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Onsoz

Cocuklugumdan beri antibiyotikler ve mikroorganizmalar benim i¢in hep bir merak konusu
olmustu. Kiiciikliigiimde antibiyotiklerin prospektiislerini okuyup bakteri isimlerini
O0grenmeye caligtigimi hatirliyorum. Belki de eczacilik fakiiltesini okumak istememin bir
sebebi de ilaclara olan bu ilgimdi. Fakiiltenin ikinci sinifinda farmasdtik mikrobiyoloji dersini
alirken laboratuvar uygulamalarindan ¢ok zevk almistim ve ileride farmasotik mikrobiyoloji
alaminda calismalar yapmak istemistim. Istedigim gibi de oldu. Fakiilteden mezun olduktan
hemen sonra doktoraya kabul edildim ve degerli hocam Sayin Prof. Dr. Bayr1 ERAC
danismanliginda doktora 6grenimime basladim. Yeterlilik sinavimi gegtikten sonra sira tez
konumu belirlemeye gelmisti. Biitiin diinyada saglik sistemini derinden etkileyen ve etkisi
onlimiizdeki yillarda daha da artacak olan antibiyotik direnciyle ilgili ¢caligmaya karar verdik.
Genellikle iiriner sistem enfeksiyonlarinda kullanilan ancak artan antibiyotik direnciyle
beraber baska kullanim alanlar1 da bulan ve diren¢ gelisimi nispeten az olan fosfomisini tez
konuma dahil ettik. Antibiyotik direncinin bu derece yayginlasmasindan fosfomisinin de
nasibini alacagini diisiinerek fosfomisine diren¢ gelistiren bakterilerde meydana gelen/gelecek
degisiklikleri incelemeyi planladik ve tez konumu yazdik. Her ne kadar Covid-19 pandemisiyle
calismalarimiz bir miktar sekteye ugrasa da uzun ugraglar sonucunda ¢aligmalarimi
tamamlayarak bu tez ¢alismasini ortaya ¢ikardim. Calismamin sonuglarmin bilim diinyasina

bir nebze de olsa katki saglayabilecek olmasini diisiinmekten mutluluk duyuyorum.

Izmir, 10.08.2023 Mustafa OKEER
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Ozet

Klinik Enterobacteriaceae izolatlarinda fosfomisin direncinin molekiiler epidemiyolojisi

ve biyolojik ozelliklere etkisi

Diger antibiyotiklerden farkli bir etki mekanizmasina sahip olmasi dolayisi ile ¢apraz dirence
yol agmamasi, gram pozitif ve GSBL-pozitif birgok gram negatif bakteriye kars1 etkili olmasi
fosfomisini yeniden giindeme getirmistir. Cesitli viriilans faktorleri ve artan antibiyotik direng
oranlart nedeniyle olusturduklar1 enfeksiyonlarin tedavisi zorlasan Escherichia coli ve
Klebsiella pneumoniae izolatlarma kars1 fosfomisin kullaniminin artacagi diistiniilmektedir.
Fosfomisinin kullanim alaninin genislemesinin olas1 etkilerinin Ongdriilmesi  6nem
tasimaktadir. Calismamizda fosfomisine direngli ve duyarli E. coli ile K. pneumoniae
kokenlerinin viriilans faktorleri arasindaki olas1 farkliliklarin fenotipik ve molekiiler agidan
incelenmesi amaglanmustir. Bu dogrultuda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde farkli
klinik 6rneklerden izole edilen 78 E. coli ve 34 K. pneumoniae olmak {izere toplam 112 kdken
caligmaya dahil edilmistir. Oncelikle kokenlerin  fosfomisin  minimum inhibitor
konsantrasyonlar1 agar diliisyon yontemiyle belirlenmistir. 78 E. coli kokeninin 13 tanesi
(%16,66), 34 K. pneumoniae kokeninin ise 8 tanesi (%23,5) fosfomisine direngli bulunmustur.
Fosfomisine direngli bulunan E. coli (13) ve K. pneumoniae (8) kokenlerinde direngle ilgili
olan genlerin (murAd, glpT, uhpT, fos) yanisira, adezyon (fimH, papC, mrkD), kapsiil yapisinda
yer alan polisakkaritler (uge, ycfM, wabG), iropatojenitede rol alan protein (usp) ve siderofor
sentezi (entb) gibi ¢esitli viriilans faktorleriyle iligkili genler de arastirilmistir. Ardindan segilen
fosfomisine duyarli 2 E. coli ve 2 K. pneumoniae kokeni artan konsantrasyonlarda fosfomisin
iceren besiyerlerine pasajlanarak direngli hale getirilmistir. Ardindan direngli ve duyarh
izogenik varyatlarin viriilans genlerini eksprese etme diizeyleri, biyofilm olusturma
kapasiteleri ve iireme hizlar karsilastirllmistir. Kantitatif ger¢cek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-qPCR) sonucunda fosfomisin direngli varyantlar ile duyarli esleri
karsilastirildiginda, incelenen viriilans genlerinden bircogunda ekspresyon diizeyi agisindan
anlamli bir degisim saptanmamistir. Spektrofotometrik kristal viyole yontemiyle direncli ve
duyarli kokenlerin biyofilm olusturma kapasiteleri karsilastiriimis olup aralarinda anlamli bir
fark bulunmamistir. Fosfomisine direngli ve duyarli kokenler sivi besiyeri iginde 10 saat
boyunca inkiibe edilmis ve 2 saatte bir tiiplerden drnek alinip 600nm dalga boyunda absorbans
dlciilerek iireme hizlar1 karsilagtirilmistir. incelenen dért bakteri ¢iftinden iigiinde duyarli

varyantlarin direnglilere gore anlamli bir sekilde hizli tiredigi ancak 1 kokenin duyarli ve
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direncli varyantlar1 arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 goriilmiistiir. Calismamizin verileri,
fosfomisine direncli E. coli ve K. pneumoniae kdkenlerinin iireme hizlarinda azalma olmakla
birlikte, viriilans faktorleri agisindan 6nemli bir dezavantajlar1 olmadigina isaret etmekte,

fosfomisin kullaniminin dikkatle izlenmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler; Gen ekspresyonu; Klebsiella pneumoniae; Escherichia coli; Fosfomisin;

Viriilans faktorleri; Biyofilm
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Abstract

Molecular epidemiology of fosfomycin resistance and effect on biological properties in
clinical Enterobacteriaceae isolates

Fosfomycin has a different mechanism of action from other antibiotics and does not cause
cross-resistance. Also its activity against many gram-positive and ESBL-positive gram-
negative bacteria makes fosfomycin a point of interest. It is thought that the use of fosfomycin
against Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae isolates, will increase because infections
of these microorganisms are difficult to treat due to various virulence factors and increasing
antibiotic resistance rates. Therefore it is important to foresee the possible effects of expanding
the use of fosfomycin. In our study, we aimed to examine the possible differences between the
virulence factors of fosfomycin-resistant and susceptible E. coli and K. pneumoniae strains
from a phenotypic and molecular point of view. A total of 112 strains, constitute of 78 E. coli
and 34 K. pneumoniae isolated from different clinical specimens at Ege University Medical
Faculty Hospital, were included in the study. The minimum inhibitory concentrations of
fosfomycin of the strains were determined by agar dilution method. 13 (16.66%) of 78 E. coli
strains and 8 (23.5%) of 34 K. pneumoniae strains were found to be resistant to fosfomycin. In
the fosfomycin resistant E. coli (13) and K. pneumoniae (8) strains, genes related to resistance
(murd, glpT, uhpT, fos), adhesion (fimH, papC, mrkD), polysaccharides in the capsule structure
(uge, ycfM, wab(@), gene involved in uropathogenicity (usp) and siderophore synthesis (entb)
gene have been investigated. Then, fosfomycin-sensitive 2 E. coli and 2 K. pneumoniae strains
were made resistant by passaging into media containing increasing concentrations of
fosfomycin. Then, expression levels of virulence genes, biofilm forming capacities and growth
rates of these resistant and susceptible isogenic variants were compared. There weren’t any
significant changes between the expression levels of the most of the virulence genes examined
when fosfomycin resistant and susceptible isogenic variants were compared by quantitative
real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR). Biofilm forming capacities of the resistant
and susceptible variants were compared with the spectrophotometric crystal violet method and
no significant difference was found between them. Fosfomycin resistant and susceptible
variants were incubated in broth media for 10 hours, and the growth rates were compared by
measuring the absorbance at 600nm wavelength by taking samples from the tubes every 2
hours. In three of the four bacterial variant pairs examined, we observed that the susceptible
variants grew significantly faster than the resistant ones but there was no significant difference

between the susceptible and resistant variants of one strain. The data of our study indicate that
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although the growth rates of fosfomycin-resistant E£. coli and K. pneumoniae strains are
reduced, fosfomycin resistance didn’t pose any significant disadvantage in terms of virulence

factors. Therefore the use of fosfomycin should be carefully monitored.

Keywords; Gene expression; Klebsiella pneumoniae; Escherichia coli; Fosfomycin; Virulence

factors; Biofilms
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1. Giris

Gilinlimiizde antibiyotik direnci, saglik alaninda en sik karsilagilan problemlerden biridir. Sir
Alexander Fleming’in 1928 yilindaki kesfettigi ve 1945 yilinda H.-W. Florey ve E.B. Chain ile
birlikte Nobel 6diilii kazanmasini da saglayan antibiyotiklerin, bilingsiz ve yanlig kullanimi
tedavisi miimkiin olmayan enfeksiyonlara ve semptomlara yol acabilmektedir. Oyle ki 2019
yilinda Isvigre Davos’ta gerceklestirilen Diinya Ekonomik Forumu’nda, enfeksiyon
hastaliklarinda meydana gelen hizli ve yiiksek orandaki artisa dikkat ¢ekilmistir (Huemer,

Mairpady Shambat, Brugger, & Zinkernagel, 2020).

Antibiyotik direnc¢li mikroorganizmalarin olusturdugu enfeksiyonlar giinlimiizde her yil
yaklagik 700.000 6liimden sorumludur. Bu sayinin 2050 yilinda yillik 10 milyon 6liime kadar
yiikselecegi ve antibiyotik direncinin saglik sektdriine yillik 1 trilyon dolardan fazla maliyet

yaratacagl tahmin edilmektedir (Dadgostar, 2019; Huemer vd., 2020).

Antibiyotik direnci, bakterilerde yapisal ve dogal yolla olusabilecegi gibi sonradan kazanilarak
da gelisebilir. Kazanilmis antibiyotik direncinin gelismesi ve yayilmasini hizlandiran baglica
etmenlere; antibiyotiklere kolay erigim ve antibiyotiklerin bilingsiz kullanilmasi, hayvancilikta
antibiyotiklerin kullanilmasi ve mikroorganizmalar arasindaki genetik materyal transferleri

ornek olarak verilebilir (Dadgostar, 2019).

Coklu ilag direngli (CID) mikroorganizmalarin olusturdugu enfeksiyonlarin giderek artmasi
tedavi segeneklerini de kisitl hale getirmektedir. Ozellikle idrar yolu enfeksiyonlarinda sik
kullanilan florokinolon grubu antimikrobiyal ilaglara karsi direncin artmasi ve genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (Extended Spectrum Beta-Lactamase, ESBL) {iireten bakterilere
daha sik rastlanilmasi tedavi segeneklerinin tekrar gbézden gecirilmesine yol agmistir

(Karaiskos vd., 2019).

Komplike olmayan idrar yolu enfeksiyonlarmin tedavisinde; benzersiz etki mekanizmasi,
direng gelisimi oraninin diisiik olmasi ve ¢apraz direng gelisimi olmamasi nedeniyle fosfomisin
one ¢ikmistir. Ayrica tedavide tek doz kullanimin genellikle yeterli olmasi, hastanin tedaviye
uyumu ve diren¢ gelisimi konusunda da Oonem arz etmektedir. Bu avantajlari nedeniyle
fosfomisinin, direngli bakterilerin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullaniminin
artacagl ongoriilmektedir. Bu nedenle ilerleyen yillarda fosfomisin direncinin yayginlagma

tehlikesi s6z konusudur (Raz, 2012).



Escherichia coli’de fosfomisinin hiicre i¢ine alim1 glpT ve uhpT genleri tarafindan kodlanan
proteinler sayesinde gerceklesir. Fosfomisinin hiicre i¢indeki hedefi ise murA genidir. Bu
genlerde meydana gelen mutasyonlar bakterinin fosfomisine direng kazanmasini saglayabilir.
Ayrica fosfomisini modifiye ederek etkisiz hale getiren enzimleri kodlayan FosA, FosB, FosX,

FomA ve FomB genleri de direngten sorumludur (Silver, 2017).

Bakteride bir antibiyotige kars1 diren¢ gelismesi bakteriye “fitness cost” olarak tanimlanan,
iireme hizinda azalmaya yol agan biyolojik bir yiik getirir. Direngli bakteriler metabolik
faaliyetleri icin gerekli olan genlerin yaninda antibiyotik direnci kodlayan genleri de transkribe
etmek durumundadir. Bu da bakterinin iireme hizin1 yavaslatarak, viriilansini ve bulasiciligini
azaltabilir (Andersson & Hughes, 2011). Giiniimizde fosfomisin idrar yollan
enfeksiyonlarinda yaygin olarak kullanilmasma ragmen klinik kokenlerde direng gelisimi
nadirdir. Bunun sebebinin ise direncin bakteriye getirdigi biyolojik yiik (fitness cost) oldugu

distiniilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda, Ege Universitesi Hastanesi’nde izole edilen klinik Enterobacteriaceae
izolatlarinda, fosfomisin diren¢ mekanizmalarinin ve bu direncin bakterilerin lireme hiz1 ve
biyofilm olusturma kapasitesi gibi fenotipik ve viriilans genlerinin ekspresyon diizeylerinin

degisimi gibi genotipik 6zellikleri lizerine etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. Genel Bilgiler
2.1. Enterobacteriaceae Ailesi Genel Ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesi tibbi olarak dnemli Gram negatif basillerin en biiyiik temsilcisidir.
Biiyiik bir aile olmasina ragmen insan i¢in patojen olan tiirleri nispeten azdir (Murray,
Rosenthal, & Pfaller, 2016). Enterobacteriaceae diinya iizerinde genis yayilim gosterir ve
toprakta, suda, havada, insanlarin ve hayvanlarin sindirim sisteminde bulunur. Insanlarda
goriilen bakteriyemi olgularinin ii¢te birinden, idrar yolu enfeksiyonlarmin ise %70’ten
fazlasindan sorumludur. Shigella tiirleri, Salmonella Typhi gibi bazi iiyeleri insanda her zaman
hastalik olustururken, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae gibi bazi iiyeleri ise
mikrobiyota eleman1 olarak insan viicudunda bulunur ve firsat¢1 enfeksiyonlara yol agabilir

(Murray vd., 2016).

2.1.1. Morfoloji ve Ureme Ozellikleri

Enterobacteriaceae tiyeleri, 2-3um boyunda, 0.3-1 um eninde, Gram negatif boyanan ¢ubuk
seklinde bakterilerdir ve spor olusturmazlar. Klebsiella, Shigella, Salmonella cinsine ait bazi
serovarlar hareketsiz, diger {iyeler ise hareketlidir. (Murray vd., 2016; Willke, Soyletir, &
Doganay, 2008).

Enterobacteriaceae liyelerinin tiimii fakiiltatif anaeroptur. Bircogu i¢in optimal iireme sicaklig1

35-37°C iken, genel olarak iireme sicakliklar1 15-45°C arasinda kabul edilir (Willke vd., 2008).

Bu ailedeki bakteriler, herhangi bir zenginlestirici maddeye ihtiya¢ duymazlar ve basit
besiyerlerinde iireyebilirler. Sivi besiyerinde 8-12 saatte bulaniklik olustururlar. Agar
besiyerinde ise 16-18 saat inkiibasyondan sonra genellikle kenarlar1 diizglin ve ortasi kabarik
“S” tipi koloni olustururlar. Bazi tiirler birka¢ pasaj sonrasi kenarlar1 girintili “R” tipi koloni
olusturabilir. Klebsiella tiirleri gibi kapsiil olusturanlarda ise mukoid yapidaki “M” tipi
kolonilere rastlanir. Bu bakterilerin saf olarak izole edilmesi icin 6zel islemler uygulanmali ya

da segici besiyerleri kullanilmalidir (Willke vd., 2008).

2.1.2. Biyokimyasal Ozellikleri ve Antijenik Yapi

Bu ailenin biitiin iiyeleri glukozu fermente ederken, bazilar1 glukoza ek olarak sakkaroz ve
laktozu da fermente eder. Cogunlukla fermentasyon sirasinda gaz olustururlar. Katalaz
reaksiyonlar1 pozitiftir. Aminoasitleri dekarboksile ederler. Sitokrom oksidaz enzimi

bulundurmazlar (Ustagelebi, 1999; Willke vd., 2008).



Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinin tamaminda “Enterobacterial Common Antigen” (ECA)
bulunur. Bu antijen lipopolisakkarid tabakanin derin kisimlarinda yer alir. Enterobacteriaceae
ailesinin ayirt edici ozellikleri iginde dnemli bir yere sahiptir. Bu ailede ECA’nin yani sira
karmagsik bir antijen yapisi daha vardir. Bu antijenler; hiicre dis duvarinda yer alan “O” somatik
antijeni, kirpik tasiyan tiirlerde bulunan “H” kirpik antijeni ve “K” kapsiil antijenidir

(Ustagelebi, 1999; Willke vd., 2008).

Somatik O antijeni, Gram negatif hiicre yapisindaki lipopolisakkarit yapisinin polisakkarit
kismini olusturur. Ozgiilliigii diisiik oldugu igin ayni cins i¢indeki farkli tiirlerde hatta farkli
cins bakterilerde benzerlik gosterebilir. O antijeni 2-3 saat kaynatmaya, alkole ve asitlere

dayaniklidir ancak formaldehite duyarlidir (Ustagelebi, 1999; Willke vd., 2008).

H kirpik antijeni, kirpik tasiyan iiyelerde kirpige bagh olarak bulunur. Somatik antijenlerin
tersine H antijenleri protein yapisi nedeniyle 1s1ya, asitlere ve alkole duyarli, formaldehite ise
direnclidir. H antijenleri 6zellikle Salmonella ve Escherichia tiirlerinin siiflandiriimasinda
kullanmlir. Bazi bakterilerde kirpik antijeni diginda bakterilerin hareketsiz sekillerinde de
bulunabilen fimbria antijenleri vardir. Bu fimbria antijenleri 6zellikle E. coli olmak iizere baska
tiirlerde de bulunabilir. Bakterinin hiicrelere tutunmasindan sorumludur (Ustagelebi, 1999;

Willke vd., 2008).

K antijeni, kapsiillii bakterilerde kapsiil katmaninda yer alirken kapsiilsiiz bakterilerde O
antijeninin yiizeyini orten yapida (slime tabakasi) bulunur. Genellikle polisakkarit yapidadir
ancak protein yapida da bulunabilir. Istya kismen dayaniklidir. Bakteriler K antijenlerine gore

serotiplere ayrilir (Ustagelebi, 1999; Willke vd., 2008).

2.1.3. Viriilans Faktorleri

Enterobacteriaceae iyeleri genis bir viriilans spektrumuna sahiptir. insanda enfeksiyon
olusturmayan mikrobiyota elemanlarindan, yliksek morbidite ve mortaliteye sebep olacak
kadar yiiksek viriilansa sahip liyeler bulunmaktadir. Bu durum viriilans faktérlerinin ¢esitliligi
ve bakteride bulunma durumuna gore degisiklik gdstermektedir. Patogenezde rolii olan bazi

faktorler plazmidler lizerinde yer alarak tiirler arasinda aktarilabilmektedir (Willke vd., 2008).

2.1.3.1. Endotoksin

Biitiin Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan lipopolisakkarid yap1 endotoksin
aktivitesi gostermektedir. Enterobacteriaceae tiyelerinin O somatik antijeninde bulunan lipid

A boliimii bu endotoksin aktiviteden sorumludur. Endotoksinler bakterilerden hiicre disina
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salinmazlar ancak bakterinin lizisi veya hiicre duvarinin yikimi sonucu ortama salinirlar. Isiya
ve proteolitik yikima direngli ancak asit hidrolizine dayaniksizdir. Yiiksek derecede pirojenik
aktivite gosterir. Makrofajlar tarafindan timor nekroz faktdr (TNF) yapimmi ve bazi
sitokinlerin salinmasini indiikler. Endotoksinin diisiik miktarlar1 bile; ates yiikselmesi,
16kositoz, hipotansiyon, sok gibi tablolara ve hatta 6liime sebep olabilir. Endotoksinin yara ve
iiriner sistem enfeksiyonlarinda rolii ¢ok fazla olmasa da bakteriyemili hastalarda 6nemli bir

tehlike unsurudur (Murray vd., 2016; Ustagelebi, 1999; Willke vd., 2008).

2.1.3.2. Ekzotoksin

Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerin bir kismi patogenezde rol alan ekzotoksinler
salgilar. Ekzotoksinler protein yapisindadir ve endotoksinlerin aksine hiicre disina salgilanir.
Bakterinin hiicre duvart makromolekiillerin gecisine izin vermedigi i¢in sekresyon sistemleri
ile ortama salmirlar. Oldukca giiclii toksik etkileri vardir ancak genellikle tek baslarma tipik
semptomlar olugturmazlar. En bilinen 6rnekleri Enterotoksijenik E. coli (ETEC) kdkenlerinin
salgiladig labil toksin (LT) ve stabil toksin (ST), Enterohemorajik E. coli (EHEC) kdkenlerinin
salgiladig1 verotoksinler ve Shigella dysenteriae tip 1 kdkenlerinin salgiladigi shigella toksindir

(Ustagelebi, 1999; Willke vd., 2008).

Hemolizinler, baz1 Enterobacteriaceae iiyelerinin salgiladigi enzimlerdir. Hemolizinlerin E.
coli’nin sebep oldugu enfeksiyonlarm bazilarinda 6nemli oldugu gdsterilmistir. Bagirsak dis1
enfeksiyonlardan izole edilen E. coli kokenlerinin birgogu tarafindan hemolizin salgilanir.
Ancak gastrointestinal sistem enfeksiyonuna neden olan E. coli kdkenlerinin yalnizca kiigiik
bir kism1 hemolizin salgilar. Uriner sistem enfeksiyonlarina sebep olan E. coli kokenlerinin
cogunda hem P fimbria hem de hemolizin bulunmaktadir. Hemolizinler sitotoksik etkilerini
sadece alyuvarlarla sinirli kalmayarak, lenfositlere ve noétrofillere karsi da gostermektedir

(Bilgehan, 2008; Ustagelebi, 1999).

2.1.3.3. Adezinler ve Kapsiil Yapisi

Enterobacteriaceae ailesinde konak hiicreye dogrudan toksik etki gostermeden bakterinin
viriilansina katki saglayan faktorler de bulunmaktadir. Bunlardan biri bakterinin hiicre
ylizeyine tutunmasindan sorumlu adezin molekiilleridir. Enfeksiyon patogenezinin ilk
basamag1 bakterinin hiicre ylizeyine tutunmasidir. Ancak bu tutunma rastgele bir tutunma
olmayip bakteri dig yiizeyindeki proteinler ve hiicre yiizeyindeki reseptorlerin etkilesimi ile

gerceklesir. Enterobacteriaceae iiyesi bakterilerde bulunan dig membran proteinleri ve fimbria
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onemli adezinlerdir. Baz1 kdkenlerde hiicre yiizeyindeki bazi karbonhidratlar da tutunmaya
katki saglar. Bakterilerde adezinlerin kayb1 bakterinin yasamsal aktvitesini etkilemez ancak

viriilansin1 6nemli 6l¢iide azaltir (Ustagelebi, 1999; Willke vd., 2008).

Enterobacteriaceae lyelerinde yaygin olarak tip-I fimbrialar bulunur. Bu fimbrialarin
uclarinda bulunan “fimH” alt birimleri konak hiicre yiizeyinde yer alan glikolipid ve
glikoproteinlerin mannoz rezidiilerine baglanir. Bakteriler fim operonuyla fimbrialarin
ekspresyonunu diizenler ve yalnizca gerekli oldugu zaman eksprese olmasimi saglar. Bazi
bakterilerde tip-IV fimbrialar da bulunur. Ayrica farkli reseptdrlere baglanma afinitesi olan

bagka fimbria tiirleri de bulunmaktadir (Ustagelebi, 1999; Willke vd., 2008).

Enterobacteriaceae ailesinin bir diger virtilans faktorii de kapstildiir. Genellikle polisakkarit
yapida olan kapsiil, bakterinin fagositozdan korunmasina yardimci olur. Ayrica bazi
enfeksiyonlarin patogenezinde de kapsiil yapisinin rolii vardir. Ornegin, yapilan hayvan
deneylerinde K2 serotipi kapsiil sentezleyemeyen E. coli kokenlerinin iriner sistem

enfeksiyonu olusturamadig goriilmiistiir (Willke vd., 2008)

2.1.3.4. Bakteriyosinler

Bazi Enterobacteriaceae liyeleri bakteriyosin adi verilen, protein yapida maddeler sentezlerler.
Bu proteinler duyarli bakterilerin yiizeylerinde bulunan spesifik reseptorlere baglanarak
bakterinin lizisine yol acar. Bakteriyosin iireten kokenler, kendi tirettikleri bakteriyosinlere
direnglidir. Bakteriyosinlerin ilk grubu £. coli’den elde edilmis ve bu nedenle colisin (kolisin)
ismi verilmistir. FEnterobacteriaceae kokenlerinin tiplendirilmesine ve kokenler arasi

benzerliklerin arastirilmasinda bakteriyosinlerin kullanimi vardir (Ustagelebi, 1999).

2.1.3.5. Biyofilm

Uzun bir zamandir bakterilerin kati yiizeylere tutunarak kaygan ve yapigskan bir tabaka
olusturdugu bilinmekteydi. Ozellikle su tanklar1 gibi 1slak yiizeylerde ve dogada olusan bu yap1
sorun yaratmaktaydi. 1970li yillarda yapilan calismalarda olusan bu biyofilm yapisinin
enfeksiyonlardaki rolii ortaya c¢ikmaya basladi. Biyofilm tabakasi o6zellikle viicut igine
yerlestirilen; kateter, sonda gibi tibbi cihazlarn iizerinde olusabilmektedir. Bunun yaninda kalp
kapaklarinda, dis yiizeylerinde ve hatta deri ylizeyinde biyofilm tabakasi olusabilmektedir
(Costerton, Stewart, & Greenberg, 1999; Marcinkiewicz, Strus, & Pasich, 2013).

Biyofilm tabakasi, tek bir bakteri ya da farkli bakteri tiirlerinin bir araya gelmesiyle

olusabilmektedir. Bakteriler iirettikleri ekzopolisakkarit yapilar sayesinde canli ya da cansiz
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bir ylizeye tutunarak bir matriks olustururlar ve bu yapi i¢inde toplu olarak yasarlar. Biyofilm
tabakasi bakterilerin zorlu ortam kosullarina uyum saglamasi ve konak canlinin immiin
sisteminden korunmasinda etkilidir. Ayn1 zamanda biyofilm tabakasi bakterileri
antimikrobiyal ajanlarin etkisinden de korumaktadir (Costerton vd., 1999; Fleming &

Rumbaugh, 2017; Marcinkiewicz vd., 2013).
Biyofilm olusumu dort asamada gerceklesir, bunlar;
e Mikroorganizmanin yiizeye geri doniistimlii olarak tutunmasi,

e Salgiladiklar1 ekzopolisakkaritler ve diger maddelerle yilizeye geri doniisiimsiiz

baglanmasi,
e Mikroorganizmalarin ¢gogalarak mikrokoloni olusturmast

e Olgun biyofilmin olusumu sonrasinda flagella sentezleyen mikroorganizmalarin
biyofilmden koparak dis ortama gecisidir (Gupta, Sarkar, Das, Bhattacharjee, &
Tribedi, 2016).

2.1.4. Enterobacteriaceae Uyelerinin Tanimlanmasi

Enterobacteriaceae iiyelerinin tanmimlanmasinda; secici besiyerlerinde {ireme, koloni
morfolojisi, faj duyarliliklar1 gibi 6zelliklerden faydalanilir. Bu ailenin {iyeleri genellikle
metabolik olarak ¢ok aktiflerdir ve sekerleri fermente ederler. Gram negatif fakiiltatif anaerop
bakterilerin arasindan negatif oksidaz testiyle ayrilirlar. Bu ailenin iiyeleri kendi iginde,
MacConkey ya da EMB agar gibi besiyerlerinde laktoz fermentasyonu yapip yapmamasina
gore ayrilabilir. Ug sekerli demir besiyerinde (TSI) H»S iireten ve iiretmeyen, ayrica
laktoz/sakkaroz fermente eden ve etmeyen bakteriler birbirinden ayrilir. Indol, metil kirmizisi,
voges-proskauer ve sitrat testlerinden olusan IMVIC test paneli Enterobacteriaceae iiyelerinin
tamimlanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Christensen’in iire agarinda iireaz {iireten ve
iiretmeyen cinsler birbirinden ayrilabilir. Bakterilerin hareket yetenegi de yine ayirici bir
faktordiir. Biitlin bu biyokimyasal 6zelliklerin yaninda bakterilerin antijenik yapilari ve niikleik
asit yapilar1 da tanimlamada kullanilabilir. Bakterilerin O antijenleri, hareketli tiirlerdeki H
antijenleri ve gerekirse K antijenleri antijen-antikor reaksiyonlariyla arastirilabilir. Molekiiler
yontemler kullanilarak ise bakterilerin aile, cins, tiir, serotip diizeyleri tanimlanabilir. Plazmid
profil analizi, DNA dizi analizi gibi yontemlerden elde edilen veriler standart kdkenlerle

karsilastirilarak ileri diizeyde tanimlama yapilabilir (Willke vd., 2008).



2.1.5. Antimikrobiyal Diren¢

Bakterilerde direng; dogal (intrensek) ya da sonradan kazamilmis sekilde goriilebilir.
Enterobacteriaceae ailesinde makrolidler, fusidik asit, penisilin G, streptograminler ve
linezolid gibi antimikrobiyal ajanlara karsi dogal diren¢ vardir. Bakterinin dogal direncli
oldugu antimikrobiyallere kars1 duyarlilik testi yapilmamali, yapildi ve bakteri bu ilaglara karsi
duyarli bulunduysa bile sonuglar dikkate alinmamalidir. Dogal direngten farkli olarak
kazanilmis dirence de bu ailede sikga rastlanir. Bu bakterilerde antimikrobiyal ajana karsi
direng, kromozom veya plazmidler {izerinde bulunan direng genleri araciligiyla olusur. Direng
genleri bakteriler arasinda R plazmidleri ile aktarilabildigi gibi DNA iizerindeki diren¢ genleri
de ¢esitli genetik yapilar arasinda transpozonlar yardimiyla aktarilabilir. Bu mekanizmalar
Enterobacteriaceae ailesinde ¢ok yaygin olarak goriiliir ve bunun sonucunda antimikrobiyal
ajanlara karsi olusan direng 6zellikle hastane ortamlarinda hizla artmaktadir (Willke vd., 2008).
Ozellikle son yillarda siklikla rapor edilen karbapenemaz iireten ve genislemis spektrumlu beta
laktamaz tireten tiirler tedavi segceneklerini onemli dlgiide kisitlamaktadir (Bonomo vd., 2018;

Peirano & Pitout, 2019).

2.2. Biyolojik Dezavantaj-Fitness Cost

Mikrobiyolojide “fitness” terimi, mikroorganizmanin dis ortam sartlarina uyum saglayarak
biiylimek ve c¢ogalmak i¢in metabolizma faaliyetlerini diizenlemesidir. “Fitness cost” ise
mikroorganizmalarin zorlu ortam sartlarinda hayatta kalabilmek igin yaptigr degisiklikler
sonucunda metabolik faaliyetlerinin yavaslamasi ve iireme hizinin azalmasi olarak
tanimlanabilir (Laurent, 2001). Antimikrobiyal ajanlarin tedavi amaciyla ya da profilaktik
kullanim1 sonucunda antibiyotik direngli kdkenlerin orami gitgide artmaktadir. Antibiyotik
direncini yenmenin bir yolu antibiyotik kullaniminin azaltilmasidir. Bu sayede direngli ve
iireme hizlarn yavaslamig kokenlerin yerini daha hizl iireyen ve duyarli kokenler alacaktir.
(Levin vd., 1997; Melnyk, Wong, & Kassen, 2015). Ayni zamanda antibiyotik direnci
mikroorganizmalarin hiicresel faaliyetlerini de etkilemektedir. Stickland ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir ¢aligmada, florokinolon direncinin Pseudomonaslarda hareketliligi azalttigi,
Springer ve arkadaslarinin yaptigi bir caligmada ise aminoglikozit direncinin bakterilerin
ribozom yapisini bozabildigi gosterilmistir (Springer vd., 2001; Stickland, Davenport, Lilley,
Griffin, & Welch, 2010). Bu verilere ragmen antibiyotik tedavisini birakmanin direngli
kokenleri azalttigina dair bilgiler hala yetersizdir. Bazi ¢alismalarda beklendigi gibi duyarh

kokenler direngli kokenlerin yerini alirken, bazi c¢aligmalarda ise direncli kokenlerin
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azalmadig1 hatta artti§1 goriilmiistiir. Epidemiyolojik ¢aligsmalarin sonuglarina gore antibiyotik
tedavisini kesmek genellikle direncli kdkenleri azaltsa da kisa vadede tamamen ortadan

kaldirmak i¢in yeterli olmamaktadir (Melnyk vd., 2015).

Mikroorganizmalarda, antibiyotik tedavisinin kesilmesi durumunda bile direncin devam
etmesini saglayan mekanizmalarla ilgili ti¢ hipotez ortaya koyulmustur. Bunlardan biri direng
geninin bulundugu gen bolgesiyle bagka bir bélgenin es zamanli ekspresyonu yoluyla direncin
korunmasidir. Coklu ilag direngli mikroorganizmalarda ve plazmid aracili direngte daha ¢ok
bu yolak gériiliir. Ikinci olarak direng mutasyonlarmin yaratacagi iireme dezavantajini (fitness
cost) ortadan kaldirabilecek veya dengeleyebilecek bagka mutasyonlar goriilebilir. Son olarak
da biyolojik dezavantaji (fitness cost’u) etkilemeyecek ‘“no-cost” adi verilen mutasyonlar

meydana gelebilir (Melnyk vd., 2015).

2.3. Fosfomisin

Fosfomisin, kesfedildiginde ilk verilen adiyla fosfonomisin, ilk kez Ispanya’da 1969 yilinda
Streptomyces kiiltiirlerinden elde edilmistir. Fosfomisin, fosfonik asit tiirevi bir antibiyotiktir
ve ¢ok diisiik molekiil agirligina sahiptir. Proteinlere neredeyse hi¢ baglanmaz. Fosfomisinin
etki mekanizmasi, bugiine kadar bilinen hi¢bir antibiyotikle benzerlik gdstermez ve bu nedenle
capraz direng gelisimi goriilmez. Molekiil formiilii C3H704P.C4H11NO seklindedir ve kimyasal
yapist Sekil 1°de gosterilmistir (Michalopoulos, Livaditis, & Gougoutas, 2011).

Sekil 1. Fosfomisinin Kimyasal Yapisi

Fosfomisin oral yoldan kullanilan iki formiilasyona sahiptir. Bunlar; biyoyararlanimi arttirmak
icin sentezlenen fosfomisin trometamol (trometamin) tuzu ve fosfomisin kalsiyum tuzudur.

Ayrica intravendz kullanim i¢in fosfomisin disodyum tuzu da bulunur.



2.3.1. Etki Mekanizmasi

Fosfomisin Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin hiicre duvar sentezini bozarak
bakterisidal etki gosterir. Bu etkisini fosfoenolpiriivat sentezinin ilk basamagini inhibe ederek
gosterir. Bakterilerin hiicre duvar yapis1 birbirini takip eden ve pentapeptid baglariyla
baglanmig N-asetil-glukozamin (NAG) ve N-asetil-muramik asit (NAM) yapilarindan
olusmaktadir. Bakterinin hiicre duvar sentezi sitoplazmada baglar ve ilk asamada uridin difosfat
N-asetil-glukozamin (UDP-NAG) grubunun 3’ ucuna fosfoenolpiriivattan gelen enolpiriivat
yapist baglanir. Bu reaksiyon UDP-NAG enol piriivil transferaz (murA) enzimi ile katalizlenir.
Bu enzim E. coli i¢in yasamsal bir enzimdir ve inaktive olmasi hiicre duvar sentezini
engelleyerek bakterinin 6limiine yol acar. Fosfomisin, duyarli hiicrelerin igine iki farkli
transport yolagiyla girer. Bunlar; L-a-gliserofosfat transport sistemi (glpT) ve heksoz-fosfat
alim sistemi (uhpT) yolaklaridir. Hiicre i¢ine giren fosfomisin mur4 enzimindeki 115. sistein
kalintisina kovalent olarak baglanir ve enzimi inaktive ederek etkisini gosterir (Kumar,
Parvathi, Hernandez, Cadle, & Varela, 2009; Michalopoulos vd., 2011). Fosfomisinin, E. coli
enfeksiyonlarinda olusan biyofilm tabakasina gecebildigi ve mikroorganizmalar {izerinde
etkinligini siirdiirebildigi gosterilmistir (Schito, 2003). Ayrica fosfomisine maruz kalan E. coli
kokenlerinde adezyon yeteneginin azaldig1 ve olusan biyolojik dezavantajdan (fitness cost’tan)
dolay1 bakterilerin iireme hizinin da azaldigi Garau ve arkadaslarinin yaptigi baska bir

calismada gosterilmistir (Garau, 2008).

2.3.2. Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

Fosfomisin oral yoldan kullanimda iyi absorbe olur ve viicutta serbest asit haline doniisiir.
Fosfomisin trometamol i¢in oral biyoyararlanim yaklasik %40 iken daha az kullanilan
kalsiyum tuzu i¢in bu oran %12 civarindadir. Fosfomisin trometamoliin %30-60’1 degisime
ugramadan idrar yoluyla atilir. Fosfomisinin %95°i bobreklerde metabolize olur ve saglikli
kisilerde yarilanma Omrii 4-8 saat arasinda degisir. Fosfomisin dokulara ve organlara iyi
dagilim gosterir. Serumda, mesane duvarinda, bobreklerde tedavi edici konsantrasyonlara
ulagabildigi gosterilmistir. Menenjit durumunda beyin omurilik sivisina gecebilse bile duyarl
bakterilere karsi etkinligi diisiiktiir. Komplike olmayan idrar yolu enfeksiyonlarinda tek
seferlik 3g dozu yeterliyken menenjit tedavisinde 3 giin, giinde 8g dozun yeterli oldugu

gosterilmistir (Michalopoulos vd., 2011).
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2.3.3. Antibakteriyel Etki Spektrumu

Fosfomisin essiz yapisi ve etki mekanizmasiyla genis bir antibakteriyel spektruma sahiptir ve
genellikle komplike olmayan iiriner sistem enfeksiyonlarinda kullanilir (Garau, 2008).
Fosfomisinin, metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), vankomisine direngli ya da
duyarl1 enterokok (VSE/VRE) gibi Gram pozitif ve Klebsiella tiirleri, Enterobacter tiirleri ve
E. coli gibi Gram negatif Enterobacteriaceae iiyelerine karsi etkinligi vardir (Abbott vd., 2020;
Falagas & Kopterides, 2007; Patel, Balfour, & Bryson, 1997). Yapilan c¢aligmalarda
fosfomisin; {iriner sistem enfeksiyonlarmin tedavisinde B-laktam grubu antibiyotikler,
aminoglikozitler ve diger bazi antimikrobiyallerle sinerjistik etki gostermistir (Falagas &
Kopterides, 2007; K.S., Pallam, Mandal, Jindal, & S., 2020). Ayrica fosfomisine dogal direngli
olan Acinetobacter baumannii kokenlerinde yapilan in vitro g¢alismalarda fosfomisinin
amikasin gibi bir aminoglikozit tiireviyle beraber kullanilmasinin sinerjistik etki olusturdugu

gosterilmistir (Leite vd., 2016).

2.3.4. Fosfomisin Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Fosfomisinin hiicre i¢ine girisi ¢ogu Enterobacteriaceae lyesinde glukoz-6-fosfat ile
indiiklenir. Bu nedenle fosfomisinin in vitro testlerdeki etkinligini arttirmak amaciyla ortama
glukoz-6-fosfat ilavesi yapilmasi gerekmektedir (Michalopoulos vd., 2011). Fosfomisin
duyarliligimin belirlenmesinde disk difiizyon, agar diliisyon ve sivi diliisyon/mikrodiliisyon,
gradient difiizyon yontemlerinin yani sira otomatize sistemler de kullanilabilmektedir. Agar
diliisyon ve sivi diliisyon yontemlerinde ortama 25 pg/ml konsantrasyonda glukoz-6-fosfat
ilavesi yapilmasi gerekirken, disk difiizyon yonteminde kullanilan 200pg fosfomisin iceren
disklerin igeriginde 50 pg glukoz-6-fosfat bulunmaktadir (Croughs, Konijnendijk-de Regt, &
Yusuf, 2022). Bu yontemlerin iginde ‘The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing” (EUCAST) tarafindan onerilen ve kabul géren yontem agar diliisyon
yontemidir (EUCAST, 2023).

2.3.5. Fosfomisin Diren¢ Mekanizmalari
Bakterilerde fosfomisin direnci olusumuna yol agan ii¢ ana mekanizma bulunmaktadir. Bunlar
bakterinin fosfomisin gegirgenliginin azalmasi, antibiyotigin hedefi olan mur4’da meydana

gelen modifikasyonlar ve bakteri tarafindan antibiyotik yapisinin bozulmasidir (Castafieda-

Garcia, Blazquez, & Rodriguez-Rojas, 2013).
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glpT ve uhpT transport sistemlerinde meydana gelen degisimler, bakterinin fosfomisin alimini
azaltacagi i¢in bakterinin duyarhiligimi azaltir. Aym1 zamanda bakteri hiicre i¢indeki cAMP
diizeyinin azalmasi da bu genlerin ekspresyonunu azaltmaktadir. cAMP sentezinden sorumlu
cyaA ve ptsl genlerinin ekspresyonunun azalmasi da dolayli yoldan fosfomisin gecirgenligini

ve bakterinin duyarliligini azaltmaktadir (Castaneda-Garcia vd., 2013).

Bakterilerde antibiyotik hedefinin degistirilmesiyle duyarliligin azalmasi en sik rastlanan
antibiyotik diren¢ mekanizmalarindan biridir. Ancak fosfomisin direncinde mur4 enziminde
degisiklik sonucu direng gelisimi nadir olarak goriiliir. Ancak fosfomisin, etkisini murA’ya
kovalent baglanarak ve doz bagimli olarak gosterdigi i¢in bakteride mur4’nin normalden fazla

eksprese olmasi duyarlilig1 azaltmaktadir (Castafieda-Garcia vd., 2013).

Bakterilerde bir diger fosfomisin direng gelisim mekanizmasi ise antibiyotigin yapisinin
bakteri tarafindan bozulmasidir. Bu amacla bakteriler tarafindan Fos4, FosB ve FosX
proteinleri kullanilir. Her ti¢li de fosfomisinin yapisindaki oksiran halkasini agarak antibiyotigi
etkisiz hale getirir. Ancak her birinin etki mekanizmasi birbirinden farklidir. Fos4 enzimi Mn*?
bagimli glutatyon transferaz aktivitesi gostererek fosfomisin yapisinda oksiran halkasina
glutatyon baglayarak etkisini gosterir. FosB Mg bagimli tiyol transferaz aktivitesiyle oksiran
halkasina tiyol baglarken FosX ise Mn*? bagimli hidrolaz aktivitesi gostererek oksiran
halkasina su baglayarak antibiyotigin yapisini bozar. Bunlar disinda, fosfomisini fosfatlayarak
etki gosteren FomA ve FomB enzimlerine de ¢esitli bakterilerde rastlanmaktadir (Castafieda-

Garcia vd., 2013).

12



3. Gerec¢ ve Yontem
3.1. Gereg
3.1.1. Bakteri Kokenleri

Bu calismada etik kurul izniyle (Ege Universitesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu Onay No:
20-2T/26) E.U. Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde ¢esitli servislerden ve klinik drneklerden izole
edilen ve farkli hastalardan toplanan, 78 Escherichia coli ve 34 Klebsiella pneumoniae kokeni
olmak iizere toplam 112 kdken incelendi. Bakteri kdkenlerinin tanimlamasit MALDI-TOF
(Biotyper-Bruckner) yontemi ile, antibiyotik duyarlilikar1 ise VITEK-2 (Bio-Merieux) sistemi
ile belirlendi. Kontrol kdkeni olarak Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus aureus
ATCC 25923 kullanildi. Biitiin bakteri kokenleri ¢aligmaya baslanana kadar %10’luk gliserinli
beyin kalp inflizyon buyyon igerisinde -80°C’de saklandi. Bakteri kdkenlerinin izole edildigi

servisler ve ornekler asagidaki tablolarda verilmistir (Tablo 1 ve

Tablo 2).
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Tablo 1. Bakteri Kokenlerinin Izole Edildigi Servisler

Bakteri Kokenlerinin izole Edildigi Say Bakteri Kokenlerinin izole Say
Servisler Edildigi Servisler
Acil Servis 25 Gogiis Hastaliklar 2
Alerji Poliklinigi 1 Goz Hastaliklar 1
Anestezi 1 I¢ Hastaliklar 7
Cocuk Hastaliklari 3 Immiinoloji 1
Cocuk Acil Servis 9 Intaniye 6
Cocuk Hematoloji 1 Kadin Dogum 15
Cocuk Kemik iligi Transplantasyon 1 Nefroloji 8
Unitesi
Cocuk Nefroloji 2 Noroloji 1
Cocuk Onkoloji 1 Onkoloji 2
Cocuk Saghgi 2 Ortopedi 1
Gastroenteroloji 3 Uroloji 18
Genel Cerrahi 1

Tablo 2. Bakteri Kokenlerinin Izole Edildigi Ornekler

Bakteri Kokenlerinin izole Edildigi Ornekler Sayi
Kateter Idrari 17
Orta Akim Idrar1 93
Sol Nefrostomi Idrar 2
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3.1.2. Kullanilan Madde ve Malzemeler

a. Besiyerleri

Mueller-Hinton Agar (MHA) (Merck)

Tryptic Soy Agar (TSA) (Oxoid)

Mueller-Hinton Broth (MHB) (Merck)

Mueller-Hinton (II) Broth (Katyon Ayarlit MHB) (BD BLL)
Beyin-Kalp Inflizyon Broth (Merck)

Tryptic Soy Broth (TSB) (Oxoid)

Luria Bertani Broth (LBB) (Merck)

Besiyerleri ambalajlar iizerinde belirtilen miktarda tartilarak distile suda ¢6ziildii ve otoklavda
sterilize edildikten sonra steril petri kaplarina dokiildii. Kullanilincaya kadar buzdolabinda

+4°C’de saklandi.

b) Tamponlar ve Cozeltiler

%0,9 NaCl ¢ozeltisi (serum fizyolojik)

Tris-Borik asit-Etilendiamintetraasetikasit ¢ozeltisi (TBE)
%0,1 Kristal Viyole (KV) Cozeltisi

Steril Fosfat Tamponu (Phosphate Buffered Saline, PBS)
¢) Diger Madde ve Malzemeler

Fosfomisin trometamol (Sigma)

Glukoz-6-Fosfat (Roche)

Agaroz (Pronax)

Safeview Classic (ABM)

dNTP Karigimi (Ampliqon)

Taq Polimeraz (Ampliqon)

Taq Buffer (Ampliqon)
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MgCl, (Ampliqon)
DNA Marker
e Generuler 100bp (Thermo)
e 100bp Opti DNA Marker (ABM)
RNA izolasyon Kiti (GenelJet) (Thermo Scientific)
cDNA Sentez Kiti (Procomcure)
Magic SYBR Mix (Real Time PCR Master Mix) (Procomcure)
Escherichia coli i¢in kullanilan primer dizileri (Tablo 3)

Klebsiella pneumoniae igin kullanilan primer dizileri (Tablo 4)

Tablo 3. Escherichia coli igin kullanilan primer dizileri

Hedef Primer Dizisi 5’23’ PZR Referans
Gen Uriinii

Boyutu

(Baz

cifti)

fosA  ATCTGTGGGTCTGCCTGTCGT (F) 271 (Y. Li vd,

ATGCCCGCATAGGGCTTCT (R) 2015)

fosA3  GCGTCAAGCCTGGCATTT (F) 282 (Y. Li vd,
GCCGTCAGGGTCGAGAAA (R) 2015)

fosC2 TGGAGGCTACTTGGATTTG (F) 217 (Y. Li vd,
2015)

AGGCTACCGCTATGGATTT (R)

glpT  GCGAGTCGCGAGTTTTCATTG (F) 1359 (Y. Li vd,

GGCAAATATCCACTGGCACC (R) 2015)
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murA

uhpT

papC

usp

recA

AAACAGCAGACGGTCTATGG (F) 1260

CCATGAGTTTATCGACAGAACG (R)

TTTTTGAACGCCCAGACACC (F) 1392

AGTCAGGGGCTATTTGATGG (R)

GTGCCAATTCCTCTTACCGTT (F) 164

TGGAATAATCGTACCGTTGCG (R)

GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 328
(F)

ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA

(R)

ATGCTACTGTTTCCGGGTAGTGTGT 1000
(F)

CATCATGTAGTCGGGGCGTAACAAT

(R)

CGCATTCGCTTTACCCTGACC (F) 510

TCGTCGAAATCTACGGACCGGA (R)

(Y. Li wvd,
2015)

(Y. Li wvd,
2015)
(Hojati,
Zamanzad,
Hashemzadeh,
Molaie, &
Gholipour,
2015)

(Van Bost,
Jacquemin,
Oswald, &
Mainil, 2003)
(Nakano vd.,
2001)
(Zhang,
Wang, Li,
Hou, & Hao,

2021)
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Tablo 4. Klebsiella pneumoniae i¢in kullanilan primer dizileri

Hedef Primer Dizisi 5°2>3°

Gen

gipT

murA

entB

mrkD

uge

CACCAGGTCTTGCTCAAGGT (F)

TATTGCCTACCATCGCGACC (R)

GATGTGATTGCTCGACAGCG (F)

TTGCTGGTCTGTGGATTTGC (R)

ATTTCCTCAACTTCTGGGGC (F)

AGCATCGGTGGCGGTGGTCA (R)

CACGCAAGGCACCATTC (F)

GCTCAGAATCAACATCGGTAAC (R)

AAGCTATCGCTGTACTTCCGGCA (F)

GGCGTTGGCGCTCAGATAGG (R)

TCTTCACGCCTTCCTTCACT (F)

GATCATCCGGTCTCCCTGTA (R)

PZR
Uriinii
Boyutu
(Baz
cifti)

1643

1512

371

903

339

534

Referans

(Liu vd.,
2020)

(Liu vd.,
2020)

(Vargas vd.,
2019)

(Stahlhut
vd., 2009)

(Compain

vd., 2014)

(Vargas vd.,
2019)
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wabG ~ACCATCGGCCATTTGATAGA (F) 683 (Vargas vd.,

CGGACTGGCAGATCCATATC (R) A0
yeofM  ATCAGCAGTCGGGTCAGC (F) 168 (Vargas vd.,
CTTCTCCAGCATTCAGCG (R) 2019)
infB. CTCGCTGCTGGACTATATTCG (F) 462 (Diancourt,
CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC (R) Pt
Verhoef,
Grimont, &
Brisse,
2005)

3.2. Yontem
3.2.1. Bakterilerde Fosfomisin Direncinin Agar Diliisyon Yontemiyle Belirlenmesi

Bu calismada toplanan 112 FEnterobacteriaceae izolatinin fosfomisin minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerleri ‘The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing” (EUCAST) tarafindan yayinlanan kilavuzlar dikkate alinarak agar diliisyon
yontemiyle belirlendi. -80°C’de stoklanan bakteri kdkenleri Miiller Hinton Agar (MHA)
besiyerine ekilerek 37°C’lik inkiibatdrde 16-18 saat inkiibasyon sonucunda canlandirildi. 3 ml
%0,9 NaCl igeren tiiplerde 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonlari hazirlandi.
Fosfomisin, steril bir santrifiij tiipii igerisinde gerekli miktarda steril distile su iginde ¢oziilerek
konsantrasyonu 1280 pg/ml olacak sekilde ayarlandi. Ikiser katlik diliisyonlarla 1280-640-320-
160-80-40-20-10-5 pg/ml olacak sekilde 9 farkli antibiyotik konsantrasyonu hazirlandi. Ayr
bir steril santrifiij tlipii icerisinde glukoz-6-fosfat, gerekli miktarda steril distile su iginde
coziilerek konsantrasyonu 500 pg/ml olarak hazirlandi. 55°C’ye ayarlanmig su banyosu i¢inde,
50 ml hacimli steril santrifiij tlipleri icerisine; otoklavlanmis ve 45-50°C’ye kadar sogutulmus
17 ml MHA, 2 ml antibiyotik soliisyonu ve 1 ml glukoz-6-fosfat soliisyonu eklendi ve plaklara
dokiildii. Bu sayede son fosfomisin konsantrasyonlar1 128-64-32-16-8-4-2-1-0,5 pg/ml ve

glukoz-6-fosfat konsantrasyonlart 25 pg/ml olan 9 farkli antibiyotik konsantrasyonu igeren
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agar plaklar1 hazirlandi. Plaklar iizerinde belirlenen noktalara, 0,5 McFarland bulanikligindaki
bakteri soliisyonlar1 1/10 diliie edilerek her bakteri i¢in 2 pl olacak sekilde (yaklasik 3x10*
koloni olusturan birim (kob)) inokiile edildi. 37°C’de 16-18 saat inkiibasyon sonucunda
{iremenin goriilmedigi en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak kabul edildi. Elde edilen
degerler EUCAST in belirledigi sinir degerlerle kargilagtirilarak bakterinin direng profili,
duyarli (S) ya da direngli (R) olarak belirlendi (Tablo 5).

Tablo 5. Fosfomisin MIK sinir degerleri

Fosfomisin Duyarh (S) Direncli (R)
E. coli icin MiK Simir <=8 >8
Degeri (ng/ml)
K. pneumoniae i¢cin MiK <=32 >32
Sinir Degeri (ng/ml)

3.2.2. Kokenlerin Antibiyotik Direnc¢ Profillerinin Belirlenmesi (Antibiyotiplendirme)

Bakteri kokenlerinin antibiyotik diren¢ paternlerine gore birbirlerine olan benzerlikleri
incelendi. Bu amagla kokenlerin farkli antibiyotik gruplarindan segilen nitrofurantoin,
amoksisilin/klavulanik asit, imipenem, gentamisin, siprofloksasin,
trimetoprim/siilfametoksazol ve sefoksitin antibiyotiklerine direng¢ durumu incelendi.
Antibiyotik diren¢ paternleri birbiri ile ayn1 veya ¢ok yakin olan kdkenler ayni grup i¢inde
topland1 (Biiyiik, Yilmaz, Giil Yurtsever, & Hosgdér Limoncu, 2017; Ciftci vd., 2022).
Fosfomisine direngli izogenik varyant olusturma caligmalarinda kullanilacak bakterilerin

secimi yapilirken bu agsamada elde edilen verilerden faydalanildi.

3.2.3. Kokenlerde Fosfomisin Direnciyle Ilgili Bazi1 Genlerin ve Bazi Viriilans Genlerinin
Arastirilmasi

Onceki asamalarda fosfomisine direncli oldugu belirlenen 7 E. coli kokeninde, fosfomisinin
hedef geni olan murA, fosfomisin transportunda rol alan genler olan gipT ve uhpT ve plazmid
iizerinde yer alarak transfer edilebilir 6zellikteki fosA4, fosA3 ve fosC2 genlerine ve fosfomisine

direncli oldugu belirlenen 8 K. pneumoniae kdkeninde fosfomisinin hedef geni olan murA4 ve

fosfomisin transportunda rol alan genlerden biri olan g/pT genlerine yonelik spesifik primerler
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kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yapildi. Oncelikle kokenlerden DNA

izolasyonu yapildi. Ardindan her bir gen uygun kosullar altinda, PZR ile ¢ogaltildi. Olusan

iiriinler jel elektroforez yontemiyle yiiriitiilerek ultraviyole 151k altinda gortintiilendi. Olusan

bantlarin biiyiikliikleri belirlendi ve kokenlerde ilgili genlerin bulunma durumu degerlendirildi.

3.2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Kokenlerden DNA ekstraksiyonu i¢in asagida belirtilen basamaklar uygulandi.

1.

Bakteri kokenleri DNA ekstraksiyon isleminden bir giin 6nce MHA besiyerine ekildi
ve 37°C’de 16-18 saat inkiibe edildi.

Ependorf tiiplerinin i¢ine 400 pl steril ultra saf su ilave edildi.

Kat1 besiyerinde iireyen kiiltiirden alinan 2-3 bakteri kolonisi ependorflardaki ultra saf

suyun i¢inde siispande edildi ve karigtirild.

Bakteri iceren siispansiyonlar, bakterilerin hiicre duvarlarinin pargalanmasi igin

95°C’de 1s1 blogunda 20 dakika tutuldu.
Ardindan 6rnekler 13.000 devir/dakika hizda +4C’de 5 dakika boyunca sanrtifiijlendi.

Santrifiij isleminden sonra, DNA igeren siipernatantlar, dikkatlice yeni ependorf

tiiplerine aktarildi. Tiipler ¢alisilincaya kadar -20°C’de stoklandi.
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3.2.3.2. Fosfomisine Direncli E. coli Kokenlerinde Direnc ile iliskili Bazi Genlerin

Arastirilmasi

3.2.3.2.1 murA, uhpT ve gipT Genlerinin Arastirilmasi

Fosfomisine direncli oldugu tespit edilen 7 E. coli kdkeninde, fosfomisinin hedefi olan ve
peptidoglikan sentezinden sorumlu murA geninin (1260 baz ¢ifti) ve fosfomisinin hiicre i¢ine
taginmasindan sorumlu gliserol-3-fosfat (g/p7, 1359 bg) ile heksoz fosfat tasiyict (uhpT, 1392
be¢) genlerinin varligi arastirildi. Amplifikasyon i¢in 200 pl’lik PZR tiipleri iginde her gen igin
toplam 25 pl hacim olacak sekilde PZR karisim1 hazirlandi.

PZR Karisimi Final Konsantrasyon (Hacim)
PZR Tamponu (10x) Ix (2.5 pl)

dNTP (100 mM) 400uM (1 ul)

F Primer (100 pM) 2uM (0.5 pb)

R Primer (100 uM) 2uM (0.5 ul)

Hot-Start Taq Polimeraz (5 U/pl) 1U (0.2 pul)

Bakteriyel DNA 2 ul

Steril distile su 18.3 pl

Toplam 25 pul

Hazirlanan reaksiyon karisimlari, her PZR tiipiine 23 pl olacak sekilde eklendi. Ardindan
kokenlere ait 2 pl DNA ekstraktlar1 eklendi. Karisim PZR cihazinda 95°C’de 15 dakika 6n
denatiirasyonun sonrasinda, 30 dongii olacak sekilde 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 58°C’de
30 saniye baglanma ve 72°C’de 2 dakika uzama isleminin ardindan son uzama i¢in 72°C’de

10 dakika siireyle bekletildi.
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3.2.3.2.2 fosA, fosA3, fosC2 Genlerinin Arastirilmasi

Fosfomisine direncli oldugu tespit edilen 7 E. coli kdkeninde, plazmidler iizerinde tasinan ve
fosfomisin direncine katkis1 olan fos4 (271 bg), fosA3 (282 bg) ve fosC2 (217 bg) genlerinin
varlig1 arastirildi. Amplifikasyon i¢in 200 pl’lik PZR tiipleri i¢inde her gen igin toplam 25 pl
hacim olacak sekilde PZR karigim1 hazirlandi.

PZR Karisimi Final Konsantrasyon (Hacim)
PZR Tamponu (10x) Ix (2.5 pl)

dNTP (100 mM) 200uM (0.5 pl)

F Primer (100 uM) 2uM (0.5 pb

R Primer (100 pM) 2uM (0.5 pul)

Hot-Start Taq Polimeraz (5 U/ul) 1U (0.2 pul)

Bakteriyel DNA 2 ul

Steril distile su 18.8 ul

Toplam 25 ul

Hazirlanan reaksiyon karisimlari, her PZR tiipiine 23 pl olacak sekilde eklendi. Ardindan
kokenlere ait 2 ul DNA ekstraktlar1 eklendi. Karistm PZR cihazinda 95°C’de 15 dakika 6n
denatiirasyonun sonrasinda, 30 dongii olacak sekilde 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 55°C’de
30 saniye baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama isleminin ardindan son uzama igin 72°C’de

10 dakika siireyle bekletildi.
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3.2.3.3. Fosfomisine Direncli E. coli Kokenlerinde Bazi Viriilans Genlerinin Arastirilmasi

3.2.3.3.1 fimH, papC ve usp Genlerinin Arastirilmasi

Fosfomisine direncli oldugu tespit edilen 7 E. coli kokeninde, adezin molekiillerini kodlayan
fimh (164bg) ve papC (328bg) genlerinin ayrica iiropatojenik spesifik proteini kodlayan usp
(1000 be) geninin varlig arastirildi. Amplifikasyon i¢in 200 pl’lik PZR tiipleri i¢inde her gen
icin toplam 25 pl hacim olacak sekilde PZR karisimi hazirlandi.

PZR Karisimi Final Konsantrasyon (Hacim)
PZR Tamponu (10x) Ix (2.5 pl)

dNTP (100 mM) 200uM (0.5 ul)

F Primer (100 uM) 2uM (0.5 ul)

R Primer (100 pM) 2uM (0.5 ul)

Hot-Start Taq Polimeraz (5 U/pl) 1U (0.2 pul)

Bakteriyel DNA 2 ul

Steril distile su 18.8 pl

Toplam 25 ul

Hazirlanan reaksiyon karisimlari, her PZR tiipiine 23 pl olacak sekilde eklendi. Ardindan
kokenlere ait 2 pl DNA ekstraktlar1 eklendi. Karisim PZR cihazinda 95°C’de 15 dakika 6n
denatiirasyonun sonrasinda, 30 dongii olacak sekilde 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 58°C’de
30 saniye baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama isleminin ardindan son uzama igin 72°C’de

10 dakika siireyle bekletildi.
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3.2.3.4. Fosfomisine Direncli K. pneumoniae Kokenlerinde Direncg ile iliskili Bazi

Genlerin Arastirilmasi

3.2.3.4.1 murA ve glpT Genlerinin Arastirilmasi

Fosfomisine direngli oldugu tespit edilen 8 K. pneumoniae kokeninde, fosfomisinin hedefi olan
ve peptidoglikan sentezinden sorumlu murA geninin (1512 bg) ve fosfomisinin hiicre igine
tasinmasindan sorumlu gliserol-3-fosfat (g/p7, 1643 bg) geninin varhig arastirildi.
Amplifikasyon i¢in 200 pl’lik PZR tiipleri icinde her gen icin toplam 25 pl hacim olacak
sekilde PZR karigimi hazirlandi.

PZR Karisimi Final Konsantrasyon (Hacim)
PZR Tamponu (10x) Ix (2.5 pl)

dNTP (100 mM) 400uM (1 ul)

F Primer (100 uM) 2uM (0.5 pb

R Primer (100 pM) 2uM (0.5 ul)

Hot-Start Taq Polimeraz (5 U/ul) 1U (0.2 ul)

Bakteriyel DNA 2ul

Steril distile su 18.3 ul

Toplam 25 pul

Hazirlanan reaksiyon karisimlari, her PZR tiipine 23 pl olacak sekilde eklendi. Ardindan
kokenlere ait 2 ul DNA ekstraktlar1 eklendi. Karistm PZR cihazinda 95°C’de 15 dakika 6n
denatiirasyonun sonrasinda, 30 dongii olacak sekilde 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 58°C’de
30 saniye baglanma ve 72°C’de 2 dakika uzama isleminin ardindan son uzama i¢in 72°C’de

10 dakika siireyle bekletildi.
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3.2.3.5. Fosfomisine Direncli K. pneumoniae Kokenlerinde Baz1 Viriilans Genlerinin

Arastirilmasi

Fosfomisine direncli oldugu tespit edilen 8 K. pneumoniae kokeninde, fagositoza direng
saglayan ve kapsiil yapimiyla iliskili uge (534 bg), ycfM (168 bg), wabG (683 bg) genleri,
adezin molekiillerini kodlayan mrkD (339 bg) ve fimH (903 bg) genleri ve siderofor
molekiillerini kodlayan entB (371 bg) geninin varlig aragtirildi. Amplifikasyon i¢in 200 pl’lik
PZR tiipleri iginde her gen i¢in toplam 25 pl hacim olacak sekilde PZR karigimi hazirlandi.

PZR Karisimi Final Konsantrasyon (Hacim)
PZR Tamponu (10x) Ix (2.5 pl)

dNTP (100 mM) 400uM (1 ul)

F Primer (100 pM) 2uM (0.5 pl)

R Primer (100 pM) 2uM (0.5 ul)

Hot-Start Taq Polimeraz (5 U/ul) 1U (0.2 ul)

Bakteriyel DNA 2 ul

Steril distile su 18.3 pl

Toplam 25 pul

Hazirlanan reaksiyon karisimlari, her PZR tiipiine 23ul olacak sekilde eklendi. Ardindan
kokenlere ait 2 pl DNA ekstraktlar1 eklendi. Karisim PZR cihazinda 95°C’de 15 dakika 6n
denatiirasyonun sonrasinda, 30 dongii olacak sekilde 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 56°C’de
30 saniye baglanma ve 72°C’de 2 dakika uzama isleminin ardindan son uzama i¢in 72°C’de

10 dakika siireyle bekletildi.
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3.2.3.6. Jel Elektroforezi

PZR ile ¢ogaltilan DNA 6rneklerinin goriintiilenmesi i¢in 1X TBE igerisinde %1 agaroz i¢eren
jel kullanildi. Gerekli miktarda tartilan agaroz 1X TBE igerisine ilave edilip 1sitilarak eritildi.
Jel katilagsmadan 6nce i¢ine 10 pl/100 ml oraninda Safeview (ABM) ilave edildi. Ardindan
kuyucuklarin olusumunu saglayan tarak yerlestirilmis uygun bir tankin i¢ine dokiildii ve
donmaya birakildi. Donarak katilasan jel elektroforez tankina yerlestirildi. Cogaltilan DNA
ornekleri, 5X DNA yiikleme boyasiyla 1/5 oraninda karistirilarak agaroz jel kuyucuklarma
yiiklendi. Her jel i¢in bir kuyucuga 6 pl ladder yiiklendi. Agaroz jele yiiklenen DNA 6rnekleri
80V gerilim altinda 45 dakika boyunca yiiriitiildii. Ardindan, jelde olusan bantlar UV 151k

altinda goriintiilendi.

3.2.4. Fosfomisine Direncli izogenik Varyantlarin Olusturulmasi

Bu asamada fosfomisine duyarli olup, yedi antibiyotige (F, AMC, IMP, GE, CIP, SXT, FOX)
direngli olan bir kdken (4 numarali) ve bir antibiyotige (F) direngli olan bir kken (24 numarali)
olmak iizere toplam 2 K. pneumoniae kokeni segilmistir. Ayni sekilde fosfomisine duyarl olup,
4 antibiyotige (AMC, GE, CIP, SXT) direngli olan bir koken (27 numarali) ile ATCC 25922
numarali standart E. coli kokeni segildi. Bakteri siispansiyonlar1 ve besiyerleri agar diliisyon
yontemi boliimiinde belirtildigi sekilde hazirlandi. Her bakteri, fosfomisin MiK/2 degerinden
baslayip 2 kat artan konsantrasyonlarda fosfomisin iceren besiyerlerine eiklerek 37°C’de 48
saat silireyle inkiibasyon gerceklestirildi. Siire sonunda iireme goriilen en yiiksek
konsantrasyonu igeren plaktan alinan bakteriler steril serum fizyolojik i¢inde 0,5 McFarland
degerine ayarlanarak 1/10 diliie edildikten sonra bu siispansiyondan 2 pl alinarak, takip eden
konsantrasyonda antibiyotik iceren plaklara pasajlandi. Pasajlar 48 saat sonunda iireme
goriilmeyecek kadar ytliksek konsantrasyonlara kadar (maksimum 2048 pg/ml) tekrarlandi ve
iireme goriilen en yiiksek konsantrasyondaki bakteriler %10 gliserinli beyin-kalp infiizyon
buyyon i¢inde -80°C’de stoklandi. Fosfomisine direngli hale gelen bakterilerin koken

numaralarinin yanina “R” harfi eklenerek isimlendirme yapildi.

3.2.5. Fosfomisin Direncli izogenik Varyantlarda Bazi Viriilans Genlerinin Ekspresyon
Diizeylerinin RT-qPCR Yodntemiyle Karsilastirilmasi

Fosfomisine direncli izogenik varyantlar1 olusturulan iki E. coli kokeninde; adezin

molekiillerini kodlayan fimh ve papC genlerinin ekspresyon diizeyleri ve fosfomisine direngli

izogenik varyantlar olusturulan iki K. pneumoniae kdkeninde; fagositoza direng saglayan ve
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kapsiil yapimuiyla iliskili uge, ycfM, wabG genleri, adezin molekiillerini kodlayan mrkD geni
ve siderofor molekiillerini kodlayan entB genlerinin ekspresyon diizeyleri RT-qPCR
yontemiyle karsilastirildi. Referans gen olarak E. coli i¢in recA geni, K. pneumoniae igin ise

infB geni kullanildi.

Bu amagla oncelikle bakterilerden total RNA izolasyonu yapildi. Ardindan RT-qPCR
deneylerinde kullanilmak iizere cDNA sentezi yapildi. Elde edilen cDNAlar 96 kuyucuklu RT-
qPCR mikroplakalarina her bir kuyucuga 2 pl olacak sekilde aktarildi. Reaksiyon karisimindan
her bir kuyucuga 18 pl ilave edilip, LightCycler 480 II (Roche) cihazinda 1s1 dongiisii
uygulandi. Sonuglar “threshold cycle” (CT) degerleri dikkate alinarak Delta-Delta CT yontemi

ile belirlendi.

Biitiin deneyler ii¢ tekrarli olarak yapildi. Sonuglarin istatistiksel analizinde GraphPad Prism 8

programinda Student’s t test yontemi kullanilda.

3.2.5.1. Total RNA izolasyonu

Bakteri siispansiyonlar1 asagida belirtildigi sekilde hazirlanda.

1. Direngli izogenik kdkenler, belirlenen fosfomisin MIK degerlerinin yarisi kadar fosfomisin
ve 25 pg/ml glukoz-6-fosfat iceren MHA besiyerinde 37°C’de 16-18 saat boyunca inkiibe
edildi. Duyarli kokenler ise antibiyotik igermeyen MHA besiyerinde ayni sartlarda

canlandirildi.

2. Inkiibasyon sonrasinda iireyen bakterilerden birkag¢ koloni alinarak; direngli kokenler igin
onceki asamada kullanilan konsantrasyonlarda fosfomisin ve glukoz-6-fosfat iceren MHB s1v1
besiyerinde 0,5 McFarland bulaniklikta bakteri siispansiyonu hazirlandi. Duyarli kdkenler igin

ise antibiyotik icermeyen MHB kullanildi.

3. Bakteri siispansiyonlar1 37°C’de 3-4 saat boyunca inkiibe edildi.

“Genejet RNA Purification Kit” (Thermo Scientific) kullanilarak bakteri siispansiyonlarindan

total RNA izolasyonu gergeklestirildi. Bu amagla asagida belirtilen basamaklar izlendi;
1. 0,4 mg/ml konsantrasyonda lizozim i¢eren Tris-EDTA (TE) tampon ¢ozeltisi hazirlandi.
2. Kullanilacak her 1 ml lizis tamponu i¢in 20 pl 14,3 M B-merkaptoetanol eklendi.

3. Her bir bakteri siispansiyonundan 1,5 ml alinarak tiiplere aktarildi. 13.000 devir/dakikada 2

dakika boyunca santrifiijlendi. Ardindan siipernatant uzaklastirild.
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4. Pelletlerin iizerine 100 pl TE tamponu eklendi ve oda sicakliginda 5 dk. bekletildi

5. Tiiplere ikinci asamada hazirlanan lizis tamponundan 300 pl eklendi ve karisim yaklasik 20

saniye vortekslendi.
6. Tiiplere 180 ul %96lik etanol eklendi.

7. Elde edilen siispansiyonlar, GenelJet RNA saflagtirma kolonlarina aktarildi. 13.000
devir/dakikada 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Toplama tiiplerine gecen s1vi uzaklastirildi ve

RNA igeren kolonlar 2 ml’lik yeni tiiplere aktarildi.

8. Kolonlara 700 ul yikama tamponu 1 eklendi ve 13.000 devir/dakikada 1 dakika boyunca
santrifiij edildi. Toplama tiiplerine gegen sivi uzaklastirildi ve kolonlar yeniden ayni tiiplere

yerlestirildi.

9. Kolonlara 600 pl yikama tamponu 2 eklendi ve 13.000 devir/dakikada 1 dakika boyunca
santrifiij edildi. Toplama tiiplerine gegen sivi uzaklastirildi ve kolonlar yeniden ayn tiiplere

yerlestirildi.

10. Kolonlara 250 pl yikama tamponu 2 eklendi ve 13.000 devir/dakikada 1 dakika boyunca
santrifiij edildi ve kolonlar 1,5 mI’lik RNAz i¢cermeyen tiiplere aktarildi.

11. RNAlarm eliisyonu i¢in, kolon membranlarinin orta bdliimiine 100 pl niikkleaz igermeyen

su eklendi. 13.000 devir/dakikada 1 dakika boyunca santrifiijlendi.

12. Son olarak kolonlar uzaklastirildi ve elde edilen total RNAlar ¢cDNA sentezinde
kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

3.2.5.2. cDNA Sentezi

Bir 6nceki basamakta elde edilen RNA 6rnekleri kullanilarak “VitaScript™ FirstStrand cDNA
Synthesis Kit” (Procomcure, Avusturya) protokoliine gére cDNA sentezi gergeklestirildi.
Tablo 6’da belirtildigi sekilde her bir kokenin RNA’s1 i¢in cDNA sentez karigimi hazirlandi.
Hazirlanan karisimla 1s1 dongiisii cihazinda, iiretici firma tarafindan belirtildigi sekilde PZR
uygulandi ve PZR firiinleri niikleaz igermeyen su ile 200 pl’ye tamamlanarak -80°C’de

saklandi (Tablo 6 ve Tablo 7).
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Tablo 6. cDNA sentezi reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesen Miktar
5x Reaksiyon Tamponu 4 ul
Revers Transkriptaz Enzim Karigimi 1 pl
Total RNA Sul
Niikleaz Icermeyen Su 10 pl
Toplam 20 pl

Tablo 7. cDNA sentezi i¢in PZR 1s1 dongiisii

Asama Sicakhik Siire
cDNA Sentezi 42°C 60 dakika
Enzim Inaktivasyonu 80°C 10 dakika

3.2.5.3. RT-qPCR Yontemiyle mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

RT-qPCR c¢alismalarinda, izogenik varyantlardan elde edilen cDNA’lar ve Tablo 1 ve 2’de yer

alan primerler kullanild.

Deney protokolii “2X Magic SYBR Mix” (Procomcure) kitinde gosterilen sekilde uygulandi
(Tablo 8). 96 kuyucuklu RT-qPCR mikroplaklarinda her bir kuyucuga toplamda 20 ul olacak
sekilde 2 pl cDNA, ler pl forward ve reverse primerler, 10 pl master mix ve 6 pl niikleaz
icermeyen su eklendi. Negatif kontrol grubu olarak ii¢c kuyucuk igine cDNA igermeyen
reaksiyon karisimi eklenerek mikroplaklar yapistirma filmiyle kapatildi. Mikroplakalar
LightCycler 480 (Roche) cihazina yerlestirilerek asagidaki tabloda belirtilen 1s1 dongii kosullari
uygulandi (Tablo 9).

30



Sonuglar “threshold cycle” (CT) degerleri dikkate alinarak Delta-Delta CT ydntemi ile

belirlendi. Delta-Delta CT yontemine ait formiil asagida gosterilmistir.
Delta CT (6rnek)= CT (hedef) — CT (referans)

Delta-Delta CT= Delta CT (Direngli izogenik kdken) — Delta CT (Duyarli Izogenik K&ken)

Ekspresyon Kat Degisimi = 2-(Delta-Delta CT)

Elde edilen degerlere gore ekspresyon diizeylerinde olusan degisimler incelendi.

Tablo 8. RT-qPCR Reaksiyon Karigimi

Bilesen Miktar
2x Magic Sybr Mix 10 pl
cDNA 2 ul
Forward Primer (10 uM) 1 ul
Reverse Primer (10 pM) 1 pl
Niikleaz Icermeyen Su 6 ul
Toplam 20 pl
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Tablo 9. RT-qPCR 1s1 dongii kosullar

Sicaklik (°C) Okuma Modu Stire

On Inkiibasyon 95 - 5 dakika

95 - 10 saniye

Amplifikasyon (40 58 ) 15 saniye
dongii)

72 Tek 20 saniye

Son Uzama 72 - 2 dakika

Erime Derecesi 95 - 10 saniye
Tayini

65 - 60 saniye

97 Stirekli -
Soguma 40 - 2 dakika

3.2.6. Fosfomisine Direncli izogenik Bakteri Varyantlarmin Biyofilm Olusturma

Kapasitelerinin Kristal Viyole Yontemi ile Belirlenmesi ve Karsilastirilmasi

Fosfomisine direncli ve duyarli izogenik varyantlarin biyofilm olusturma kapasiteleri;

spektrofotometrik temelli kristal viyole (KV) yontemi ile belirlendi (Stepanovi¢ vd., 2007).

-80°C’de stoklanan bakterilerden; direngli izogenik kokenler, belirlenen fosfomisin MIK
degerlerinin yaris1 kadar fosfomisin ve 25 pg/ml glukoz-6-fosfat iceren MHA besiyerinde 16-
18 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Duyarli kdkenler ise antibiyotik igermeyen MHA
besiyerinde aymi sartlarda canlandirildi. Inkiibasyon sonunda, kati besiyerinde iireyen
kiiltiirden birkag koloni alinarak 3 ml steril %0,9 NaCl igeren tiiplerde 0,5 McFarland
bulaniklikta bakteri siispansiyonlar1 hazirlandi. 96 kuyucuklu diiz tabanh steril mikroplakalar

kullanilarak spektrofotometrik mikroplaka yoOntemiyle biyofilm olusumu incelendi.
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Kuyucuklara; 180 pl %2.5 glukozlu TSB (G-TSB) ve 20 pl 0,5 McFarland bulaniklikta
hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan eklendi. 200 pl G-TSB besiyeri igeren kuyucuklar
negatif kontrol olarak kullanildi. Mikroplakalar 16-18 saat boyunca 37 “C’de inkiibe edildi. Bu
siire sonunda, kuyucuk yiizeyine tutunamamis bakterileri barindiran besiyeri kuyucuklardan
uzaklastirildi. Tiim kuyucuklara 200 pl steril fosfat tamponu (phosphate-buffered saline-PBS)
eklenerek yikama islemi yapildi ve bu islem 3 kez tekrarlandi. Yikama isleminden sonra
mikroplakalar filtre kagidi lizerine ters ¢evrilerek 5-10 dakika oda sicakliginda kurutuldu.
Ardindan kuyucuklara 150 pl metanol eklendi ve 15 dakika bekletilerek biyofilm yapisinin
sabitlenmesi saglandi. Fiksasyon isleminden sonra metanol kuyucuklardan uzaklastirildi ve
mikroplakalar filtre kagidi lizerine ters ¢evrilerek kurumaya birakildi. Her bir kuyucuga 200 pl
%0,1°lik kristal viyole ¢ozeltisi ilave edilerek 15 dakika beklendi. Siire sonunda kuyucuklarin
icerikleri ters cevrilerek bosaltildi. Kuyucuklarda kalan boyanin fazlasinin uzaklagmasi
amactyla distile yikama islemi yapildi. Yikamadan sonra mikroplakalar ters gevrilerek
kuruyana kadar oda sicakliginda bekletildi. Kuruma islemini takiben her bir kuyucuga 150 pl
etanol (%96) eklenerek 15 dakika beklendi ve biyofilme tutunan kristal viyole boyasinin
coziinmesi saglandi. Ardindan mikroplaka okuyucuda kuyucuklara ait absorbans degerleri 570
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6lgiildii. Tiim deneyler ve dlgtimler ii¢ tekrarli
olarak yapildi. Deneylerde G-TSB negatif kontrol grubu, Enterococcus faecalis ATCC 29212
kokeni ise pozitif kontrol olarak kullanildi. Optik dansite + standart sapma degerleri her koken
icin ayr1 ayr1 hesaplandi. Duyarli ve direngli kokenlere ait biyofilm olusturma kapasitelerinin
belirlenmesi amaci ile her bir grup i¢in hesaplanan OD degerleri ile negatif kontrole ait OD
degeri karsilastirildi ve tabloda belirtilen sekilde yorumlandi (Tablo 10) (Stepanovi¢ vd., 2007,
Temel & Erac, 2022). Calisilan kokenler biyofilm olusturma kapasiteleri agisindan; biyofilm
iretimi negatif, zayif, orta veya giiclii biyofilm fiireticisi olarak siniflandirildi. Sonuglarin
istatistiksel analizinde GraphPad Prism 8 programinda Student’s t test yontemi kullanildi.

p<0.05 olarak hesaplanan veriler istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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Tablo 10. Kokenlerin biyofilm olusturma kapasitelerine gore siniflandirilmasi

OD < Negatif Kontrol (NK) Biyofilm Uretimi Yok )

NK < OD < 2xNK Zayif Biyofilm Uretimi (+)

2xNK <OD < 4xNK Orta Biyofilm Uretimi (++)
4xNK < OD Giiglii Biyofilm Uretimi (+++)

3.2.7. Fosfomisine Direncli Izogenik Bakteri Varyantlarmmn Ureme Hizlarimmn

Karsilastirilmasi

Fosfomisine direngli ve duyarli izogenik varyantlarin tireme hizlar1 spektrofotometrik
yontemle ve koloni sayimi yontemi ile belirlendi. Bu amagla bir gece boyunca inkiibe edilerek
antibiyotik iceren MHA besiyerinde canlandirilan direngli kokenler ve antibiyotiksiz MHA
besiyerinde canlandirilan duyarli kokenlerden birkac koloni alinarak steril serum fizyolojik
icinde 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlandi (Yaklasik 1,5x108 koloni
olusturan tinite/ml). Bu silispansiyonlardan 5’er pl alinarak 5ml Luria Bertani (LB) Broth
besiyeri iceren tiiplere eklendi. lyice vortekslenen tiipler 37°C’de 200rpm devirdeki
calkalamali etiivde 10 saat boyunca inkiibe edildi. Bakterilerin besiyerine eklendigi an 0. saat
kabul edildi ve 0.-2.-4.-6.-8. ve 10. saatlerde tiiplerin icinden 100 pl 6rmek alinarak 96
kuyucuklu mikroplakalara 3 tekrarli olacak sekilde eklendi. Spektrofotometrede 600nm dalga
boyunda 6l¢im yapildi ve absorbans degerleri kaydedildi. Bu sonuglara gore bakterilerin

iireme hizlar arasindaki olas1 farklilik degerlendirildi.

3.2.8. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler GraphPad Prism programinda istatistiksel olarak analiz edildi.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile kontrol edildi. Normal dagilan
verilerin analizi Student’s t-test yontemiyle gerceklestirildi. Tiim testlerde p<0.05 olan
sonuglar anlamli kabul edildi. Istatistiksel anlamlilik p<0.05*, p<0.01**, p<0.001*** olarak
ifade edildi.
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4. Bulgular
4.1. Fosfomisin MIiK Degerleri

Caligmaya dahil edilen 78 Escherichia coli ve 34 Klebsiella pneumoniae kdkeni olmak {izere
toplam 112 izolatin fosfomisin MIK degerleri EUCAST 1n 6nerisi dogrultusunda agar diliisyon
yontemi ile belirlendi. EUCAST kilavuzlarinda belirlenen siir degerleri dikkate alinarak, E.
coli kokenleri i¢in MIK degeri <8 pg/ml olan kdkenler fosfomisine duyarli, >8 pg/ml olan
kokenler fosfomisine direngli, K pneumoniae kokenleri igin MIK degeri <32 pg/ml olan
kokenler fosfomisine duyarli, >32 pg/ml olan kdkenler ise fosfomisine direngli kabul edildi.
Buna gore calismaya aliman 78 E. coli kokeninin 13 tanesinin (26-41-42-48-56-59-60-79-81-
87-91-106-111 nolu kokenler) fosfomisine direngli oldugu (%16,66), 34 K. pneumoniae
kokeninin ise 8 tanesinin (5-6-8-11-17-66-77-112 nolu kdkenler) fosfomisine direngli oldugu
(%23,5) belirlendi. Bakterilerin MiK deger dagilimlar1 asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo
11).

Tablo 11. Kokenlerin Fosfomisin MIK Degerleri

Fosfomisin Agar Diliisyon Minimum Inhibitor Konsantrasyon (MIK) Degerleri (ng/ml)
<0.5 1 2 4 8 16 32 64 128

Escherichi 40 19 2 2 2

a coli

(n=78)
Klebsiella 8 1 3 6 3
pneumonia

e (n=34)

4.2. Kokenlerin Antibiyotik Diren¢ Profilleri (Antibiyotiplendirme)

Bakteri kokenlerinin nitrofurantoin, amoksisilin/klavulanik asit, imipenem, gentamisin,
siprofloksasin, trimetoprim/siilfametoksazol ve sefoksitin antibiyotiklerine direng paternleri
belirlendi. Farkli antibiyotik diren¢ profiline sahip gruplara ayri kodlar verildi. Buna gore
E.coli kokenlerinde 19 farkli, K. pneumoniae kokenleri arasinda ise 16 farkli antibiyotik direng
paterni (antibiyotip) oldugu saptandi (Tablo 12 ve Tablo 13). Fosfomisine direngli bulunan 13
E. coli kokeninden; iigliniin A1, birinin A4, birinin AS, birinin A9, ii¢iiniin A10, birinin A13,
ikisinin A14 ve birinin A18 antibiyotipinden oldugu saptandi. Fosfomisine direngli bulunan 8
K. pneumoniae kokeninin; B1, B2, B6, B9, B11, B12, B14 ve B16 antibiyotiplerinin her birinde
birer kdken olacak sekilde dagilim gdsterdigi goriildii.
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Fosfomisine direncli izogenik varyant olusturma ¢alismalarinda E. coli kokenleri arasindan
Al4 grubundan 27 nolu kdken ve ATCC 25922 nolu standart koken segilirken, K.

pneumoniae’lar arasindan ise B2 grubundan 24 nolu ve B16 grubundan 4 nolu kdken segildi.

Tablo 12. Escherichia coli kokenlerinin antibiyotik direng profillerine gore gruplandirilmasi

(Antibiyotipler)

Direncli
Bulunan Fosfomisine Direncli Koken|

=
5

Antibiyotik Direncli Bulunan Antibiyotikler

Sayis1

Sayis1

0 28 - 3
1 7 AMC -
1 1 GE :
! 3 SXT !
2 3 AMC, SXT 1
2 2 AMC, CIP :
2 1 GE, SXT i
2 4 CIP, SXT 1
; ; AMC, GE, CI? ;
; 1 AMC, GE, SXT -
3 2 AMC, CIP, FOX -
3 6 AMC, CIP, SXT 1
- 4 7 AMC, GE, CIP, SXT 2
Bl - 1 G, CIP, SXT, FOX -
4 2 AMC, CIP, SXT, FOX -
4 4 AMC, GE, CIP, SXT, FOX -
5 1 AMC, IMP, CIP, SXT, FOX 1
7 1 F, AMC, IMP, GE, CIP, SXT, _
FOX
F: Nitrofurantoin, AMC: Amoksisilin/Klavulanik Asit, IMP: Imipenem, GE: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin,
SXT: Trimetoprim/Siilfametoksazol, FOX. Sefoksitin
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Tablo 13. Klebsiella pneumoniae kokenlerinin antibiyotik direng profillerine gore

gruplandirilmasi (Antibiyotipler)

Direngli
Bulunan [Fosfomisine Direncli Koken

o
=

Antibiyotik Direncli Bulunan Antibiyotikler

Sayisi

Sayisi

0 9 - 1
1 2 F 1
1 4 AMC -
| B4 | 1 1 SXT -
2 1 F, AMC -
B 1 F, CIP 1
B7 2 1 AMC, GE i
2 1 AMC, SXT .
| B9 | 2 2 AMC, FOX 1
3 1 F, AMC, SXT i
1

3 1 AMC, SXT, FOX

')
a
=

F, AMC, GE, SXT

F, AMC, CIP, SXT

N
—

4 5 1 F, AMC, IMP, CIP, FOX
B15 6 1 F, AMC, IMP, CIP, SXT, FOX i
F, AMC, IMP, GE, CIP, SXT, 1
7 6 FOX
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4.3. Kokenlerde Fosfomisin Direnci ile iliskili Baz1 Genlerin ve Baz1 Viriilans Genlerinin

Arastirilmasi

4.3.1. Fosfomisine Direncli E. coli Kokenlerinde Direnc¢ ile iliskili Bazi Genlerin

Arastirtlmasi

Fosfomisine diren¢li oldugu tespit edilen 7 E. coli kdkeninde, fosfomisinin hedefi olan ve
peptidoglikan sentezinden sorumlu murd geninin (1260 bg) ve fosfomisinin hiicre igine
taginmasindan sorumlu gliserol-3-fosfat (g/p7, 1359 bg) ile heksoz fosfat tasiyict (uhpT, 1392
be) genlerinin varligi ve ayrica plazmidler {izerinde taginan ve fosfomisin direncine katkis1 olan

fosA (271 bg), fosA3 (282 bg) ve fosC2 (217 bg) genlerinin varlig arastirildi

murA4 geni 26 ve 48 nolu kokenlerde, uhpT geni 26-41-42-48-59 nolu kokenlerde, glpT geni
ise 26-42-48-56 nolu kdkenlerde tespit edildi. fosA, fosA3 ve fosC2 genlerine ise higbir kokende
rastlanmadi (Tablo 14).

Tablo 14. E. coli Kokenlerinde murA, uhpT, glpT, fosA, fosA3 ve fosC2 genlerinin varligi

Koken murA uhpT gipT fosA | fosA3 = fosC2

No/Gen
26 + + + - - -
41 - + - - - -
42 - + + = = =
48 + + + - - -
56 - - - - - -
59 - + + - - -
60 - - - - - -
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4.3.2. Fosfomisine Direncli K. pneumoniae Kokenlerinde Direnc ile iliskili Baz1 Genlerin
Arastirilmasi

Fosfomisine direncli oldugu tespit edilen 8 K. pneumoniae kokeninde, fosfomisinin hedefi olan
ve peptidoglikan sentezinden sorumlu murA geninin (1512 bg) ve fosfomisinin hiicre i¢ine

tasinmasindan sorumlu gliserol-3-fosfat (g/pT, 1643 bg) genlerinin varlig1 arastirildi. Incelenen

biitiin kokenlerde iki gen de tespit edildi (Tablo 15).

Tablo 15. K. pneumoniae kokenlerinde murA ve gipT genlerinin varligi

Koken No/Gen murA gipT

5 + +

6 + +

8 + +

11 + +

17 + +

66 + +

77 + +

112 + +

4.3.3. Fosfomisine Direncli E. coli Kokenlerinde Baz1 Viriilans Genlerinin Arastirilmasi

Fosfomisine direncli oldugu tespit edilen 7 E. coli kokeninde, adezin molekiillerini kodlayan
fimh (164 bg) ve papC (328 bg) genlerinin ayrica liropatojenik spesifik proteini kodlayan usp
(1000 bg) genlerinin varligi arastirildi.

fimh geni 26-41-42-56-59 nolu kokenlerde, papC ve usp geni 42 nolu kdkende tespit edildi
(Sekil 2, Sekil 3, Sekil 4, Tablo 16).
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Sekil 2. E. coli kdkenlerinde fimH geni PZR {iriinlerinin jel goriintiisii

Sekil 3. E. coli kdkenlerinde papC geni PZR f{iriinlerinin jel goriintiisii

Sekil 4. E. coli kdkenlerinde usp geni PZR triinlerinin jel goriintiisii
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Tablo 16. E. coli kokenlerinde fimH, papC ve usp genlerinin varligi

Koken No/Gen fimH papC usp
26 + - -
41 + - -
42 + + +
48 - - -
56 + 5 -
59 + - -
60 - < -

4.3.4. Fosfomisine Direncli K. pneumoniae Kokenlerinde Bazi Viriillans Genlerinin

Arastirilmasi

Fosfomisine direncli oldugu tespit edilen 8 K. pneumoniae kokeninde, fagositoza direng
saglayan ve kapsil yapimiyla iligkili uge (534 bg), ycfM (168 bg), wabG (683 bg) genleri,
adezin molekiillerini kodlayan mrkD (339 bg) ve fimH (903 bg) genleri ve siderofor

molekiillerini kodlayan entB (371 bg) genlerinin varlig arastirildi.

uge geni 8-11-17-66-77-112 nolu kokenlerde, ycfM geni biitiin kokenlerde, wabG geni 6-8-11-
17-66-77-112 nolu kokenlerde, mrkD ve entB genleri biitliin kokenlerde tespit edilirken fimH
genine higbir kokende rastlanmadi (Tablo 17).
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Tablo 17. K. pneumoniae kokenlerinde uge, ycfM, wabG, mrkD, entB, fimH genlerinin

varligi
Koken uge yefM wabG mrkD entB | fimH
No/Gen
5 - + - + + -
6 - + + + + -
8 + + + + + -
11 + + + + + -
17 + + + + + -
66 + + + + + -
77 + + + + + -
112 + + + + + .

4.4. Olusturulan izogenik Varyantlarin Fosfomisin MiK Degerleri

Fosfomisine duyarli ve diger antibiyotikler i¢in farkli antibiyotik direng paternlerine sahip 2 K.
pneumoniae kdkeni (4 ve 24 numarali kokenler) ve 2 E. coli kdkeninin (27 numarali koken ve
ATCC 25922 standart kokeni) fosfomisin direncli izogenik varyantlar olusturuldu. Bakteri
siispansiyonlar1 ve besiyerleri agar diliisyon yontemi boliimiinde belirtildigi sekilde hazirlandi.
Her bakteri, fosfomisin MiK/2 degerinden baslay1p 2 kat artan konsantrasyonlarda fosfomisin
iceren besiyerlerine ekildi ve 48 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. 48 saat inkiibasyon
sonucunda ilireme goriilen en yiiksek konsantrasyonu igeren plaktan alinan bakteriler steril
serum fizyolojik i¢inde 0,5 McFarland degerine ayarlanarak 1/10 diliie edildikten sonra bu
stispansiyondan 2 ul aliarak, takip eden konsantrasyonda antibiyotik iceren plaklara
pasajlandi. Pasajlar 48 saat sonunda daha yiiksek konsantrasyonlara kadar (maksimum 2048

ng/ml) tekrarland. 4 ve 24 nolu K. pneumoniae direncli izogenik varyantlar icin MIK degerleri
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4 pg/ml’den >2048 pg/ml’ye, 27 nolu E. coli kokeni i¢in <0,5 pg/ml’den 1024 pg/ml’ye, E.
coli ATCC 25922 standart kokeni icin ise <0,5 pg/ml’den 512 pg/ml’ye yiikseltildi.

4.5. Fosfomisin Direncli izogenik Varyantlarda Baz1 Viriilans Genlerinin Ekspresyon

Diizeylerinin RT-qPCR Yontemiyle Karsilastirilmasi

Calismamizda fosfomisine duyarli 4 ve 24 nolu K. preumoniae kokenleri ve bunlarin direncli
hale getirilmis izogenik varyantlari (4R ve 24R nolu) ile 27 nolu E. coli kékeni ve ATCC 25922
standart E. coli kdkeni ve bunlarin direngli hale getirilmis izogenik varyantlarinda (27R ve
EcR) baz1 viriilans genlerinin ekspresyon diizeylerindeki degisim arastirildi. Bu amagla E. coli
kokenlerinde direngli ve duyarli varyantlar arasindaki fimH ve papC genlerinin ekspresyon
diizeyi arastirildi. Referans gen olarak ise recA geni kullanildi. K. preumoniae’de entB, mrkD,
uge, wabg ve ycfM genlerinin ekspresyon diizeyleri aragtirildi. Referans gen olarak infB geni
kullanildi. RT-qPCR ¢aligmalarina baglamadan Once tiim bakterilerde, kullanilacak biitlin
genlerin varlig1 konvansiyonel PZR yontemi ile dogrulandi. Hesaplamalar Delta-Delta CT

yontemiyle yapildi. Direncli varyantlarda meydana gelen en az iki kathik ekspresyon degisimi
anlaml1 kabul edildi.

E.coli varyantlarinda fimH geninin ekspresyon diizeyinin 27R nolu kékende 27 nolu kokene
gore degisim gostermedigi, E.c.R kdkeninde ise E.c kokenine gore anlamlh derecede azalma

oldugu gozlendi (Sekil 5).
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fimH Geni Ekspresyon Kat Degisimi

1,5

1
) . I .
0 -

27-27R E.c-E.cR

® Duyarli ® Direngli

Sekil 5. izogenik E. coli varyantlarinda fimH geni ekspresyon degisim diizeyleri

E.coli varyantlarinda papC geninin ekspresyon diizeyinde direngli ve duyarli kdkenler arasinda

anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 6).

papC Geni Ekspresyon Kat Degisimi

1,8
1,6
1.4
1,2

0.8
0,6
04
0,2

27-27R E.c-E.cR

® Duyarli ™ Direncli

Sekil 6. izogenik E. coli varyantlarinda papC geni ekspresyon degisim diizeyleri
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K. pneumoniae varyantlarinda entB geninin ekspresyon diizeyinde direngli ve duyarli kokenler

arasinda anlaml bir fark saptanmadi (Sekil 7).

entB Geni Ekspresyon Kat Degisimi

1.8
1,6
1,4
1,2

1
0.8
0.6
04
0,2

0

4-4R

24-24R
® Duyarli ® Direngli

Sekil 7. izogenik K. pneumoniae varyantlarinda entB geni ekspresyon degisim diizeyleri

K. pneumoniae varyantlarinda mrkD geninin ekspresyon diizeyinde direngli ve duyarh

kokenler arasinda anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 8).

mrkD Geni Ekspresyon Kat Degisimi
2,5

2
1,5
1
- IR - §
0
4-4R 24-24R

® Duyarli ® Direngli

Sekil 8. izogenik K. pneumoniae varyantlarinda mrkD geni ekspresyon degisim diizeyleri
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K. pneumoniae varyantlarinda uge geninin ekspresyon diizeyinde 4R nolu kdkende 4 nolu
kokene gore anlamh derecede azalma oldugu, 24R nolu kdkende ise 24 nolu kdkene gore

ekspresyon diizeyinde anlamli bir fark olmadig: goriildi (Sekil 9).

uge Geni Ekspresyon Kat Degisimi

24-24R

1,2

1
0,8
0,6
0,4
- Hm
0
4-4R

® Duyarli ® Direngli

Sekil 9. izogenik K. pneumoniae varyantlarinda uge geni ekspresyon degisim diizeyleri

K. pneumoniae varyantlarinda ycfM geninin ekspresyon diizeyinde direncli ve duyarli kokenler

arasinda anlaml bir fark saptanmadi (Sekil 10).

ycfM Geni Ekspresyon Kat Degisimi

4-4R

24-24R

1,2

0.8
0.6
04

0,2

® Duyarli ®Direncli

Sekil 10. izogenik K. pneumoniae varyantlarinda ycfM geni ekspresyon degisim diizeyleri
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K. pneumoniae varyantlarinda wabG geninin ekspresyon diizeyinde 4R nolu kékende 4 nolu
kokene gore anlamh derecede artis oldugu, 24R nolu kokende ise 24 nolu kdkene gore

ekspresyon diizeyinde degisim olmadigi saptandi (Sekil 11).

wabG Geni Ekspresyon Kat Degisimi
3,5

3
2,5
2
1,5
1
- _
0
4-4R

24-24R

®m Duyarli ® Direngli

Sekil 11. izogenik K. pneumoniae varyantlarinda wabG geni ekspresyon degisim diizeyleri

E. coli varyantlarinda incelen viriilans genlerinin ekspresyon diizeylerindeki degisim asagidaki

tabloda 6zet halinde verilmistir (Tablo 18).

Tablo 18. izogenik E. coli varyantlarinda ekspresyon diizeylerindeki degisim
Koken No/Gen fimH papC
27-27R > PN

E.c-E.cR

1: Direngli kokende duyarli kokene gore ekspresyon diizeyinde anlamli artma. |: Direngli kokende duyarli kokene gore ekspresyon
diizeyinde anlamli azalma. <»: Direngli ve duyarli kdkenler arasinda ekspresyon diizeyinde anlaml fark yok.
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K. pneumoniae varyantlarinda incelenen viriilans genlerinin ekspresyon diizeylerindeki

degisim agsagidaki tabloda 6zet halinde verilmistir (Tablo 19).

Tablo 19. izogenik K. pneumoniae varyantlarinda ekspresyon diizeylerindeki degisim

Koken No/Gen entB mrkD uge yefM wabg

4-4R o o

24-24R o o - o o

1: Direngli kokende duyarli kokene gore ekspresyon diizeyinde anlamli artma. |: Direngli kdkende duyarli kdkene gore ekspresyon
diizeyinde anlamli azalma. <»: Direngli ve duyarli kokenler arasinda ekspresyon diizeyinde anlaml: fark yok.

4.6. Fosfomisin Direncli izogenik Varyantlarin Biyofilm Olusturma Kapasitelerinin

Karsilastirilmasi

Fosfomisin direngli/duyarli 4 E. coli ve 4 K. pneuominae varyantinin biyofilm olusturma
kapasiteleri spektrofotometrik mikroplaka yontemi (kristal viyole yontemi) ile incelenerek
karsilagtirildi. Kokenlerin 570 nm’de Olciilen optik dansite (OD) degerleri negatif kontroliin
(NK) OD degeriyle karsilastirilarak, biyofilm {iretim seviyeleri belirlendi (Bkz. Gere¢ ve
Yontem). Negatif kontrol olarak bakteri ekilmemis G-TSB iceren kuyucuklar, pozitif kontrol
olarak ise Enterococcous faecalis ATCC 29212 kdkeni kullanildi. Calisma sonucunda 4-4R
nolu K. pneumoniae, 27-27R ve Ec-EcR kodlu E. coli varyantlarinin zayif diizeyde biyofilm
iirettigi, 24-24R numarali K. pneumoniae varyantlarinin ise orta diizeyde biyofilm iirettigi
tespit edildi (Tablo 20). Direngli ve duyarh varyantlarin biyofilm olusturma kapasitelerinin
karsilastirilmasi sonucunda higbir izogenik varyant c¢iftinin biyofilm olusturma kapasitesinde

anlamli bir degisim gozlenmedi (Sekil 12).
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Tablo 20. izogenik Bakteri Varyantlariin ve Optik Dansite Degerleri ve Biyofilm Olusturma

Kapasiteleri
Koéken No Optik Dansite (570nm) Biyofilm Olusturma
Kapasiteleri
4 (K. pneumoniae) 0,12650 Zayif
4R (K. pneumoniae) 0,12952 Zayif
24 (K. pneumoniae) 0,22028 Orta
24R (K. pneumoniae) 0,23679 Orta
27 (E. coli) 0,156400 Zayif
27R (E. coli) 0,147846 Zayif
Ec (E. coli) 0,118113 Zayif
EcR (E. coli) 0,118894 Zayif
Negatif Kontrol 0,091976 -
Pozitif Kontrol 0,207738 -
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Izogenik Bakteri Varyantlarinin Optik Dansite Degerleri

Negatif Kontrol 24-24R 27-27R E.c-E.cR Pozitif Kontrol

o
) o
W [98]

=
[

Optik Dansite (570nm)
s £
— W

=
S
(9

[«

® Duyarl1 ® Direncli

Sekil 12. izogenik Bakteri Varyantlarin 570nm’de Olgiilen Optik Dansite Degerleri

4.7. izogenik Bakteri Varyantlarimin Ureme Hizlarinin Karsilastiriimasi

Fosfomisin direngli/duyarli 4 E. coli ve 4 K. pneuominae varyantinin iireme hizlari
spektrofotometrik yontem ile incelendi. LB broth besiyeri i¢inde 37°C’de 200rpm ¢alkalamali
etlivde inkiibe edilen bakterilerden 0, 2, 4, 6, 8 ve 10. saatlerde 100 pl 6rnek alindi ve bu
ornekler steril 96 kuyucuklu seffaf mikroplakalara eklendi. Spektrofotometrede 600nm dalga
boyunda &lgiimler alindi. Ornek alinan her saat igin direncgli ve duyarli bakterilerin OD
degerleri GraphPad Prism 8 programinda Student’s t test ile karsilastirildi. p<0.05 olan
sonuglar anlaml1 kabul edildi. Istatistiksel anlamlilik p<0.05*, p<0.01**, p<0.001*** olarak
ifade edildi.
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4 numarali K. pneumoniae kokeninin duyarli varyantinin sadece 6. saatte direncli varyantina
gore daha yiiksek absorbans degeri gosterdigi, diger saatlerde ise kokenlerin absorbans

degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmadigi gorildi (Sekil 13).

0.5
o 4
0.4 - 4R
0.3 * %

0.2

0.1+

Absorbans (600nm)

0.0 T T T I 1
0 2 4 6 8 10

Zaman (Saat)

Sekil 13. 4 ve 4R numarali kdkenlerin zamana gore degisen absorbans degerleri

24 numarali K. pneumoniae kokeninin duyarli varyantinin 2, 4, 6, 8, ve 10. saatte direncli

varyantina gore daha yiiksek absorbans degeri gosterdigi goriildi (Sekil 14).

- 24

0.4 ** & 24R

0-3_ *k*k

Absorbans (600nm)

0.0 T T 1 T 1
0 2 4 6 8 10
Zaman (Saat)

Sekil 14. 24 ve 24R numarali kokenlerin zamana gore degisen absorbans degerleri
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27 numaral1 E.coli kdkeninin duyarli varyantinin 4, 6, 8, ve 10. saatte direncli varyantina gore
daha yiiksek absorbans degeri gosterdigi, ancak 2. saatte kokenlerin absorbans degerleri

arasinda anlamli bir fark bulunmadigi goriildii (Sekil 15).

0.5
¥ - 27

_— * %
£ 0.4 - 27R
£ .
(—3
¥ 0.3
o
=
2 0.2 .
2
2 0.1-

0.0 T T T T 1

0 2 4 6 8 10

Zaman (Saat)

Sekil 15. 27 ve 27R numarali kkenlerin zamana gore degisen absorbans degerleri

E.c kodlu E. coli kbkeninin duyarl varyantinin 4, 6, 8, ve 10. saatte direngli varyantina gore
daha yiiksek absorbans degeri gosterdigi, ancak 2. saatte kokenlerin absorbans degerleri

arasinda anlamli bir fark bulunmadigi goriildii (Sekil 16).

0.5
* - FEc

E 0.4 N - EcR
=
S
\a 0.3 * %k
£
= 0.2
R *
5
2 0.1

0.0 T T T T 1

0 2 4 6 8 10

Zaman (Saat)

Sekil 16. E.c ve E.cR kodlu kokenlerin zamana gore degisen absorbans degerleri
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Tartisma

Antibiyotiklerin tedavide bilingsiz ve uygunsuz kullanimi1 ve hayvancilikta antibiyotiklerin
kullaniminin artmasi antibiyotiklere direngli bakterilerin artmasina yol a¢maktadir. Yeni
antibiyotiklerin kesfinin uzun siirmesi ve yiiksek maliyetli olmasi nedeniyle antibiyotiklere
direngli bakterilerin tedavisinde kullanilabilecek secenekler giin gegtikce azalmaktadir
(Ventola, 2015). Bu durum kolistin ve fosfomisin gibi eski antibiyotiklere olan ilgiyi
arttirmaktadir (Theuretzbacher vd., 2015). Fosfomisin 1969 yilinda Ispanya’da Streptomyces
kiiltiirlerinden elde edilmistir. Etki mekanizmasi olarak gilinlimiizde kullanilan higbir
antibiyotige benzerlik gostermedigi i¢in ¢apraz direng gelisimi goriilmemektedir. Fosfomisin,
kesfinden bu yana agirlikli olarak komplike olmayan idrar yollar1 enfeksiyonlarinda
kullanilmis olup diger enfeksiyonlarda kullanimi sinirl kalmistir (Garau, 2008; Michalopoulos
vd., 2011). Ancak tedavide kullanilabilecek antibiyotik sayisinin azalmasi ve ESBL {ireten
bakterilere kars1 da etkili olmasi nedeniyle fosfomisinin idrar yollar1 enfeksiyonlarinin disinda
solunum yollar1 enfeksiyonlari, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, endokardit ve
osteomiyelit gibi enfeksiyonlarda da kullanimi giindeme gelmektedir ve bu durumun
fosfomisine  karsi  direng gelisimini  hizlandiracagi  Ongoériilmektedir  (Roussos,
Karageorgopoulos, Samonis, & Falagas, 2009; Zhanel, Zhanel, & Karlowsky, 2018).
Fosfomisin, bakterilerin hiicre duvar sentezinden sorumlu murA enzimini inaktive ederek ve
bu sayede peptidoglikan sentezini engelleyerek etki gosterir. Fosfomisinin hiicre igine
girisinden glpT ve uhpT yolaklart sorumludur. Bakterilerde fosfomisin direncinin gelismesinde
murA enziminin yapisinin degismesi veya yiiksek miktarda salgilanmasi ya da gipT ve uhpT
yolaklarinda meydana gelen yapisal degisiklikler nemli rol oynamaktadir (Castafieda-Garcia

vd., 2013; Michalopoulos vd., 2011).

Calismamizda 78 E. coli ve 34 K. pneumoniae kdkeninin fosfomisin MiK degerleri EUCAST
onerileri dogrultusunda agar diliisyon yontemiyle belirlendi. (EUCAST, 2023). Buna gore E.
coli kokenlerinde direng orani %16,66 (13/78) olarak K. pneumoniae kdkenlerinde ise bu oran
%23,5 (8/34) olarak saptandi. Ulkemizde 2021 yilinda yayinlanan Soydan ve arkadaslarmin
yaptig1 bir ¢alismada 89’u E. coli 31’1 K. pneumoniae olan 120 bakteride agar diliisyon
yontemiyle fosfomisin direnci arastirilmistir. Calismanin  gergeklestirildigi zamandaki
EUCAST standartlarma gore (>32 pg/ml direngli) E. coli’de direng oraninin %4,9 (4/89), K.
pneumoniae’de ise %22,6 (7/31) oldugu gosterilmistir (Soydan, Gorgiilii, & Oztiirk, 2021).

Ocal ve arkadaslarimin 2022 yilinda yaymlanan bir ¢alismalarinda incelenen 175 E. coli
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kokeninde agar diliisyon yontemiyle sadece 6 kokende fosfomisin direnci saptanmis olup (>32
pg/ml direngli) direng oram %3 olarak bildirilmistir (Ocal vd., 2022). Calismamizda K.
pneumoniae izolatlarinda %20 bandinda saptanan fosfomisin direng oranlari, tilkemizde bu
konudaki arastirma verileri ile benzerlik gostermektedir. E. coli izolatlarinda yaklasik %17
olarak saptadigimiz fosfomisin direnci, daha 6nceki ¢aligmalardaki degerlerden yiiksek olarak
goriilmektedir. Ancak bu farklilik EUCAST mn giincel versiyonundaki duyarlilik sinirinin E.
coli i¢in 32 pg/ml’den 8 pg/ml’ye diisiiriilmesinden kaynaklanmaktadir. Ulkemizde oldugu
gibi diinyada da bu konuda yapilmis birgok ¢alisma bulunmaktadir ancak bu ¢aligmalarin bir
kisminda standart yontem olan agar diliisyon yontemi kullanilmamis, bazilarinda ise
fosfomisin direnci Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan belirtilen
degerlere uygun olarak belirlenmistir (Bi vd., 2017; Lu vd., 2016; Ohkoshi vd., 2017; Tseng
vd., 2015). Fosfomisin Gram negatif bakterilere oldugu kadar Gram pozitif bakterilere karsi1 da
yiiksek etkinlik gostermektedir. 2009 yilinda yaymlanan bir meta analiz calismasinda
metisiline direncli Staphylococcus aureus kokenlerinde kiimiilatif fosfomisin diren¢ orani
%13,3 (652/4892) bulunmustur. Penisilinlere direngli pnomokoklar i¢in bu oran %12,8
(28/219) bulunurken vankomisin direngli enterokoklarda %69,7 gibi yiiksek bir direng oranina

rastlanmistir (421/604) (Falagas, Roussos, Gkegkes, Rafailidis, & Karageorgopoulos, 2009).

Calismamizda E.coli kokenlerinde 19 farkli, K pneumoniae kokenleri arasinda ise 16 farklh
antibiyotik diren¢ paterni (antibiyotip) oldugu saptandi. Fosfomisine direngli bulunan /3 E.
coli ve 8 K. pneumoniae kokeninin sekizer farkli antibiyotip altinda toplandig1 goriildii.
Fosfomisine direngli olan E. coli ve K. pneumoniae kdkenlerinin belirli bir antibiyotipe sahip
olmadig1, diger antibiyotiklere olan direngten bagimsiz bir dagilim gosterdigi saptandi. Bu veri

fosfomisinin kendine 6zgii olan etki ve direng mekanizmasi ile de uyum gostermekteydi.

Gram negatif bakterilerde fosfomisin direncine nispeten az rastlanmasi tedavide fosfomisinin
kullaniminin umut verici olabilecegini gostermektedir. Ancak bilindigi gibi antibiyotiklerin
kullaniminin artmas1 antibiyotik direncinin artmasi ve yayilmasinda énemli etkenlerden biridir.
Bakterilerde antibiyotik direncinin olugsmas1 “fitness cost” adi verilen bakterilerin metabolik
aktivitelerini yavaglatan ya da bozan degisikliklere yol agmaktadir. Olusan bu biyolojik
dezavantaj (fitness cost) bakterilerin lireme hizinin yaninda bakterinin viriilansin1 da
azaltmaktadir (Laurent, 2001; Nilsson, Berg, Aspevall, Kahlmeter, & Andersson, 2003).
Antibiyotik direncini yenmenin bir yolu antibiyotik kullaniminin azaltilmasidir. Bu sayede
direngli ve tireme hizlar1 yavaglamis kdkenlerin yerini daha hizli iireyen ve duyarli kdkenler

alacaktir. (Levin vd., 1997; Melnyk vd., 2015; Rajer & Sandegren, 2022). Yapilan in vivo ve
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in vitro c¢alismalarda, ortamda antibiyotik varliginin hem in vivo hem de in vitro ortamda
bakteride olusturdugu biyolojik dezavantaj sonucunda iireme hizini azaltti§1 gosterilmistir.
Ureme hizindaki bu azalmanin da klinik vakalarda fosfomisin direncine daha az rastlanmasina
sebep oldugu diisiiniilmektedir (Bjorkman & Andersson, 2000; Nilsson vd., 2003). Ancak bu
biyolojik dezavantaj bakteride her zaman tireme hizinda azalmaya ya da bakterinin virtilansinin
azalmasina yol agmayabilir. Ornegin Melnyk ve arkadaslarinin 2014 yilinda yayinlanan bir
calismasinda fusidik asit direncinin incelenen bakterilerde biyolojik dezavantaj olugturmayan

“no cost” mutasyonlar sonucu ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (Melnyk vd., 2015).

Caligmamizda fosfomisine direngli E. coli ve K. pneumoniae kokenlerinde fosfomisin
direnciyle iligkili olan bazi genler PZR yontemiyle arastirilmistir. Buna gore E. coli
kokenlerinin bazilarinda murA, glpT ve uhpT genlerinin bir veya birka¢inin ¢ogaltilamadigi
goriilmiistiir. Bu durumun bu genlerin yapilarinda meydana gelen degisiklikler sonucu ortaya
ciktigi ve bakterilerin bu mutasyonlar sonucu fosfomisin direnci kazanmis olabilecegi
diistiniilmiistiir. glpT ve uhpT genlerinin diisiik diizeyde eksprese olmasimin fosfomisin
duyarliligm E. coli ve S. aureus kdkenlerinde azalttig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir
(Hirakawa vd., 2023; Takahata vd., 2010; Xu vd., 2017). mur4 geninde meydana gelen
mutasyonlarin da fosfomisin duyarhiligini azalttigi bilinmektedir (Falagas, Athanasaki,
Voulgaris, Triarides, & Vardakas, 2019). Bakterilerde bir diger fosfomisin diren¢ olusum
mekanizmasi ise antibiyotigin yapisinin bakteriyel enzimlerce bozulmasidir. Bu amacla
bakteriler tarafindan FosA, FosB, FosC ve FosX proteinleri kullanilir. Bu proteinler
fosfomisinin yapisindaki oksiran halkasim1 acarak antibiyotigi etkisiz hale getirir.
Calismamizda fosA, fosA3 ve fosC2 genlerinin varligi fosfomisine direngli £. coli kokenlerinde
aragtirllmig ancak higbir kokende bu genlere rastlanmamistir. Meksika’da yapilan bir
calismada incelenen 38 fosfomisine direngli E. coli kdkeninin 23 (%60,5) tanesinde fos
genlerine rastlanmistir (Galindo-Méndez vd., 2022). Cin’de yapilan baska bir calismada
fosfomisine direngli 24 E. coli kokeninin 20 tanesinde (%83,3) fosA3 genine rastlanirken,
higbirinde fosA, fosB, fosB2, fosC, fosC2 ve fosX genlerine rastlanmamustir (Bi vd., 2017).
Isvigre’de yapilan bir diger calismada ise 17 fosfomisine direngli E. coli kdkeninin 4 tanesinde
(%23,5) en sik rastlanan fos geni olan fosA3 geni ve 1 tanesinde fosA4 genine rastlanmistir
(Mueller, Cimen, Poirel, Descombes, & Nordmann, 2019). Sonuglarin arasinda yiiksek oranda
farkliliklarin olmasi plazmid aracili diren¢ genlerinin dagiliminin ¢alismalari yapildigi

bolgelere gore farkli oldugunu gostermektedir. Calismamiz kapsaminda plazmit aracili
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fosfomisin diren¢ genlerinin arastirildigi kdken sayisinin (7) diisiik olmasinin da bu genlerin

saptanamamasinin bir nedeni olabilecegi diistintilmiistiir.

K. pneumoniae’de fosfomisin direnci daha ¢ok mur4 enzimindeki mutasyonlar, gipT ve uhpT
genlerindeki modifikasyonlar ve fosA4 genleri aracilifiyla goriilmektedir (Huang vd., 2021; Liu
vd., 2020). Calismamizdaki fosfomisine direngli K. pneumoniae kdkenlerinde murA ve gipT
genleri cogaltilmis olup bu genlerde herhangi bir degisim olmadigi ve bakterilerdeki

fosfomisin direncinin bagka bir yolak(lar) {izerinden gergeklestigi ongoriilmiistiir.

Enterobacteriaceae iiyelerinde bulunan dis membran proteinleri ve fimbria konak hiicreye
tutunmay1 saglayan onemli adezinlerdir. Bazi kokenlerde hiicre yiizeyindeki karbonhidratlar
da tutunmaya katki saglar. Bakterilerde adezinlerin kaybi bakterinin yasamsal aktvitesini
etkilemez ancak viriilansin1 6nemli Olgiide azaltir (Ustagelebi, 1999; Willke vd., 2008).
Enterobacteriaceae lyelerinde yaygin olarak tip-I fimbrialar bulunur. Bu fimbrialarin
uclarinda bulunan “fimH” alt birimleri konak hiicre yiizeyinde yer alan glikolipid ve
glikoproteinlerin mannoz rezidiilerine baglanir. Bakteriler fim operonuyla fimbrialarin
ekspresyonunu diizenler ve yalmizca gerekli oldugu zaman eksprese olmasimi saglar.
Calismamizda fosfomisine direngli 7 E. coli kdkeninin 5 tanesinde (%71,4) bu gene
rastlanmigtir. 2018 yilinda Iran’da yapilan bir calismada incelenen 60 iiropatojenik E. coli
kokeninin 53 tanesinde (%89) fimH geni saptanmistir (Raeispour & Ranjbar, 2018). fimH geni
diger iilkelerde yapilan pek ¢ok ¢aligmada incelenen liropatojenik E. coli 6rneklerinde %68 ile
%100 arasinda degisen oranlarla en sik rastlanan viriilans geni olmustur (Garofalo vd., 2007;
Hojati, Molaie, & Gholipour, 2015; Rijavec, Miiller-Premru, Zakotnik, & Zgur-Bertok, 2008;
Tarchouna, Ferjani, Ben-Selma, & Boukadida, 2013; Watts vd., 2010).

Uropatojenik spesifik protein (usp) E. coli kdkenlerinde bulunan ve memelilerde prostatit,
piyelonefrit ve bakteriyemiye sebep olan bir genotoksindir. Karsinojenik etkisini DNA’da
hasar olusturarak gosterir (Nipi¢, Podlesek, Budi¢, Rnigoj, & Zgur-Bertok, 2013; Yamamoto
vd., 2001). Caligmamizda incelenen fosfomisine direngli 7 E. coli kokeninin sadece 1 tanesinde
usp geni saptanmistir. Slovenya’da yapilan bir calismada idrar yollar1 enfeksiyonu kaynakli
bakteriyemili hastalardan izole edilen 105 E. coli kokeni incelenmis ve bu kokenlerin
%34’tinde usp geni saptanmistir (Rijavec vd., 2008). Finlandiya’da 508’1 idrar yollar
enfeksiyonu kaynakli olan toplam 924 E. coli kdkeni ile yapilan bir ¢alismada koékenlerin
%63,7’sinde usp geni tespit edilmistir. En yiiksek usp pozitiflik oran1 piyelonefrit hastalarindan

izole edilmis olan 153 kdokende goriilmiistiir ve bu kdkenlerin 126 tanesinde (%82,4) usp geni
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saptanmistir. En diisiik usp pozitiflik orani ise idrar yollar1 enfeksiyonu kaynakli olmayan ve
diskidan izole edilmis kokenlerde goriilmiistiir. 184 kokenin sadece 95 tanesinde (%57,9) usp
genine rastlanmistir (Bauer vd., 2002). Japonya’da yapilan bir calismada da benzer oranlara
rastlanmistir. Kurazono ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada kontrol amaciyla kullanilan ve
saglikli goniillilerin digkilarindan izole edilmis 50 E. coli kokeninin %24’linde, sistit
hastalarindan izole edilmis 195 E. coli kdkeninin %80’inde, piyelonefrit hastalarindan izole
edilmis 76 E. coli kokeninin ise %93 linde usp genine rastlanmistir (Kurazono vd., 2000). Li
ve arkadaslarmin Cin’de yaptig1 bir ¢alismada idrar yollar1 enfeksiyonu kaynakli E. coli
kokenlerinde idrar yollar1 enfeksiyonu kaynakli olmayan kokenlere gore usp genine anlamli
bir sekilde daha fazla rastlandig1 bildirilmistir. Ayrica ¢alismada usp geni ile antibiyotik direnci
arasindaki iliski de incelenmis ve usp geni tasiyan bakterilerde levofloksasin direncinin anlamli

bir sekilde arttig1 gosterilmistir (G. Li vd., 2022).

Piyelonefrit iligkili pili (pyelonephritis-associated, pap) E. coli kokenlerinde bulunan ve “p
fimbria” ismiyle de bilinen bir adezindir. Uropatojenik E. coli kkenlerinde viriilansa énemli
Olciide katki saglar (Lane & Mobley, 2007). P fimbria pap operonu tarafindan eksprese edilir.
P fimbria farkli gorevlere sahip 11 adet proteinden meydana gelmektedir. papG proteini en ug
kisminmi olusturur ve tutunmadan asil sorumlu olan yapidir. papC proteini bakterinin dis
membraninda yer alirken, papl ve papB proteinleri ise ekspresyonun diizenlenmesinden
sorumludur (Lillington, Geibel, & Waksman, 2014; Waksman & Hultgren, 2009). Harwalkar
ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada siprofloksasin duyarli 96 iiropatojenik E. coli kdkeninin
70 tanesinde (%72,9) papC genine rastlanirken, siprofloksasin direncli 97 {iropatojenik E. coli
kokeninin 39 tanesinde (%40,2) bu gen tespit edilmistir (Harwalkar, Gupta, Rao, & Srinivasa,
2014). Kinolon direngli E. coli kdkenlerinde p fimbria bulunma oraninin daha diisiik olduguna
dair bagka calismalar da bulunmaktadir (Johnson, Moseley, Roberts, & Stamm, 1988). Bu
veriler direngli bakterilerde olusan biyolojik dezavantaj nedeniyle bakterinin p fimbria sentezi
yerine enerjisini ve kaynaklarini baska metabolik aktivitelerde kullandigin1 gostermektedir.
Caligmamizda inceledigimiz fosfomisine direngli 7 E. coli kokeninin sadece 1 tanesinde
(%14,3) bu gen tespit edilmistir. Oranin diisiik olmasinin hem fosfomisin direncinin bakteriye
getirdigi biyolojik dezavantajdan hem de ¢alisilan bakteri sayisiin diisiik olmasindan kaynakli

olabilecegi diisiiniilmektedir.

K. pneumoniae kokenlerinde kapsiil ve polisakkarit tiretimi uge, wabG, ycfM ve diger bazi
genler tarafindan diizenlenir. Bu genlerin eksikligi bakteride kapsiil yapisinin olusamamasina

ve bakterinin viriilansinin 6nemli 6l¢lide azalmasina sebep olur (Hasani vd., 2020; Regué vd.,
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2004). Bakterinin hiicreye tutunmasini saglayan adezyon molekiillerinden ise fimH ve ycfM
genlerinin de i¢inde bulundugu bazi genler sorumludur (Abduljabbar, Aljanaby, Hassan, &
Alhasani, 2016). Bakterilerin yasamsal faaliyetleri i¢in gerekli olan demir, bakterilerde
bulunan siderofolar yardimiyla hiicre i¢ine alinir. Ortamdaki serbest demir bakteri tarafindan
alinabilecegi gibi konak organizmadaki demir de ele gecirilebilir. entB tarafindan kodlanan
enterobaktin K. pneumoniae’nin 6nemli sideroforlarindan biridir (Lawlor, O’connor, & Miller,
2007). Calismamizda inceledigimiz fosfomisine direngli 8 K. pneuomoniae kokeninin
tamaminda (%100) ycfM, mrkD ve entB tespit edilirken, 7 tanesinde (%87,5) wabG geni, 6
tanesinde (%75) uge geni tespit edilmistir. Kokenlerin hi¢birinde fimH genine rastlanmamustir.
Yapilan ¢aligsmalarda diger genlerin yanisira fimH genine de yiiksek oranlarda rastlandigi
goriilmektedir. (Stahlhut vd., 2009). Yousefi ve arkadaslarinin 70 K. pneumoniae kokeni ile
yaptig1 bir calismada, c¢aligmamizda inceledigimiz viriilans genleri de incelenmis ve
bakterilerin %94,2’sinde entB, %91,4’linde fimH, %85,7’sinde mrkD genine ve %84,2’sinde
yefM geni tespit edilmistir (Yousefi vd., 2020). Polonya’da yapilan baska bir ¢aligmada ise
incelenen 109 K. pneumoniae kokeninin tamaminda entB geni, %96,3’linde mrkD geni ve
%091,7’sinde fimH geni saptanmistir (Kot vd., 2023). Davoudabadi ve arkadaslarinin 2018-
2020 yillar1 arasinda Iran’da izole edilen 52 K. pneumoniae kokeni ile yaptiklari calismada,
kokenlerin tamaminda entB geni, %88,5’inde mrkD geni, %86,5’inde ise fimH geni tespit
edilmistir (Davoudabadi, Goudarzi, & Hashemi, 2023). Ulkemizde 2017 yilinda yayinlanan bir
calismada da 53 adet K. pneumoniae kokeninin gesitli viriilans genleri incelenmis ve kdkenlerin
%96,2’sinde entB geni, %86,8’inde ycfM geni, %83 linde mrkD geni ve %64,2’sinde fimH geni
tespit edilmistir (Kus, Arslan, Tiirk Dag1, & Findik, 2017).

Calismamizda direngli ve duyarli izogenik varyantlarda bulunan bazi viriilans genlerinin
ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi amaciyla RT-qPCR yontemi uygulanmistir. E. coli
kokenlerinde fimH ve papC, K. pneumoniae kdkenlerinde entB, mrkD, uge, ycfM ve wabG
genlerindeki degisim incelenmistir. Konak hiicrelere adezyonu saglayan fimH geninin
ekspresyonu 27-27R nolu kdkenler arasinda farklilik gostermezken, direncli EcR kdkeninde
Ec kokenine gore anlamli bir sekilde azalmistir. Pira ve arkadaglarinin calismasinda
fosfomisine diren¢ kazanan E. coli kokenlerinde adezyon yeteneginin azaldigi gosterilmistir
(Pira, Pruzzo, & Schito, 1987). K. pneumoniae kokenlerinde direngli ve duyarli varyantlar
arasinda entB, mrkD ve ycfM genlerinin ekspresyon diizeyinde anlamli farklilik goriilmemistir.
Direngli 4R kdkeninde duyarli 4 nolu kdkene gore uge geninin ekspresyonu anlamli sekilde

azalirken, wabG geninin ekspresyonu artmistir. 24 ve 24R nolu kdkenlerde ise her iki genin de
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ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli fark bulunamamistir. uge ve wabG genlerinin ikisi de
bakterilerde polisakkarit senteziyle ilgili genler oldugu igin 4R nolu kdkendeki uge geninin
ekspresyon diizeyinin azalmasinin wabG geninin ekspresyonunun artmasiyla kompanse

edilmis olabilecegi diisliniilmiistiir.

Biyofilm tabakasi, bakterilerin yasamsal aktivitelerini siirdiirebilmek ve zorlu dis ortam
sartlarina kars1t kendilerini koruyabilmek igin {irettigi ekstraselliiler matriks tabakasidir.
Biyofilmlerin kronik bakteriyel enfeksiyonlarin %80’inden ve biitiin bakteriyel enfeksiyonlarin
%60’ mndan sorumlu oldugu Ulusal Saglik Enstitiileri (National Health Institutes, NIH)
tarafindan bildirilmistir (Temel & Erac, 2022). Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinda da
biyofilmin énemli bir rolii bulunmaktadir. Ozellikle K. pneumoniae kokenlerinde yiiksek
oranda biyofilm {iiretimi goriilmektedir (Piperaki, Syrogiannopoulos, Tzouvelekis, & Daikos,
2017; Ramos-Vivas vd., 2019). Biyofilm yapisi, antibiyotiklerin bakterilere ulagsmasini
zorlagtirdig1 i¢in biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi de oldukca giictiir. Yapilan
calismalarda hiicre igi ve hiicre dig1 antibiyofilm etkinligi yiiksek olan azitromisin, eritromisin,
klaritromisin gibi bir makrolid grubu antibiyotigin kombine tedavi ile kullanilmasinin etkili
olabilecegi gosterilmistir. Bunun yaninda, bakterilerin cogunlugu algilama (quorum sensing)
mekanizmalarini1 hedefleyen tedaviler ve biyofilm yapisini pargalayan ajanlarin kullanimi da
biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisinde etkilidir (Wu, Moser, Wang, Heiby, & Song, 2014).
Biyofilm olusumunun saptanmasinda siklikla modifiye tiip adherans yontemi, Kongo kirmizili
agar yontemi ve spektrofotometrik temele dayanan mikroplaka yontemi kullanilmaktadir
(Christensen vd., 1985; Ozturk vd., 2014; Stepanovi¢ vd., 2007). Biyofilm iiretimi ve
antibiyotik direnci arasindaki iligkiyi inceleyen ¢aligmalarda farkli sonuglar elde edilmistir.
Nirwati ve arkadaglarinin yaptiklar c¢alismada inceledikleri K. pneumoniae kokenlerinde
biyofilm {iretenlerin biyofilm iiretmeyenlere kiyasla daha yiiksek antibiyotik direnci gosterdigi
goriilmiistiir. Saha ve arkadaslan da yaptiklar calismada P. aeruginosa kokenlerinde benzer
sekilde sonuglar elde etmislerdir (Nirwati vd., 2019; Saha vd., 2018). Cepas ve arkadaglar
yaptiklar1 ¢aligmalarinda ise inceledikleri Gram negatif bakterilerde c¢oklu ilag¢ direnci ve
biyofilm {iretimi arasinda anlamli bir iligki bulamamiglardir ancak biyofilm olusumuyla bazi
antibiyotiklere diren¢ arasinda bir korelasyon bulmuslardir. Biyofilm olusumuyla; E. coli
kokenlerinde gentamisin ve seftazidim, P. aeruginosa kokenlerinde siprofloksasin, K.
pneumoniae kokenlerinde ise piperasilin-tazobaktam direnci arasindaki iliski ortaya

koyulmustur (Cepas vd., 2019). Behzadi ve arkadaslar idrar yollar1 enfeksiyonu kokenli 50
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adet dogal (normal) tip, 50 adet siprofloksasine direngli, 50 adet fosfomisine direncli, 50 adet
trimetoprim-siilfametoksazole direngli ve 50 adet GSBL iireten toplam 250 E. coli kokeni ile
yaptiklar1 ¢aligmada kokenlerin 119 tanesinin (%47,6) biyofilm {irettigini belirlemislerdir.
GSBL iireten gruptaki biyofilm iireten bakteri sayisinin dogal tip grubuna gore anlamli bir
sekilde daha fazla oldugu ancak diger gruplar ile dogal tip grup arasinda anlamli bir fark
olmadigi bildirilmistir (Behzadi, Urban, & Gajdacs, 2020). Caligmamizda fosfomisine duyarlt
ve direngli izogenik bakteri varyantlarinin biyofilm olusturma kapasiteleri mikroplaka yontemi
(kristal viyole yontemi) ile belirlenmis ve varyantlar arasindaki olas1 farklar arastirilmistir. 4
ve 4R nolu K. pneumoniae kokenleri ile 27, 27R numarali, Ec ve EcR kodlu E. coli kdkenlerinin
zayif diizeyde biyofilm iirettigi 24 ve 24R nolu K. pneumoniae kokenlerinin ise orta diizeyde
biyofilm iirettigi goriilmiistiir. Direngli ve duyarli varyantlarin 570 nm’de 6lgiilen OD degerleri
karsilastirildiginda ise varyantlar arasinda anlamli bir fark bulunmadig1 saptanmistir. Bu veri
incelenen kokenlerde olusan fosfomisin direncinin biyofilm iiretimi agisindan anlamli bir

degisime yol agmadigini ortaya koymaktadir.

Biitiin bu veriler 15181nda ¢alismamiz kapsaminda incelenen klinik E. coli ve K. pneumoniae
kokenlerinin birgok viriilans faktoriine sahip oldugu goriilmektedir. Laboratuvar kosullarinda
olusturulan fosfomisin direngli varyantlar ile duyarli esleri karsilastirildiginda, incelenen
viriilans genlerinden birgogunda ekspresyon diizeyi agisindan anlamli bir degisim
saptanmamistir. Bu bulgu fosfomisin direncinin incelenen kokenlerde onemli bir viriilans
kaybina yol agmadigina isaret etmektedir. Gen ekspresyon verilerinin ortaya koydugu bu veri,
biyofilm olusumu gibi fenotipik bulgularla da desteklenmektedir. Fosfomisin duyarli/direngli
varyantlar arasinda biyofilm olusturma kapasiteleri agisindan da anlamli bir fark
goriilmemistir.

Antimikrobiyal diren¢ ve bakteriyel viriilans arasindaki iliski mikrobiyologlarin ilgisini
cekmektedir ve bu konuyla ilgili ¢alismalar yapilmaktadir. Beceiro ve arkadaglarinin yazdigi
bir derleme calismada Gram negatif ve Gram pozitif pek c¢ok bakterinin, B-laktamlar,
aminoglikozitler, tetrasiklinler ve florokinolonlar gibi farkli aileden bir¢cok antimikrobiyale
kars1 olusturduklar1 diren¢ mekanizmalar1 ve bu direng mekanizmalarinin bakterinin
viriilansina olusturdugu etki gosterilmistir. Ornegin Streptococcus pneumoniae kokenlerinde
B-laktam antibiyotiklerin baglanma bdlgesi olan penisilin baglayan proteinlerde (PBP)
meydana gelen degisikliklerin ya da mutasyonlarin bakteride 3-laktam direnci olusturdugu ve

bu direncin bakterinin virlilansin1 azalttigi gosterilmistir. Ancak bu degisikliklerin Gram
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negatif basillerde de viriilans1 azalttigina dair yeterince ¢aligma bulunmamaktadir (Beceiro,
Tomas, & Bou, 2013). Bakterilerde antimikrobiyal diren¢ olusumu bakteriye her zaman
biyolojik bir dezavantaj getirmeyebilir. Ornegin gyr4 ve parC genlerinde meydana gelen
mutasyonlarin E. coli kokenlerinde siprofloksasin direnci olusturdugu ancak direngli
kokenlerin in vivo ve in vitro iireme hizlarinda herhangi bir degisim goriilmedigi gosterilmistir
(Beceiro vd., 2013). Bakterilerin {ireme hiz1 6zellikle idrar yollar1 enfeksiyonlari agisindan
onem arz etmektedir. Idrar yollar1 enfeksiyonu gelisimi i¢in idrar yollarinda belirli bir saymin
iizerinde bakteri olmasi ve bu bakterilerin dokulara tutunabilmesi gerekmektedir. Idrar
yollarimin diizenli olarak idrarla yikanmasi bakterilerin tutunmasinm zorlagtirmaktadir. Ayrica
bakterilerde direng gelisimi sonucu olusan biyolojik dezavantaj bakterilerin tireme hizini azaltir
ve bu durum enfeksiyon olusturmak icin gerekli bakteri sayisina ulasilmasini giiclestirir.
Fosfomisin direncinin in vitro ortamda kolay kazanilmasi ancak enfeksiyonlardan izole edilen
bakterilerin genellikle fosfomisine duyarli olmasi bu hipotezi dogrulamaktadir (Nilsson vd.,
2003). Caligmamizda fosfomisine duyarli ve direncli izogenik bakteri varyantlarinin iireme
hizlar1 bakterileri LB broth i¢inde 10 saat boyunca inkiibe ederek ve her 2 saatte bir alinan
orneklerin 600nm dalga boyunda absorbans degerleri dlgiilerek hesaplanmistir. 4 ve 4R nolu
K. pneumoniae kokenlerinde duyarli ve direncli varyantlarda sadece 6. saaatte duyarli kokenin
absorbans degerinin direngliye gore anlamli bir sekilde yiiksek oldugu diger saatlerde ise
anlaml1 bir fark bulunmadigi, 24 ve 24R nolu K. pneumoniae varyantlarinda duyarl kokenin
2,4, 6,8 ve 10. saatlerde, 27 ve 27R nolu, Ec ve EcR kodlu E. coli varyantlarinda ise duyarl
kokenlerin 4, 6, 8 ve 10. saatlerde direngli kokene gore anlamli sekilde yiiksek absorbans degeri
verdigi, dolayisi ile daha fazla iiredigi goriilmiistiir. Baglangi¢ bakteri konsantrasyonlari esit
olarak hazirlandig1 i¢in 0. saatte kokenler arasinda herhangi bir absorbans degeri farki
bulunmamaktadir. Elde edilen sonuglar incelenen bakterilerde olusan fosfomisin direncinin
genellikle tireme hizin1 azalttigim gostermektedir. Ancak 4 numarali kokende fosfomisin
direnci bakteriye iireme hizim1 azaltacak bir biyolojik dezavantaj getirmemistir. Pira ve
arkadaglarinin yaptiklan bir ¢alismada fosfomisine spontan direng kazanmis 2 E. coli ve 1 K.
pneumoniae kokeni ve bu kokenlerin izogenik duyarli varyantlarmin tireme hizlar
karsgilastirilmig E. coli kdkenlerinde direngli varyantlarin iireme hizlarinin duyarlilardan daha
diisitk oldugu ancak K. pneumoniae kokeninde iireme hizinda varyantlar arasi bir fark

goriilmedigi gosterilmistir (Pira vd., 1987).
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Sonuc ve Oneriler

Antibiyotik direnci giiniimiizde saglik sektoriinii etkileyen en onemli sorunlardan biridir.
Antibiyotiklerin bilingsiz, yanlis ve agir1 kullanim1 tedavisi miimkiin olmayan enfeksiyonlara
yol acabilmektedir. Antibiyotik direng¢li mikroorganizmalarin olusturdugu enfeksiyonlar
giiniimiizde her yil yaklasik 700.000 6limden sorumludur. Bu sayinin 2050 yilinda yillik 10
milyon 6liime kadar ytikselecegi tahmin edilmektedir. Artan antibiyotik direnci ve ¢oklu ilag
direngli (CID) bakterilerin oranmnin gitgide artmasi tedavi segeneklerinin tekrar gozden
gecirilmesine sebep olmustur. Bu amacla fosfomisin gibi kullanimi1 genellikle idrar yolu ile
simirli olan antibiyotiklerin daha farkli enfeksiyonlarda kullanimi giindeme gelmistir.
Fosfomisinin kullanimi arttik¢a bakterilerde goriilen direng de artis gostermeye baslamistir.
Ancak bu direncin bakterilerde olusturdugu biyolojik dezavantaj (fitness cost) ile ilgili
calismalar siirlidir. Calismamizda fosfomisine direngli ve duyarli E.coli ve K.pneumoniae
izogenik varyantlar1 arasindaki fenotipik ve genotipik farklar arastirilmistir. Bu dogrultuda
bakterilerde; kapsiil yapimiyla, fimbria olusumuyla ve siderofor iiretimiyle ilgili genlerin
varlig1 konvansiyonel PZR yontemiyle belirlenmis, varlig1 tespit edilen genlerin duyarh ve
direngli izogenik varyantlardaki ekspresyon diizeyi ise RT-qPCR yontemi ile arastirilmistir. iki
adet fosfomisine duyarli E. coli, 2 adet fosfomisine duyarli K. pneumoniae ve bu kokenlerin
direngli varyantlar1 olmak iizere toplam 8 kokende calisilmistir. E. coli kokenlerinin bir
tanesinde fimbria olusumundan sorumlu fimH geninin ekspresyonu direngli varyantta azalirken
diger kokenin direngli ve duyarli varyantlar1 arasinda fark goriilmemistir. P fimbria tiretimiyle
ilgili olan papC geninin ekspresyonunun ise her iki E. coli kdkeninde de direncli ve duyarl
varyantlar arasinda farklilik gostermedigi goriilmiistiir. K. pneumoniae kdkenlerinde siderofor
iretimiyle ilgili entB, polisakkarit senteziyle ilgili wabG, adezyon molekiillerini kodlayan ycfM
ve mrkD, kapsiil antijenlerini kodlayan uge genleri incelenmistir. entB, mrkD ve ycfM
genlerinin ekspresyonu direngli ve duyarli K. pneumoniae varyantlar1 arasinda farklilik
gostermezken, bir kokende direngli varyantta wabG geninin ekspresyonunun arttigi, uge
geninin ekspresyonunun ise azaldig1 goriilmiistiir. Bu sonugclar 1s181inda fosfomisin direncinin
incelenen viriilans genlerinin ekspresyonu iizerinde biiylik degisikliklere yol agmadigi
goriilmiistiir. Spektrofotometrik bir yontem olan kristal viyole yontemiyle direngli ve duyarh
varyantlarin biyofilm olusturma kapasiteleri incelenmis olup higbir kokende varyantlar arasi
anlamli bir fark bulunamamistir. Fosfomisin direngli ve duyarli varyantlarin tireme hizlar
kargilastirilmig ve li¢ kdken ciftinde duyarl varyantlarin direnglilere gére daha hizl iiredigi

goriilirken bir kokenin varyantlari arasindaki iireme hizinda fark goriilmemistir.
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Calismamizda fosfomisin duyarli/diren¢li izogenik varyantlar arasinda, incelenen viriilans
genlerinden bir¢cogunun ekspresyonunda anlamli bir farka rastlanmamasi, ayni1 kdkenlerin
biyofilm olustuma kapasitelerinde de 6nemli bir degisim saptanmamasi ile uyumludur. Ancak
genel olarak direngli varyantlarin iireme hizlarinin, duyarhlara gore diisiik oldugu gézlenmistir.
Bu veri dikkate alindiginda, incelenen kokenlerde fosfomisin direncinin tireme hizi yoniinden
bir biyolojik dezavantaj getirdigi sdylenebilir. Ancak, genotipik ve fenotipik bulgularin isaret
ettigi iizere fosfomisin direncinin, ¢aligilan kdkenlerde anlamli bir viriilans kaybina yol
acmadigi belirlenmistir. Bu veri, fosfomisin direngli Enterobacteriaceae kokenlerinin
enfeksiyon olusturmada oOnemli bir dezavantajla karsilasmayacaklarin1 gostermektedir.
Oniimiizdeki dénemde daha yaygin bir sekilde kullanimi giindemde olan fosfomisin igin
calismamizin ortaya koydugu bulgular dikkatle degerlendirilmeli ve in vivo arastirmalar ile

desteklenmelidir.
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