerce kodlanmakta ve sefotaksim, seftriakson,
seftazidim gibi oksiimino sefalosporinleri ve aztreonam gibi monobaktamlari
hidrolize etmektedirler. Bu enzimler, ¢ogunlukla Klebsiella spp. ve E. coli basta

olmak {izere neredeyse tiim Enterobacterales takiminda ve nonfermentatif



bakterilerce {iretilmekte olup, bazi tipleri beta-laktamaz inhibitorleriyle inhibe
olmaktadir (38).

CTX-M enzimleri giiniimiizde diinya ¢apinda en yaygin GSBL’ler haline
gelmislerdir. CTX-M grubu beta laktamazlar, substrat olarak sefotaksimi tercih eden
enzimlerdir. Bu enzimler seftazidimi de bir miktar hidroliz etmekle birlikte, bu etki

klinikte dirence yol agacak kadar 6nemli degildir (37).
2.4.3. Karbapenemler

Karbapenemler; hastanede gelisen IYE’de, beta-laktam/beta-laktamaz
inhitorlerinden sonra ampirik tedavide siklikla tercih edilen ve bircok bakteri
grubuna kars1 etki gosterebilen, giiniimiizdeki mevcut antibiyotikler i¢inde en genis
etki alanina sahip gruptur (39).

Enterobacterales’de ~ karbapenem  direnci, ¢  mekanizma ile
gerceklesmektedir:

1. PBP’de olusan degisikliklerle antibiyotigin hedefine baglanmasi
engellenebilir.

2. Dis membran porinlerinin (OMP) ifadesinde azalma veya atim
pompalariyla ilacin hiicre i¢ine girisi 6nlenebilir.

3. Karbapenemaz enzimleri ile antibiyotik inaktive edilebilir (40, 41).

Bu mekanizmalar arasinda giiniimiizde karbapenemlere karsi en sik gézlenen
direng, karbapenemaz enzimlerinin sentezlenmesi ile olmaktadir. Karbapenemaz
tiretimi, diinya ¢apinda saglik hizmetlerinde en yaygin karsilasilan antibiyotik direng
tehdididir (42). Karbapenemazlar, karbapenemleri hidroliz etmelerinin yaninda genis
spektrumlu penisilinler, sefalosporinler ve sefamisinleri de hidrolize eden
enzimlerdir (43). Karbapenemaz enzimlerini kodlayan genler, kromozom, plazmid
veya transpozonlarda yer alabilmektedir.  Karbapenemazlar ii¢ farkli grupta
bulunmaktadir. Bunlar; 1- sinif A enzimler (SME-1, NMC-A, IMI-1, KPC-1 gibi), 2-
sinif B enzimler; aktivite i¢in Zn*? metal iyonuna ihtiya¢ duyan metallo-enzim olarak
tanimlanan metallo-beta-laktamazlar (IMP, VIM, NDM gibi) ve 3- simif D (OXA
tiirevi karbapenemazlar) enzimlerdir (43-45).

Ulkemizde karbapenemazlardan VIM, IMP, OXA-tiitleri ve NDM
Enterobacterales ve Acinetobacter’de bildirilmistir. Enterobacterales’de en sik



rastlanan enzim iilkemizde OXA-48’dir. Diger sik bildirilen enzimler olan IMP ve
NDM-1 ise K. pneumoniae’da saptanmistir (46, 47). A. baumannii izolatlarinda ise
OXA-23 en sik saptanan diren¢ enzimi olup, onu sirastyla OXA-58, OXA-24 ve
GES enzimleri izlemektedir (48-50). Yaygin olarak rastlanan bir metallo beta-
laktamaz olan New Delhi metallo-beta-laktamaz-1 (NDM-1), ilk defa 2008’de
Isvec'te ¢ok ilaca direngli K. pneumonae’ye bagl IYE tanisiyla tedavi géren Hintli
bir hastadan izole edilmis; daha sonra NDM-1 iireten bakteriler bircok iilkede
tamimlanmustir (51). Bu bakteriler, karbapenemleri de i¢eren beta-laktamlara oldukga
direnclidir ve ortaya ¢ikan bu genis spektrumlu direng, plazmidler araciligr ile diger
bakterilere transfer edebilebilmektedir. Bu o&zelliklerinden dolayi, NDM fiireten
suglarin neden oldugu enfeksiyonlarda tedavi se¢enekleri oldukga kisitlanmaktadir
(52).

Enterobacterales takiminda karbapenemaz tiretimi, K. pneumoniae suslarinda
E. coli suslarma gore daha yaygindir. Belgika, Fransa, ispanya, Tiirkiye, Ingiltere’de
cok sayida OXA-48 karbapenemaz iireten E.coli izolati mevcutken, Bulgaristan ve
Sirbistan'da ise ¢ogunlukla NDM tip karbapenemaza sahip E. coli izolatlari
bildirilmistir (42).

2.5. Florokinolonlar

Florokinolonlar (norfloksasin, siprofloksasin ve levofloksasin), komplike
olmayan sistit ve piyelonefrit tedavisinde klinikte sik kullanilan ikinci basamak
seceneklerdir (22, 25). Etkilerini DNA sentezini inhibe ederek gosterirler. Hedefleri
olan DNA giraz ve topoizomeraz IV, tip-2 topoizomerazlar sinifinda yer alan
enzimlerdir (53-55). Enterobacterales’de kinolon direnci; (i) hedef enzimlerdeki
degisimler, (ii) ilag gegirgenligindeki degisimler ve (iii) nadir rastlanan direng
geninin plazmid aktarimi yollariyla gergeklesmektedir (56).

Gram negatif bakterilerdeki en yaygmn goriilen florokinolon direng
mekanizmasi1 gyrA-B alt iinitelerindeki spontan mutasyonlar nedeniyle gergeklesen
hedef enzimdeki degisimlerdir. Ayrica OmpF gibi bazi porin proteinlerinin kaybi
veya degisimi gibi durumlar, ilacin sitoplazma igerisindeki konsantrasyonunu

azaltarak florokinolon direncine neden olabilmektedir. Giinimiizde aktif pompa



sistemlerinin asir1 diizeyde tretimi de florokinolon direncinde bilinen baska bir
direng mekanizmasidir (57).

IYE etkenleri arasinda florokinolon direnci hem toplum hem de hastane
ortamlarinda giderek artmaktadir. Kateter kullanimi, ilerleyen yas, gegirilmis IYE,
yakin zamanda hastaneye yatis 6ykiisii ve gecmis antibiyotik kullanimi gibi durumlar
artan florokinolon direnci ile iliskili risk faktorleridir (15, 26, 58-62).

2.6. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler, 30S ribozomal alt biriminin 16S ribozomal RNA'sina
baglanarak bakterilerde protein sentezini inhibe etmekte, ayrica hiicre duvarindaki
polisakkaritleri birbirine baglayan Mg ve Ca**nin yerine gegerek, hiicre duvarinda
delikler olusmasina yol agmaktadir (63).

Aminoglikozid direnci {i¢ tipte olabilir: (i) permeabilite azalmasi, (ii) hedef
degisikligi ve (ii) inaktivasyona yol agan enzimlerin iiretimi. Bu tipler arasinda en
onemli mekanizma, “aminoglikozidleri degistiren enzimler” ile bu antibiyotiklerin
amino ya da hidroksil gruplarinin enzimatik olarak degistirilmesidir (63, 64).

Amikasin, cok ilaca direncli gram negatif bakterilerle gelisen komplike IYE
ve akut piyelonefritin ampirik tedavisinde en sik tercih edilen aminoglikozittir.
IYE’deki kullanimi, idrarda yiiksek konsantrasyonlara ulasmasi nedeniyle basaril
sonuglar vermesine ragmen, nefrotoksisite riski ve direncin artmasi endisesi,

amikasinin klinikteki kullanimini sinirlamaktadir (65).
2.7. Trimetoprim/siilfametoksazol

Stilfonamidler, p-aminobenzoik asit ile yarismaya girerek belirli
mikroorganizmalarin ~ gereksinim  duydugu folik asit sentezini Onleyen
antimetabolitlerdir (66). IYE’de en sik kullanilan siilfonamid, siilfametoksazoldiir.
Siilfonamidlere direng, mutasyonlar sonucu gelisebilir. E. coli’deki direng,
dihidropteroatin yapisal degisikligi ile siilfonamidlere azalmis afinite sonucu olabilir.
Plazmid yoluyla ilaca direngli enzimlerin kodlanmasi veya bakteriyel hiicre
gecirgenliginin azalmasiyla da direng gelisebilir. Plazmid kaynakli siilfonamid
direnci ozellikle trimetoprim ile birlikte kullanilmaya baglandiktan sonra giderek

artmigtir (31).
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Trimetoprim diger bir antimetabolittir ve dihidrofolat rediiktazi inhibe edip
dihidrofolatin tetrahidrofolata (DHFR) doniismesini engelleyerek folik asit
metabolizmasini bozar. Trimetoprim, ¢ogunlukla siilfametoksazol ile kombine edilir
ve boylece folik asit sentezinin iki basamagma etkili sinerjistik bir kombinasyon
ortaya ¢ikmis olur. Trimetoprime direng, kromozom ya da plazmid kontroliinde
gelisebilmektedir. DHFR ’nin asir1 sentezine ya da permeabilitede azalmaya yol acan
kromozomal mutasyonlar olusabilmesine karsin klinikte nadirdir. Trimetoprime kars1
en sik gozlenen diren¢ mekanizmasi, plazmid veya transpozonlarda bulunan dhfr
genleri tarafindan yeni, trimetoprime direngli bir DHFR enzimi sentezlenmesidir
(40).

TMP-SMZ, bircok gram pozitif ve gram negatif bakteriye etkilidir ve
ozellikle E.coli gibi duyarli mikroorganizmalarla gelisen akut ve kronik IYE
tedavisinde segilecek ilagtir (66). Son yillarda bir¢ok iilkeden bildirilen hizla artan
diren¢ oranlar1 nedeniyle giiniimiizde TMP-SMZ, IYE ampirik tedavisinde ilk

secenek olarak tercih edilmemektedir (22).
2.8. Kaolistin

Kolistin, ozellikle gram negatif bakterilere karsi 6nemli aktiviteye sahip,
bakterilerin dis zarina etki eden, dar spektrumlu, polimiksin grubundan bir
antibiyotiktir.  Giinimiizde #MDR bakterilerde son c¢are tedavisi olarak
kullanilmaktadir. Bakteri dis zarindaki lipopolisakkarit tabakasini stabil halde tutan
divalan katyonlarin (Ca*?, Mg*®) vyerini degistirerek, dis zarda bozulma ve
permeabilite artisi sonucu bakterinin Olimiine neden olmaktadir. Antibakteriyel
etkisinin yaninda kolistin, lipopolisakkaridin lipit A kismina baglanarak bakterinin
endotoksin etkisini bloke etmektedir (67-69).

Kolistin direnci, kromozomal mutasyonlarla veya plazmid kaynakli olarak
LPS modifikasyonu ile farkli yollardan meydana gelmektedir. Direng gelisiminde
PmrA-PmrB ve PhoQ-PhoP regiilatuar sistemleri rol oynar. Kolistine karsi direng
icin en yaygin stratejiler, LPS'nin degistirilmesi ve negatif yiikiiniin azaltilmasi
yoluyla bakteri dis zarinin modifikasyonlaridir. Gilinlimiizde o6zellikle plazmid
kaynakli horizontal direngten sorumlu mcr geni tasiyan izolatlara tiim diinyada

rastlanabilmektedir (70-72).
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2.9. Fosfomisin

Fosfomisin (C3H;O4P), orijinal adiyla “fosfonomisin”, 1spanya’da 1969
yilinda Streptomyces fradiae tiiriiniin fermentasyon iriinlerinden tiiretilmis,
fosfoenolpiriivat (PEP) analogu genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Mevcut
antibiyotikler arasindaki 138 Da agirligi ile en kiigiik molekiiler kiitleye sahiptir.
Suda ¢oziinebilen giiglii bir polar molekiildiir (73-75).

Fosfomisin 1970’lerin basindan beri kullanilmaya baslanmuis, ilk zamanlarda
disodyum tuzunun intravendz formu olarak piyasaya siiriilmiistiir. Daha sonrasinda
fosfomisinin oral formu trometamol olarak kullanima girmistir. Klinikte, oral formu,
IYE tedavisinde ilk olarak Ispanya, Almanya, Fransa, Japonya, Brezilya ve Giiney
Afrika’da kullanima girmis ve ilerleyen yillarda diger endikasyonlarda da genis
kullanim alanma sahip olmus ve 1996'da A.B.D. Gida ve Ilag Orgiitii (FDA)
tarafindan kullanimi onaylanmistir. Giintimiizde fosfomisinin iki oral formu
(kalsiyum ve trometamol) ve bir intravendz formu (disodyum tuzu) ticari olarak
kullanimdadir (76). Fosfomisinin oral ve intravendz formlarinin kimyasal yapilari

Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1. Fosfomisinin oral formlarinin; fosfomisin kalsiyum (C3HsCaO4P) (1) ve
trometamol (C3H;O4P. C4H11NO3) (II) kimyasal yapisi. Fosfomisinin
intraven6z formu fosfomisin disodyumun (C3HsNa,O4P) (111) kimyasal

yapisi.

Son yillarda kiiresel bir sorun haline gelen antibiyotik direnci, tedavide etkili
antibiyotik sayisinda biiylik azalmaya sebep olmustur. Yeni antibiyotik tiretimindeki
kisithiliklar ve ozellikle ¢oklu ilaca direngli gram negatif bakteriler ile gelisen

enfeksiyonlardaki artisa karsin mevcut antibiyotiklerin yetersiz kalmasi, eski
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antibiyotiklerin ~ kullanimin1 ~ yeniden  giindeme  getirmistir  (77-79). Bu
antibiyotiklerden biri de, diinyada hala iiropatojenlerde direng oranlarmnin goérece
diisiik ve sabit kaldig1 fosfomisin olmustur. Fosfomisin komplike olmayan sistit
enfeksiyonlar1 basta olmak {izere, metisiline direngli S.aureus, vankomisine direncli
enterokoklar gibi gram-pozitif koklara etkilidir. Gram-negatif basillerdeki etkinligi,
gram-pozitif koklara gére daha tstiindiir (80, 81).

In vitro calismalar, duyarli bakteriler iizerinde fosfomisinin bakterisidal
etkinligini 30 dakika i¢inde gosterdigi ortaya koymustur. Ayrica, bakteri
fimbrialarinin sentezini ve hareket yeteneklerini azaltarak idrar yolu epitelyumuna ve
tiriner kateterlerin i¢ yiizeyine yapismasini ve kolonizasyonunu engellemektedir.
Fosfomisinin diisiik inhibitér konsantrasyonlarda bile, E. coli’nin plazmid transferi
yapabilme ve patojenite ile ilgili enzimleri sentezleme yeteneginde zayiflamaya

neden oldugu da gosterilmistir (82, 83).
2.9.1. Etki Mekanizmasi

Fosfomisin, bakteri hiicre duvari sentezinin erken bir asamasini geri
dontisiimsiiz olarak engelleyen bakterisidal bir antibiyotiktir. Bakterisidal aktivitesini
sitoplazmaya ulasarak yapmaktadir. Fosfomisin, hedef hiicreye girmek igin iki
transport sistem kullanmaktadir. Birincisi, glikoz-6-fosfat (G6P) tarafindan
indiiklenen heksoz monofosfat tasima sistemi (UhpT) iken, digeri gliserol-3-fosfat
(G3P) tarafindan indiiklenen L-alfa-gliserofosfat tasima sistemi (GlpT) dir (84, 85).
Sekil 2.2.’de fosfomisinin transport sistemleri gosterilmistir.

Fosfomisin sitoplazmaya ulastiginda, bir fosfoenolpiruvat (PEP) analogu
olarak hareket eder ve MurA'nin 115. sistein rezidiisiine (UDP-GICNAc enopiruvil
transferaz) baglanmaktadir. Boylece, peptidoglikan sentezinden sorumlu ana enzim
olan enolpiruvil transferazi inhibe eder (18). Sonug olarak, peptidoglikan sentezinin
ilk basamaginda, UDP-GICNAc ve PEP'den, UDP-GIcNac-3-O-enolpiruvatin
olusmasini onler. Bakteriyel hiicre lizisine ve 6liime yol acar. Bu etkilere ek olarak,

fosfomisin PEP analogu olarak gérev yapar ve onunla rekabet eder (85).
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Sekil 2.2. Fosfomisini tagiyan transport sistemleri ve fosfomisinin etki mekanizmast
(86) nolu kaynaktan alinarak diizenlenmistir.

2.9.2. Fosfomisinin Farmakodinamik (FD) ve Farmakokinetik (FK)
Ozellikleri

Fosfomisin disodyum ¢ok hidrofilik bir maddedir (73). Yaklasik 1,5-2 saatlik
yarilanma Omriine sahiptir. Karacigerde metabolize edilmez. Intravendz
uygulamadan sonra, fosfomisininin tahminen %93’ bobrek yolu ile aktif olarak
elimine edilir. Biyoaktif formlar %50-60 civarinda ilk 3-4 saatte glomeriiler
filtrasyon ile atilmaktadir. Ilacin yaklasik %3'"ii serum proteinlerine baglanir: plazma
proteinlerine baglanma seviyeleri géz ardi edilebilecek seviyede disiiktiir. Ayrica
diisiik molekiiler agirligi sayesinde yiiksek seviyelerde bobrek, mesane, prostat,
akciger, goz, kemik, deri lezyonlarindaki sekresyonlara, beyin omurilik sivisi ve
safra yollarina yiiksek diizeyde difiize olabildigi gosterilmistir (84).

Fosfomisinin, FK/FD  parametreleri  ag¢ik¢a  tanimlanmamis  ve
mikroorganizmaya bagli oldugu bildirilmistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar
gram negatif basillerde (P. aeruginosa, E. coli ve Proteus spp.), fosfomisin
aktivitesini en iyi 6ngdren FK/FD parametresinin egri altindaki alanin MiK’e oram

(AUC)/(MIK) oldugu saptanirken (87, 88), S. aureus ve Enterococcus'ta ise,
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fosfomisinin zamana baglhi (T> MIK) bir tutum sergiledigi gosterilmistir (89). Bir
calismada ayrica, fosfomisinin yiiksek bir postantibiyotik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (90).

2.9.3. Klinikte Kullanimi

Fosfomisin, komplike olmayan alt TYE etkeni olan Enterococcus faecalis gibi
gram pozitif ve E. coli gibi gram negatif bakterilere karsi genis spektrumlu, hizl
bakterisidal etkiye sahip bir antibiyotiktir. ABD’de sadece komplike olmayan sistitli
hastalarin tedavisinde (gebeler dahil) tek doz olarak kullanimi onaylanmistir ve
nefrit, piyelonefrit gibi iist IYE tedavisinde dnerilmemektedir (91).

Fosfomisinin, metallo-beta-laktamaz tiirler de dahil olmak iizere bircok MDR
ve XDR Enterobacterales tiiriine karsi in vitro ve in vivo aktiviteye sahip oldugu
rapor edilmistir. E. coli suslariyla gelisen alt IYE tedavisinde giin asir1 ii¢ kiir
fosfomisin-trometamoliin ucuz, gilivenilir ve etkili bir ilag oldugu tespit edilmistir
(92, 93).

Fosfomisin diger antibiyotiklerle birlikte kullanildiginda, sinerjistik etki ile
MDR gram negatif bakterilerle gelisen tedavilerde %100’e yakin basarili sonuclar
vermektedir. Fosfomisin ve B-laktam antibiyotikler arasindaki sinerjistik etki, hiicre
duvari sentezinin ayri adimlarda inhibe edilmesinden kaynaklanmaktadir; fosfomisin
ilk enzimatik basamagi inhibe ederken, B-laktam antibiyotikler hiicre duvar sentezi
stirecinde ilk asamayi inhibe etmektedir. Yapilan ¢alismalarda fosfomisin ve
siprofloksasin arasinda etkin bir sinerjik etki oldugu gosterilmistir. P. aeruginosa ile
yapilan birkag¢ in vitro ¢alismada fosfomisin ile aztreonam, sefepim, meropenem,
imipenem, seftazidim, gentamisin, amikasin, siprofloksasin dahil olmak iizere baska
antibiyotikler arasinda da sinerji bulunmustur (94, 95). Fosfomisin ayrica,
Enterobacterales tiirlerini tedavi etmek i¢in diger antibiyotiklerle birlikte
kullanildiginda in vitro sinerjik etkilere sahiptir (95, 96). Artan antibakteriyel
etkinlige ek olarak, fosfomisin, bu ilaglarin doz miktarlarini diisiirebilecegi gibi,
aminoglikozitler, glikopeptitler ve polimiksin B gibi diger antibiyotiklerle iligkili
toksisiteyi de azaltabilmektedir (97-99).
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2.10. Fosfomisine Diren¢ Mekanizmalari

Fosfomisine direng, kromozomal veya plazmid aracili olarak gelisebilmektir.
Diger bakterilere aktarilamayan kromozomal diren¢li mutantlarin ¢cogunda, transport
sistemlerindeki mutasyonlar nedeniyle direng olusmaktadir (100). Plazmidle direngli
hale gelen suslarin ise genellikle ¢ok direngli olduklar1 bilinmektedir. Konjugasyon
veya transformasyon yoluyla plazmidler diger bakterilere aktarilabilmektedir.

Fosfomisin direnci, ikisi kromozomal genlerle, biri ise plazmidlerle
kodlanmak tizere li¢ mekanizma ile olusmaktadir:

1) Fosfomisine azalmis gegirgenlik

2) Antibiyotigin hedef bolgesi olan MurA’daki modifikasyonlar

3) Enzimatik inaktivasyon (101).

2.10.1. Fosfomisine Azalmis Gegirgenlik

Kromozomal olarak gelisen diren¢ mekanizmasidir. glpT ve uhpT
genlerindeki mutasyonlar sonucu diren¢ olusmaktadir. Her iki sistem de siklik
adenozin monofosfat tarafindan regiile edilmektedir (102).

glpT ve uhpT genlerindeki mutasyonlarla gelisen fosfomisin direnci, E. coli
ve P.aeruginosa izolatlarinda tanmimlanmistir. Acinetobacter baumannii‘deki
kromozomal direng ise tetrasiklin ve kloramfenikol direncinden de sorumlu abrp

genindeki mutasyonlarla olmaktadir (103).
2.10.2. Antibiyotigin Hedef Bolgesi Olan MurA’daki Modifikasyonlar

Fosfomisin direnciyle sonuglanan bagka bir kromozomal direng mekanizmasi
da, MurA enzimine  (UDP-N-asetilglukozamin enolpiruvil transferaz) geri
doniisiimsiiz olarak baglanarak enzimi etkisiz hale getiren antibiyotik hedefindeki
modifikasyonudur. E. coli'de murA (sistein 115) genindeki mutasyonu, fosfomisine
direngle sonuglanmaktadir (104).

Fosfomisin bakterilerdeki i¢sel direng mekanizmalar1 nedeniyle de substrat
hedefi olma 06zelligini kaybetmektedir. Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia
trachomatis, Vibrio fischeri ve Borrelia burgdorferi dogal olarak MurA'yi, sistein

rezidisii yerine aspartat ile sunmaktadir. Bu nedenle fosfomisin ile etkilesime
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girememekte ve igsel direng olusmaktadir (105-109). Klinik izolatlarda murA
genindeki mutasyonlar nadir olarak gozlenmektedir. E. coli'nin murA sekansindaki
mutasyonlar (Asp369—Asn ve Leu370—1Ile) yakin zamanda in vivo olarak Kklinik bir
izolatta bildirilmistir (109). Bazi mikroorganizmalarda (P. aeruginosa ve
Pseudomonas putida) peptidoglikan sentezinde MurA'dan bagimsiz alternatif
metabolik yollarin kullanilmasi, bu bakterilerde goriilen diisik fosfomisin

duyarliligina sebep olmaktadir (110).
2.10.3. Enzimatik inaktivasyon

Enzimatik inaktivasyon diren¢ mekanizmasi, fosfomisinin epoksit halkasinin
enzimatik ~ bolinmesiyle ya da  fosfonat  grubunun  fosforilasyonuyla
etkisizlestirilmesine dayanmaktadir. Kovalent modifikasyonlarla fosfomisini inaktive
eden ¢esitli metalloenzimler; fosfonat kinazlar (FomA ve FomB), tiyol transferazlar,
glutatyon fosfomisin (FosA), L-sistein-fosfomisin (FosB), ATP fosfomisin (FosC) ve
su-fosfomisin (FosX)’dir (100, 111-113). Fosfomisin direncinden sorumlu olan
fosfomisini modifiye edici enzimlerin kimyasal yapisi Sekil 2.3’te verilmistir. FOmA
ve FomB, ATP ve Mg+2 kofaktor varliginda fosfomisinin fosfonat kismina art arda

fosfatlar ekleyen ve Streptomyces wedmorensis’den elde edilen kinazlardir (114).

o
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Sekil 2.3. Fosfomisini modifiye edici enzimlerin kimyasal yapis1 (86)
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Giliniimiize kadar en az 10 gesit enzim sentezleyen fos geni tanimlanmuistir.
fosA2 disindaki biitin fos genleri plazmid kaynaklidir. Ayrica transpozonlar,
insersiyon  dizileri ve integronlar  gibi  mobilizasyon  elemanlarimnin,
Enterobacterales'de plazmid aracili fos genlerinin yayiliminda énemli roller oynadigi
gozlemlenmistir (115).

E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinda ortaya ¢ikan fosA3, fosC2, blatem-_1b,
blactx mes Ve rmtB  kodlayan, fosfomisin, penisilin, sefalosporin ve
aminoglikozitlere ¢oklu dirence neden olan genler Asya'dan (Japonya, Giiney Kore
ve Cin) bildirilmistir. Bununla birlikte, klinik izolatlarda fosfomisin direncinin
molekiiler mekanizmalar1 hakkinda bilinenler sinirlidir. Bu nedenle, klinik suslarda
fosfomisin direncinde yer alan molekiiler mekanizmalarin daha derinlemesine
incelenmesi, gelecekte fosfomisinin enfeksiyonlarin tedavisindeki etkinligini
artirabilir (76). Ayrica 2006'dan bu yana, Dogu Asya'daki bazi iilkelerdeki
aragtirmacilar, ¢ogunlukla CTX-M ile iliskili bir konjugatif plazmid olan ve diinya
genelinde direng genlerinin yayilma vektorii olarak bilinen IncFII tizerinde birlikte
bulunan fosA3 geni bildirmislerdir (116).

Mn*? ve K*ye bagimli glutatyon-S-transferazi (GST) kodlayan ilk fosA,
1980'de Serratia marcescens'te transpozon TN2921'de rapor edilmistir. foSA geninin
fosA2, fosA3, fosA4, fosA5, fosAB, fos A7, fosA8 gibi gesitli homolog genleri, E. coli
izolatlarinda ve karbapenemaz iireten K. pneumoniae suslarinda saptanmistir (100).

Kromozomal yerlesimli fosA2, ilk olarak Kanada'daki Salmon Nehri'nden
aliman su Orneginden izole edilen Enterobacter cloacae susundan bildirilmistir.
Literatiirde giiniimiize kadar bagka bir fosA2 bildirimi yapilmamistir (117).

fosA3, Asya iilkelerinde ve son zamanlarda Avrupa'da klinik ve cevresel E.
coli izolatlar1 arasinda yayilan en yaygin fos gen ¢esididir (118). Diinyanin birgok
tilkesinde klinik orneklerden, evcil ve kiimes hayvanlarindan ve hayvan kaynakl
gidalardan fosA3 bildirimi yapilmistir. foSA3 tasidigi ilk bildirilen klinik E. coli
izolat1 Japonya'da 2006'da tanimlanmistir, ancak fosA3 tasiyan ilk ¢evresel E. coli
izolat1 2004 yilinda Cin'deki domuzlarda tanimlanmistir. Evcil hayvan ve hayvan
kaynakli gidalarda fosA3“in  farkli blacrx.m tipleri ile birlikte bulunabildigi
gosterilmistir (119).
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Plazmidlerde bulunan fosC2, fosA ile %56 oraninda amino asit dizisi
benzerligi paylasmaktadir. fosC2, fosA gibi GST aktivitesi yoluyla fosfomisini
degistirmektedir. fosC2’nin sinif 1 integronlarda farkli antibiyotik direng genleriyle
birlikte bulunabilecegi gosterilmistir. Ayrica MDR izolatlarda plazmidlerde fosC2 ve
blajmp-34'tin beraber taginabildigi saptanmustir (120).

FosX, fosfomisinin epoksit halkasmi kirmak igin su kullanan, Mn*?ye
bagimli hidrolazdir. Mesorhizobium loti ve Desulfitobacterium hafniense gibi
intrinsik fosfomisin direncine sahip ¢evresel mikroorganizmalarda bulunmustur.
FosX enzimleri Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum ve Brucella
melitensis'te bulunmaktadir (121).

Ik FosB tipi enzim, 1990 yilinda Staphylococcus epidermidis'te gozlenmistir
(122). FosA and FosX enzimleri gram negatif bakteriler tarafindan tretilirken, FosB
enzimleri, Bacillus subtilis, Bacillus anthracis, Staphylococcus epidermidis ve
Staphylococcus aureus gibi gram pozitif bakterilerde bulunmaktadir. /n vitro
sonuglar, FosB enzimlerinin substrat olarak tiyolleri (bacillithiol) ve kofaktor olarak
Mg*? metalini kullandigimi gdstermistir. S. aureus'ta bulunan FosB kromozomal bir
enzimdir (123).

2.11. Fosfomisine in vitro Duyarhhgi Belirleme Yontemleri

EUCAST, fosfomisinin duyarliligini belirleme yontemi olarak agar diliisyonu
altin standart olarak belirlemistir. Fosfomisin bilesiklerinin bakteri hiicresine girisi,
cogu Enterobacterales iiyesi bakteride G6F tarafindan indiiklenir (80). Fosfomisinin
deneysel enfeksiyonlardaki etkinligi, G6F’nin es zamanli uygulanmasiyla
arttirilmigtir. Bu nedenle agar diliisyon testinde besiyerinde 25 mg/L GG6F
bulunmalidir. Sadece E. coli’nin idrar izolatlar1 i¢in 50 pg G-6-F iceren 200 pg’lik
fosfomisin diski ile disk diflizyon testi kullanilmaktadir. Disk difiizyon sonuglari
degerlendirilirken inhibisyon zonunun ig¢indeki koloniler g6z ardi edilmelidir.
Fosfomisinin 200 pg’lik diskinde E. coli i¢in inhibisyon zonu 6rnekleri Sekil 2.4’te

verilmistir (124).
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Sekil 2.4. Fosfomisinin 200 pg’lik diskinde Escherichia coli igin inhibisyon zon
ornekleri
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3. GEREC-YONTEM
3.1. izolatlarin Toplanmasi ve Saklanmasi

Calismaya Subat 2018 — Subat 2019 yillar1 arasinda Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari’nda orta akim idrar
(n=277), nefrostomi (n=18), direkt iiriner kateter (n=5) 6rneklerinden izole edilen
toplam 300 adet E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa izolat: dahil
edilmistir. Her hastanin sadece tek bir 6rnegi ¢alismaya eklenmistir.

Toplanan bakteriler ¢alisma igin yapilan canlandirma islemine kadar %10

gliserol i¢eren beyin kalp infiizyon buyyon icerisinde —20 °C’de saklanmustir.
3.2. Mikrobiyolojik Kiiltiir ve Tanimlama Islemleri
3.2.1. Bakteri Tamimlama Yoéntemleri

Izolatlarin tanimlanmasi1 ve karisik iireyen stok bakteri kiiltiirlerinin
dogrulanmas1 igin, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez
Bakteriyoloji Laboratuvari’nda kiitle spektrometrisi temelli bir yontem olan ‘matriks
destekli lazer dezorpsiyon iyonizasyon-ugus siiresi kiitle spektrometrisi’ (MALDI-
TOF MS, Bruker, Almanya) kullanilmistir.

3.2.2. izolatlarin Fosfomisin Duyarhliklarinin Belirlenmesi i¢cin

Kullanilan Agar Diliisyon Yontemi (125)
Fosfomisin Cozeltisinin Hazirlanmasi

1. Izolatlarin  fosfomisin duyarliliklarinin ~ belirlenmesinde ~ fosfomisin  toz
antibiyotigi (Sigma- Aldrich, ABD) kullanilmistir.

2. Fosfomisin 1000 potensle 12,8 mg tartilarak V= w x P / ¢ formiiliine gore
5120 mg/L stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. (V: Sulandirici, w: Antibiyotik
agirhig, P: Antibiyotik potensi, c: Istenilen konsantrasyon)

3. Fosfomisin (12,8 mg) 2,5 ml distile su ile sulandirilarak 256 mg/L
konsantrasyon elde edilmistir.

4, Fosfomisinin 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25 mg/L konsantrasyonlarinin

her biri igin tiiplere 1,2 ml distile su eklenmistir.
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5. Stok ¢ozeltiden alinan 1,2 ml ¢ozelti, seri sulandirimin ilk basamagi olan 128
mg/L tiipiine eklenmis ve karistirilmistir.

6. Ik (128 mg/L) tiipten alman 1,2 ml ¢dzelti 2. tiipe [64 mg/L] tiipiine
aktarilmis ve karistirilmistir.

7. Son (0,25 mg/L) konsantrasyon tiipiine kadar ayni sekilde seri sulandirim
uygulanmig ve son tiipten alinan 1,2 ml ¢ozeltinin atilmasiyla sulandirim

sonlanmistir. Fosfomisin sulandirimlart Sekil 3.1.’de verilmistir.

Sekil 3.1. Fosfomisin sulandirimlarinin hazirlanmasi

Fosfomisin Plaklarinin Hazirlanmasi

1. Her diliisyon igin bir adet katyonik Miiller Hinton Agar (Merck, ABD) plagi
(96 mm) hazirlanmistir.

2. Katyonik Miiller Hinton Agar (MHA) sise iginde steril edilip su banyosunda
45 °C’ye sogutulmus, igerisine 25 mg/L G-6-F eklenerek karistirilmustir.

3. Her plaga 19 ml MHA ve 1 ml antibiyotik ¢ozeltisi eklenmistir. Plaklara

antibiyotik ¢dzeltilerinin ve katyonik Miiller Hinton Agar eklenmesi Sekil 3.2.’de

verilmistir.

4. Islemin sonunda plaklar sogumaya birakilmis, sonrasinda plaklar kapaklari

acilarak kuruyana kadar etiivde tutulmustur.



22

Sekil 3.2. Plaklara antibiyotik ¢6zeltilerinin ve katyonik Miiller Hinton Agar
eklenmesi

izolatlarin Ekime Hazirlanmasi

1. Toplanan E. coli, Klebsiella spp., A. baumannii, P. aeruginosa
izolatlarina ait stok bakteri kiiltiirleri oda sicakliginda bekletilerek
¢Ozilmiistiir.

2. Kanli agar ve MacConkey agar plaklarina 6ze ile tek koloni ekim teknigi
ile pasajlar1 yapilmistir. Besiyerleri 35 °C’lik etiivde 18-24 saat siireyle
inkiibe edilmistir.

3. Ureyen suslarin kanl agardan alman kolonileri 4 ml serum fizyolojik
¢ozeltisi i¢inde siispanse edilmistir.

4. Siispanse edilen ¢ozeltiler, dansitometri cihazinda 0,5 MacFarland
bulaniklik degerine ayarlanmistir.

5. lIzolatlar1 1/10 oraninda sulandirmak icin, 0,5 MacFarland
siispansiyonundan alman 1ml’lik ¢ozelti, 9ml’lik serum fizyolojik
cozeltisine eklenmis ve karistirilmustir. izolatlarm serum fizyolojik

icerisinde hazirlanmasi Sekil 3.3.’te verilmistir.
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Sekil 3.3. izolatlarin serum fizyolojik ¢ozeltisi icinde hazirlanmast.

izolatlarin Fosfomisin Plaklara Ekimi

1. Calismada fosfomisine duyarlilik testi i¢cin EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)’in referans yontem
olarak belirledigi agar diliisyon yontemi ¢aligilmistir.

2. Bu amagla steril edilebilen 21 metal kuyucuklu, 3 mm ¢apinda igneleri
olan ve 2 pL damlatabilen replikatorlere sahip agar diliisyon cihazi
kullanilmistir (multipoint inoculator, Jencons, UK). Agar diliisyon cihazi
ve suslarin plaklara ekimi Sekil 3.4.’te verilmistir.

3. lIk kuyucuga E.coli ATCC 25922 standart susu olmak iizere kalan her
kuyucuga sulandirilmis bakteri kokenlerinden hazirlanan 10 ml’lik serum
fizyolojik ¢ozeltilerinden 1’er ml alinarak eklenmistir.

4. Ekleme iglemi tamamlandiktan sonra, 11 konsantrasyonun her bir plag:
cihazin ilgili boliimiine yerlestirilmis, cihazin pedal kismina basilarak

civilerin plaga ekimi yapilmstir.
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Sekil 3.4. Agar diliisyon cihazi ve suslarin plaklara ekimi.

Fosfomisin Plaklarinin Degerlendirilmesi

. 24 saat 35 °C’de inkiibe edilen plaklar degerlendirilmeye alinmistir.

. Kolonilerin yogun zon olarak gozle goriilebilmesi ilireme olarak kabul
edilmistir.

E.coli ATCC 25922 standart susu i¢gin EUCAST te verilen referans araligi
olan 0,25 -2 mg/L degerleri dikkate alinmistir.

. 0,25 mg/L konsantrasyondan baglayarak her bir sus i¢in tiremenin olmadigi
ilk plak konsantrasyonu MIK degerini vermistir.

Duyarlilik ve direng¢ durumu EUCAST v.8.1.’da belirtilen sinir degerlerine
gore belirlenmistir.

Fosfomisin i¢in MIK < 32 mg/L olarak bulunan izolatlar duyarli kabul

edilmistir. Fosfomisin plaklarinin degerlendirilmesi Sekil 3.5.’te verilmistir.
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Sekil 3.5. Fosfomisin plaklarinin degerlendirilmesi.

3.2.3. Fosfomisin Disindaki Sulandirilmis Antibiyotiklerin Hazirlanmasi

ve Saklanmasi

. Amikasin, gentamisin, seftazidim, seftriakson, meropenem,
piperasilin/tazobaktam, siprofloksasin, tigesiklin, TMP/SMZ, kolistin
antibiyotiklerinin toz hali Sigma-Aldrich (ABD)’den saglanmustir.

. V=w x P/ ¢ formiiliine gore her antibiyotik i¢in gereken toz miktar1 tartilip
sulandirilmistir.  Baslangic  konsantrasyonlari  amikasin,  gentamisin,
seftazidim, seftriakson, meropenem, piperasilin/tazobaktam antibiyotikleri
icin 256 mg/L; siprofloksasin, tigesiklin, TMP/SMZ ve kolistin antibiyotikleri
icin 32 mg/L’den baslanmis, hazirlanan stok ¢6zeltiler mikrosantrifiij tiipleri
i¢inde calisilana kadar -20°’de tutulmustur. Mikrosantrifiij tiiplerinde saklanan
antibiyotik ¢ozeltileri Sekil 3.6.’da verilmistir.



26

3. TMP/SMZ 1:19’luk, piperasilin/tazobaktam ise 1:4’liikk konsantrasyonlarla

hazirlanmistir.

Sekil 3.6. Mikrosantrifiij Tiiplerinde Saklanan Antibiyotik Cozeltileri

3.2.4. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi

1. Steril otomatik pipetlerle (8 kanalli) 96 kuyucuklu steril U tabanh
mikroplaklarin tim kuyucuklarma 50 ul MHB (Mueller Hinton Broth)
dagitilmistir. Bir mikroplakta her susun, 7 antibiyotik i¢in seri diliisyonu
hazirlanmistir. En alttaki sagda ve solda bulunan kuyucuklar besiyeri ve
tireme kalite kontrolii olarak kullanilmistir. Her antibiyotik i¢in pozitif kontrol
olarak E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 suslari ve ayrica
kolistin igin mcr-1 pozitif E. coli NCTC 13846 standart suslar1 ¢aligiimistir.

2. Oda sicakliginda coziilerek vortekslenen antibiyotik ¢ozeltilerinden alinan
50’ser pl, mikroplagin en solunda bulunan ilk kuyucuklara yukaridan asagiya
sirayla eklenmigtir.

3. Ilk kuyucuktaki antibiyotiklerden alman 50’ser ul, 12. kuyucaga kadar
sulandirilmig, 12. kuyucuktan alinan 50 pl karisim ise disart atilmistir. MHB
besiyerinin mikroplak kuyucuklarina otomatik pipetle 50’ser pl dagitilmasi ve
her antibiyotik i¢in seri diliisyon yapilmas1 Sekil 3.7.’de verilmistir.

4. Standart inokiilum icin, 24 saat Onceden kanli agara pasajlanmis taze
kiltiirden bakteri kolonileri alinarak dogrudan koloni silispansiyonu

hazirlanmistir. Her sus, serum fizyolojik (SF) igerisinde 0,5 MacFarland
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bulanikliga (2)(108 koloni olusturan birim; KOB/ml) siispanse edilmis,
bulanikliklar dansitometre ile okunmustur. Bulanikliklarin dansitometre
cihaziyla saptanmast Sekil 3.8.’de verilmistir.

5. Bulanikligi 0,5 MacFarland olarak ayarlanan tiipten 100 pl alip 9900uL
Mueller-Hinton Broth (Merck, ABD) besiyeri iceren tiipe aktarilmustir.
Vortekslenen tlip igindeki bakteri siispansiyonu, besiyeri ve antibiyotik
karisimi igeren her bir kuyucuga 50’ser pl olarak eklenmistir.

6. Kurumay: engellemek i¢in kapakla kapatilan mikrodiliisyon plaklari, 35°C’de
24 saat siire ile etlivde inkiibasyona birakilmaistir.

7. Mikroplaklardaki antibiyotik duyarlilik sonuclart Sekil 3.9°da verilmistir.

Sekil 3.7. MHB besiyerinin mikroplak kuyucuklarina otomatik pipetle 50°ser ul
dagitilmasi ve her antibiyotik i¢in seri diliisyon yapilmasi.

McFartand mn@

Sekil 3.8. Bulanikliklarin dansitometre cihaziyla saptanmas.
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3.2.5. Piperasilin /Tazobaktam Icin S1ivi Mikrodiliisyon

1. Piperasilin/tazobaktam kombinasyonunda, calisilan diger
antibiyotiklerden farkli olarak tazobaktam son asamada sabit
konsantrasyonda tiim kuyucuklara eklenmistir.

2. Piperasilin 20 mg tartilarak V=w x P / ¢ formiiliine gore 2048 mg/L stok
cozeltisi olarak hazirlanmigtir. (V: Sulandirici, w: Antibiyotik agirligi, P:
Antibiyotik potensi, c: Istenilen konsantrasyon)

3. Piperasilin (20 mg) 8,78 ml su ile sulandirilarak 2048 mg/L
konsantrasyon elde edilmis, diger kullanimlar icin mikrosantrifiij
tiplerine birer ml hacimlerde dagitilarak olarak -20 °C’de
dondurulmustur.

4. Tazobaktam (10 mg) 5,62 su ile sulandirilarak 1600 mg/L konsantrasyon
elde edilmis, mikroplaga eklenecek son konsatrasyonu olan 16 mg/L’ye
kadar sulandirilmstir.

5. Dagitilan 50’ser ul’lik MHB’nin tizerine ilk olarak 2048 mg/L piperasilin
eklenerek 12. kuyucuga kadar seri diliisyon yapilip son kuyucuktaki 50
ul’lik karigim atilmagtir.

6. Plaktaki her kuyucuga 50’ser ul 16 mg/L tazobaktam konulmus, lizerine
0,5 MacFarland bulanikliga sahip, 1/100 oraninda sulandirilan bakteri
siispansiyonundan 100 pl eklenmistir. Mikroplaklardaki duyarlilik

sonuglar1 aynada degerlendirilmistir.

Sekil 3.9. Mikroplaklarin aynada degerlendirilmesi.
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3.3. Molekiiler Yontemlerle Fosfomisin Direncinin Saptanmasi
3.3.1. DNA izolasyonu

1. Calismaya alinan her bir izolat tek koloni ekim yontemi ile kanli agara ekim
yapildiktan sonra besiyerleri 35 °C’de normal atmosfer sartlarinda 18-24 saat
inkiibe edilmistir. Bakteri kiiltiiriinden alinan tek bir koloni, 2 ml MHB’a
ekildikten sonra 37 °C’de 18 saat calkalayici etiivde inkiibasyona birakilmistir.

2. Siv1 besiyerinde iireyen bakteri siispansiyonu 3 dakika 3000 xg’de santrifiij
edilmistir.

3. Ustte kalan sivi aspire edildikten sonra dipteki cokelti iizerine 750 pl
TrissEDTA (TE) tamponu eklenerek vortekslenmis, 1,5 ml hacminde
mikrosantrifiij tliplerine aktarilmistir.

4. Siispansiyon tekrar 1 dakika 12.000 xg’de santrifiij edilmis ve iistteki sivi
atilmstir.

5. Kalan ¢okeltinin iizerine 750 ul TE tamponu eklenerek birka¢ kez pipetaj
islemi uygulanmistir. Tiipler vortekslenmis ve mikrosantrifiijde 1 dakika 12.000
xg’de santrifiij edilmistir.

6. Ustteki siv1 atildiktan sonra yikama islemi en az 3 kez tekrarlanmistir. En son
basamakta yikama sonrasi dipteki ¢okeltiye 500 pl TE tamponu eklenerek tiipler
kuru 1s1 blogunda 15 dakika 100 °C’da bekletilmistir.

7. Bloktan ¢ikarilan tiipler 12.000 xg’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ardindan
dipteki ¢okeltiye dokunulmadan {stteki sivi, steril mikrosantrifiij tiipiine
aktarilmistir.

8. Izolasyon sonrasi elde edilen DNA -20°C’de saklanmustir.

3.3.2. fosA3, fosA, fosC2, blactx.m Genlerinin Polimeraz Zincir

Reaksiyonu ile Belirlenmesi

Fosfomisine direngli izolatlara Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
yontemiyle fosA3, fosA, fosC2 genleri; fosA3 direngli saptanan izolata ise blactx-m
geni bakilmistir. Calismamizda fosA3, fosA ve fosC2 genleri i¢in, pozitif kontrol susu
Dr. Luisia Pexie (Porto Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Porto, Portekiz)’den temin

edilmistir.
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3.3.3. fosA3 Geninin PZR ile Amplifikasyonu

PZR kosullari Hou ve ark. (126)’nin Onerileri  dogrultusunda
gerceklestirilmistir.  Asagida belirtilen primerler 100 pmol/ul sulandirilarak

kullanilmustir.

Kullanilan Primerler (115):
fosA3 F-5°-GGC ATT TTA TCA GCA GT-3’ (350bp)
fosA3 R-5’-AGA CCATCC CCT TGT AG-3’

PZR karistiminin hazirlanmasi: PZR karistminin icerigi Tablo 1°de

Ozetlenmistir.

Tablo 3.1. fosA3 geni igin hazirlanan PZR karigiminin igerigi.

Icerik Hacim Son konsantrasyon
Su 13,7 pl
Taq DNA tampon (10x) 2,5 ul 1x
MgCl, (25 mM) 2,5 ul 2.5mM
dNTP (10 mM) 0,5 ul 200uM
Primer F (100 pmol) 0,3 ul 30 pmol
Primer R (100 pmol) 0,3 ul 30 pmol
Taq polimeraz (5 U/ul) 0,2 ul 1U
DNA 5,0 ul
Toplam Hacim 25 ul

PZR Kosullari: DNA amplifikasyonu ThermalCycler (Global Genomics
Partner, MyGenie96, ABD) cihazi ile yapilmistir. Amplifikasyon programi agagidaki
gibidir;

1) 1lk denatiirasyon: 94°C 5 dakika
2) Denatiirasyon: 94°C 30 saniye
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3) Primer birlesmesi:  57,5°C 30 saniye
4) Uzama: 72 °C 1 dakika
Yukaridaki basamaklar toplamda 30 dongii olacak sekilde gerceklestirilmistir.
Ardindan 72 °C’de 7 dakika son uzama basamagi yapilmis ve reaksiyon

sonlandirilmistir.
3.3.4. fosA Geninin PZR Protokolii

PZR kosullari Hou ve ark. (126)’nin Onerileri  dogrultusunda
gerceklestirilmistir.  Asagida belirtilen primerler 100 pmol/ul sulandirilarak
kullanilmastir.

Kullanilan Primerler (115):

fosA | F-5'-ATC TGT GGG TCT GCC TGT CGT-3" (271 bp)

fosA R-5’-ATG CCC GCA TAG GGC TTCT-3’

PZR karisimmnin hazirlanmasi: PZR karisiminin igerigi Tablo 3.2.°de

gosterilmistir.

Tablo 3.2. fosA geni i¢in hazirlanan PZR karisiminin igerigi.

Icerik Hacim Son konsantrasyon
Su 13,7 pul
Taq DNA tampon (10x) 2,5 ul 1x
MgCl; (25 mM) 2,5 ul 2.5mM
dNTP (10 mM) 0,5 pl 200 pM
Primer F (100 pmol) 0,3 ul 30 pmol
Primer R (100 pmol) 0,3 ul 30 pmol
Taq polimeraz (5 U/ul) 0,2 ul 1U
DNA 5,0 ul
Toplam Hacim 25 ul
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PZR Kosullari: DNA amplifikasyonu ThermalCycler (Global Genomics
Partner, MyGenie96, ABD) cihazi ile yapilmistir. Amplifikasyon programi asagidaki
gibidir;

1)  Ilk denatiirasyon: 94°C 5 dakika
2)  Denatiirasyon: 94°C 30 saniye
3)  Primer birlesmesi: 59,5°C 30 saniye
4)  Uzama: 72°C 1dakika

Yukaridaki basamaklar toplamda 30 dongii olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Ardindan 72 °C’de 7 dakika son uzama basamagi yapilmis ve reaksiyon

sonlandirilmistir.
3.3.5. fosC2 Geninin PZR Protokolii

PZR kosulla1 Hou ve ark. (126)’nin Onerileri  dogrultusunda

gerceklestirilmistir. Asagida belirtilen primerler 100 pmol/ul sulandirilarak

kullanilmastir.

Kullanilan Primerler (115):
fosC2 F-5-CGA GCC AAG ATT ACT GT-3’ (196bp)
fosC2 R-5’-AAC GAT TCC AAACGACT-3

PZR karisimimin hazirlanmasi: PZR karigimimin igerigi Tablo 3.3.’te

Ozetlenmistir.

Tablo 3.3. fosC2 geni i¢in hazirlanan PZR karisiminin igerigi.

Icerik Hacim Son konsantrasyon
Su 13,7 pl
Tag DNA tampon (10x) 2,5 ul 1x
MgCl; (25 mM) 2,5 ul 2.5 mM
dNTP (10 mM) 0,5 ul 200uM
Primer F (100 pmol) 0,3 ul 30 pmol
Primer R (100 pmol) 0,3 ul 30 pmol
Taq polimeraz (5 U/ul) 0,2 ul 1U
DNA 5,0 ul
Toplam Hacim 25 ul
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PZR Kosullari: DNA amplifikasyonu ThermalCycler (Global Genomics

Partner, MyGenie 96, ABD) cihazi ile yapilmustir.

1)
2)
3)
4)

Amplifikasyon programi asagidaki gibidir;

[k denatiirasyon: ~ 94°C 5 dakika
Denatiirasyon: 94°C 30 saniye
Primer birlesmesi: 50,5 °C 30 saniye
Uzama: 72 °C 1 dakika

Yukaridaki basamaklar toplamda 30 dongii olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Ardindan 72 °C’de 7 dakika son uzama basamagi yapilmis ve reaksiyon

sonlandirilmistir.

3.3.6. blaCTx.M PZR Protokolii

blactx-m PZR protokolii asagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.

Kullanilan primerler 100 pmol/ul olacak sekilde sulandirilmistir. Pozitif kontrol susu

kullanilmastir.

Kullanilan Primerler (127):

blacTxm F-5°-TCT TCC AGA ATA AGG AAT CCC-3 (909 bp)

blacTx-m R-5-CCGTTT CCG CTATTACAAAC-3

PZR karisiminin igerigi Tablo 4’te 6zetlenmistir

Tablo 3.4. blactx-m geni i¢in hazirlanan PZR karigiminin igerigi.

Icerik Hacim Son konsantrasyon
Su 15,0 ul

Tag DNA tampon (10x) 2,5 ul 1x

MgCl, (25mM) 2,5 ul 25 mM

dNTP (10 mM) 0,5 ul 200 uM
PrimerF (100 pmol) 0,3ul 30 pmol
PrimerR (100 pmol) 0,3ul 30 pmol

Taq polimeraz (5 U/ul) 0,2ul 1U

DNA 5,0ul

Toplam Hacim 25 ul
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PZR Kosullari: DNA amplifikasyonu ThermalCycler (Global Genomics
Partner, MyGenie96, ABD) cihazi ile gergeklestirilmistir. Tablo 3.4.’te

gosterilmistir. Amplifikasyon programi (128) nolu referanstan modifiye edilmistir.

Amplifikasyon program;

1) ilk denatiirasyon 5 dakika 94°C’de gerceklestirildikten
sonra,

2) Denatiirasyon 20 saniye 95°C

3) Primer birlesmesi 30 saniye 51°C

4) Uzama: 30 saniye 72°C

olacak sekilde toplam 35 dongii olarak programlanmistir. Amplifikasyonun

sonunda 72°C’de 3 dakika son uzamanin ardindan reaksiyon sonlandirilmstir.
3.3.7. Agaroz Jel Elektroforezi

1) Steril olarak hazirlanan 50xTAE ( 242 g TRIS; 57.1 ml glasiyal asetik asit,
0.5 M EDTA, pH 8) cozeltisinden 20 ml alip 1 litre distile suya tamamlanarak
IXTAE tamponu hazirlanmistir.

2) Agaroz jel, 220 ml 1XTAE igine %I oraninda agaroz eklenerek
hazirlanmistir. Tampon ¢ozelti igerisindeki agaroz mikrodalga firinda eritildikten
sonra 45-50 °C’ye sogutulmus ve igerisine 25 upl etidyum bromiir c¢ozeltisi
eklenmistir. Diiz bir zeminde agarozun dokiilecegi kalip hazirlanip jel dokiilerek bir
siire katilagsmas1 beklenmistir. Onceden hazirlanan 1XTAE tampon ¢ozeltisi, jelin
lizerini tamamen kapatacak sekilde jelin yiiriitiilecegi tank icine dokiilmiistiir.

3) PZR iiriinlerinin herbirinden 5 pl alinip, 10 pl orange G yiikleme tamponu
ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara sirayla yliklenmistir. Molekiiler agirlik belirteci
olarak 100 bp ladder (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, ABD) kullanilmistir.

4) PZR frinleri 120 voltta 60 dakika yiritilerek jel elektroforezi
gerceklestirilmistir. Agaroz jel distile su ile yikanarak etidyum bromiiriin jelden
uzaklastirilmast saglanmis, BioSpectrum 500 (UVP, Cambridge, Birlesik Krallik)

cihazi ile ultraviyole 151k altinda incelenmistir.
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4.1. Cahsmaya Alinan Izolatlarin Klinik ve Demografik Ozellikleri

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Bakteriyoloji

Laboratuvari’na Subat 2018 — Subat 2019 yillar1 arasinda yatan hastalardan

gonderilen idrar yoluyla iligkili 6rneklerden [orta akim idrar (n=277), nefrostomi

(n=18), direkt kateter (n=5)] ardisik olarak izole edilen 300 adet izolat galisilmistir.

Calismaya, her hastadan alinan tek bir drnek dahil edilmistir. izole edilen etkenler

arasinda E. coli %78,3 ile birinci sirada yeralmaktadir. 300 erigskin hastanin, 228

(%76)’sinin kadin, 72 (%24)’sinin ise erkek oldugu tespit edilmistir. Laboratuvara

gelen Ornek tiirleri bazinda c¢alisilan orneklerin %92,3’i orta akim idrardir.

Calismada en ¢ok oOrnek toplanan servis dahiliye birimleri olmustur. Caligmaya

alinan 6rneklerin Klinik servislere gére dagilimi Tablo 4.1°de, ¢aligmadaki hastalarin

demografik 6zellikleri, 6rnek tiirleri ve izole edilen etkenlerin tiirlere gére dagilimi

Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Orneklerin izole edildigi klinik servislere gére dagilimu.

Klinik Servisler (%) (n)
Dahiliye birimleri 52,7 158
Cerrahi birimler 36,3 109
Onkolojik birimler 11,0 33

Tablo 4.2. Calismadaki hastalarin demografik 6zellikleri, 6rnek tiirleri ve izole

edilen etkenlerin tiirlere goére dagilimi.

Demografik o6zellikler,ornek tiirleri ve etken Say1 (n) Yiizde (%)
tiirleri

Cinsiyet

Kadin 228 76,0
Erkek 72 24,0
Ornek tiirleri

Orta Akim Idrar 277 92,3
Nefrostomi 18 6,0
Direkt Kateter 5 1,7
Etken Tiirleri

E.coli 235 78,3
K. pneumoniae 56 18,7
P. aeruginosa 7 2,3
A. baumannii 2 0,7
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4.2. Antibiyotik Duyarhhk Sonug¢lari

Ug yiiz E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, A. baumannii izolatinin
antibiyotiklere duyarliliklar1 fosfomisin i¢in agar diliisyon; amikasin, gentamisin,
seftazidim, seftriakson, meropenem, siprofloksasin, tigesiklin, TMP/SMZ, kolistin,
piperasilin/tazobaktam i¢cin mikrodiliisyon yontemi kullanilarak saptanmistir.
Duyarlilik sonuglart EUCAST (2018; v.8.1) uluslararas1 standartlarina gore
degerlendirilmistir (152). Tablo 4.3’te ¢alismada kullanilan antibiyotikler igin
EUCAST v. 8.1’de belirtilen smir degerler (mg/L), calisilan tiim bakterilerin
antibiyotiklere in vitro duyarliliklari Tablo 4.4’te verilmistir. Caligilan tiim
antibiyotikler icin MIiKsy ve MiKgy degerleri Tablo 4.5°te, K. pneumoniae
izolatlarmin antibiyotiklere in vitro duyarliligi Tablo 4.6’da ve E. coli izolatlarinin
antibiyotiklere in vitro duyarliligi Tablo 4.7.°de gosterilmistir. Izole edilen yedi
P.aeruginosa izolatinin ikisi (%28,5) ve iki A.baumannii izolatinin ise tamami

(%100) fosfomisine direngli saptanmustir.

Tablo 4.3. Calismada kullanilan antibiyotikler i¢in EUCAST v. 8.1°de belirtilen sinir

degerler (mg/L)
Antibiyotikler Duyarh (S) Direncli (R)
(mg/L) (mg/L)

Amikasin <8 >16
Gentamisin <2 >4
Seftazidim <1 >4
Seftriakson <1 >2
Meropenem <2 >8
Siprofloksasin <0,25 >0,5
Tigesiklin <1 >2
TMP/SMZ <2 >4
Kolistin <2 >2
Piperasilin/tazobaktam <8 >16
Fosfomisin <32 >32
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Antibiyotik Dnuzjlr)h r?(';f) Drilr(‘f%“
Amikasin 283 (94,4) 7(2,3) 10 (3,3)
Gentamisin 241 (80,3) 3(1,0) 56 (18,7)
Seftazidim 207 (69,0) 15 (5,0) 78 (26,0)
Seftriakson 190 (63,3) 8(2,7) 102 (34,0)
Meropenem 284 (94,7) 3(1,0) 13 (4,3)
Siprofiloksasin 147 (49,0) 17 (5,6) 136 (45,3)
Tigesiklin 282 (94,0) 6 (2,0) 12 (4,0)
TMP/SMZ 164 (54,7) 2 (0,6) 134 (44,7)
Kolistin 279 (93,0) - 21 (7,0)
Fosfomisin 280 (93,3) - 20 (6,6)
Piperasilin/ tazobaktam 218 (72,7) 10 (3,3) 72 (24,0)

Tablo 4.5. Calisilan antibiyotiklerin tiim bakteriler i¢in MiKsg ve MiKgg degerleri

(n=300)

Antibiyotik Aralik MiKso mg/L) (lfngfi‘;
Amikasin 0,125- >256 1 8
Gentamisin 0,125- >256 0,5 64
Seftazidim 0,125- >256 <0,125 32
Seftriakson 0,125- >256 <0,125 128
Meropenem 0,125- >256 <0,125 0,25
Siprofiloksasin 0,015- >32 0,5 32
Tigesiklin 0,015- >32 0,125 0,5
TMP/SMZ 0,015- >32 0,0625 >32
Kolistin 0,015->32 0,25 2
Fosfomisin 0,25- >256 2 16
Piperasilin/tazobaktam 0,125- >256 2 256
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Tablo 4.6. E. coli izolatlarinin ¢alisilan antibiyotiklere in vitro duyarliligi (n=235)

Duyarh

Antibiyotik " 9%) r?(i,f) Dri]r(eo%“
Amikasin 227 (96,6) 6 (2,5) 2(0,9)
Gentamisin 194 (82,5) 2 (0,9 39 (16,6)
Seftazidim 169 (72,0) 12 (5,0) 54 (23,0)
Seftriakson 158 (67,2) 5(2,1) 72 (30,7)
Meropenem 231 (98,3) 1(0,4) 3(1,3)
Siprofiloksasin 120 (51,0) 14 (6,0) 101 (43,0)
Tigesiklin 229 (97,4) 2(0,9) 4(1,7)
TMP/SMZ 132 (56,2) 0 103 (43,8)
Kolistin 223 (94,9) - 12 (5,1)
Fosfomisin 228 (97,0) - 7 (3,0)
Piperasilin/ tazobaktam 189 (80,4) 8 (3,4) 38 (16,2)

Tablo 4.7. K. pneumoniae izolatlarinin ¢alisgilan antibiyotiklere in vitro duyarlilig

(n=56)

Antibiyotik Dn“{;f)“ r?(f,f) D;r(eo%“

Amikasin 49 (87,5) 1(1,8) 6 (10,7)
Gentamisin 41 (73,2) 0 15 (26,8)
Seftazidim 34 (60,7) 2 (3,6) 20 (35,7)
Seftriakson 29 (51,8) 3(5,4) 24 (42,8)
Meropenem 47 (84) 1(1,7) 8 (14,3)
Siprofiloksasin 23 (41,1) 2 (3,6) 31 (55,3)
Tigesiklin 50 (89,2) 3(53) 3(53)

TMP/SMZ 31 (55,4) 1(1,8) 24 (42,8)
Kolistin 50 (89,3) - 6 (10,7)
Fosfomisin 47 (83,9) - 9(16,1)
Piperasilin/ tazobaktam 23 (41,1) 2 (3,6) 31 (55,3)
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4.3. Fosfomisine Diren¢ Mekanizmalar:

Calisilan 300 izolattan 20 izolat (%6, 6) fosfomisine direngli bulunmustur. Bu
izolatlarin etkenlere gore dagilimi soyledir: Dokuz K. pneumoniae, yedi E.coli, iki
A.baumannii, iki P.aeruginosa. Iki K. pneumoniae izolatinda fosA diren¢ geni
saptanmis, bunlardan bir izolatta fosA ve fosA3 genleri birlikte bulunmustur.
izolatlarin higbirinde fosC2 geni tespit edilmemistir. Ayrica, fosA ve fosA3 pozitif
bulunan izolatin blactx-m geni tasidigi da belirlenmistir. K. pneumoniae izolatinin
fosfomisin direnci saptanan blacrx.m, f0SA3 ve fosA PZR iiriinlerinin agaroz jel

elektroforez goriintiisii Sekil 4.1°de verilmistir.

M123| |M1234 M 1 2 3 4

A B C

Sekil 4.1. K. pneumoniae izolatinin fosfomisin direnci saptanan fosA3, fosA, fosC2
ve blactx-mPZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. A) M: 100
bp molekiiler agirlik belirteci. 1; blactx-m pozitif izolat. 2; pozitif kontrol
susu. B) M: 100 bp molekiiler agirlik belirteci. 1; fosA3 pozitif izolat. 3;
pozitif kontrol. 4; negatif kontrol C) M: 100 bp molekiiler agirlik belirteci.
1; fosA pozitif izolat. 2; fosA pozitif izolat. 3: negatif kontrol. 4; pozitif
kontrol.
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5. TARTISMA

Idrar yolu enfeksiyonlar1 toplumda en sik goriilen enfeksiyonlardan biridir.
Diinya genelinde her yil yaklastk 150 milyon IYE enfeksiyonu olgusu ile
karsilasilmaktadir. IYE 20-50 yas arasinda, kadinlarda, erkeklere oranla daha sik
goriilmektedir. Cocuklarda ve erigkinlerde, kadinlarda ve erkeklerde, ayaktan ve
yatan hastalarda, mevcut olan ¢esitli risk faktorlerine gore enfeksiyon siklig1 ve etken
mikroorganizma profili degismektedir (129).

Gerek toplumdan kazanilmis, gerekse hastane kokenli TYE’lerin %95°ten
fazlas1 tek bakteri tiirii tarafindan olugmaktadir. Tiim diinyada en sik izole edilen
bakteri E. coli’dir (130). Diger etkenler ise siklik sirasi degismekle birlikte
Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Pseudomonas ve Acinetobacter tiirleridir (131).
Ulkemizde yapilan birgok calismada, yatan hastalarm IYE’lerinde %35-80 oranlarda
en sik izole edilen etken E. coli, ikinci olarak da Klebsiella tiirleridir (132-134).
Calismamizda yatan hastalarin idrar orneklerinden en sik E.coli (%78,3) izole
edilmistir. Ikinci en sik izole ettigimiz bakteri ise %18,7 ile K. pneumoniae olmustur.

Birgok iilkede, IYE tedavisinde sik kullanilan antibiyotiklere kars1 gelisen
direng oranlarinda artis griilmektedir. Ulkemizde de antibiyotik kullaniminin yaygin
olmast nedeniyle olusan antibiyotik direnci, o6zellikle gram negatif bakterilerde
giderek 6nem kazanan bir sorun haline gelmistir (135, 136). Yatan ve ayaktan
bagvuran hastalardan izole edilen bakterilerin antibiyotiklere direng¢ oranlari
karsilastirildiginda, yatan hastalardan izole edilen izolatlarin genel olarak test edilen
antibiyotiklere kars1 daha direngli oldugu gozlenmektedir (137, 138). Tiirkiye’de IYE
tedavisinde sik kullanilan antibiyotikler arasinda, direng orani arastirildiginda en
yiksek diren¢ oran1 ampisilin i¢in bildirilmistir. Ampisilini, TMP-SMZ ve
siprofloksasin izlemektedir (139).

Ulkemizde IYE tedavisinde en sik recete edilen antibiyotiklerden olan
siprofloksasin ve TMP-SMZ’ye diren¢ oranlari ¢alismamizda sirasiyla, %45,3 ve
%44,7 olarak bulunmustur. Caligmamizda siprofloksasin ve TMP-SMZ’ye direng
oranlart tiir diizeyinde degerlendirildiginde direng oranlart sirasiyla, E. coli
izolatlarinda %43 ve %43,8 iken, K. pneumoniae’da %55,3 ve %42,8 olarak
saptanmustir. Tiirkiye’de IYE etkeni E. coli izolatlarinin duyarliliklarinin arastirildig
calismalara bakildiginda TMP-SMZ icin %29 ile %49 arasinda degisen direng
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oranlar1 goriilmektedir (140, 141). Temiz ve ark.’nin (142) ¢aligmasinda E. coli’nin
TMP-SMZ direncini yatan hastalarinda %54,6 oraninda, K. pneumoniae izolatlarinda
ise %49,1 oraninda bildirilmistir. Pulluk¢u ve ark (131) ise, yatan hastalardan izole
edilen E. coli izolatlarinda TMP-SMZ direncini %58,4 oraninda, Siprofloksasin
direncini de %47 oraninda bulmuslardir. TMP-SMZ’e¢ E. coli izolatlar1 arasinda
diren¢ diinyanin c¢esitli bolgelerinde %10 ile %70 arasinda degismektedir.
ECO.SENS Il siirveyans programinin verilerine goére komplike olmayan 147
tiropatojen E. coli izolatinda TMP-SMZ direnci %14,4 olarak bulunmustur (143).
Kashef ve ark.’nin (144) yaptiklar1 ¢alismada ise iiropatojen E. coli izolatlarinda
TMP-SMZ direnci %61,8 olarak rapor edilmistir. ABD'de 2003-2012 doneminde
yapilan calismada da E. coli kaynakli IYE nedeniyle tedavi alan yetiskin kadinlarda
TMP-SMZ direncinin  %17,2'den %22,2' ye yikseldigi bildirilmistir (12).
Calismamizda idrar yolu oOrneklerinden izole ettigimiz E. coli ve K. pneumoniae
izolatlarinda saptadigimiz TMP-SMZ direng oranlar1 literatir ile uyumlu
bulunmustur.

Diinyada ve iilkemizde siprofloksasin direng verileri bolgeler ve hastaneler
arasinda degisebilmektedir. Ulkemizde yapilan galismalarda IYE etkeni olarak izole
edilen E. coli izolatlarinda siprofloksasin direnci %17 ile %50 arasinda
degismektedir (145, 146). Uslu ve ark (139), yatan hastalarda, E. coli izolatlarinda
siprofloksasin direng oranin1 %48,7 olarak saptamistir. Yiiz bir ¢alismay1 derleyen
bir meta analizde de, idrar kiiltiirlerinden izole edilen E. coli izolatlarinda, 1996-2001
yillarinda %12,27, 2002-2007 yillarinda %23,16 ve 2008-2012 yillarinda ise %30,98
oranlarinda, giderek artan siprofloksasin direnci bildirilmistir (141). Demirci ve
ark.’nin  (147) 2018 yilinda, Hacettepe Universitesi Hastanesi’'nde idrar
orneklerinden izole edilen 299 E. coli izolatiyla yaptiklari ¢alismada siprofloksasin
direnci %34,7 olarak saptanmistir. Gupta ve ark.’nin (148) yaptigi bir ¢caligmada ise
siprofloksasin direnci %80,7 gibi oldukga yiiksek oranlarda tespit edilirken, Avrupa
tilkelerini kapsayan ECO.SENS siirveyans programinda bu oran %0,5-7,6 arasinda
saptanmustir (149). ABD’den bildirilen bir ¢alismada IYE tanisiyla tedavi alan
yetiskin kadinlarda, E. coli'nin siprofloksasine direncinin, 2003-2012 yillar1 arasinda

%3,6'dan %11,8'e yiikseldigi bildirilmistir (12). Diinyada ve iilkemizde tiropatojen E.
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coli izolatlarinda tespit edilen siprofloksasin dire¢ oranlari oldukg¢a degisken olup,
caligmamizda da E.coli izolatlarinda siprofloksasin direnci %43 olarak saptanmuistir.

Aykan ve ark.’nin (141) bildirdigi meta analizde de 1997-2007 yillari
arasinda idrar kiiltiirlerinden izole edilen E.coli izolatlarinin TMP-SMZ direncinde
azalma, siprofloksasin direncinde artis saptanmistir. IYE etkenlerinde TMP-SMZ
direncindeki azalmanin, kinolonlarin IYE tedavisinde daha sik kulanilmastyla
birlikte TMP-SMZ kullaniminin azalmasina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
sebeple yiiksek direng oranlar1 goz Oniine alindiginda TMP-SMZ’nin ampirik
tedavide uygun bir segenek olmadigi ve yerel direng verilerinin %20’nin altina indigi
durumlarda tercih edilmesi gerekliligi belirtilmektedir (140).

IYE tedavisinde &nemli bir yere sahip bir diger antibiyotik grubu beta-
laktamlardir. Bu antibiyotiklere karsi gelisen direncte en sik karsilasilan mekanizma
bakterilerin sentezledigi beta-laktamazlardir. Beta laktam antibiyotiklerden 3. kusak
sefalosporinler, 1. ve 2. kusak sefalosporinlere gore beta-laktamazlara daha dayanikli
olmakla birlikte, GSBL’ye duyarlidirlar. Giiniimiizde gram negatif bakterilerde
gozlenen yiiksek GSBL orani, seftriakson ve seftazidim direncini agiklamaktadir
(150-152). Ulkemizde yapilan c¢aligmalarda IYE etkeni E. coli izolatlarinda
seftriakson direnci yatan hastalarda %3,9-%19,5 arasinda bildirilmektedir (142).
Yilmaz ve ark. (140), iiropatojen E. coli suslarinin %14,9’unu seftazidime, %28’ini
ise seftriaksona direngli bulmuslardir. Aykan ve ark.’nin (141) E. coli izolatlarinda,
1996-2001, 2002-2007 ve 2008-2012 yillar1 arasinda olmak iizere donemlere
ayrarak, seftriakson direncini derledigi meta analiz ¢alismasinda, seftriakson direnci
sirasiyla %14,71, %13,59 ve %19,22 olarak saptanmistir. Demirci ve ark.’nin (147)
2018 yilinda yaptig1 caligmada da, E. coli izolatlarinda seftriakson direnci %30,1
olarak tespit edilmistir. Kuzey Amerika ve Avrupa izolatlarinin degerlendirildigi
SMART calismasi kapsaminda, yatan hastalarin idrar 6rneklerinden izole edilen, E.
coli ve K. pneumoniae izolatlarinda seftriakson duyarlilik oranlar1 sirasiyla, %89 ve
%92 olarak bildirilmistir (153). Calismamizda da {iropatojen E. coli izolatlarinda
seftriakson direnci %30,7, seftazidim direnci ise %23,0 olarak saptanmistir. K.
pneumoniae izolatlarinda seftriakson ve seftazidim direnci sirasiyla %42,8 ve %35,7
olarak bulunmustur. Calismamizda tespit edilen sefalosporin direng oranlari,

literatiirdeki sefalosporin direng oranlarina benzer bulunmustur. Sefalosporinler
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yatarak tedavi alan hastalarda, saptanan yiiksek direng oranlarindan dolayr IYE
tedavi segenegi olarak dikkatli kullanilmalidir.

Ulkemizde yapilan calismalarda, IYE tedavisinde en etkin antibiyotikler
amikasin, meropenem ve tigesiklin olarak bildirilmektedir. Uslu ve ark. (139),
calismalarinda yatan hastalarin idrar 6rneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinda
en diisiik direng oranlarin1 meropenem (%21,3), imipenem (%2,6) ve amikasin (%7,7)
i¢in saptamuslardir. Cetin ve ark. (31), tiropatojen E. coli izolatlarinda meropenem
direncini %1, Eroglu ve ark. (32), tiropatojen E. coli izolatlarinda amikasin direncini
%3,4 olarak saptamislardir. Akay ve ark. (135) ise calismalarinda IYE etkeni E. coli
izolatlarinda en duyarli antibiyotiklerin amikasin ve meropenem oldugunu tespit
etmislerdir. Demirci ve ark. (147) tropatojen E. coli izolatlarinda en etkin
antibiyotikleri meropenem (%0) ve amikasin (%1) olarak bildirmislerdir. ipek¢i ve
ark.’nin (154) komplike IYE’den izole edilen E. coli suslarinda amikasin etkinligini
arastirdiklar1 ¢alismasinda ise, amikasin direncini %5,9 oraninda bildirmislerdir.
Calismamizda test edilen antibiyotikler arasinda amikasin (%3,3), tigesiklin (%4,0)
ve meropenem (%4,3), lilkemizde yapilan diger caligmalara paralel olarak en etkin
antibiyotik olarak bulunmustur.

Aminoglikozidler, 6zellikle gram negatif bakterilerin etken oldugu IYE
tedavisinde onemli bir yere sahiptir. Uropatojenlerde gériilen aminoglikozid
direnciyle ilgili oranlar, iilkemizdeki ¢alismalarda degiskendir. Yatan hastalardaki
tiropatojen E. coli izolatlarinda gentamisin direncini, Dogru ve ark. (145) %0,7,
Arslan ve ark. (146) ise %8 oranlarinda saptarken, Yilmaz ve ark (33) %28 oraninda
gentamisin direnci bildirmislerdir. Literatiirde, ECO.SENS siirveyans ¢alismasinda
(143) iiropatojen E. coli izolatlarinda gentamisin direnci %1,3 oraninda iken, Sharma
ve ark.’nin (155) ¢alismasinda bu oran, %33,3 olarak tespit edilmistir. Gupta ve ark.
(148), 161 iropatojen E. coli izolatinda gentamisin direncini % 63,4 oraninda
bildirmislerdir. Huang ve ark. (156) ise, yatan hastalardan izole edilen iiropatojen E.
coli izolatlarinda amikasin direnci saptamamiglardir.

Ulkemizde gram negatif bakterilerde, amikasin ve gentamisin direnci yiiksek
oranda bildirilmemektedir. Calismamizda tiim test edilen izolatlarda, gentamisin
direnci  %18,7, amikasin direnci %3,3 olarak saptanmistir. Tiir bazinda

degerlendirildiginde E. coli izolatlarindaki gentamisin direnci %16,6 oraninda, K.
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pneumoniae izolatlarinda gentamisin direnci ise %26,8 oraninda saptanmistir. Bu
diren¢ oranin literatiire gore yiiksek bulunmasi Tiirkiye’de ve hastanemizde
gentamisinin IYE disinda diger enfeksiyon tedavilerinde de sik kullanimina bagh
olabilecegini diistindlirmiistiir.

Calismamizda hastane kaynakli IYE tedavisinde sik tercih edilen beta
laktam/beta-laktamaz inhibitorlerinden piperasilin/tazobaktamm duyarliligi test
edilmistir. Calismamizda E. coli izolatlarinda piperasilin/tazobaktam direnci %16,2
iken, K. pneumoniae izolatlarinda bu oran %55,3 olarak saptanmistir. Tiirkiye’den
bildirilen galismalara bakildiginda, Giilcan ve ark. (157), yatan hastalardan izole
ettikleri 591 iiropatojen E. coli izolatinda piperasilin/tazobaktam direncini %23,7, 55
tiropatojen K. pneumoniae izolatinda ise bu orami %33,3 olarak bildirmislerdir.
Temiz ve ark. (142), yatan hastalardan izole ettikleri 385 iiropatojen E. coli ve 61
Klebsiella spp. izolatiyla yaptiklart ¢aligmada, piperasilin/tazobaktam direncini
sirasiyla %35,2 ve %45,6 olarak bildirmislerdir. Avrupa ve Kuzey Amerika’da yatan
hastalarin idrar 6rneklerinden toplanan Enterobacterales izolatlariyla yapilan ¢ok
merkezli SMART c¢alismasinda (158), Kuzey Amerika’dan toplanan E. coli (n=859)
ve K. pneumoniae (n=249) suslarinda piperasilin/tazobaktam direnci sirasiyla %4,5
ve %8,1 iken, Avrupa’dan toplanan E. coli (n=1382) ve K. pneumoniae (n=355)
suslarinda direng sirasiyla %7,5 ve %34,6 olarak bildirilmistir. Calismamizda E. coli
suslarinda piperasilin/tazobaktam direng oran1 %16,2 olarak literatlirde bildirilen
oranlarla uyumlu bulunmustur. Enterobacterales ile gelisen enfeksiyonlarin
tedavisinde karbapanemlerle piperasilin/tazobaktam aktivitesini  karsilastiran
caligmalar bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda, tedavi basarisinda karbapenemlerin
piperasilin/tazobaktama gore daha etkili oldugu gosterilmistir (159, 160).
Calisgmamizda da meropenemde, piperasilin/tazobaktama gore daha diisiik direng
oranlar1 saptanmustir. IYE tedavisinde piperasilin/tazobaktam kullanilirken yerel
direng oranlart g6z Oniinde bulundurulmalidir. Calismamizda E. coli suslarinda
piperasilin/tazobaktam diisiik diren¢ orami tespit edildigi icin, hastanemizde IYE
tedavisinde tercih edilebilecegi ongoriilmiistir. Ancak K. pneumoniae’da elde edilen
yiiksek piperasilin/tazobaktam igin direng oran1 sebebiyle, K. pneumoniae ile gelisen

IYE tedavisinde, piperasilin/tazobaktamdan kagimilmas: gerektigi diisiiniilmiistiir.
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Diren¢ sorununun giderek arttigi glinimiizde eski antibiyotiklerden biri olan
ve tekrar giindeme gelen kolistinin, nefrotoksisitesi ve direng artis1 kaygisi nedeniyle
Klinikte sadece ¢oklu ila¢ direnci bulunan mikroorganizmalar (A. baumannii, P.
aeruginosa, K. pneumoniae) ile olusan enfeksiyonlarda ve ozellikle de kolistin
disindaki diger antibiyotiklere diren¢ varlifinda kullanilmasi Onerilmektedir. Bu
nedenle, kolistin, 6zellikle ¢ok ilaca direngli gram-negatif bakterilerin etken oldugu
hastane kdkenli IYE tedavisinde kullanilmaktadir (68, 161). Idrar yolu izolatlarinda
kolistine diren¢ orani diisiik seviyelerde seyretmektedir. Bununla birlikte, E. coli, K.
pneumoniae, A. baumannii ve Pseudomonas spp.’de kolistin  direnci
gozlenebilmektedir (162, 163). Kolistinin in vitro duyarliligini belirlemede,
EUCAST, altin standart yontemi sivi mikrodiliisyon test yontemi olarak bildirmistir
(124). Literatiirde, idrar yolu o6rneklerinden izole edilen bakterilerde, Kkolistin
duyarlilik profilinin mikrodiliisyon test yontemi ile c¢alisilarak bildirildigi kisith
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Amladi ve ark. (164), idrar yolundan izole ettikleri
karbapenem direngli Enterobacterales izolatlariyla yaptiklari g¢alismada kolistin
direncini 81 E. coli izolatinda %5, 69 K. pneumoniae izolatinda da %15 olarak
saptamiglardir. Endimiani ve ark. (165) ise, 68 blakpc tasiyan K. pneumoniae
izolatinda kolistin direncini %7 oraninda tespit etmislerdir. Livermore ark (166), 81
tiropatojen E. coli ve K. pneumoniae izolatinda kolistin direncini %7,4 oraninda
saptamiglardir. Caligmamizda E. coli izolatlarinda kolistin direnci %5,1 iken, K.
pneumoniae izolatlarinda bu oran %10,7 olarak literatiir ile uyumlu saptanmustir.
Ayrica calisgmamizda kolistine direngli saptanan 21 izolatin 18 tanesi (%85,7)
fosfomisine duyarli bulunmustur. Calismamiz sonucunda Kolistine direngli
izolatlarda da fosfomisinin IYE tedavisinde iyi bir segenek olabilecegi
diistinilmistiir.

Fosfomisin direnci, 1977'de, fosfomisine direngli E. coli ve Salmonella
typhimurium izolatlarinin Saptanmasiyla ortaya ¢ikmuistir (167). Gram negatif
bakterilerde, fosfomisin direng prevalansi iilkeler arasinda ve bakteri tiirleri arasinda
degisiklik gostermektedir. Direng mekanizmasi, bir bolgedeki direncin yayilmasinda
da onemli bir rol oynamaktadir. Fosfomisinin in vitro duyarliligini belirlemede,

EUCAST, altin standardi agar dillisyon yontemi olarak bildirmistir. Ayrica
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fosfomisin duyarlilik testi ¢alisilirken ortama mutlaka G-6-F eklenmelidir. Aksi
taktirde duyarli izolatlarin direngli saptanmasi gézlenebilmektedir (124).

Literatiir taramas1 yapildiginda fosfomisine direng orani, insan ve hayvan
konaklarinda, diinyanin diger bolgelerine gore Cin ve Asya’da daha yiiksek
saptanmistir. Cin'deki E.coli izolatlarinda fosfomisin direncinden sorumlu ana
mekanizma fosA3 kontroliinde enzimatik inaktivasyon olarak bildirilmistir (168).
Fosfomisinin genel direng orani diger antibiyotiklere gore daha diisiik olmasina
ragmen, artan diren¢ onemli bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Cin’de yapilan
¢ok merkezli bir ¢alismada 2009-2010 yillarinda E. coli izolatlarinda fosfomisin
direnci arastiritlmig, fosfomisin direng orani %7,8 olarak saptanmigtir (169). Cao ve
ark. (168), 2010-2014 wyillarinda idrar oOrneklerinden izole ettikleri E. coli
izolatlarinda fosfomisin diren¢ oranini %10 olarak bildirmistir. Kanada'da 2010-2013
yillar1 arasinda, idrardan izole edilen 868 E. coli izolatinda fosfomisin duyarlilig
aragtirtlmis ve fosfomisin duyarlilign %99,4 oraninda bildirilmistir (26). Yine
Kanada’da 2007-2013 yillar1 arasinda CANWARD siirveyans programi kapsaminda
yapilan bir baska ¢alismada idrardan izole edilen E. coli izolatlarinin fosfomisine
duyarlilik orant %96 olarak saptanmistir (170). Ohio'dan yapilan iki ¢alismada da
idrardan izole edilen K. pneumoniae izolatlarinda fosfomisinin iyi etkinlige sahip
oldugu, kolistin ve tigesikline direngli K. pneumoniae izolatlarinda fosfomisin
duyarlilik oranlarinin sirasiyla %92 ve %93 oldugu bildirilmistir (165, 171).

Avrupa’da  gerceklestirilen  caligmalar, fosfomisinin  uzun yillardir
kullanimina ragmen, Avrupa iilkelerinde fosfomisin direncinin diisiik oldugunu
gostermektedir. Cok merkezli yapilan bir Almanya c¢alismasinda, iiropatojen E. coli
izolatlar1 arasinda fosfomisine diisiik direng oranlar1 (%1,2-%4,5) saptanmistir (172,
173). ARESC (Antimicrobial Resistance Epidemiological Survey on Cystitis)
calismasindan elde edilen Fransa verilerinde, 409 E. coli idrar izolatinda, fosfomisine
duyarlilik oran1 %99 olarak bildirilmistir (173). Fransa’da yapilan bir diger
calismada da, fosfomisinin E. coli izolatlarinda %93,7 duyarliliga sahip oldugu, K.
pneumoniae izolatlarinda ise fosfomisin duyarlilik oraninin %74,4 oldugu
bildirilmistir (174). Ispanya’da 27 hastanenin katildigi, 183 E. coli idrar izolatiyla
yapilan ¢aligmada, fosfomisin direnci disiik (%9,1) saptanmasina ragmen, ¢alisma

verileri yillara gore incelendiginde, son dort yilda fosfomisin direncinde 6nemli bir
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artis oldugu tespit edilmistir. Caligmacilar, artan bu fosfomisin direng oranini,
Ispanya’da fosfomisin kullaniminin son yillardaki artigina baglamuslardir (175).
Isvigre ve Italya'dan bildirilen calismalarda da fosfomisin, iiropatojen E. coli
izolatlarinda en etkin antibiyotik olarak bulunmus ve fosfomisin duyarliligi bu
iilkelerde siras1 ile %100 ve %98 oranlarinda bildirilmistir (176-178). Isvec’te
yapilan c¢alismalarda ise idrar Orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarinda
fosfomisin duyarlilik oranlar1 %97-99 arasinda degismektedir (179, 180). Boston’da
yapilan bir ¢alismada, 2010-2013 yillar1 arasinda 204 adet ¢ok ilaca direngli hastane
kaynakli gram negatif {ropatojenin fosfomisin diren¢ orant %19,9 olarak
bulunurken, Klebsiella spp. izolatlarinda bu oran %32 olarak saptanmistir (181).
Fosfomisin direnci hala tiim diinyada toplum kaynakli enfeksiyonlardan izole edilen
tiropatojen izolatlarda diistik olsa da, 6zellikle hastane kaynakli K. pneumoniae ve E.
coli izolatlarinda yiiksek fosfomisin direng oranlar1 bildirilmektedir.

Ulkemizde iiropatojen K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda fosfomisin
direncini altin standart yontem olan agar dillisyon yontemi ile arastiran kisith sayida
calisma bulunmaktadir. Tiirkiye’de Erdem ve ark. (30) Trakya Bolgesi’nde IYE’li 90
kadin hastayla yaptiklar1 ¢alismada, E. coli izolatlarinda fosfomisin duyarliligini disk
difiizyon yontemi ile arastirmislar ve fosfomisini, %5,5 direng oramiyla IYE tedavisi
icin en etkili antibiyotik olarak bildirmiglerdir. Yilmaz ve ark. (140), 2008-2014
yillar1 arasinda idrar kiiltiirlerinden izole ettikleri 8975 E.coli izolatiyla yaptiklari
caligsmada, fosfomisin duyarliligint yine disk difiizyon yontemi ile aragtirmislar ve
fosfomisin direncini %4,3 oraninda tespit etmislerdir. Demirci ve ark. (147),
tiropatojen 299 E.coli izolatiyla yaptiklari ¢alismada fosfomisin direncini agar
diliisyon yontemiyle %2,7 oraninda saptamiglardir. Caligmamizda fosfomisin direnci
altin standart yontem olan agar diliisyon yontemi ile aragtirilmig ve fosfomisin
direnci E. coli izolatlarinda %3,0 oraninda, K. pneumoniae izolatlarinda da %16,1
oraninda saptanmistir. Calismamizda E.coli ve K. pneumoniae izolatlarinda elde
ettigimiz fosfomisin diren¢ orami literatiir ile uyumlu bulunmustur. Calismamiz
verilerine dayanarak IYE etkenlerinde tespit edilen diisiik fosfomisin direng oranlari
dogrultusunda hastanemizde ve iilkemizde fosfomisinin IYE tedavisinde
kullanilabilecegi ongoriilmiistiir. Ayrica ¢alismamizda, IYE tedavisinde siklikla

tercin edilen TMP-SMZ ve siprofloksasin direngli E.coli ve K. pneumoniae
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izolatlarinda fosfomisin diren¢ orani diisiik olarak tespit edilmistir. TMP-SMZ’ye
direngli 134 izolatin yedisi (%5,2) fosfomisin direngli iken, siprofloksasine direngli
136 izolatn sekizi (%5,9) fosfomisine direngli saptanmistir. Bu durum IYE
tedavisinde siklikla tercih edilen bu iki antibiyotige direngli izolatlarda, fosfomisin
tedavisiyle yiiksek oranda basari elde edilebilecegine isaret etmektedir.

Uropatojen cok ilaca direngli K. pneumoniae izolatlarmin, fosfomisine
duyarhiliklarinin 2010-2015 yillar1 arasinda degerlendirildigi bir meta analizde, K.
pneumoniae izolatlarinin fosfomisine duyarliliginin %40-%97,5 arasinda degistigi
goriilmiistiir (182). Literatiirde, farkli bolgelerden bildirilen fosfomisin lokal
duyarlilik verileri dikkate alindiginda, MDR K. pneumoniae izolatlariyla gelisen IYE
tedavisinde, fosfomisinin antibiyotik duyarlilik test sonucuna gore kullanilmasi
gerektigi sonucuna varilmistir (183). Calismamizda da ¢ok ilaca direngli 56 K.
pneumoniae izolatinin %65,2’si (n=15) fosfomisine duyarli olarak saptanmistir. Bu
veri dogrultusunda hastanemizde IYE tedavisinde MDR K. pneumoniae izolatlarinda
da, fosfomisinin iyi bir secenek olabilecegi ancak antibiyotik duyarlilik test sonucuna
gore IYE tedavisinde yer alabilecegi diisiiniilmiistiir.

Literatiirde fosfomisin direnciyle ilgili bildirilen ¢alismalarda, E. coli ve
Klebsiella izolatlariyla yapilam ¢alismalar ile karsilastirildiginda, A .baumannii ve P.
aeruginosa izolatlari ile yapilan az sayida ¢alisma mevcuttur ve A .baumannii ve P.
aeruginosa izolatlarinda fosfomisin direnci, E. coli ve Klebsiella izolatlarina kiyasla
daha yiiksek oranda bildirilmektedir. Demir ve ark.(184)’nin yatan ve ayaktan tedavi
alan hastalarin idrar yolundan izole ettikleri 1562 E. coli ve 260 K. pneumoniae
izolatinda fosfomisin direncini sirasiyla %2,0 ve %6,9 saptarken, 75 Pseudomonas
spp. ve 37 A. baumannii izolatinda fosfomisin direncini sirasiyla %56,0 ve %48,6
olarak bulmuslardir. Falagas ve ark.(185)’nin idrar izolatlarinin da yeraldigi
nonfermenter gram negatiflere fosfomisin direnci test edilen 19 c¢alismadan
derledikleri sonuca gore, 1693 P. aeruginosa izolatinda %69,8 oraninda fosfomisine
diren¢ saptanmistir. Calismamizda izole edilen yedi P. aeruginosa izolatinin ikisi
(%28,5) ve iki A. baumannii izolatinin ise tamami (%100) fosfomisine direngli
saptanmustir. {zolat sayismn az olusu, ¢alismamizin P. aeruginosa ve A. baumannii

acisindan kisitliligidir.
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Fosfomisin direnci, kromozomal veya plazmid aracili gelisebilmektir.
Fosfomisin direng geni fosA3 ve blaCTX-M tipi GSBL genlerinin ayni plazmidler
tizerinde bulunarak yayildigi cesitli galismalarda gosterilmistir (126, 186, 187).
Ingiltere, Italya ve Ispanya gibi ¢esitli Avrupa iilkelerinden CTX-M-15 tasiyan
sporadik K. pneumoniae izolatlar1 bildirilmektedir (188-190). Bu izolatlar ¢ok
merkezli caligmalarda sunulan verilerde gosterildigi lizere, kisa siirede diinya ¢apinda
genis yayilima sahip olmus, énemli bir saglik sorunu haline gelmistir (191-193).
Genetik elementlerin hareketliligi, klonal yayilimin artmasina katki saglayarak ¢ok
ilaca direngli izolatlarin hastanelerde ve toplumda yayilmasina neden olmaktadir
(191, 193). Kore, Japonya ve Cin’den bildirilen ¢alismalarda blacrtx-m geni saptanan
E. coli izolatlarinda, fosfomisin direncinden sorumlu en yaygin mekanizmanin
(%62,5), yatay olarak kazanilan fosA3 geniyle oldugu bildirilmistir (118, 120, 126).
Asya tlilkelerinde yapilan ¢alismalarda, fosSA3 barindiran E. coli izolatlarinda, ayni
zamanada blacrx-m tipi beta laktamaz iiretiminin de varlig1 gésterilmis ve bu direng
mekanizmalarini tagiyan E. coli izolatlarinin hem Kklinik ortamda hem de veterinerlik
ortaminda bulundugunu gosterilmistir (118-120). Enterobacterales takimi tiyeleri
arasinda blactx.m geninin genis olgiide yayilmig olmasi ve giliniimiizde fosfomisin
kullanimmin artmast nedeni ile, fosfomisin direncinin yayginlasabilecegi
diistiniilmektedir (119).

Giintimiizde blactx-m tipi GSBL genlerini tasiyan plazmidler ile baglantili
fosfomisine direngli olgular sadece Asya iilkeleriyle sinirli kalmaktadir (120).
Literatiirde, hem fosA3 prevelans1 hem de fosA3’in blactx-m geni birlikteligi
iliskisiyle ilgili kisitli veri bulunmaktadir. Bu nedenle 6zellikle fosA3 yayilimi ile
ilgili kiiresel bir silirveyans calismasina ihtiyag duyulmaktadir (115). Bizim
caligmamizda, Asya’dan bildirilen galismalar1 destekleyecek sekilde MDR bir K.
pneumoniae izolatinda fosA, fosA3 ve blactx.m geni birlikte saptanmustir. Ulkemizde
klinik 6rneklerden izole edilen izolatlarda fosfomisin direng¢ genlerinin arastirildig
bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bilgilerimiz dogrultusunda bu izolat Tiirkiye’den
bildirilen ilk fosA3 pozitif drnek olma dzelligini tasimaktadir. Ulkemizde fosfomisin

direncinin molekiiler tanimlamasini yapilacagi ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Bakteriyoloji
Laboratuvari’na Subat 2018-Subat 2019 tarihleri arasinda gonderilen yatan hastalarin
idrar yolu 6rneklerinden izole edilen E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve A.
baumannii izolatlar1 arasinda, E. coli (n=235) %78,3 orani ile ilk sirada yer
almaktadir. izolatlarin antibiyotiklere duyarliliklar1 fosfomisin igin agar diliisyon;
amikasin, gentamisin, seftazidim, seftriakson, meropenem, siprofloksasin, tigesiklin,
TMP-SMZ, kolistin ve piperasilin/tazobaktam i¢in sivi mikrodiliisyon test yontemi
ile saptanmistir. Antibiyotik duyarlilik test sonuglart EUCAST (2018; v.8.1)
standartlarina gore degerlendirilmistir.

Idrar yolu 6rneklerinden izole edilen E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa
ve A. baumannii izolatlarinda test edilen antibiyotikler arasinda en etkili antibiyotik
amikasin olarak saptanmistir. IYE tedavisinde TMP-SMZ ve siprofloksasin siklikla
kullanilmaktadir. Ancak c¢aligmamizda tedavide siklikla kullanilan TMP-SMZ ve
siprofloksasine yiiksek oranda direng tespit edilmistir. Bu nedenle hastanemizde,
IYE tedavisinde bu iki antibiyotik kullanilirken dikkatli olunmali ve izolatin
antibiyotik duyarlilik test sonucuna gore tedavi planlanmalidir.

Fosfomisin direnci, test edilen 300 izolat arasinda sadece 20 izolatta (%6,6)
saptanmigtir. Fosfomisinin idrar yolu Orneklerinden izole edilen E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa ve A. baumannii izolatlari arasinda in vitro duyarliliginin
hala yiiksek olmasi, hastanemizde IYE tedavisinde giivenle kullanilabilecek bir
antibiyotik oldugunu diisiindiirmektedir.

Fosfomisine direngli 20 izolatta [K. pneumoniae (n=9), E. coli (n=7), A.
baumannii (n=2), P. aeruginosa.(n=2)] fosA3, fosA, fosC2 direng genleri
arastirilmistir. Iki K. pneumoniae izolatinda fosA direng geni saptanmistir. Bu iki K.
pneumoniae izolatiin birinde fosA geni ile birlikte fosA3 geni de tespit edilmistir.
Ayrica sadece bu K. pneumoniae izolati, blacrx.v geni agisindan da arastirilmis ve
izolatin blactx-m geni de tasidigi saptanmustir.

Enterobacterales’de, blactx-m ve fosA3 genlerinin ayni plazmid ile aktarildig:
calismalarda bildirilmistir. K. pneumoniae izolatinda saptadigimiz blactx-m ve fosA3
gen bolgelerinin  birlikteligi, direncin plazmid kaynakli aktarilabilecegini

diisiindiirmiistiir.  Ulkemizde Enterobacterales’de blactx.m enziminin siklikla
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saptanmasi, gelecekte bu izolatlarda fosfomisin direncinin artabilecegi agisindan
endise vericidir.

Sonug olarak, hastaneler arasinda IYE etkenlerinin dagilimi1 ve antibiyotik
duyarlilik profilleri degisebilmektedir. Bu nedenle hastaneler, kendi izolatlar1 igin
antibiyotik duyarlilik profillerini saptamalidirlar. Calismamizda, idrar yolu
orneklerinden izole edilen E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve A. baumannii
izolatlarinda saptanan antibiyotik duyarlilik profilinin, hastanemiz ve iilkemizde IYE
tedavisinin yonlendirilmesinde kaynak olusturabilecegini diisiinmekteyiz. Ulkemizde
fosfomisin duyarlilik profilinin saptanmasinda altin standart yontem olan agar
dilisyon ile belirlenen fosfomisin duyarlilik oranlart ile ilgili kisitl veri
bulunmaktadir. Standart yontem ile saptadigimiz fosfomisin duyarlilik profilinin,
hastanemiz ve iilkemiz i¢in IYE tedavisinde fosfomisin kullaniminda yol gdsterici

oldugunu diisiinmekteyiz.
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