ANKAQ4
Q8
NiTALS

® AYBU %\’
Wgrss®

T.C.
ANKARA YILDIRIM BEYAZIT UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi MiKROBiYOLOJI ANABILIiM DALI

URINER SiSTEM ENFEKSiYON ETKENI E. COLI
SUSLARINDA FOSFOMISIN DIRENC GENLERI, CTX-M, SHV
VE TEM GENLERININ ARASTIRILMASI

TIPTA UZMANLIK TEZI

DR. iPEK OMAY BESER

TEZ DANISMANI
PROF.DR. NURAL CEVAHIR

ANKARA-2023



T.C.
ANKARA YILDIRIM BEYAZIT UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi MiKROBiYOLOJI ANABILIiM DALI

URINER SiSTEM ENFEKSiYON ETKENI E. COLI
SUSLARINDA FOSFOMISIN DIRENC GENLERI, CTX-M, SHV
VE TEM GENLERININ ARASTIRILMASI

TIPTA UZMANLIK TEZI

DR. iPEK OMAY BESER

TEZ DANISMANI
PROF.DR. NURAL CEVAHIR

Bu calisma Ankara Yildirim Beyazit Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi’nin 23.09.2022 tarih ve TTU-2022-2412
nolu karari ile desteklenmistir.

ANKARA-2023



TESEKKUR

Anabilim Dali Baskanimiz degerli hocam Prof. Dr. Ziya Cibali ACIKGOZ
basta olmak {izere, gerek uzmanlik egitimim gerekse tez ¢alismam siiresince yardim
ve desteklerini esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Nural CEVAHIR ’e; asistanligim
stiresince bilgi ve deneyimlerini esirgemeyen degerli hocalarim Prof. Dr. Bedia
DINC’e, Prof. Dr. Riza DURMAZ’a, Prof. Dr. Ayse Esin AKTAS a ve Prof. Dr. Tuba
DAL’a tesekkiir ederim.

Tez caliymam swrasinda yardimlarindan dolayr Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi dgretim {iyesi Do¢. Dr. Duygu OCAL’a ve dizi analizi calismasindaki
yardimlarindan dolay1 Oguz ARI’ ya tesekkiir ederim.

Dr. Ipek OMAY BESER
Ankara-2023



ICINDEKILER

) Sayfa No
TESEKKUR.. ..cuuiiticiiinstictineisticsenisssicssisesssisssssssssstssssssssssesssssssssssssssssasssssssssssssaee I
KISALTMALAR auootiitiiiintiininsinssecssicsssssncssissssssessssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssase 10Y
SEKIL LISTES.ccucuimiminiacncincisiscsssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss \%
TABLO LISTES.coucuiuincininiaiascsscississssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss \%|
RESIM LISTESI...cuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicceee e cnene s csnsssnnne \%1
OZET cccouiiiiincinssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess VIII
ABSTRACT X
1. GIRIS 1
2. GENEL BILGILER.......cuiinncincincinscissssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 3

2.1. URINER SISTEM ENFEKSIYONU.....cccuuuummmmeiciiiimncnnniecnsneesd
2.2. UROPATOJENIK Escherichia coli (UPEC)......c..cccuvevueeunernunnennn 4
2.3.USE TEDAVISI...ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieennnnene e 5
2.3.1. Antimikrobiyallere Direnc.......ccccovevinineiieiiniiennieecnn 6
2.3.2. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL) Direnci
.................................................................................... 7
2.4 FOSFOMISIN......oootiiiiiiiiiiiirrrrrrrreeeeee e 10
2.4.1.Fosfomisinin Etki Mekanizmasl........cc.ccoeviiieiiinrcnrennens 11
2.4.2. Fosfomisinin Farmakodinamik/Farmakokinetik (FD/FK)
L0773 111 PP PPPPPPPRP 12
2.4.3.Fosfomisin Diren¢ Mekanizmalari........c..ccccoeveviininninnnn. 13
1) Fosfomisine gecirgenligin azalmasl..........c.ccoeevnvennnne 13

2) Antibiyotigin hedef bolgesi olan MurA’daki
Modifikasyonlar.........ccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinenennnen. 14
3) Enzimatik inaktivasyon.......cccceevviiiiiniiiiiiiinnininnnns 14
2.4.4.Fosfomisin In vitro Duyarhlik Yontemleri ..................... 16
3. MATERYAL VE METOD....cccciittiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiieiieiiiiiiieciececaneees 18
3.1.iZOLATLARIN TOPLANMASI VE SAKLANMASIL.................. 18
3.2.MiKROBiYOLOJIiK KULTUR VE TANIMLAMA.......cccccuuvemeen. 18

II



3.3. ANTIMIKROBIiYALLERE DUYARLILIGININ ARASTIRILMASI

3.3.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yéntemi ile Fosfomisin
Duyarhhignin Arastirllmasi.....c.ccoceveeiiiiiiiiiiinieiieiieciecinen 19
3.3.2. Agar Diliisyon Yontemi ile Fosfosmisin Duyarligmnin
LN 2171191111 F: 1) PO PPt 20
1) Fosfomisin ¢calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi..................20
2) Fosfomisin agar diliisyon plaklarinin hazirlanmasit.............. 21
3) Agar diliisyon yontemi i¢in izolatlarin hazirlanmasi..............22
3.4. MOLEKULER YONTEMLERLE FOSFOMISIN DIRENC
GENLERININ SAPTANMASL......ccooviiiiiiinnnnnnnnniennennneeneeneeeeeee 23
3.4.1. DNA iZOlaSyOnU.....coeieiiiniiiiniiinriiinrennrcinstcenrcnnssonnsens 23
3.4.2. fosA3, fosA, fosC2, fosX, fosB genlerinin polimeraz zincir
reaksiyonu ile belirlenmesi..........ccooviiiiiiiiniiiiiiiiiiiiniiinnnns 23

3.4.3. bla crx-wm, bla tEM, blasuv genlerinin polimeraz zincir

reaksiyonu ile belirlenmesi..........ccooiuiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiniinnnnnns 27
3.4.4. Agaroz jel elektroforezi..........ccccvvvvviinirniniiiniiiinnennen. 29
3.4.5.Sekans analizi.......cccceiiiineiiiiiiiiinneeeiiieiiiennceetceccscnnnas 30
3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ ...c..oevvuiiiiiiieiieeeeieeenieeeenneeeennnne 33
% 1831 0 €] 0] 07N 2 SO 34
4.1. IZOLATLARIN KLINIK VE DEMOGRAFIK
OZELLIKLERI......ccciiitiiiiiiiiiitiieieiee e eeneeeeneeenn e 34
4.2. ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK SONUCLARIL.......... 34
4.3. FOSFOMISIN DIRENC GENLERI VE BETA-LAKTAMAZ
(@] D10 31 D) 23 PO 36
ST N 24 N 1501 1 W 39
6. SONUGCLAR. .....ctttuietteeetteretteeeerteeerneeessneeessnesessnsesssesessnesesnnnsenns 51
7. KAYNAKLAR. ....uitttiieitieeettieeerteeeeneeernesestneeessnssesnesessnsssseesssnnnens 53

III



AUC
CEPA
CFU
CLSI
CNF-1
CiD

DSO
EUCAST
FD

FDA

FK

G-6-P
GSBL

A%

KPE
MALDITOF-MS
Mass Spectrometry
MIiK
MRKNS
MRSA
OECD
PEP

PZR

TBE
TMP/SMZ
UPEC
USHIESA
USE

VRE

YBU

KISALTMALAR

:Area Under the Curve

:Compania Espafola de Penicilina y Antibioticos
:Colony Forming Unit

:The Clinical And Laboratory Standards Institute
:Cytotoxic necrotizing factor-1

:Coklu Ilaca Direncli

:Diinya Saglik Orgiitii

:European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
:Farmakodinamik

:Food And Drug Administration
:Farmakokinetik

:Glikoz-6-Fosfat

:Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz
:Intravendz

:Karbapenemaz Ureten Enterobakter

:Matriks Assisted Laser Desorption Ionization Time Of Flight -

:Minimum Inhibitér Konsantrasyon

:Metisilin Direncli Koagiilaz Negatif Stafilokok

:Metisilin Direngli Staphylococcus aureus

:Organisation for Economic Co-Operation and Development
:Phosphoenolpyruvate

:Polimeraz Zincir Reaksiyonu

:Tris Borat EDTA

:Trimetoprim/Siilfametoksazol

:Uropatojenik Escherichia coli

:Ulusal Saglik Hizmeti Iliskili Enfeksiyonlar Siirveyans Agi
:Uriner Sistem Enfeksiyonlar

:Vankomisin Direncli Enterokok

:Yogun Bakim Unitesi

1Y%



SEKIL LiSTESI

Sayfa No

Sekil 1. jfosA3 geni tasiyan F24:A-:B1 plazmid pHNTC9¢e'nin diger benzer

plazmidlerle karsilagtirtlmast. ..o 9

Sekil 2. Fosfomisin trometamol, Fosfomisin kalsiyum ve Fosfomisin disodyumun

MOLEKUIET YaAPISI. . ..utie e 11

Sekil 3. Fosfomisin direng mekanizmalart .................co.ooeviiiiiniiininennnn, 13
Sekil 4. Fosfomisinin inaktivasyonuna yol agan fosfomisin modifiye edici

174111 () S 16

Sekil 5. Fosfomisin duyarliliginin disk difiizyon yontemiyle degerlendirilmesi......17

Sekil 6. Enterobacterales tiirleri arasinda FosA'nin epidemiyolojik haritasi.........45



TABLO LiSTESI

Sayfa No

Tablo 1. Calismadaki hastalarin demografik 6zellikleri ve klinik basvuru yerleri
dagIImI. ... 33
Tablo 2. Otomatize sistemle fosfomisin direncli bulunan 52 E. coli izolatlarinin agar

dilisyon ve disk difiizyon yontemleriyle fosfomisin duyarliliginin karsilagtirilmasi

..................................................................................................... 35
Tablo 4. fosA3 geni saptanan izolatlarin antibiyotik duyarhliklar1..................... 36
Tablo 5. fosA3 geni saptanan izolatlarda beta-laktamaz genlerinin varligi ........... 37

VI



RESIM LiSTESI
Sayfa No

Resim 1. Fosfomisin Duyarliligmin Disk Difiizyon Yéntemi ile Degerlendirilmesi

Resim 3. fosA3, blacrx-wm, blatem ve blasny PZR liriinlerinin agaroz jel elektroforez

oL 04U ] 30

VI



OZET

Uriner Sistem Enfeksiyon Etkeni E. coli Suslarinda Fosfomisin Diren¢ Genleri,
CTX-M, SHV ve TEM Genlerinin Arastirilmasi
Dr. ipek OMAY BESER

GIRIS ve AMAC: Uriner sistem enfeksiyonlar1 (USE), kadinlarda daha sik olmak
iizere en sik goriilen bakteriyel enfeksiyonlar arasindadir. USE etkeni olarak en sik
Escherichia coli karsimza c¢ikmaktadir. Ozellikle genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL) iireten iiropatojenik E. coli (UPEC) suslarmin yayilmasi, USE
tedavisini zorlastirmaktadir. Artan antimikrobiyal diren¢ profilleri nedeniyle
fosfomisin gibi antibiyotiklerin kullanimi yeniden 6nem kazanmistir. Fosfomisin,
peptidoglikan sentezinin ilk basamagini geri doniislimsiiz olarak inhibe eden
fosfoenolpiruvat analogu olan genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Fosfomisin direnci,
fosfomisine gegirgenligin azalmasi, antbiyotigin hedef bolgesi olan MurA’daki
modifikasyonlar ve enzimatik inaktivasyon gibi ¢esitli mekanizmalarla
gerceklesmektedir. Bu ¢calismada, idrar 6rneklerinden izole edilen fosfomisin direngli
E. coli izolatlarinda fosfomisin diren¢ genlerinin arastirilmast amaclanmistir.
Fosfomisin direng genlerinin, 6zellikle fosA3’lin blactx-m, blatem ve blasuy gibi GSBL
genleriyle ayni plazmid iizerinde taginip yayilmasi nedeniyle, fosfomisin direngli E.
coli izolatlarinda ayn1 zamanda beta-laktamaz gen varlig1 da aragtirtlmigtir.
MATERYAL VE METOD: Caligmaya Agustos 2022-Subat 2023 yillar1 arasinda
Ankara Sehir Hastanesi Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari’na kiiltiir i¢in génderilmis
idrar orneklerinden izole edilen ve otomatize sistem (Vitek 2) veya disk diflizyon
yontemiyle fosfomisine direngli bulunan 97 E. coli izolati dahil edilmistir. Tim
izolatlarda disk diflizyon ve agar dilisyon yoOntemiyle fosfomisin duyarlilig
aragtirilmistir. Izolatlarin antibiyotiklere duyarliliklar1 otomatize sistem kullanilarak
belirlenmistir. Fosfomisine direngli bulunan izolatlarda polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) yontemiyle fosfomisin direng genleri (fosA3, fosA, fosC2, fosX, fosB) ve bla
cTX-M, bla tem, blasuy olmak iizere ii¢ beta-laktamaz geni aragtirilmistir.
BULGULAR: Caligmaya otomatize sistem ve/veya disk difiizyon yontemleri ile
fosfomisine direncli saptanan 97 E. coli izolat1 dahil edilmistir. Izolatlarm 52’si

otomatize sistemle, 45°1 disk difiizyon yontemiyle fosfomisine direngli saptandi. Agar
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dilisyon yontemiyle 97 izolatin 72’si fosfomisine diren¢li bulundu. Yetmis iki
fosfomisin direngli E. coli izolatimin %40,2 (29/72)’sinde blactx-m, %91,6
(66/72)’sinda blatem ve %20,8 (15/72)’inde blasnv geni saptandi. Yirmi sekiz izolatta
blactx-m ve blatem, on ¢ izolatta blatem ve blasuv, dort izolatta blactx-m ve blasuv
genleri beraber bulunurken, li¢ 6rnekte ise her ii¢ gen beraber saptandi. Yetmis iki
fosfomisin direngli E. coli izolatinin 3 (%4,2)’linde fosA3 geni saptanmis olup fosA,
fosC2, fosX, fosB geni saptanamamuistir. fosA3 geni saptanan ii¢ izolatin ikisinde hem
blactx-m hem de blatem genleri saptanirken diger izolatta sadece blatem geni bulundu.
Ug &rnekte de blasuy geni bulunamadi.

SONUC: GSBL pozitif UPEC gibi coklu ilaca direngli (CID) enfeksiyonlarin
tedavisinde fosfomisinin alternatif ila¢ olarak kullanimi 6nerilmektedir. GSBL {ireten
suslarda fosfomisin direng mekanizmalarinin bilinmesi tedavinin yonlendirilmesinde
ve direncin takibinde 6nemli olacaktir. Ulkemizdeki baskin fosfomisin direng
profillerinin belirlenmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler: UPEC, fosfomisin direnci, fos direng genleri, GSBL
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ABSTRACT

Investigation Of Fosfomycin Resistance Genes, CTX-M, SHV, And TEM Genes
In E. coli Strains As The Causative Agent Of Urinary System Infections.
Dr. ipek OMAY BESER

INTRODUCTION and OBJECTIVE: Urinary tract infections (UTIs) are among the
most common bacterial infections, with a higher prevalence in women. Escherichia
coli is the most frequently encountered causative agent of UTIs. The dissemination of
uropathogenic E. coli (UPEC) strains producing extended-spectrum beta-lactamases
(ESBLs) poses a challenge in the treatment of UTIs. Due to increasing antimicrobial
resistance profiles, the use of antibiotics such as fosfomycin has regained importance.
Fosfomycin is a broad-spectrum antibiotic that irreversibly inhibits the first step of
peptidoglycan synthesis, acting as a phosphoenolpyruvate analogue. Fosfomycin
resistance occurs through various mechanisms, including reduced permeability to
fosfomycin, modifications in the target site MurA, and enzymatic inactivation. This
study aims to investigate fosfomycin resistance genes in E. coli isolates obtained from
urine samples. Since fosfomycin resistance genes are often found on the same plasmid
as ESBL genes such as blactx-m, blatem, and blasny, the presence of beta-lactamase
genes has also been examined in fosfomycin-resistant £. coli isolates.

MATERIALS AND METHODS: The study included 97 E. coli isolates obtained from
urine samples sent for culture to the Central Bacteriology Laboratory of Ankara City
Hospital between June 2022 and February 2023, which exhibited resistance to
fosfomycin as determined by the automated system (Vitek 2) or the disk diffusion
method. Fosfomycin susceptibility was investigated for all isolates using both the disk
diffusion and agar dilution methods. The antibiotic susceptibilities of the isolates were
determined using an automated system. In fosfomycin-resistant isolates, fosfomycin
resistance genes (fosA3, fosA, fosC2, fosX, fosB), and three beta-lactamase genes
(blactx-m, bla tem, blasnv) were investigated using the polymerase chain reaction
(PCR) method.

RESULTS: A total of 97 E. coli isolates, determined to be resistant to fosfomycin
using automated systems and/or the disk diffusion method. Out of these isolates, 52
were identified as fosfomycin-resistant using the automated system, while 45 were

determined to be fosfomycin-resistant through the disk diffusion method. Using the



agar dilution method, 72 out of 97 isolates were found to be resistant to fosfomycin.
Among the 72 fosfomycin-resistant E. coli isolates, the blactx-m gene was detected in
40.2% (29/72), the blatem gene in 91.6% (66/72), and the blasuv gene in 20.8% (15/72)
of them. Among these isolates, 28 had both blactx-m and blatem genes, 13 had both
blatem and blasuy genes, and 4 had both blactx-m and blasnv genes. In three isolates,
all three genes (blactx-m, blatem, and blasnv) were detected together. Furthermore, the
fosA3 gene was found in 3 (4.2%) of the 72 fosfomycin-resistant E. coli isolates, while
the fosA, fosC2, fosX, and fosB genes were not detected in any of the isolates. Among
the three isolates carrying the fosA3 gene, two also had both blactx-m and blatem
genes, while the remaining isolate only had the blatem gene. None of the three isolates
had the blasuv gene.

CONCLUSION: The use of fosfomycin as an alternative drug in the treatment of
multidrug-resistant infections, such as ESBL-positive UPEC, is recommended.
Understanding the fosfomycin resistance mechanisms in strains producing ESBLs is
important for guiding treatment and monitoring resistance. Further studies are needed

to determine the predominant fosfomycin resistance profiles in our country.

Keywords: UPEC, fosfomycin resistance, fos resistance genes, ESBL
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1.GIRIS

Uriner sistem enfeksiyonlar1 (USE) en sik goriilen bakteriyel enfeksiyonlar
arasindadir (1). USE, eriskin kadinlarda erkeklere oranla daha sik goriilmekle birlikte
cocukluk yas grubunda ikinci en sik goriilen bakteriyel enfeksiyondur (2,3). Avrupa
Uroloji Dernegi (EUA) tarafindan iiriner sistem enfeksiyonlar1 komplike ve komplike
olmayan USE olarak iki gruba ayrilmistir. USE i¢in kadin cinsiyet, vajinal enfeksiyon,
gecirilmis USE, kalic1 kateter, bobrek tasi, immunsupresyon gibi ¢esitli risk faktorleri
tanimlanmistir (4).

Uropatojenik Escherichia coli (UPEC) toplum kokenli iiriner sistem
enfeksiyonlarinin - %80’ininden fazlasindan sorumludur (5). Staphylococcus,
Klebsiella, Enterobacter, Proteus ve Enterococcus gibi diger etkenler, ozellikle
kateterle iligkili ve hastane kaynakli enfeksiyonlara sebep olmaktadir (6).

Komplike olmayan USE vakalarmin ¢ogu toplum kokenlidir ve etken idrar yoluna
ulasmadan 6nce bagirsaklarda kolonizasyon gelismektedir. UPEC, perineal bdlgeyi
kolonize ettikten sonra iiretra boyunca yayilarak mesanede kolonize olup sistite neden
olmaktadir (7). Bu siiregte ¢esitli viriilans faktorleri rol oynamaktadir. Fimbria yiizey
epiteline tutunmay1 saglarken, flagellum ile hareket gerceklesir. a-Hemolizin ve
sitotoksik nekrotizan faktor-1 (CNF-1) gibi toksinler doku hasarina neden olurlar.
UPEC, ayrica sideroforlar araciligiyla ortamdan demir ihtiyacini karsilamaktadir.
Kapsiil ve biyofilm olusumu, bagisiklik sistemini devre disi birakarak enfeksiyonun
ilerlemesine katki saglanmaktadir (8).

Komplike olmayan sistit ve piyelonefrit tedavisinde siklikla nitrofurantoin,
fosfomisin, trimetoprim/siilfametoksazol (TMP/SMZ), florokinolonlar,
amoksisilin/klavulanat ve sefalosporin grubu antibiyotikler kullaniimaktadir (2).
Antimikrobiyallere direng, son yillarda USE’ye neden olan bakterilerde giderek
artmakta ve 6nemli bir halk sagligi sorunu haline gelmektedir (9). Diren¢ genlerini
kodlayan ¢ok sayida mobil elementin, 6zellikle plazmidlerin, Enterobacteriaceae
iiyeleri arasinda aktarilmasi sonucu diren¢ daha da fazla yayilip artmaktadir (10). Bu
diren¢ artis1 genislemis spektrumlu beta-laktamazlarin (GSBL), 6zellikle CTX-M
tipinin iretiminin kiiresel olarak yayilmasi sebebiyle Onem arz etmektedir.

Uropatojenik E. coli suslarindaki CID’e iliskin artan endise ve yeni antimikrobiyal



ajanlarin azlig1 nedeniyle, 6zellikle GSBL iireten direngli suglarda fosfomisin gibi eski
antibiyotiklerin kullanimi yeniden giindeme gelmistir (11).

Fosfomisin, Avrupa'da komplike olmayan USE tedavisinde yaygin olarak kullanilan
genis spektrumlu bir bakterisidal antimikrobiyal ajandir (12). Peptidoglikan
biyosentezinin ilk adimini inhibe ederek etki gostermektedir (13). Fosfomisine karsi
ti¢ farkli direng mekanizmasi gosterilmistir; antibiyotigin hedef enzimi olan MurA’nin
asir1 ekspresyonu veya mutasyonu, hiicre zarindaki tasiyici genlerdeki mutasyonlar ve
fosfomisin modifiye edici enzimlerle gerceklesen enzimatik inaktivasyon (14).
Enzimatik inaktivasyon, Enterobacterales tarafindan plazmidlerle taginan farkli fosA
ve fosC2 genleri ile iligkilidir ve bu, bakteriler arasinda direncin yayilmasini
arttirmaktadir. E. coli’ de, fos genlerinin en yaygin olani, ¢ogunlukla blactx-m geni ile
iliskili olan ve Dogu Asya'da yaygin olarak bildirilen fosA3'tiir (15). fosA3 daha sonra
cesitli Avrupa iilkelerinde de raporlanmistir (16,17).

Ulkemizde ve diinyada giderek artan antimikrobiyallere diren¢ nedeniyle iiriner
sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde fosfomisin antibiyotigi alternatif ila¢ olarak
dikkat ¢ekmektedir. Bu ¢alismada idrar 6rneklerinden izole edilen fosfomisin direngli
E. coli izolatlarinda fosfomisin direng genlerinin (fosA, fosA3, fosC2, fosB ve fosX)
es zamanli olarak blactx-m, blatem ve blasnv gibi beta laktamaz genlerinin
aragtirtlmasi, s6z konusu genlerin birlikteliginin incelenmesi amaglanmistir.
Ulkemizde fosfomisin diren¢ genlerinin oranlari ile ilgili veriler yetersizdir. Elde

ettigimiz bu sonuglarla literatiire katki saglanacagi dngoriilmiistiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. URINER SISTEM ENFEKSIYONU

Uriner sistem enfeksiyonlar1 (USE) insanlarda en sik goriilen bakteriyel
enfeksiyonlar arasindadir ve diinya genelinde her sene 150 milyon kisi bu
enfeksiyondan etkilenmektedir (18,19). Toplum kokenli komplike olmayan iiriner
sistem enfeksiyonlar1 ¢cogunlukla kadinlarda goriilmekle birlikte kadinlarin %40'mnin
ve erkeklerin %12'sinin yasamlar1 boyunca en az bir defa semptomatik USE atagi
yasadig1 ve etkilenen kadinlarin %27 ila %48'inin tekrarlayan USE gecirdigi tahmin
edilmektedir (20,21).

Uriner sistem enfeksiyonlar1 ayrica énemli bir ekonomik sorundur. Amerika
Birlesik Devletleri'nde, 2007 yilinda USE semptomlari i¢in tahminen 10,5 milyon
poliklinik bagvurusu (tiim ayaktan bagvurularin %0,9'unu olusturur) ve 2—3 milyon
acil servis bagvurusu oldugu bildirilmistir (22). Ulkemizde ise Ulusal Saglik Hizmeti
Iliskili Enfeksiyonlar Siirveyans Agi (USHIESA) Etken Dagilimi ve Antibiyotik
Direng¢ Raporu (2021) incelendiginde tilkemizdeki saglik hizmeti ile iliskili enfeksiyon
dagiliminda USE 3. siklikta goriilmektedir. USE’nin biiyiik ¢ogunlugunu kateter
iliskili USE olusturmaktadir (23).

Klinik olarak {tiriner sistem enfeksiyonlar: iki gruba ayrilmaktadir: komplike
USE ve komplike olmayan USE. Komplike olmayan USE tipik olarak saglikli, yapisal
veya norolojik {riner sistem anormallikleri olmayan bireyleri etkiler ve bu
enfeksiyonlar alt USE (sistit) ve iist USE (piyelonefrit) olarak ikiye ayrilmaktadir (24).
Kadin cinsiyet, gegirilmis bir USE, cinsel aktivite, vajinal enfeksiyon, diyabet, obezite
ve genetik yatkinlik dahil olmak iizere cesitli risk faktorleri sistit ile iligkili
bulunmustur (25).

Komplike USE’ler immiinsiipresyon, tas, iiriner obstriiksiyon, ndrolojik
hastaliga bagli olarak gelisen iiriner retansiyon, bobrek yetmezligi, bobrek
transplantasyonu, gebelik, kalici kateterler gibi iiriner sistemi veya konak savunmasini
olumsuz etkileyen faktorlerle iligkili bulunmustur (26).

USE’lere, gram-negatif ve gram-pozitif bakterilerin yan1 sira mantarlar da
neden olmaktadir. USE'lerde etken olan bakteriler arasinda, UPEC suslar1 en yaygin

olanidir. UPEC’in, komplike olmayan USE'lerin yaklasik %80'inden, toplum kaynakli



enfeksiyonlarin %95'inden ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin %50'sinden sorumlu
oldugu bildirilmistir (27). Ulkemizde saglik hizmeti iliskili USE etken dagiliminda
bliylik cogunlugunu (%74,1) Enterobacteriaceae grubu olustururken, bu grup icinde
en sik (%33,4) goriilen etkenin E. coli oldugu bildirilmistir (23). Komplike olmayan
USE’lerde E. coli'yi siklik acisindan Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
saprophyticus, Enterococcus faecalis, grup B Streptococcus, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Candida spp.gibi etkenler takip

etmektedir (5,28,29).

2.2. UROPATOJENIK Escherichia coli (UPEC)

Enterobacteriaceae ailesinin bir liyesi olan E. coli; fakiiltatif anaerop, sporsuz
gram negatif bir basildir. £. coli suslar1 hem bagirsak (akut gastroenterit, hemolitik
iremik sendrom) hem de intra-abdominal, akciger, deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari, yenidogan menenjiti ve bakteriyemi gibi cesitli bagirsak dist
enfeksiyonlara neden olmaktadir (30). Bu enfeksiyonlar ¢ok yaygin goriilebilmekle
beraber, yiliksek morbidite ve mortaliteyle seyredebilmektedirler (31,32).

Bagirsak florasinda bulunan E. coli iiriner sisteme gecerek periiiretral, {iretral
ve vajinal alanda kolonize olmaktadir. Daha sonra bakteriler mesaneye ulastiktan
sonra iiroepitelyuma tutunmaktadir (33). Uroepitelyuma yapisan bakteriler hiicre icine
girerek sitoplazmaya ulasip ¢ogalmaya baslamakta ve sessiz bir E. coli rezervuari
olusturabilmektedirler (34). Hiicre i¢i bakterilerin bir kismi mesane epitelinin dokiiliip
idrar yolu ile atilmasiyla temizlenirken, bir kismi1 biyofilm olusturarak konak immiin
yanittan kagmaktadir (35). Baz1 bakteriler ise biyofilm olusturmak yerine hareketli
forma doniiserek mesane liimenine yayilmaktadir ve hatta bobreklere kadar ilerleyerek
piyelonefrite sebep olmaktadir (6). Tiim bu siiregte E. coli’ ye ait bir¢ok viriilans
faktorli gorev almaktadir.

E. coli 'nin 6nemli viriilans faktorleri, genel olarak iki gruba ayrilmaktadir:
bakteri hiicre ylizeyinde bulunanlar ve salgisal viriilans faktorleri. Bakteriyel yiizey
viriilans faktorleri yaygin olarak tip 1 fimbria ve P fimbria olmak iizere cesitli
fimbrialar1 igermektedir. Bu fimbrialar konakgi hiicre yiizeyine yapismay1 saglayarak
doku invazyonuna (USE patogenezinde énemli) neden olmakta, biyofilm olusumuna

ve sitokin indiiksiyonuna da katki saglamaktadir. Bakteriyel yiizey viriilans faktorleri



arasinda flagellum, kapsiiler lipopolisakarit ve dig zar proteinleri de sayilabilmektedir
(36). E. coli, flagella araciliiyla idrar akisinin tersi yoniinde hareket ederek iireterler
yoluyla bobreklere ulagarak akut piyelonefrite ve kan dolasimina girerek iirosepsise
neden olmaktadir (37). Toksinler ve siderofor gibi demir toplama sistemleri salgisal
viriilans faktorlerindendir. UPEC, bir dizi toksin salgilayarak konake¢i epitel
hiicrelerine zarar verir. UPEC suslarinin yaklasik %50'si a-hemolizin {iretir ve bu
toksin {iretimi semptomatik USE ile giiclii bir sekilde iliskilidir (38). Hemolizinin
salgilanmasi, konak¢1 hiicrenin parcalanmasini saglayarak enfeksiyona neden olan
bakteriler tarafindan besin olarak kullanilabilen demir gibi diger biiylime faktorlerinin
salinmasina neden olmaktadir (39). Demir, bakteri iiremesi i¢in gereklidir ve {iriner
sistemde sinirli miktarda bulunmaktadir. UPEC’te 4 farkli siderofor sistemi
tanimlanmistir: aerobaktin, enterobaktin, yersiniabaktin ve salmokelin. Demir toplama

sistemleri UPEC i¢in 6nemli bir kolonizasyon faktoriidiir. (40).

2.3.USE TEDAVISi

USE, basta kadinlari etkileyen en yaygin enfeksiyonlardan biridir ve genellikle
niikslerle seyredip, yogun tedavi gerektiren kronik enfeksiyonlara yol acar; bu da
hastalar1 sik sik antimikrobiyal tedaviye veya uzun siireli profilaksiye maruz
birakmaktadir (41). Alt USE diizgiin ve hizli bir sekilde tedavi edildiginde, nadiren
komplikasyonlara yol a¢maktadir. Ancak tedavi edilmezse, tekrarlayan USE,
piyelonefrit, sepsis gibi komplikasyonlara ve hamile kadinlarda da erken membran
rliptiirli, koryoamniyonit, diisiik dogum agirlikli bebek gibi ciddi sonuglara yol
acabilmektedir (42).

Kadinlarda akut komplike olmayan sistit ve piyelonefritin tedavisi igin
Uluslararasi Klinik Uygulama Kilavuzlari, birinci se¢enek ilaglar olarak fosfomisin ve
nitrofurantoini énermektedir (43). Avrupa Uroloji Dernegi kilavuzlarina goére, tim
Avrupa iilkelerinde menopoz Oncesi kadinlarda komplike olmayan sistitin ve
piyelonefritin tedavisi i¢in Onerilen antibiyotikler su sekildedir: nitrofurantoin,
fosfomisin trometamol, TMP/SMZ ve pivmesillinam. TMP/SMZ, direncin yiiksek
oldugu yerlerde ampirik tedavi i¢in Onerilmezken; direncin diisiik oldugu (<%20)

bolgelerde kullanimi 6nerilmektedir (44).



Siprofloksasin ve levofloksasin gibi florokinolon grubu antibiyotiklerin
verebilecegi hasar géz onilinde bulundurularak, komplike olmayan sistit tedavisinde bu
antibiyotiklerin alternatif ila¢ olarak diisiiniilmesi dnerilmektedir (45). Siprofloksasin,
hafif ve orta dereceli piyelonefrit veya komplike USE vakalarinda ikinci secenek
ampirik tedavi olarak ve komplike olmayan sistit i¢in {igiincli se¢enek ampirik tedavi
olarak kullanilabilmektedir. Amoksisilin-klavulanat, hafif ve orta dereceli piyelonefrit
veya komplike USE icin birinci secenek tedavi ve ayrica komplike olmayan sistit i¢in

alternatif ampirik tedavi olarak 6nerilmektedir (46).

2.3.1. Antimikrobiyallere Diren¢

USE tedavisi icin antimikrobiyal ajan se¢imi patojenin lokal direng
profillerine bagl olarak degismektedir. Ozellikle tekrarlayan USE tedavilerinde
yaygin olarak ampirik antibiyotik kullanimi, antibiyotiklere olan direncin artmasinda
onemli bir etkendir. Son yillarda 6zellikle gelismekte olan iilkelerde E. coli’ deki
antimikrobiyallere olan direncin artmasi, florokinolonlar, sefalosporinler ve
aminoglikozidler gibi genis spektrumlu antibiyotiklerin asir1  kullanimiyla
sonuclanmakta ve bu da tedavi ve hastaneye yatis maliyetlerini artirmaktadir (44,47).

UPEC’te antimikrobiyallere direng, bir¢ok iilkede giderek artmakta, zamana ve
bolgeye bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Nitrofurontain i¢in bu diren¢ <%1,5-
%13,3 arasinda degismekle beraber fosfomisin i¢in bu oran <%1,5’tir. Geligsmekte
olan iilkelerde amoksisilin-klavulanat direnci %48-83, siprofloksasin direnci %55,5-
85,5 ve TMP/SMZ direnci icin %54-82 olarak degismektedir. Gelismis iilkelerde bu
oran sirastyla su sekildedir: amoksisilin-klavulanat %3,1-40, siprofloksasin %5,1-39.8
ve TMP/SMZ %14,6-37,1 (46).

Bazi UPEC izolatlar1 ampisiline ve birinci kusak oral sefalosporinlere direngli
olabilmektedir. Belgika, Almanya ve Ispanya'da ikinci kusak sefalosporin olan
sefuroksime diren¢ oranlar sirasiyla %5,5, %12,8 ve %16,6 olarak bulunmustur.
Ingiltere'de yatan hastalarin idrar 6rneklerinden elde edilen E.coli izolatlarmin iigiincii
kusak sefalosporinlere (sefotaksim/seftazidim) diren¢li olabildigi goriilmiistiir
(%13,8-21,3). Romanya'da iiciincii kusak sefalosporinlere duyarli UPEC oran1 %87
olarak bulunmustur (46).



Amerika’da 2003-2012 yillar1 arasinda yapilan retrospektif bir ¢aligmada kadin
hastalarda iiriner sistem Orneklerinden izole edilen etkenlerin antibiyotik direng
profilleri incelenmistir. Cocuk hastalarda E. coli izole edilen 6rneklerde antibiyotik
direng oranlar1 ampisilin i¢in %44,8, amoksisilin/klavulanat i¢in %3,1, sefuroksim i¢in
%?2,5, sefazolin i¢in %38,5, seftriakson icin %3,3, siprofloksasin i¢in %5,1,
nitrofurontain i¢in %0,5, TMP/SMZ igin %25,1 olarak bulunmustur. Erigskin geng
hastalarda antibiyotik diren¢ oranlari, ampisilin i¢in %41,3, amoksisilin/klavulanat
icin %3,9, sefuroksim igin %3,9, sefazolin i¢in %37,5, seftriakson icin %4,5,
siprofloksasin i¢in %11,8, nitrofurontain i¢in %0,9, TMP/SMZ i¢in %22,3 olarak
saptanmistir. Yaslt hastalarda ampisilin i¢in %45,2, amoksisilin/klavulanat i¢in %5,5,
sefuroksim i¢in %9,5, sefazolin i¢in %49,3, seftriakson i¢in %9,5, siprofloksasin icin
%29,1, nitrofurontain %2,6, TMP/SMZ i¢in %?26,8 olarak diren¢ oranlari
belirlenmistir (47).

2.3.2. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL) Direnci

B-laktamlara direng, ¢esitli mekanizmalarla gerceklesebilmektedir. Farkl: tipte
beta-laktamaz enzimlerinin iiretimi bu mekanizmalardan biridir. Beta-laktamazlar, -
laktam antibiyotiklerin (penisilin, sefalosporin, monobaktamlar ve karbapenemler) f3-
laktam halkasinin amid bagin1 hidrolize ederek etki gosterirler (48). Beta-
laktamazlarin siniflandirilmasinda en sik Ambler molekiiler siniflandirmasi ile Bush-
Jacoby-Medeiros fonksiyonel simiflandirmasi kullanilmaktadir (49). Ambler
smiflandirmasinda beta-laktamazlar, enzimleri kodlayan niikleotid dizilerine gore dort
sinifa ayrilmaktadir. A, C ve D sinifi beta-laktamazlar serin beta-laktamazlar; B sinifi
beta-laktamazlar ise metallobeta-laktamazlar olarak isimlendirilmektedir (50). Beta-
laktamazlarin en yeni siniflandirma semasi olan Bush, Jacoby ve Medeirios tarafindan
yapilan smiflandirmada ise beta-laktamazlar biyokimyasal 6zelliklerine ve substrat
profillerine gére dort gruba ayrilmaktadir (49).

GSBL, Ambler molekiiler sinif A’da yer alan grup 2be, grup 2e ve siif D (grup
2d) beta-laktamazlardan olusur. GSBL’ler; genis spektrumlu penisilinlere, 1., 2., ve 3.
kusak sefalosporinlere ve kismen sefepime etkili, karbapenemlere, sefamisinlere ve
beta-laktamaz inhibitorlerine etkisizdirler (51). GSBL enzimleri genellikle gesitli

gram-negatif bakterilerde plazmidlere bagli olarak iiretildiginden, bu enzimleri



kodlayan c¢esitli GSBL genleri (blactx-m, blarem, blasmy) diger bakteri tiirlerine
aktarilabilmektedir (52).

TEM tipi GSBL’ler, 1960'larin basinda tanimlanan orijinal plazmid aracil
beta-laktamaz TEM-1'in varyantlaridir (53). Bu enzim, orijinal olarak Temoneira adli
Yunan bir hastanin kan kiiltiiriinden alinan bir E.coli izolatinda bulundugu i¢in bdyle
adlandirilmistir (54). TEM-1'in yapisinda bir aminoasit degisikligi (39. pozisyondaki
glutamin yerine lizinin gegmesi) sonucu TEM-2, bu enzimin yapisinda 2 aminoasit
degisikligi ile de TEM-3 ortaya ¢ikar (55). Plazmid kdkenli bilinen en eski enzim olan
TEM-1, ampisilin, penisilin ve birinci kusak sefalosporin direncine neden olmaktadir
ancak oksiimino sefalosporinlere karst aktiviteleri bulunmamaktadir. TEM kokenli
GSBL’ler en sik E. coli ve K. pneumoniae ’da tanimlanmig olmakla birlikte,
Salmonella spp, P. mirabilis, Morganella morganii ve P. aeruginosa tiirlerinde de
bulunabilmektedir (56).

SHYV tipi beta-laktamazlar, K pneumoniae'da kromozomal olarak kodlanmig
enzimler olarak ortaya ¢ikmstir (57). SHV-2, 1985'te tanimlanan ilk SHV tipi GSBL
genidir. SHV-2, ilk defa Almanya'da bir Klebsiella ozaenae susundan elde edilmis ve
SHV-1'in 238 pozisyonundaki glisin yerine serin gelmesiyle olusmustur (58). SHV-1,
ampisilin, tikarsilin ve piperasilin gibi penisilinlere etkilidir ancak oksiimino
sefalosporinlere karst etki gostermemektedir (57). SHV tipi GSBL'ler en sik K.
pneumoniaemin klinik izolatlarinda goriiliirken, ayrica Enterobacterales ve P.
aeruginosa'da da bulunmustur (59).

CTX-M grubu enzimler TEM ve SHV den farkli olarak sefotaksimi substrat
olarak kullanmaktadirlar (60). CTX-M tipi GSBL’ler konjugatif plazmid ya da
transpozon aracilig1 ile bagka bakteriden horizontal gen transferiyle olusabilmektedir
(61). Ilk CTX-M tipi beta-laktamaz (CTX-M-1) 1989°da Almanya’da E. coli susunda
kesfedilmistir (62). Diinya ¢apinda 2000'li yillardan bu yana, CTX-M tipi GSBL'ler,
TEM kaynakli ve SHV kaynakli GSBL'lerden daha yaygin hale gelmistir (63). CTX-
M enzimi sefotaksim ve seftriaksona karsi etkili iken seftazidime karsi1 daha zay1if etki
gostermektedir (64).

Plazmid aracili genislemis spektrumlu beta-laktamazlar diinya ¢capinda giderek
artmaktadir ve CTX-M tipi GSBL'lerin hem insan hem de hayvan kdkenli izolatlar
arasinda yayilarak arttig1 ve birgok lilkede yiiksek prevalanslarinin bildirildigi dikkati



cekmektedir (65). Enterobacteriaceae'da, CTX-M tipi GSBL'ler genellikle
aminoglikozidler, tetrasiklinler, siilfonamidler ve trimetoprim gibi ilaglarin direng
genlerini de tasiyan plazmidler iizerinde kodlanmaktadir. Ozellikle fosfomisin direng
genlerinin CTX-M tipi GSBL'ler ile olan baglantis1 dikkati ¢ekmektedir (66).
Fosfomisin, florokinolon direngli ve GSBL iireten E. coli'ye karst aktif
oldugundan, iiriner sistem enfeksiyonlarinin (USE) tedavisi i¢in dnerilen ilk segenek
antibiyotiklerden biridir (43). Bununla birlikte, plazmid aracili fosfomisin diren¢ geni
fosA3, basta Cin olmak iizere bircok Asya iilkesinde hem insanda hem de hayvanda
ortaya ¢ikmig ve yayilmistir (67,68,69). Yapilan bir¢cok calismayla fosA3 ve blactx-m
genlerinin ayni plazmid {izerinde tasindigi goriilmiistiir (67,70,71). Japonya'da baska
bir plazmid aracili fosfomisin direng¢ geni olan fosC2 de blactx-m geni tasiyan E. coli
izolatlar1 arasinda tanimlanmstir (72). Cin’de yapilan bir calismada Enterobacterales
izolatlarinda plazmid aracili fosA3 geninin prevelanst ve karakterizasyonu
aragtirtlmistir. Ayn1 zamanda hem fosA3 hem blactx-m geni tasiyan bir plazmidin,

Cin’den ve farkli iilkelerden tespit edilen plazmidlerle karsilastiriimasi sekil 1°de

gosterilmigtir (73).
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Sekil 1. fosA3 geni tasiyan F24: A-:Bl1 plazmid pHNTC9e'nin diger benzer plazmidlerle

karsilastirilmasi.

Her daire farkl bir plazmidi temsil eder (icten disa dogru): pCombat13F7-2, pH 2332-166, pP2-
3T, S30 plazmid A ve pHNTCY9e. Mobil 6geler yesil oklarla, antibiyotik diren¢ genleri kirmizi

oklarla, transfer (tra ve trb) genleri en distaki halkada mavi oklarla isaretlenmistir (73).

2.4. FOSFOMISIN

Fosfomisin ilk olarak 1969'da Merck, Sharp & Dohme Arastirma
Laboratuvarlari’ndan Streptomyces fradiae, Streptomyces viridochromogenes ve
Streptomyces wedmorensis tarafindan iiretilen genis spektrumlu bir hiicre duvari
sentezi inhibitdrii olan fosfonomisin olarak rapor edilmistir. Ispanyol ekip CEPA
(Compaiiia Espafiola de Penicilina y Antibioticos) tarafindan Avrupa'da
gelistirildikten sonra, 1970'lerden itibaren ilk olarak intravenéz (IV) formda
(disodyum tuzu) kullanilmaya baslanmis ve daha sonra oral forma (fosfomisin
trometamol/trometamin veya fosfomisin kalsiyum) gecis yapilmistir. Cogu Avrupa
iilkesinde uzun yillar kullanilmasina ragmen, komplike olmayan sistitin tedavisinde
oral fosfomisin trometamin (Monurol) kullaniminin ‘Food and Drug
Administration’(FDA) tarafindan onaylanmasi 1996 yilim1  bulmustur (74).
Fosfomisin'in parenteral formunun bir¢ok direngli patojene karst etkili oldugu
bulunmus ve ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde ¢alisilmigtir (75). Fosfomisinin gesitli

formlarinin molekiiler yapisi sekil 2°de belirtilmistir (76).
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Sekil 2. (A) Fosfomisin trometamoliin molekiiler yapisi. (B) Fosfomisin kalsiyummun molekiiler

yapist. (C) Fosfomisin disodyumun molekiiler yapisi (76).

2.4.1.Fosfomisinin Etki Mekanizmasi

Fosfomisin, bir epoksit halkast ve bir fosfonik grup igeren, fosfoenolpiriivat
(PEP) analogu, genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Bakteri hiicre duvari sentezini geri
doniistimsiiz olarak engelleyerek bakterisid etki gosterir. Peptidoglikan sentezini, -
laktam ve glikopeptid antibiyotiklerine gore daha erken bir asamada inhibe eder (77).

Fosfomisin, hedef hiicreye girmek igin iki farkli transport sistemi kullanir. 1ki
glukoz-6-fosfat tarafindan indiiklenen heksoz monofosfat tagima sistemi (UhpT) iken,
digeri gliseraldehid-3-fosfat tarafindan indiiklenen L-a-gliserofosfat tagima sistemi
(GlpT)’dir. Fosfomisin hiicre i¢ine girip sitoplazmaya ulastiktan sonra peptidoglikan
sentezinin ilk basamaginda gorevli olan MurA enziminin 115. sistein rezidiisiine
baglanarak etki gostermektedir. MurA enzimi, diger adiyla UDP-N-asetilglukozamin
enolpiruvil transferaz, N-asetilglukozamin ve fosfoenolpiruvattan (PEP) N-
asetilmuramik asit (peptidoglikan Onciisili) sentezini katalize eder. Hem gram-pozitif
hem de gram-negatif bakterilerin, peptidoglikan sentezi i¢in N-asetilmuramik asit
olusumunu gerektirmesi, fosfomisinin etki spektrumunun c¢ok genis olmasin
saglamistir (74,77,78). Bu nedenle fosfomisin, metisiline direngli S. aureus (MRSA),
metisiline direncli koagiilaz negatif stafilokoklar (MRKNS), vankomisine direngli
enterokoklar (VRE), penisiline diren¢li Streptococcus pneumoniae, GSBL iireten
Enterobacterales, karbapenemaz iireten Enterobacterales (KPE) ve CID P.
aeruginosa gibi birgok direncli patojenin tedavisinde kullanilmistir (79).

2.4.2. Fosfomisinin  Farmakodinamik/Farmakokinetik  (FD/FK)
Ozellikleri

Fiziksel-kimyasal 6zellikleri agisindan fosfomisin, cogu dokuya ve interstisyel
stviya kolayca yayilan, diisiik molekiil agirlikli, plazma protein baglanmasi diisiik,
suda ¢oziiniir bir bilesiktir. Caligmalar, fosfomisinin iltihapli dokulara, kemiklere ve
akcigerlere niifuz ettigini ve uygun konsantrasyonlara ulastigini gostermistir (80).
Fosfomisinin metabolize olmamis formu neredeyse sadece idrarla atilmaktadir (81).

Fosfomisin, plazma proteinlerine diisilk oranda baglandig1 icin ozellikle
glomeriiler filtrasyon yolu ile elimine edilmektedir ve bu yiizden klirensi glomeriiler

filtrasyon hizi ile iyi bir korelasyon gostermektedir (82).
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Fosfomisin 3 gr’lik tek doz kullanim sonrasinda yaklagik iki saat icinde
maksimum serum konsantrasyonuna (22-32 pg/ml) ulasmaktadir. Tek doz (3g)
fosfomisinin biyoyararlanimi %34 ila %41 arasinda degismektedir. Fosfomisinin
ortalama yar1 omrii 5.7 saattir. Fosfomisin esas olarak idrar yolu ile atilirken sadece
<%0,5’1 biliyer yolla elimine edilmektedir. Fosfomisinin ortalama pik idrar
konsantrasyonlari, 3 gr’lik tek doz kullanim sonrasindaki ilk 4 saat iginde ortaya
cikmaktadir ve genellikle 1053 ila 4415 mg/L araligindadir. Tek bir dozun yaklasik
%32-43"0 48 saat icinde ve bunun yaklagik %85-95'1 24 saat icinde atilmaktadir.
Bununla birlikte, ¢ogu {riner patojeni inhibe etmek icin yeterli olan >128 mg/L
fosfomisin konsantrasyonlari, tek bir 3 g oral dozdan sonra 24-48 saat boyunca
korunmaktadir (83).

Oral uygulama i¢in iki fosfomisin tuzu mevcuttur: fosfomisin trometamin ve
fosfomisin kalsiyum. Her iki tuz da oral uygulamay: takiben hizla emilir ancak
fosfomisin kalsiyum, asidik gastrik ortamda hidrolizle inaktive edildiginden,
fosfomisin trometamin i¢in biyoyararlanim %40 iken, fosfomisin kalsiyum i¢in bu
oran %12’dir (84,85).

Fosfomisinin bakteriyolojik aktivitesi ile iligkili FK/FD parametresi net bir
sekilde tantmlanamamistir ve mikroorganizmaya bagl oldugu diisiiniilmektedir. Son
caligmalar, gram-negatif basillerde (P. aeruginosa, E. coli ve Proteus spp.) fosfomisin
aktivitesini en iyi gosteren FK/FD parametresinin, egri altinda kalan alanin minimum
inhibitor konsantrasyona orani (AUC/MIC) oldugu dngériilmektedir (86).
2.4.3.Fosfomisin Diren¢ Mekanizmalari

Fosfomisin direnci, ii¢ farkli mekanizma ile ger¢eklesmektedir (sekil 3) (87)
1) Fosfomisine gegirgenligin azalmasi
2) Antibiyotigin hedef bdlgesi olan MurA’daki modifikasyonlar
3) Enzimatik inaktivasyon (14,81,88).
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Sekil 3. Fosfomisin diren¢ mekanizmalari; 1. Fosfomisine azalmis gecirgenlik, 2.
Fosfomisin modifiye edici enzimler ve 3. MurA aktif bolgesi sistein rezidiisiiniin

fosfomisin tarafindan modifikasyonu (87)

[1k iki mekanizma kromozom kontroliinde iken, ii¢iincii mekanizma kromozom
veya plazmid aracili olmaktadir. Kromozom aracili diren¢ mekanizmalarinin ¢ogunda,
transport sistemlerindeki mutasyonlar nedeniyle direng olusmaktadir (74).

1)Fosfomisine gecirgenligin azalmasi

Fosfomisin tasiyict sistemindeki glpT ve/veya uhpT genlerindeki mutasyon
veya bunlarin diizenleyici genleri olan uhpA, uhpB ve uhpC’den birinde veya her
ikisinde meydana gelen mutasyonlar sonucu fosfomisine olan gecirgenlik
azalmaktadir (89). Kromozomal olarak gelisen bu diren¢ mekanizmasi ilk olarak E.
coli ve P. aeruginosa izolatlarinda tanimlanmistir. A. baumannii’deki kromozomal

direng ise tetrasiklin ve kloramfenikol direncinden de sorumlu abrp genindeki

mutasyonlarla olusmaktadir (78).
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2) Antibiyotigin hedef bolgesi olan MurA’daki modifikasyonlar

Fosfomisinin hedef bdlgesi olan MurA’daki modifikasyonlar da fosfomisin
direnci ile sonug¢lanmaktadir. E. coli’de fosfomisin, MurA'nin 115. pozisyonunda
sisteine kovalent olarak baglanmaktadir. Bu aktif bolgede sisteinin aspartat ile yer
degistirmesinin fosfomisine direngle sonuclandigi gosterilmistir (90,91).

Mycobacterium tuberculosis fosfomisine dogal direnclidir. Bunun sebebi ise
MurA’nin  117. pozisyonunda sistein yerine bir aspartat bulunmasi sonucu
fosfomisinin etki gosterememesidir (78).

MurA'nin asir1 ekspresyonu, fosfomisine direngli bir fenotipin gelisimine
katkida bulunabilen bagka bir mekanizmadir (92). Bununla birlikte, MurA
modifikasyonu veya asir1 ekspresyonuna bagli direng, glpT ve uhpT genlerindeki
mutasyon gibi tastyict aracili mekanizmalarla karsilastirildiginda daha nadir
goriilmektedir (74).

3) Enzimatik inaktivasyon

Fosfomisin modifiye edici enzimler, fosfomisinin enzimatik inaktivasyonuna
neden olarak direng gelisimine yol agmaktadir. Enzimatik inaktivasyon fosfomisinin
epoksit halkasinin enzimatik ac¢ilmasi ile ya da fosfonat grubunun fosforilasyonuyla
etkisizlestirilmesine dayanmaktadir. Bu modifiye edici enzimler kromozomal olarak
kodlanabilir ancak E. coli basta olmak iizere ¢esitli bakteriler tarafindan plazmidler
aracilifiyla kodlanip aktarilabilmektedirler (93,94).

Tiim bu diren¢ mekanizmalar1 g6z 6niinde bulunduruldugunda, epidemiyolojik
onemi nedeniyle en ¢ok dikkat ¢ceken mekanizma, fosfomisin inaktivasyonudur (78).

Fosfomisin modifiye edici enzimler; FosA, FosB ve FosX olmak iizere 3
metalloenzim ve FomA ve FomB olmak iizere 2 kinaz grubu enzimden olusmaktadir
(77). Metalloenzimler fosfomisinin epoksit halkasini acarak etki gosterirler ve bunu
yaparken cesitli substratlar kullanmaktadirlar (74,77,78). FosA, glutatyon kullanirken,
FosB, basilitiol ve FosX, su kullanmaktadir (95,96,97) (Sekil 4).

Fosfomisinin modifiye edici enzimlerle inaktivasyonu ilk olarak FosA
tarafindan kodlanan glutatyon S-transferaz adli bir metalloenzim grubunda
tanimlanmustir (91). Bu enzim, kofaktor olarak Mn*™? ve K* kullanir. fosA geni

cogunlukla Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. ve Acinetobacter tiirlerinde
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bulunur (91). fosA geninin birgok alt tipi tanimlanmistir: fosA2,fosA3, fosA4, fosAS,
JfosA6, fosAT (72,98-102).

Bu Fos enzim gruplar arasinda, epidemiyolojik acidan en ilgili olani, E.
coli’deki plazmit aracili FosA3'tiir (74). FosA3 ilk olarak 2006'da Japonya'da
tanimlanmis bir E. coli klinik izolatindan bildirilmistir (72). FosA3, Asya iilkelerinde
ve son zamanlarda Avrupa’da klinik ve ¢evresel E. coli izolatlar1 arasinda en yaygin
olarak goriilen Fos enzim ¢esididir (67). Ancak daha sonra Dogu Asya'da (Cin, Hong
Kong, Kore ve Japonya), GSBL iireten E. coli 'de ve daha az olarak K. pneumoniae’da
(insanlardan ve evcil hayvanlardan) fosA3 geni bildirilmistir (67,103,). fosA geni ve
fosA2, fosA3, fosA4, fosAS ve fosA6 gibi ¢esitli homolog genleri, GSBL iireten E.coli
izolatlarinda ve karbapenemaz lreten K. pneumoniae'da  plazmidlerle
iligkilendirilmistir (78).

Bagka bir fosfomisin modifiye edici enzim olan Fos B, fosfomisini sistein veya
basilitiol molekiilii kullanarak inaktive eder. FosB, FosA ile %38 aminoasit benzerligi

+29

gosterse de Mg™=’ye bagimli bir enzim olmasi ve tiyol dondrii olarak sistein
kullanmastyla FosA’dan ayrilmaktadir (104). Mevcut veriler, fosB geninin agirlikli
olarak gram-pozitif bakterilerde ifade edildigini ve hem plazmitte (Staphylococcus
spp. ve Enterococcus spp.'de) hem de kromozomda kodlanabildigini (Bacillus subtilis’
te) gostermektedir (104,105,106).

FosX; FosA ve FosB enzimleriyle iligkilidir, ancak halkay1 kirmak i¢in su
kullanan Mn*? bagimli bir epoksit hidrolazdir. FosX enzimleri Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum ve Brucella melitensis' te bulunmustur (14).

Plazmid aracili fosfomisin modifiye edici enzimlerin baska bir grubu FosC,
ATP'yi kullanarak fosfomisine bir fosfat grubu eklemekte, bunun sonucunda

fosfomisin inaktivasyonu gerceklesmektedir (107). FosC2, FosA ile %56 oraninda

amino asit dizisi benzerligi paylasmaktadir (72).
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Fos  enzimlerinin  molekiiler  yapist  sekil 4’te  gosterilmistir  (77).
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Sekil 4. Fosfomisinin inaktivasyonuna yol acan fosfomisin modifiye edici enzimler

(77).

2.4.4.Fosfomisin In vitro Duyarhlik Yontemleri

Fosfomisin in vitro duyarlilig1, agar diliisyon, disk difiizyon ve gradient testleri
ile saptanabilmektedir. Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST)
ve Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisi (CLSI) tarafindan fosfomisine
duyarlilik ¢aligmasi i¢in Onerilen referans yontem, besiyerine glikoz-6-fosfat (G-6-
P/25 mg/L) eklenerek yapilan agar diliisyon yontemidir.

CLSI, disk diflizyon yontemini yalnizca iiriner sistem orneklerinden iireyen
E.coli klinik izolatlarinda Onerirken diger Enterobacterales tiirleri ig¢in bu test
onerilmemektedir (108). EUCAST de yine aym sekilde disk difiizyon yontemini
Enterobacterales tiirleri i¢inde sadece E. coli i¢in Onerirken, E. coli diginda kalan diger
Enterobacterales tiirleri i¢in mutlaka agar diliisyon yoOnteminin kullanilmasini

onermektedir (109).
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E. coli’de fosfomisinin hiicre i¢ine tasinmasinda gorevli olan heksoz-6-fosfat
(UhpT) yolagi, ekstraseliiler G-6-P tarafindan indiiklenir. Bu yilizden agar diliisyon
yonteminde yanlig diren¢ oranlarini azaltmak i¢in besiyerine 25 mg/L. G-6-P eklenir.
Disk difiizyon testinde, diskler G-6-P ile desteklendiginden (200 pg fosfomisin / 50
ng G-6-P) besiyerine G-6-P eklenmesi gerekli degildir (108,109). Disk difiizyon
yonteminde E. coli izolatlarinin %41 kadarinda inhibisyon zonu iginde koloniler
gorlinebildigi i¢in inhibisyon zonu degerlendirilirken dikkatli olunmalidir (78).
EUCAST, E. coli i¢in inhibisyon zonu i¢inde {ireyen kolonilerin dikkate alinmamasi

gerektigini 6nermistir (Sekil 5) (109).

Escherichia coli ve fosfomisin igin inhibisyon zonu érnekleri.
a-c) Tum kolonileri gézardi et ve dis zon sinirini degerlendir.
d) Inhibisyon zonu yok olarak dederlendir.

Sekil 5. Fosfomisin duyarhiliginin disk difiizyon yontemiyle degerlendirilmesi
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. IZOLATLARIN TOPLANMASI VE SAKLANMASI

Bu calisma Ankara Bilkent Sehir Hastanesi 2 No’lu Etik Kurul Baskanligi
tarafindan E2-22-1973 sayili karari ile 22/06/2022 tarihinde onaylanmustir.

Calismaya Agustos 2022-Subat 2023 tarihleri arasinda Ankara Sehir Hastanesi
Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari’na kiiltlir i¢in gonderilmis idrar 6rneklerinden
izole edilen ve fosfomisine direngli bulunan 97 E. coli izolat1 dahil edilmistir. Her
hastanin sadece tek bir 6rnegi calismaya dahil edilmistir. Izolatlar, calisma yapilana
kadar %10 gliserollii beyin kalp infiizyon (BHI) buyyon i¢inde -20°C’de saklanmustir.

3.2. MIKROBIYOLOJIK KULTUR VE TANIMLAMA

1. Laboratuvara kiiltiir i¢in gonderilen idrar 6rneklerinin ekimleri kanli agar ve
UTI agar besiyerlerine yapildi.

2. Ekim yapilmis plaklar etiivde 37°C’de 18-24 saat boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda plakta saf olarak >10° CFU/ml koloni iireyen izolatlar
isleme alind1.

3. lIzolatlarin tanimlanmasi i¢in matriks destekli lazer dezorpsiyon iyonizasyon-
ucus siiresi kiitle spektrometrisi (MALDITOF-MS, Biomerieux, Fransa)
kullanildi.

4. MALDITOF-MS ile E. coli olarak tamimlanan izolatlar antimikrobiyal
duyarlilik testleri i¢in ileri isleme alind1.

3.3. ANTIMIiKROBiYALLERE DUYARLILIGININ ARASTIRILMASI

1. Rutin bakteriyoloji laboratuvarinda kullanilan otomatize sistem Vitek 2
(Biomerieux, Fransa) cihazi ve AST N327 kart1 kullanilarak antimikrobiyal
duyarlilik testleri yapildi.

2. Otomatize sistemle fosfomisine direngli saptanan izolatlar ¢alismaya dahil
edildi.

3. Otomatize sistemle fosfomisin direnci saptanan izolatlara ayn1 zamanda Kirby-
Bauer Disk Difiizyon yontemiyle fosfomisin duyarlilik testi yapildi ve sonuglar
not edildikten sonra ileri islem i¢in izolatlar %10 gliserollii BHI buyyon i¢inde

-20 °C ‘de saklanda.
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4.

Klinik izolatlarin toplanma siireci igerisinde otomatize sistem giincellenmesi
gergeklesmesi ve yeni gelen AST kartinda (Vitek 2 AST-N423) artik
fosfomisin antibiyotiginin yer almamasi nedeniyle, fosfomisin direncli suslarin
belirlenebilmesi i¢in tarama testi olarak disk difiizyon yontemine gegildi.

Otomatize sistem ve/veya disk diflizyon yontemi ile fosfomisine direncli
bulunan 97 E. coli izolatina ayn1 zamanda referans yontem olan agar diliisyon

yontemi ile fosfomisin duyarliligi bakildu.

3.3.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi ile Fosfomisin Duyarliigmnin
Arastirilmasi (110)

1.

Laboratuvara kiiltiir i¢in gonderilen idrar drneklerinden saf 103 CFU/ml koloni
E. coli iireyen plaklar isleme alinmisgtir.

Ilk asamada benzer morfoloji gdsteren kolonilerden birkag tanesi steril 6ze
yardimiyla alindi ve steril salinle (%0.45 NaCl) karistirilarak 0.5 McFarland
bulanikliginda 2 x 108 CFU/ml bakteri sayisina karsilik gelen homojen bir
siispansiyon elde edildi.

Hazirlanan ¢ozeltiye steril pamuklu ekiivyon ¢ubugu daldirildi. Ekiivyondaki
inokiilumun Miiller Hinton Agar besiyeri yiizeyine, iic yonde biitiin plagi
kaplayacak sekilde ¢gubuk yardimiyla yayilmasi saglandi.

Ardindan fosfomisin diski (200 pg Fosfomisin Trematol/ 50 pg Glikoz-6-
Fosfat) (Oxoid™) agar ylizeyine yerlestirilerek 37 °C etiivde 18-24 saat inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonrasinda inhibisyon zon ¢ap1 kumpas (¢ap dlger) ile dlciildii.
Antibiyotik duyarliligt EUCAST o6nerilerine gore degerlendirildi, inhibisyon
zon ¢apt 24 mm ve lizeri olan koloniler duyarli, 24 mm’den kiigiik olan

koloniler direngli olarak kabul edildi (109).

Resim 1. Fosfomisin Duyarlihgmin Disk Difiizyon Yontemi ile Degerlendirilmesi
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3.3.2. Agar Diliisyon Yontemi ile Fosfosmisin Duyarliiginin Arastirilmasi
(110)

1) Fosfomisin ¢calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi

1. Agar diliisyon testi i¢in fosfomisin trometamol (Sigma-Aldrich, ABD) toz
antibiyotigi kullanildi. Toz antibiyotik, distile su kullanilarak belirli
konsantrasyonlarda antibiyotik iceren c¢alisma soliisyonlar1 elde edilmesi
amaciyla sulandirildi.

2. Caligmamizda agar dilliisyon plaklarimizin 0,25 — 128 mg/L diliisyon
araliginda 10 farkli antibiyotik konsantrasyonu igermesi planlandi.

3. Hazirlanan antibiyotik sollisyonlar1 sonraki asamalarda 25 mg/L
konsantrasyonda G-6-P igeren Mueller-Hinton agar besiyeri ile 1/10 oraninda
sulandirilacagindan 2,5- 1280 mg/L konsantrasyon araliklarindaki fosfomisin
iceren antibiyotik soliisyonlar1 hazirlanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in 10 adet
steril tiip alinarak hedef stok antibiyotik konsantrasyonlari tizerlerine yazilarak
tiipler 1’den 10’a kadar numaralandirildi.

4. Asagida yer alan hacim-agirlik-potens-konsantrasyon formiiliine dayanarak 64
mg agirligindaki fosfomisin trometamol toz antibiyotigi hassas terazi ile tartilip
50 ml hacimdeki distile su i¢inde ¢oziilerek 1280 mg/L konsantrasyonda

fosfomisin trometamol igeren antibiyotik stok soliisyonu hazirlandu.

Agirlik (mg) x Potens (ug/mg)

Hacim(ml) =

Konsantrasyon (pug/ml)

5. Seri sulandirimlar yapmak amaciyla daha onceden 1’den 10’a kadar
numaralandirilmis tliplerin ilki haricindekilere 5’er ml steril distile su eklendi.
Birinci ve ikinci tiiplere, 1280 mg/L konsantrasyondaki antibiyotik stok
soliisyonundan dogrudan 5’er ml ilave edildi. Bdylece 2. tiipte yar1 yariya
sulandirim saglanmis olup 10 ml hacme sahip 640 mg/L sonug

konsantrasyonunda antibiyotik soliisyonu elde edildi.
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6. Icinde 5 ml distile su bulunan her tiipe, bir 6nceki tiipteki soliisyondan 5 ml
eklenerek, son konsantrasyonun 2,5 mg/L oldugu tiipe kadar iki kat seri
sulandirim islemi yapildi. Son tiipte olugsan hacimden ise steril pipet ile 5 ml
cekilerek disartya atildi. Bu asamada tiiplerde 2.5-1280 mg/L arasindaki 10
farkli fosfomisin konsantrasyonunda soliisyonlar elde edildi.

2) Fosfomisin agar diliisyon plaklarinin hazirlanmasi

1. Besiyeri olarak Mueller-Hinton agar, (BD, ABD) firma 0nerileri
dogrultusunda distile su i¢inde hazirlandi.

2. Otoklavda uygun kosullarda 15-20 dakika sterilize edildikten sonra sogumasi
beklenerek, icerisine 25 mg/L konsantrasyonda olacak sekilde G-6-P (Sigma-
Aldrich, ABD) eklenip su banyosunda 45-50°C’de agar petrilerine
dokiiliinceye kadar donmadan bekletildi.

3. 10 farkli konsantrasyonda fosfomisin agar icerecek olan steril petriler
hazirlanarak, petrilerde olusacak son fosfomisin konsantrasyonlar1 plaklarin
tizerine yazildi.

4. Daha onceden steril sekilde hazirlanmis falkon tiiplerine, fosfomisin stok
soliisyonundan 5 ml ve G-6-P iceren MHA besiyerinden 45 ml konularak
karigtirildi. Bu sekilde her flakona belirli konsantrasyonda 1 birim fosfomisin
stok sollisyonu ve 9 birim MHA konularak fosfomisin agar besiyerimiz
petrilere dokiilmek iizere hazirlandi. 90 mm’lik petrilere fosfomisin stok
sollisyonu igeren bu MHA karisimindan yaklasik 20 ml dokiilerek 4 mm
kalinliginda agarlar elde edildi.

5. Busekilde 128 mg/L, 64 mg/L, 32 mg/L, 16 mg/L, 8 mg/L, 4 mg/L, 2 mg/L, 1
mg/L, 0,5 mg/L ve 0,25 mg/L olmak iizere 10 farkli konsantrasyonda
fosfomisin igeren agar plaklar1 hazirlandi.

6. Hazirlanan plaklar bir kismi1 hemen kullanilmis digerleri ise parafilm ile
kaplanarak agz1 kapali sekilde bes giin icinde kullanilmak kosuluyla
buzdolabinda 4°C’de saklandi.
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3) Agar diliisyon yontemi icin izolatlarin hazirlanmasi

1. Gliserollii buyyonda stoklanmig E. coli izolatlarinin KKA*‘a yapilan ikinci
pasajlartyla elde edilen taze kolonilerden, serum fizyolojik i¢inde yaklasik
2x10% cfu/ml bakteri sayisina denk gelen 0,5 McFarland standardina es deger
bakteri soliisyonu hazirlandi.

2. 0,5 McFarland bulanikliktaki bu soliisyon 2 kere 1/10 ve takiben 1/2 olmak
iizere serum fizyolojik iceren cam tiipte totalde 1/200 oraninda sulandirilarak
108 cfu/ml bakteri siispansiyonu elde edildi.

3. 10° cfu/ml bakteri iceren siispansiyondan fosfomisin igeren agar plaklarina
ekilmek tizere 10 pl alinarak petri ylizeyindeki son bakteri siispansiyonu 10*
cfu /ml bakteri olacak sekilde ayarlandi.

4. Bakteri siispansiyonundan steril 6ze ile 10’ar pl alinarak MHA yiizeyine damla
seklinde birakildi.

5. Ekim yapilmis plaklar 37 °C etiivde 18-24 saat inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrasinda ekim yapilan plaklarda bakteri {iremesi varlig

degerlendirildi. Bakteri tiremesinin goriilmedigi ilk antibiyotik konsantrasyon

degeri MIK olarak belirlendi.

Resim 2. Fosfomisin Duyarhih@inin Agar Diliisyon Yontemiyle Degerlendirilmesi
66 ve 74 nolu izolatlar 8 mg/L konsantrasyonunda fosfomisine duyarh, 54, 57, 60, 61 nolu izolatlar

16 ve 32 mg/L konsantrasyonunda fosfomisine duyarh ve 49 ,50, 51, 52, 53, 55, 56, 58, 59, 62, 63,
64 nolu izolatlar 16 ve 32 mg/L konsantrasyonunda fosfomisine direncliydi.
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3.4. MOLEKULER YONTEMLERLE FOSFOMISIN DIRENC
GENLERININ SAPTANMASI

3.4.1. DNA izolasyonu

Mikroorganizmadan DNA elde etmek i¢in kaynatma yontemi kullanildi.

1. Calisma oncesinde ilk olarak gliserollii BHI buyyonunda -20°C’de saklanan
stoklar ¢oziilerek canlandirma pasaji yapildi.

2. Her bir izolat kanli agara ekim yapildiktan sonra 37 °C’de 18-24 saat inkiibe
edildi.

3. Kanl agar plaklarinda saf olarak tiretilen E. coli kolonilerinden bir 6ze dolusu
alinip 1 ml beyin kalp infiizyon buyyonuna ekilerek bir gecelik inkiibasyona
birakildi (37°C’ de 18-24 saat).

4. Sivi besiyerinde iireyen bakteri siispansiyonu 13000 rpm’de 20 dk santrifiij
edildi.

5. Uste kalan siv1 aspire edildikten sonra iizerine 200 pl steril distile su eklenip
tiipler vortekslenerek 20 dk 99 °C’de 1s1 blogunda kaynamaya birakildu.

6. Is1 blogundan ¢ikarilan tiipler 13000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

7. Ardindan dipteki ¢okeltiye dokunmadan tistteki sividan 200 pl yeni bir steril
ependorf tiipiine alindi.

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

3.4.2. fosA3, fosA, fosC2, fosX, fosB genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile
belirlenmesi

Fosfomisine direngli olan izolatlarda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
yontemiyle fosA3, fosA, fosC2, fosX, fosB genleri arastirildi. DNA amplifikasyonlari
ThermalCycler (Corbett Research RG-6000, Rotor-Gene) cihazi ile yapildi.
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Kullanilan Primerler:

Baz
Primer Baz Dizisi Kaynak
Uzunlugu
F: 5°-GGC ATT TTA TCA GCA GT-3
JosA3 350 bp (69)
R: 5’-AGA CCA TCC CCT TGT AG-3¥
F: 5-ATC TGT GGG TCT GCC TGT CGT-3’
fosA 271 bp (69)
R: 5>-ATG CCC GCA TAG GGC TTCT-3’
F: 5°-CGA GCC AAG ATT ACT GT-3’
JosC2 196 bp (69)
R: 5-AAC GAT TCC AAA CGA CT-¥
F: 5"- ATGATCAGTCATATGACATTTATCG-3'
JfosX 243 bp (111)
R: 5-ATTTAGCCCCTTGTCGATAACG-3’
F: 5'-CAGAGATATTTTAGGGGCTGACA-3’
fosB 312 bp (111)

R: 5'-CTCAATCTATCTTCTAAACTTCCTG-3'

fosA3 geninin PZR karisimi asagida sekildeki gibi hazirlandi:

Icerik Hacim
Mastermix (5x) Sul
Primer F (100 pmol) 0,1 ul
Primer R (100 pmol) 0,1 ul
Niikleaz free distile su 17,8 ul
Hedef DNA 2 ul
Toplam Hacim 25 ul
PZR Kosullar1 (112):

1) ilk denatiirasyon: 94°C 5 dakika

2) Denatiirasyon: 94°C 30 saniye

3) Primer birlesmesi: 57,5°C 30 saniye
4) Uzama: 72 °C 1 dakika

Yukaridaki basamaklar toplamda 30 dongii olacak sekilde gerceklestirildi.

Ardindan 72 °C’de 7 dakika son uzama basamagi yapildi ve reaksiyon sonlandirildi.
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fosA geninin PZR karisimi asagida sekildeki gibi hazirlandi:

Icerik Hacim
Mastermix (5x) Sul
Primer F (100 pmol) 0,1 ul
Primer R (100 pmol) 0,1 ul
Niikleaz free distile su 16,8 pl
Hedef DNA 3ul
Toplam Hacim 25 ul
PZR Kosullar1 (112):

1) ilk denatiirasyon: 94°C 5 dakika

2) Denatiirasyon: 94°C 30 saniye

3) Primer birlesmesi: 59,5°C 30 saniye
4) Uzama: 72 °C 1 dakika

Yukaridaki basamaklar toplamda 30 dongii olacak sekilde gerceklestirildi.

Ardindan 72°C’de 7 dakika son uzama basamagi yapildi ve reaksiyon sonlandirildi.

fosC2 geninin PZR karisimi asagida sekildeki gibi hazirlandi:

Icerik Hacim
Mastermix (5x) Sul
Primer F (100 pmol) 0,1 ul
Primer R (100 pmol) 0,1 ul
Niikleaz free distile su 17,8 ul
Hedef DNA 2 ul
Toplam Hacim 25 ul
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PZR Kosullar1 (112):
1) ilk denatiirasyon: 94°C 5 dakika
2) Denatiirasyon: 95°C 20 saniye
3) Primer birlesmesi: 51°C 30 saniye
4) Uzama: 72 °C 30 saniye

Yukaridaki basamaklar toplamda 35 dongii olacak sekilde gerceklestirildi.

Ardindan 72 °C’de 3 dakika son uzama basamagi yapildi ve reaksiyon sonlandirildi.

fosX geninin PZR karisimi asagida sekildeki gibi hazirlandi:

Icerik Hacim
Mastermix (5x) Sul
Primer F (100 pmol) 0,1 ul
Primer R (100 pmol) 0,1 ul
Niikleaz free distile su 17,8 ul
Hedef DNA 2 ul
Toplam Hacim 25 ul
PZR Kosullar1 (111):

1) ilk denatiirasyon: 94°C 5 dakika
2) Denatiirasyon: 94°C 30 saniye

3) Primer birlesmesi: 50°C 30 saniye
4) Uzama: 72 °C 1 dakika

Yukaridaki basamaklar toplamda 30 dongii olacak sekilde gerceklestirildi.

Ardindan 72 °C’de 7 dakika son uzama basamagi yapildi ve reaksiyon sonlandirildi.

fosB geninin PZR karisim1 asagida sekildeki gibi hazirlandi:
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Icerik Hacim

Mastermix (5x) Sul
Primer F (100 pmol) 0,1 ul
Primer R (100 pmol) 0,1 ul
Niikleaz free distile su 17,8 ul
Hedef DNA 2 ul
Toplam Hacim 25 ul

PZR Kosullar1 (111):
1) ilk denatiirasyon: 94°C 5 dakika
2) Denatiirasyon: 94°C 30 saniye
3) Primer birlesmesi: 50°C 30 saniye
4) Uzama: 72 °C 1 dakika

Yukaridaki basamaklar toplamda 30 dongii olacak sekilde gerceklestirildi.

Ardindan 72 °C’de 7 dakika son uzama basamag1 yapildi ve reaksiyon sonlandirildi.

3.4.3. bla crx-m, bla teEm, blasuv genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile
belirlenmesi

Fosfomisine direncli izolatlarda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemiyle
blactx-m, blatem, blasuv genleri genleri arastirildi. DNA amplifikasyonlari

ThermalCycler (Corbett Research RG-6000, Rotor-Gene) cihazi ile yapildi.

Kullanilan Primerler:

Baz
Primer Baz Dizisi Kaynak
Uzunlugu
F-5°-TCT TCC AGA ATA AGG AAT CCC-3 909 b (113)
blactxst g 5. CG TTT CCG CTA TTA CAA AC-3’ P

F: 5-TTGGGTGCACGAGTGGGTTA-3’

blarem 506 bp (114)
R: 5'- TAATTGTTGCCGGGAAGCTA -3'

F: 5'- TCGGGCCGCGTAGGCATGAT-3'

blasuy 628 bp (114)
R: 5'- AGCAGGGCGACAATCCCGCG -3
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blactx-m geninin PZR karisimi agagida sekildeki gibi hazirlandi:

Icerik Hacim
Mastermix (5x) Sul
Primer F (100 pmol) 0,1 ul
Primer R (100 pmol) 0,1 ul
Niikleaz free distile su 17,8 ul
Hedef DNA 2 ul
Toplam Hacim 25 ul
PZR Kosullar1 (112):

)ilk denatiirasyon: 94°C 5 dakika
2)Denatiirasyon: 95°C 20 saniye
3)Primer birlesmesi: 51°C 30 saniye
4)Uzama: 72 °C 30 saniye

Yukaridaki basamaklar toplamda 35 dongii olacak sekilde gerceklestirildi.

Ardindan 72 °C’de 3 dakika son uzama basamagi yapildi ve reaksiyon sonlandirildi.

blatem PZR karisimi asagida sekildeki gibi hazirlandi:

Icerik Hacim
Mastermix (5x) Sul
Primer F (100 pmol) 0,1 ul
Primer R (100 pmol) 0,1 pul
Niikleaz free distile su 17,8 ul
Hedef DNA 2 ul
Toplam Hacim 25 ul
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PZR Kosullar1 (114):
1) ilk denatiirasyon: 95°C 3 dakika
2) Denatiirasyon: 94°C 1 dakika
3) Primer birlesmesi: 55°C 30 saniye
4) Uzama: 72 °C 1 dakika

Yukaridaki basamaklar toplamda 35 dongii olacak sekilde gercgeklestirildi.

Ardindan 72 °C’de 7 dakika son uzama basamagi yapildi ve reaksiyon sonlandirildi.

blasuv PZR karisimi agsagida sekildeki gibi hazirlandi:

Icerik Hacim
Mastermix (5x) Sul
Primer F (100 pmol) 0,1 ul
Primer R (100 pmol) 0,1 pul
Niikleaz free distile su 17,8 ul
Hedef DNA 2 ul
Toplam Hacim 25 ul
PZR Kosullar1 (114):

1) ilk denatiirasyon: 95°C 3 dakika
2) Denatiirasyon: 94°C 1 dakika

3) Primer birlesmesi: 52 °C 30 saniye
4) Uzama: 72 °C 1 dakika

Yukaridaki basamaklar toplamda 35 dongii olacak sekilde gerceklestirildi.
Ardindan 72 °C’de 7 dakika son uzama basamagi yapildi ve reaksiyon sonlandirildi.

3.4.4. Agaroz jel elektroforezi

1. Steril olarak hazirlanan 10xTBE ¢6zeltisinden 100 ml alip 1 litre distile suya

tamamlanarak 0,1°‘lik TBE tamponu hazirlanmistir.
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L

100 ml 0,1°lik TBE soliisyonu i¢ine 1 gr agaroz toz eklenerek (%1 °lik agaroz

jel) mikrodalga firinda eritildi.

3. Cozelti 50 °C’ye sogutulduktan sonra icerisine 2,5 pl etidyum bromiir eklendi.

4. Diiz bir zeminde agarozun dokiilecegi kalip hazirlanip jel dokiilerek bir siire
katilagmasi beklendi. Onceden hazirlanan TBE tampon ¢dzeltisi, jelin iizerini
tamamen kapatacak sekilde jelin yiiriitiilecegi tank i¢ine dokiildi.

5. PZR iirlinlerinin her birinden 5 pl alinip, 1 pl DNA loading buffer tamponu ile
karistirilarak jeldeki kuyucuklara sirasiyla yiiklendi.

6. Molekiiler agirlik belirteci olarak 3000 bp ladder (Solis BioDyne, Estonya)
kullanildz.

7. PZRiiriinleri 100 voltta 40 dakika ytiriitiilerek jel elektroforezi gergeklestirildi.

M fosA3 CIX-M TEM SHV

N,

500
400
300

200

Resim 3. fosA3, blactx-m, blatem ve blasny ~ PZR iiriinlerinin agaroz jel
elektroforez goriintiisii. fosA3; 350 bp, blactx-m; 909 bp, blatem; 506 bp ve blasuv;
628 bp

3.4.5.Dizi analizi
fosA3, blactx-m ve blatewm birlikte saptandigi iki izolata dizi analizi yapildi. Dizi
analizi Ankara Yildirrm Beyazit Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvari’nda
uygulandi. Dizi analizi agsamalar1 su sekildedir:
1. fosA3, blactx-m ve blatem PZR iriinleri ExoSAP-IT PCR Product Cleanup
(Applied Biosystems, Santa Clara, ABD) kiti ile {ireticinin talimatlarina goére

saflastirildi.
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2. PCR tipi icerisinde 5Sul. PZR iirini ve 2 pL ExoSAP-IT soliisyonu
karistirilarak 1s1 dongiisii cihazinda 37 °C’de 15 dakika inkiibasyonu takiben
80 °C’de 15 dakika inaktivasyon islemi yapildu.

3. Elde edilen iiriin kalip DNA olarak kullanilacak sekilde Big dye terminator kit
(BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit) kullanilarak Cycle sekans
islemi gergeklestirildi. Cycle sekans reaksiyonu yaklasik 20 ng hedef DNA, 5
pmol primer ve 4 pL BigDye Terminator 3.1 icerecek sekilde toplam 10 pL
reaksiyon halinde uygulandi.

4. Cycle sekans reaksiyonundan sonra tiim iirlinler BigDye X Terminator
saflagtirma Kiti (Life Technologies, Carlsbad, ABD) kullanilarak
saflagtirildiktan sonra DNA dizileme islemi i¢cin ABI 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, ABD) cihazina yiiklendi. Dizileme sonras1
elde edilen ham veriler ApE-A plasmid Editor (v3.1.3) programi ile analiz
edildi.

[k izolatin sekans analiz sonucu:

fosA3:
CCTATCTCTCCTGTGGGGCGCTGTGGCTGTGCTTGTCGCTGGATGAGCAGCGGCGTAA
AACGCCCCCTCAGGAAAGCGACTATACCCACTACGCCTTCAGCGTGGCGGAAGAAG
AGTTTGCCGGGGTGGTGGCTCTGCTGGCGCAGGCGGGGGCTGAGGTATGGAAAGAT
AACCGCAGTGAAGGGGCGTCTTACTATTTTCTCGACCCTGACGGCCATAAGCTGGAG
CTGCATGTGGGGAATCTGGCGCAGCGGCTGGCCGCCTGTCGCGAACGCCCCTACAAG
GGGATGGTCT

blacrx-m :
ATGGCGACGGCAACCGTCACGCTGTTGTTAGGAAGTGTGCCGCTGTATGCGCAAACG
GCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTAGAGCGGCAGTCGGGAGGAAGACTGGG
TGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGCTGATGAGCG
CTTTGCGATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGTGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAG
TGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACTTGGT
TAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCGATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCT
TAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAATAAGCTGATTTCTCA
CGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTG
GGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCG
GGCGATCC
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blatem :

ATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAA
TGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGT
AAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCAACTTACT
TCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTTGCACAACATGGGGG
ATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACG
ACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAA
CTGGCGAACTACTTACTCTA

Ikinci izolatin sekans analiz sonuglari:

fosA3:

CCTATCTCTCCTGTGGGGCGCTGTGGCTGTGCTTGTCGCTGGATGAGCAGCGGCGTAA
AACGCCCCCTCAGGAAAGCGACTATACCCACTACGCCTTCAGCGTGGCGGAAGAAG
AGTTTGCCGGGGTGGTGGCTCTGCTGGCGCAGGCGGGGGCTGAGGTATGGAAAGAT
AACCGCAGTGAAGGGGCGTCTTACTATTTTCTCGACCCTGACGGCCATAAGCTGGAG
CTGCATGTGGGGAATCTGGCGCAGCGGCTGGCCGCCTGTCGCGAACGCCCCTACAAG
GGGATGGTCT

blactx-m :
GGAAGTGTGCCGCTGTATGCGCAAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATT
AGAGCGGCAGTCGGGAGGCAGACTGGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATT
CGCAAATACTTTATCGTGCTGATGAGCGCTTTGCGATGTGCAGCACCAGTAAAGTGA
TGGCCGCGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAG
CGAGTTGAGATCAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACG
TCAATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATA
ACGTGGCGATGAATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGT
TCGCCCGACAGCTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAA
ACACCGCCATTCCGGGCGATCC

blatem :

CGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGG
TATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTC
AGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGA
CAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCAACT
TACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGG
GGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAA
ACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTA
TTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT
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3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ
Elde edilen veriler, bilgisayar ortaminda IBM SPSS Statistics v.24 paket programi
kullanilarak degerlendirildi. Kategorik verilerin karsilagtirilmasinda Ki-kare testi ve

Fisher’s Exact testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik i¢in p<0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. iZOLATLARIN KLIiNIiK VE DEMOGRAFIK OZELLIKLERi

Calismaya Agustos 2022-Subat 2023 tarihleri arasinda Ankara Sehir Hastanesi
Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari’na kiiltlir i¢in gonderilmis idrar 6rneklerinden
izole edilen ve fosfomisine direngli bulunan 97 E. coli izolat1 dahil edildi.

Calisilan izolatlarin 68 (%70)’1 kadin, 29 (%30)’u erkek hastalara aitti.
Izolatlarin (%11,3)’i pediatrik hastalara, 48 (%49,5)’1 18-65 yas aras1 eriskin hastalara
ve 38 (%39,2)’1 65 yas lizeri yash hastalara aitti (Tablo 1). Hastalarin yas araligi 1-
95°ti ve hasta yas ortalamasi 53,2 ydi.

Calismaya alinan izolatlarin 73 (%75,3)’ti poliklinik hastalarina aitti.
Orneklerin gonderildigi klinikler arasinda ilk sirayr (19/73) iiroloji poliklinigi
almaktaydi. Izolatlarin 24 (%24,7)’iinii yatan hastalardan gelen o6rnekler
olusturmaktaydi. Yatan hastalardan 18 (%75)’ini servis hastalar1 olustururken, 6

(%25)’s1n1 yogun bakim iinitesi hastalar1 olusturmaktaydi (Tablo 1).

Tablo 1. Calismadaki hastalarin demografik 6zellikleri ve klinik bagvuru yerleri dagilimi

Demografik ozellikler ve klinik basvuru yeri Say1 (n)/ (%)
Cinsivet Kadin 68/70.1
instye Erkek 29/29.9
Cocuk (<18) 11/11,3
Yas Geng (18-65) 48/49,5
Yash (>65) 38/39,2
.. . Poliklinik 73/75,3
Klinik basvuru yeri Servis 18/18.5

Yogun Bakim Unitesi 6/6,2

4.2. ANTIBIYOTIiK DUYARLILIK SONUCLARI

Agustos 2022-Subat 2023 tarihleri arasinda Ankara Sehir Hastanesi Merkez
Bakteriyoloji Laboratuvari’na kiiltiir i¢in gonderilmis 117.667 idrar Orneginin
5.759’unda E. coli izole edildi ve otomatize sistem ve/veya disk diffiizyon yontemiyle

fosfomisin duyarlilig1 arastirildi. Fosfomisine direngli saptanan 97 E. coli izolatinin
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72’si agar dillisyon yontemiyle fosfomisine diren¢liydi. Fosfomisin i¢in direng orani
%1,25 olarak bulundu.

Doksan yedi fosfomisin direncli izolat, Vitek 2 ve/veya disk difiizyon
yontemleriyle belirlendi. Fosfomisin direngli doksan yedi E.coli izolatinin 52’si
otomatize sistemle direngli tespit edilirken, disk difiizyon yontemi ile 45°1 direngli
saptandi.

Tiim izolatlarin fosfomisin direnci, referans yontem olan agar diliisyon ile de
calisildi. Fosfomisin duyarliligi calisilan 97 izolatin 72 (%74,2)’ si agar dillisyon
yontemiyle fosfomisine direngli bulundu.

Otomatize sistemle fosfomisin direngli bulunan 52 E.coli izolat1 es zamanl
olarak disk difiizyon yontemi ile de test edildi. Fosfomisin direngli 52 izolatin 20’si
disk diflizyon testi ile fosfomisine direngli bulundu. Elli iki fosfomisin direngli izolatin
39’u ise agar dillisyon yontemi ile fosfomisine direngli oldugu tespit edildi (Tablo 2).

Disk difiizyon yontemiyle fosfomisine direngli bulunan 45 E.coli izolatinin

33’1 agar diliisyon yontemiyle fosfomisine direngli olarak saptandi.

Tablo 2. Otomatize sistemle fosfomisin direngli bulunan 52 E. coli izolatlarimin

agar dilisyon ve disk difiizyon yontemleriyle fosfomisin duyarhhginin

karsilastiriimasi
. Disk Difflizyon
Agar dillisyon ) _ Toplam
Direncli Duyarli
Direngli 19 20 39
Duyarli 1 12 13
Toplam 20 32 52

Yetmis iki fosfomisine direngli E. coli izolatinin antibiyotik duyarliliklar
otomatize sistem (VITEK2, Biomerieux, Fransa) kullanilarak belirlendi. Antibiyotik

duyarlilik sonuglar1 tablo 3’te gosterilmistir.
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Tablo 3. Fosfomisin direncli 72 E. coli izolatimin antibiyotik duyarhhklar:

Antibiyotikler DH;SI D;r(ej/“sh o [()%arh
Imipenem 39 (100) -
Meropenem 72 (100) -
Ertapenem 71 (98,6) 1(1,4)
Nitrofurontain 68 (94,4) 4 (5,6)
Amikasin 66 (91,6) 34,2) 34,2)
Gentamisin 51 (70,8) 21 (29,2)
Piperasilin/Tazobaktam 55(76,3) 17 (23,7)
Sefoksitin 55 (76,3) 12 (16,6) 5(7,1)
Amoksisilin/Klavulanat 45 (62,5) 27 (37,5)
Seftriakson 39 (54,1) 33 (45,9)
Seftazidim 39 (54,1) 29 (40,2) 4 (5,7)
TMP/SMZ 38 (52,7) 34 (47,3)
Sefiksim 33 (45,8) 39 (54,2)
Sefuroksim Aksetil 29 (40,2) 43 (59,8)
Siprofloksasin 25 (34,7) 37 (51,4) 10 (13,9)
Sefepim 20 (60,6) 11(33,3) 2 (6,1)
Ampisilin 13 (18,1) 59 (81,9)
Sefuroksim 6 (8,3) 44 (61,1) 22 (30,5)

4.3. FOSFOMISIN DIRENC GENLERI VE BETA-LAKTAMAZ
GENLERI

Calismamizda fosfomisine direngli 72 E. coli izolatinda fosA3, fosA, fosC2,
fosX ve fosB olmak {izere bes adet fosfomisin direng geni aragtirilmigtir. Calisilan 72
izolatta fosA, fosC2, fosX ve fosB geni saptanmazken {i¢ izolatta (%4,2) fosA3 geni
tespit edildi.

fosA3 geni saptanan {i¢ izolatin antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo 4’ te
gosterildi. Her ii¢c izolat; ampisilin, sefuroksim, sefuroksim aksetil, seftriakson,
TMP/SMZ, sefiksim antibiyotiklerine direnc¢liydi.

fosA3 saptanan iki izolat agar diliisyon, otomatize sistem ve disk difiizyon
yontemiyle direncli saptandi. Uciincii izolat hem agar diliisyon hem disk difiizyon

yontemiyle direngli saptandi.
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Tablo 4. fos43 geni saptanan izolatlarin antibiyotik duyarhhklar:

fosA3 geni saptanan ornekler

Antibiyotikler
1. ornek 2. ornek 3. ornek
Ampisilin Direngli Direngli Direngli
Gentamisin Direngli Direngli Duyarlt
Siprofloksasin Direngli Duyarlt Direngli
Sefuroksim Direngli Direngli Direngli
Piperasilin/Tazobaktam Duyarli Duyarli Duyarli
Seftazidim Direngli Duyarl Direngli
Amikasin Duyarli Duyarli Duyarli
Sefoksitin Duyarli Duyarli Orta duyarl
Ertapenem Duyarli Duyarli Duyarli
Sefuroksim Aksetil Direngli Direngli Direngli
Seftriakson Direngli Direngli Direngli
TMP/SMZ Direngli Direngli Direngli
Sefiksim Direngli Direngli Direngli
Imipenem Duyarl Duyarli Veri yok
Meropenem Duyarli Duyarli Duyarli
Nitrofurontain Duyarli Duyarli Duyarli
Amoksasilin/ Klavulanat Direncli Duyarli Duyarli
Sefepim Veri yok Veri yok Direncli

Yetmis iki fosfomisin direngli . coli izolatinin %40,2 (29/72) ‘sinde blactx-

M, %91,6 (66/72)’sinda blatem ve %20,8 (15/72)’inde blasnv geni saptandi. Yirmi

sekiz izolatta blactx-m ve bla m, on Ui¢ izolatta blatem ve blasnv, dort izolatta blacrx-
M ve blasny genleri beraber bulunurken, ti¢ 6rnekte ise her ii¢ gen beraber saptandi.

fosA3 geni saptanan ii¢ izolatin ikisinde hem blacrx-m hem de blatem

genleri saptanirken diger izolatta sadece blatem geni saptandi. Ug izolatta blasuy geni

tespit edilmedi (Tablo 7).

Tablo 5. fos43 geni saptanan izolatlarda beta-laktamaz genlerinin varhg:

fosA3 + izolatlar Beta- laktamaz genleri
blactx-m blatem blasuv
1. + + _
2. + + _
3. - + -
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GSBL pozitif/negatif izolatlarin antibiyotik duyarhiliklarinin
karsilagtirllmasinda GSBL pozitif olanlarda negatif olanlara gore ampisilin,
gentamisin, siprofloksasin, sefuroksim, seftazidim, sefuroksim aksetil, seftriakson ve
sefiksim antibiyotiklerine direng¢ orani istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
Diger antibiyotiklerin diren¢ oranlarinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

CTX-M geni varligi ile antibiyotik direng oranlari karsilastirildiginda CTX-M
geni negatif olanlarda pozitif olanlara gore ampisilin ve sefuroksime daha direngliydi
ve bu da istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). CTX-M geni pozitif olanlarda
negatif olanlara gore seftriakson ve sefiksim antibiyotiklerinde diren¢ oranlari
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Diger antibiyotiklerin direng oranlarinda
anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05)

TEM geni varlig1 ile antibiyotik diren¢ oranlar1 karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05).

SHV geni varligi ile antibiyotik diren¢ oranlart karsilastirildiginda yalnizca
amoksisilin/klavulanat antibiyotigi agisindan anlamli fark bulundu. SHV geni negatif
olanlarda pozitif olanlara gore amoksisilin/klavulanat direng¢ orani istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0.05).
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5. TARTISMA

Uriner sistem enfeksiyonlar: (USE), tiim yas gruplarinda en sik gériilen
enfeksiyonlar arasindadir ve yash bireylerde hastaneye yatiglarin en yaygin
nedenlerinden biridir (115). Cocukluk yas doneminde yasamin ilk 7 yilinda erkeklerin
yaklasik %2'sini ve kizlarin %8'ini etkilemektedir (116). USE'ler kadinlarda
erkeklerden daha fazla goriiliir ve tiim USE'lerin yaklasik %81'i kadinlarda rapor
edilmistir (117). Yaptigimiz ¢aligmada da hastalarin biiyiik cogunlugunu kadin
hastalar olusturmaktadir. Izolatlarin 68 (%70)’i kadin hastalara aitti. Calismamiza
dahil ettigimiz 97 izolatinl1l (%11,3)’ i ¢ocuk hastalara, 48 (%49,5)’ i geng eriskin
hastalara ve 38 (%39,2)’ i yasl hastalara aitti.

Kadin cinsiyet USE gelisimi agisindan énemli bir risk faktoriidiir. Ayrica daha
once USE gecirmis olmak, diyabet, obezite, travma, kalici kateter, anatomik
anormallikler, vajinal enfeksiyon, cinsel aktivite gibi c¢esitli risk faktorleri
tanimlanmistir. Tiim bu risk faktorleri konagin potansiyel liropatojenlere maruziyetini
arttirarak ve kolonizasyona neden olarak hastalik gelisimine yol agmaktadir (5). Bu
sebeple cok cesitli hasta gruplarinda USE gelisimini gorebilmekteyiz. Calismamizda
cok farkli klinik boliimlerden (cocuk/erigkin iiroloji, i¢ hastaliklari, evde saglik,
jinekoloji, cocuk/eriskin nefroloji, endokrin, enfeksiyon hastaliklari, ndroloji, onkoloji
vb.) hastalar yer almaktadir.

Orneklerin gonderildigi kliniklerin 73 (%75,3)’iinii poliklinik 18 (%18,5)’ini
servis ve 6 (%6,2)’sin1 yogun bakim iiniteleri olusturmaktaydi ve poliklinikler arasinda
iiroloji poliklinigi (19/73) ilk siradayda.

USE’de en sik gériilen patojen E. coli *dir. E. coli tiim yas gruplarinda iiriner
sistem enfeksiyonlariin ¢oguna neden olur ve yastan bagimsiz olarak ayaktan tedavi
goren hastalarin %74,4 ‘i, hastane kaynakli enfeksiyonlarin %65'i ve saglik hizmetiyle
iliskili enfeksiyonlarin %47'si E. coli ile iliskilidir (118). Ulkemizde yapilan birgok
caligmada iiriner sistem enfeksiyon etkeni olarak siklikla E. coli karsimiza ¢ikmaktadir
(119-122). Calismamiza USE etkeni olarak kabul edilen ve idrar drneklerinden izole
edilen E. coli izolatlar1 dahil edilmistir. Komplike olmayan USE etkeni UPEC'i
yayginlik acisindan K. pneumoniae, S. saprophyticus, E. faecalis, grup B
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Streptococcus (GBS), P. mirabilis, P. aeruginosa, S. aureus ve Candida spp.takip
etmektedir (5,28,123).

USE’ler birinci basamakta en sik antibiyotik regete edilen enfeksiyonlardan
biridir (1). Hem alt hem {ist iiriner sistem enfeksiyonlarmin ¢ok sik goriilmesi,
tekrarlayan USE ataklari ve diinya ¢apinda artan antibiyotik direnci, bu
enfeksiyonlarin uygun tanisini ve etkili tedavisini olduk¢a zorlastirmaktadir (124).
Uriner sistem enfeksiyonu tanisinda altin standart ydntem kiiltiirdiir (125). Kiiltiir ve
antibiyogram islemlerinin sonucunun birka¢ giinii bulmasi, klinisyeni ampirik
tedaviye yonlendirmektedir. Ampirik tedavide kullanilacak antibiyotigin dogru
secilebilmesi i¢in direng oranlarinin bilinmesi 6nem arz etmektedir.

Fosfomisin direng prevalansi iilkeler arasinda ve iilkelerdeki bakteri tiirleri
arasinda degisiklik gostermekle beraber tiim iilkeler fosfomisin direncine iligkin veri
bildirmemislerdir ve belirli iilkeler i¢in sinirli veriler mevcuttur. Mevcut veriler, uzun
yillar kullanilmasina ragmen tiim Avrupa iilkeleri i¢in diisiik fosfomisin direnci
oranlar1 oldugunu gdstermistir (126). Pulluk¢u ve ark.’nin (127) yaptig1 bir calismada
iilkemizdeki fosfomisin ¢alismalarinin analizi gergeklestirilmistir. Bu g¢aligmalara
dahil edilen 6439 E. coli izolatinda fosfomisin direnci %1,9 olarak saptanmistir. Bu
diren¢ orant GSBL {iiretmeyen suslarda %0,5 iken GSBL iireten suslarda %35 olarak
bulunmustur. Ankara Bilkent Sehir Hastanesi’'nde 1 Ocak 2021- 31 Aralik 2021
tarihleri arasinda idrar kiiltiirlerinden izole edilen 11500 E. coli susunun otomatize
sistemle belirlenen antibiyogram sonuglarma goére fosfomisin direnci %6,72 olarak
bulunmustur (128). Ulkemizde Avcioglu ve ark.’min (129) yaptig1 retrospektif bir
caligmada idrar O6rneklerinden izole edilen 1.466 E. coli izolatinin otomatize sistem
(Vitek 2) belirlenen antibiyotik duyarlilik sonuglari incelenmistir. Calismada
fosfomisine direng %4 olarak bulunmustur. Karamanlioglu ve ark.’nin (130) 2019
yilinda yaptig1 retrospektif bir calismada idrar kiiltiirlerinde lireyen E. coli izolatlarinin
antibiyotik duyarlilik sonuglar1 incelenmistir. Ayaktan bagvuran hastalara ait 3.213
idrar 6rneginden E. coli izole edilmis ve bu izolatlarin fosfomisin direnci %0,5 olarak
tespit edilmistir. Caligmamizda Agustos 2022-Subat 2023 tarihleri arasinda Ankara
Sehir Hastanesi Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari’na kiiltiir i¢in génderilmis 117.667
idrar 6rneginin 5.759’unda E. coli izole edildi. Otomatize sistem ve/veya disk difiizyon

yontemiyle fosfomisine direngli saptanan 97 E. coli izolatimin 72’si agar diliisyon
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yontemiyle fosfomisine direngli saptandi. Fosfomisin ic¢in diren¢ orami %1,25
(72/5.759) olarak bulundu.

CID Enterobacteriaceae'nin neden oldugu enfeksiyonlar, saglik sistemleri
iizerinde biiyiik bir yiik olusturmaya devam etmektedir. Ozellikle ampirik tedavilere
olan direncin artmas1 veya birinci basamak tedavilerde artan basarisizlik ve GSBL
iireten veya karbapenem direncli E. coli' nin artan prevalansi goz oniine alindiginda,
klinisyenlerin daha etkili alternatif tedavilere yonelecegi asikardir. Fosfomisin bu
konuda 6nemli bir antimikrobiyal ajan olarak yerini korumaktadir (131).

Fosfomisin, peptidoglikan sentezinin ilk asamasinda goérev alan MurA
enzimine kovalent baglanarak bu asamay1 geri doniisiimsiiz olarak bloke edip
bakteriyel 6liime sebep olmaktadir. Oldukca genis spektrumlu bir antimikrobiyal ajan
olan fosfomisin hem gram pozitif hem gram negatif bakterilere karsi etki
gostermektedir (74,76,77). Klinik uygulamada hemen hemen her dokuda miikemmel
dagilimi, yan etkisinin az olmast ve viicuttan kolaylikla atilimi Onemli
ozelliklerindendir (132). Fosfomisinin USE tedavisindeki avantajlar1 olarak; tek doz
(3 gr) oral formu ile kullanimi nedeniyle hasta uyumunun iyi olmasi, idrarda ytiksek
konsantrasyona ulagsmasi, gebelerde ve ¢ocuklarda giivenle kullanilabilmesi ve diisiik
diren¢ oranlar1 sayilabilir (133). Fosfomisinin klinik kullanimi1 arttikga, bu
antimikrobiyal ajanin basta E. coli olmak tlizere diger patojenler i¢in in vitro duyarlilik
testlerine olan ihtiyacin giderek artacagi diistiniilmektedir.

Klinik uygulamada fosfomisin kullanimindaki ana kisitlamalardan biri, bu
antibiyotik direncinin saptanmasi i¢in ucuz, kolay ve hizli bir yontemin olmamasidir.
CLSI iiriner sistem enfeksiyonlarindan izole edilen E. coli izolatlarinda fosfomisin
direncini test etmek icin 25 mg/L. G-6-P ile desteklenmis agar diliisyon testi ve
fosfomisin (200 pg fosfomisin /50 pg G-6-P) diskleri kullanarak yapilan disk difiizyon
testi icin smr degerler belirlemistir. MiK belirlemek igin yalnizca agar diliisyon
metodu Onerilmis olup broth diliisyon 6nerilmemistir (108) EUCAST, fosfomisin i¢in
referans yontem olarak agar diliisyon yontemini onermektedir. Fosfomisin (200 pg
fosfomisin /50 pg G-6-P) disk difiizyon testini sadece E.coli i¢in Onerirken diger
Enterobacterales tiirleri icin MIK yontemi kullanilmas: gerektigi belirtilmektedir.

EUCAST, CLSI ‘ya gore daha diisiik sinir degerler dnermektedir (109).
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Fosfomisin duyarlilik testlerinden referans yontem olan agar diliisyon yontemi
uygulamasi zor ve uzun siire gerektiren maliyetli bir testtir. Bu testin dezavantajlari
g6z Oniinde bulunduruldugunda klinik laboratuvarlarin daha ucuz, kolay ve hizli
alternatif testlere yonelmesi ka¢inilmazdir. Bu konuda c¢ok cesitli caligmalar
yapilmistir. Van den Bijllaardt ve ark.’nin (134) Hollanda ‘da 2018 yilinda yaptig1 ve
toplamda 775 E. coli ve 201 K. pneumoniae izolatinin dahil edildigi ¢ok merkezli bir
calismada fosfomisin duyarlihiginin belirlenmesi igin gesitli testler (Etest, MIK test
strip, Vitek2, Phoenix ve disk difiizyon) kullanilmis ve referans yontem olan agar
diliisyon ile karsilagtirllmisgtir. Bu ¢alismada direncli E. coli izolatlarinda, gradient testi
icin %23,3, MIK test strip i¢in %18,5, Vitek2 icin %18,8, Phoenix icin %12,5 ve disk
diflizyon icin %12,9 gibi ¢ok yiiksek hata oranlari bulunmus. Genel olarak, test
yontemlerinden higbirinin rutin laboratuvarda agar diliisyonuna alternatif olarak
uygun olmadig1 sonucuna varilmistir.

Karlowsky ve ark.’nin (131) 2020 yilinda Kanada’da yaptig1 bir calismada ise
E. coli izolatlarimin fosfomisin duyarliligini arastirmak i¢in disk diflizyon, agar
diliisyon, gradient test ve VITEK2 yontemleri kullanilmistir. Toplamda 554 (162 ‘si
idrar ornekleri) E. coli izolat1 ¢galismaya dahil edilmis. Test sonuglart EUCAST sinir
degerleri baz alinarak degerlendirildiginde disk difiizyon ve gradient test i¢in %99’
luk kategorik uyum gozlenirken, disk difiizyon icin %44,4, gradient test i¢in %33,3
gibi ¢ok biiyiik hata oranlar1 saptanmus. Vitek 2 MIK degerleri agar diliisyon
sonuclarina gore daha diisilk bulunmus ve 9 izolattan 5’inde ¢ok biiyiilk hataya
rastlanmigtir. Calismamizda fosfomisin direnci saptanmasi i¢in ii¢ farkli yontem
kullanild1 (agar diliisyon, Vitek 2 ve disk difiizyon). Otomatize sistemle ve/veya disk
diflizyon yontemiyle fosfomisine direngli bulunan 97 E. coli izolatinin 72’si agar
dilisyon yontemiyle direngli saptandi. Disk difiizyon ve otomatize sistemlerin
fosfomisine duyarli izolatlar1 gézden kagirabildigi goriildii.

Ulkemizde yapilan bazi ¢aligmalarda ise yontemlerin daha uyumlu sonug
verdigi gdzlenmektedir. Ocal ve ark.’min (133) E. coli izolatlarinda fosfomisin
duyarhiliklarinin saptanmasinda agar diliisyon, disk difiizyon yontemi, fosfomisin
diskleri ile tiipte makrodiliisyon yontemi ve hizli fosfomisin/E. coli NP testleri
karsilagtirilmistir. Disk difiizyon, agar diliisyon ile karsilastirildiginda %100 duyarlilik
ve %97,6 ozgiilliik bulunmus ve 4/175 izolatta biiyiik hata saptanmistir. Aktas ve
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ark.’nin (135) yaptig1 bir calismada da yine fosfomisin zon ¢aplar ile gradient test
MIK leri arasinda zayif korelasyon tespit etmislerdir. Yine benzer sekilde Soydan ve
ark.’nin (120) yaptig1 ¢alismada da disk diflizyon ve agar diliisyon testlerinin kategorik
uyumu yiiksek bulunmus ve diisiik oranda biiyiik hata saptanmistir. irvem ve ark.’nin
(136) yaptig1 calismada Vitek 2 ile direngli bulunan tiim izolatlar disk diflizyon ile de
direncli bulunmustur.

Calismamizda fosfomisine direngli saptanan izolatlarin dahil edilip,
fosfomisine duyarli bulunan izolatlarin elenmesi nedeniyle elde ettigimiz verilerin,
iilkemizde yapilan bircok calisma verisiyle uyumsuz oldugu gorildi. Test
yontemlerinin karsilagtirllmasinda daha verimli sonuclarin elde edilebilmesi igin
fosfomisin direngli ve fosfomisin duyarli izolatlarin ¢alisilmas sarttir.

Fosfomisinin etki mekanizmasi ve yapisi benzersizdir, bu da ¢apraz direnci
nadir hale getirmektedir. Fosfomisin direncine neden olan c¢esitli mekanizmalar
tanimlanmistir. Fosfomisinin hiicre i¢ine alinmasinda gorevli tasima sistemindeki
mutasyonlar, antibiyotigin hedef bolgesi olan MurA’daki modifikasyonlar ve
fosfomisin modifiye edici enzimlerle antibiyotigin inaktivasyonu gibi mekanizmalar
fosfomisinde kazanilmis dirence neden olmaktadir (74,76).

Fosfomisin direncinin kazanilmasindaki ana mekanizmalardan biri fosfonat
taginmast veya alimi sirasinda gelisen inaktivasyondur. E. coli'de iki ana tasima
sistemi, gliserol-3-fosfat tasiyict (GlpT) ve glukoz-6-fosfattransporter (UhpT),
fosfomisin alimindan sorumludur (137). GlpT ve UhpT membran tastyicilari
kodlayan genlerdeki kromozomal mutasyonlari takiben fosfomisine karsi direng
gelismektedir. Bu mutasyonlar siklikla eski caligmalarda en yaygin direng
mekanizmalari olarak karsimiza ¢ikmaktadir (94).

glpT ve uhpT genlerinin ekspresyonu sirasinda cAMP varlig1 gerekmektedir.
ptsl veya cyaA genlerindeki mutasyonlar hiicre ici cAMP seviyelerinin azalmasina
yol acarak bakteriler tarafindan fosfomisinin alinimini azaltmaktadir (138). Ayrica
uhpA geni, uhpT promotoriiniin transkripsiyonel aktivasyonu i¢in gerekli olan bir
yanit diizenleyici proteini kodlar. Dolayistyla uhpA genindeki modifikasyonlar
uhpT'nin daha diisiik ekspresyonuyla sonuglanmaktadir. Bu yolaklarin her bir
diizenleyici genindeki mutasyonlar antibiyotik alimimi azaltarak farkli seviyelerde

fosfomisin direnci saglamaktadir (139).
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Yapilan birgok calisma ile g/lpT mutasyonu sonucu fosfomisine azalmis
gecirgenlik ve artmis fosfomisin MIK degerleri raporlanmistir (140-143). uhpT
genindeki mutasyonlar yine glpT genindeki mutasyonlara benzer sekilde fosfomisin
gecirgenligini azaltarak fosfomisin direncine sebep olmaktadir. Yapilan birgok
caligmayla yiiksek fosfomisin MIK degerleri bu mutasyonlarla iliskili bulunmustur
(88,140,141,144,145).

glpT ve uhpT genlerindeki mutasyonlarin aksine c¢yaA genindeki
mutasyonlarin arastirilmasi ve bunun fosfomisin MiK'leri iizerindeki etkisi, E. coli
suslarinda yiiriitiillen sadece birka¢ calisma ile incelenmis olup ancak hala netlik
kazanamamustir (146).

Fosfomisin diren¢ mekanizmalarindan bir digeri antibiyotigin hedef bdlgesi
olan MurA proteinindeki modifikasyonlardir. Kim ve ark. (90) 1996 yilinda in vitro
olarak yaptiklari bir calismada MurA’nin 115. pozisyonundaki sisteinin aspartat ile
yer degistirmesi sonucu E. coli’ de fosfomisin direncinin gelistigini gostermislerdir.
Japonya'da 2010 yilinda yapilan bir ¢alisma ile ilk defa bir klinik izolatta MurA’daki
farkli iki mutasyon (Asp369Asn ve Leu370Ile) sonucu gelisen fosfomisin direnci
rapor edilmistir (89). Daha sonra Cin, Tayvan ve Giliney Kore’de klinik E. coli
izolatlarinda fosfomisin direncine sebep olan MurA mutasyonlar1 tespit edilmistir
(68,140,145). Lu ve ark. (142) Tayvan’da yaptiklar1 bir caligmada GSBL iireten K.
pneumoniae klinik izolatlarinda yiiksek fosfomisin MIiK degerleri ile iliskili MurA
mutasyonlart tespit etmislerdir. Bununla birlikte MurA'daki mutasyonlar klinik
izolatlarda daha nadir olarak goriilmektedir (14).

Fosfomisin direncine sebep olan ¢esitli kromozomal gen mutasyonlarinin
(glpT, uhpT, uhpA, ptsl, cyaA ve MurA) klinik izolatlarda daha nadir olarak
goriilmeleri ve nokta mutasyonlari seklinde aciga ¢ikmalar1 nedeniyle bu arastirmaya
dahil edilmemislerdir. Caligmamizda bu genler yerine plazmidlerle tasimabilmesi
nedeniyle baska direng genleriyle birlikte (blactx-m, blatem, blasuy vb.) cesitli
bakteriler arasinda aktarilabilen ve bu ylizden de epidemiyolojik olarak biiyiik 6neme
sahip olan fosfomisin modifiye edici enzim genlerindeki mutasyonlarin arastirilmasi
tercih edilmistir. Bu enzimler fosfomisine kovalent olarak baglanip fosfomisin

inaktivasyonuna neden olmaktadirlar. Fosfomisin modifiye edici enzimler; FosA,
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FosB ve FosX olmak iizere 3 metalloenzim ve FomA ve FomB olmak iizere 2 kinaz
grubu enzimden olusmaktadir (77).

Fosfomisine diren¢ kazandiran glioksalaz siiper ailesine ait fosB ‘nin amino
asit dizisi fosA ile %38 benzerlik gostermesine ragmen Mg*? bagimli bir enzim olmasi
ve fizyolojik tiol donorii olarak I-sisteini kullanmasi bakimindan fosA'dan farklidir
(104). Mevcut veriler, fosB geninin agirlikli olarak gram-pozitif bakterilerde ifade
edildigini; ya plazmid (Staphylococcus spp. ve Enterococcus spp.'de) ya da
kromozomal olarak kodlanmis (Bacillus subtilis'te) oldugunu gostermektedir (104-
106). Bu gen, vankomisine direngli Enterokok’larda vanA geni ile birlikte konjugatif
plazmidlerin ayni transpozonunda bulunmustur (105). Daha eski bir ¢aligmada ise
fosfomisine direngli S. aureus izolatlarinin %46'sinda fosB tanimlanmistir (106).
Cin’de 2016 yilinda yapilan bir ¢aligmada kan ve BOS klinik 6rneklerinden izole
edilen fosfomisin direngli 67 metisilin direngli S. aureus (MRSA) ¢alisilmis ve 9
(%13) izolatta fosB geni saptanmustir (147). Yaptigimiz bu ¢aligmada ise izolatlarin
hi¢birinde fosB geni saptanamamustir. fosB geninin daha ¢cok gram pozitif bakterilerde
bulunmasi nedeniyle bizim ¢alismamizda saptanmamis olabilir.

fosX, Mn'? bagimli bir fosfomisine 0Ozgii epoksit hidrolazdir ve L.
monocytogenes, Clostridium botulinum ve Brucella melitensis'te bulunmustur. fosX
geni hem gram pozitif hem gram negatif bakterilerde bulunabilmektedir (77). Cin’de
2022 yilinda yapilan ¢ok merkezli bir ¢aligmada E. faecium klinik izolatlarinda fosX
geni varlig1 arastirilmistir. Fosfomisin direngli 153 E. faecium klinik izolatin biiyiik
cogunlugunda (%66) fosX geni saptanmistir (148). Yine 2022 yilinda Iran’da yapilan
bir ¢alismada ise {iriner sistem Orneklerinden izole edilen Enterobacteriaceae klinik
izolatlarinda cesitli fos direng genleri arastirilmistir. Calismada fosB ve fosC genleri
saptanmazken, fosfomisin direngli 15 izolatin 3’tinde (2’si E. coli) fosX geni
saptanmistir (149). Iran’da 2021 yilinda yapilmis bir ¢alismada ise 16 fosfomisin
direncli K. pneumoniae klinik izolatin 6’sinda fosX geni saptanmistir (150).

Fosfomisin inaktivasyonu mekanizmasi ilk olarak, fosA tarafindan kodlanan
glutatyon S-transferaz adli bir metaloenzim ile a¢iga kavusturulmustur (91).
Gilinlimiizde, GenBank Veri Tabaninda 11 farkli ve genetik olarak iligkili fosA varyanti
depolanmistir ve bunlardan 10 tanesinin kiiresel yayilim gosterdigi rapor edilmistir

(sekil 6) (146).
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Sekil 6 : Enterobacterales tiirleri arasinda FosA'min epidemiyolojik
haritasi.

Ito ve ark.’nin (151) 2017 y1linda yaptiklari sistematik bir arastirmada 18 farkli
gram negatif bakteri tilirlinlin genom sekanslarini iceren 18 binden fazla ¢alisma
incelenmistir. Analiz edilen genomlardaki yiliksek fosA prevalansina (>%380)
dayanarak P. stuartii, K. pneumoniae, S. marcescens, P.s aeruginosa, E. aerogenes,
K. oxytoca, M. morganii, P. rettgeri ve E. cloacae genomlarinda fosA'nin kromozomal
yerlesim gosterdigi goriilmiistiir. Buna karsilik, fosA, E. coli, C. freundii ve A.
baumannii'de nadiren (<%>5) saptanmistir. Yaptigimiz bu ¢alismada inceledigimiz
higbir E. coli izolatinda fosA geni saptanamamustir. Bu genin E. coli izolatlarinda daha
nadir olarak bulunmasi bu sonucu almamiza neden olmus olabilir. Daha yiiksek
sayilarda izolatin calismaya dahil edilmesi veya daha farkli bakteri tiirlerinin
incelenmesiyle fosA geni saptama olasilig1 yiikseltilebilir.

Ik plazmit aracili fosA geni fosAl, Ispanya'daki bir klinik 6rnekten izole
edilmis S. marcescens'te tanimlanmistir (152). fosAl, E. cloacae'nin kromozomunda
bulunan fosfomisin modifiye edici enzim ile %100'e kadar benzerlik gostermektedir
dolayistyla fosA1'in muhtemel kaynagi olarak tahmin edilmektedir (151).

[k plazmit aracili fosA geni olan fosA1’in kesfinden giiniimiize kadar fosA
ailesine ait kadar ¢ok ¢esitli gen varyantlar1 tanimlanmistir. Ornegin fosA2 varyanti ilk
olarak 2011 yilinda Kanada'daki bir su 6rneginden alinan E. cloacae kromozomunda
rapor edilmistir (98). Bunun disinda fosA3, fosA4, fosAS, fosA6, fosA7, fosA8, fosA9,
fosA10, fosL1, fosL2, fosC2 gibi genler de saptanmustir (146). fosAl ve fosA2 i¢in E.
cloacae; tosA3 ve fosA4 i¢cin Kluvvera georgiana; fosAS, fosA6 ve fosAl0 i¢in K.

pneumoniae; fosA8 i¢in Leclercia adecarboxylata ve fosA9 i¢in Klebsiella variicola
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dahil olmak iizere gesitli gram-negatif bakterilerin bu fosfomisin direng genleri igin
dogal rezervuar oldugu gosterilmistir (153). Buna karsilik, daha yakin zamanda
bildirilen fosL1, fosL2 ve fosC2 gibi fos direng¢ genlerinin dogal rezervuarlar1 heniiz
bilinmemektedir (154).

fosC2 ilk kez 2010 yilinda Japonya’da klinik bir izolat olan E. coli’de
tanimlanmistir (72). Daha sonra Wang ve ark. (155) 2015 yilinda karbapenemaz tireten
bir E. cloacae susunda plazmid yoluyla yayilan ikinci bir klinik fosC2 vakasi
bildirmislerdir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada ise Aliidiomarina shirensis'in
plazmit aracili fosC2 i¢in olas1 bir kaynak olabilecegi One siiriilmiistiir (156).
Calismamizda klinik izolatlarin higbirinde fosC2 saptanamamustir.

fosA3 ilk olarak Japonya’da 2010 yilinda rapor edilmistir (72). Daha sonra
Cin’de yapilan caligmalarla plazmid aracili yayildig1 gosterilmistir (70,103). Su anda
Cin, plazmid aracili fosA3'iin hem klinikte hem de veterinerlikte en yaygin olarak
gozlendigi tlkedir (146). Aymi zamanda fosA3, diinya ¢apinda en sik bulunan
fosfomisin modifiye edici enzimdir (157).

Calismamizda fosfomisin direngli 72 E. coli izolatinin {i¢iinde (%4,2) fosA3
geni saptanmistir. Avrupa’ da yapilan ¢alismalarda cesitli fosA3 saptanma oranlar
(%2,3-42,8) bulunmustur (17,158-162). Muller ve ark.’nin (17) 2019 yilinda
Isvigre’de yaptig1 bir ¢alismada GSBL iireten ve fosfomisine direngli olan 17 E. coli
izolatinin 4’{inde (%23,5) fosA3 saptanmistir. Mendes ve ark.’nin (159) 2016 yilinda
Portekiz’de yaptig1 bir calismada ise 3. kusak sefalosporinlere direngli 461

Enterobactericeae izolatmm 43’ii (21 E. coli-21 K. pneumoniae-1 M. morganii)

fosfomisine direngli olarak saptanmis ve 1 izolatta (%2,3) fosA3 bulunmustur. Uzak
dogu iilkelerinde yapilan ¢aligmalarda ise fosA3 saptama oranlar1 %8-100 arasinda
degismekle beraber oldukca yiiksek bulunmustur (70,72,103,163,164).

Ulkemizde Nigiz ve ark.’nin (165) yaptign c¢alismada {iriner sistem
orneklerinden izole edilen gram negatif bakterilerde c¢esitli fos genleri
(fosA, fosA3, fosC2) ve blactx-m geni varligt arastirilmistir. 16 fosfomisin direngli
izolattan birinde (K. pneumoniae) fosA3 geni (%6,25) saptanmistir. Bu izolatin ayni
zamanda blactx-m genini tasidigi bulunmustur. Calismada fosA ve fosC2 geni
saptanamanmustir. Ulkemizde yapilan bir diger calismada ise yine iiriner sistem

orneklerinden izole edilen E.coli izolatlarinda fosfomisin ve karbapenem direng
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genleri varlig1 arastirilmistir. Fosfomisin direngli 8 izolatin dérdiinde fosA3 (%50)
tespit edilirken, fosC2 higbir izolatta saptanamamustir. fosA3 tespit edilen bir 6rnegin
ayni zamanda blanpm yoOniinden pozitif oldugu belirtilmistir (166). Calismamizda
fosA3 saptama oranimiz %4,2 olarak bulunmus olup bazi Avrupa iilkelerinin
verileriyle (%1-5) benzerlik géstermektedir (159-161).

fosA3 geninin yayilmasi, GSBL geni blactx.m ile yakindan iliskilidir.
Gegtigimiz birka¢ on yilda TEM ve SHV tiplerinin en yaygin p-laktamaz gen tipleri
oldugu bildirilmisse de giiniimiizde CTX-M grubu B-laktamaz enzimleri artik hem
gelismekte olan hem de gelismis iilkelerde olmak iizere diinya capinda agik ara en
yaygin olan GSBLvaryantidir (167). Fransa (168), ispanya (169), Romanya (170) gibi
Avrupa lilkelerinde yapilan ¢alismalarda GSBL iireten suslarda baskin olarak blacrx-
m varligi goriilmekle beraber Portekiz (171) gibi bazi iilkelerde blatem daha siklikla
goriilebilmektedir. Uzak dogu iilkelerine baktigimizda Cin (172), Tayland (173),
Japonya (174), Sri Lanka (175) gibi lilkelerde blactx-m yaygin olarak saptanirken
Hindistan’da yapilan bir¢ok ¢alismada blatem daha sik bulunmakla beraber blacrx-m
prevelans:t giderek artmis ve bazi bolgelerde baskin hale gelmistir (176-178).
Ulkemizde yapilan bir¢ok ¢alismaya baktigimizda yine baskin olarak blactx-v varligi
oldugu goriilmektedir (179-186). Calismamizda fosfomisine direngli 72 E. coli
izolatinda baskin olarak (%91,6) blatem saptanmustir. Siklik sirasi olarak blatem ‘i
strastyla blactx-m (%40,2) ve blasuv (%20,8) izlemektedir. Calismamizdaki veriler
iilkemizdeki verilerle farklilik gostermektedir. Caligmamizda fosfomisine direncli
izolatlarin secilmesi bu farkliliga neden olmus olabilir.

Avrupa'da yapilan ¢esitli ¢alismalarla E. coli izolatlarinda blactx-m-15 ve
blactx-m-s55 gibi GSBL genleri, fosA3 ile birlikte saptanmistir (158-161). Uzak Dogu
tilkelerinde yapilan benzer ¢alismalarla da fosA3 ve blactx-m, blatem grubu genlerin
ayni plazmid {izerinde tasinarak yayildigi saptanmistir (67,68,70,72,163,164,). Avrupa
ve Uzak Dogu iilkelerinde yapilan calismalarla benzer sekilde ¢calismamizda fosA3
geni saptanan ii¢ izolatin ikisinde hem blactx-m hem de blatem genleri saptanirken
diger ornekte sadece blatem geni bulundu. fosA3, blacrx-.m ve blatem genlerinin
birlikte saptanmasi, bu genlerin ayni plazmid {izerinde tasinmis olabileceklerini
diistindiirtmektedir. Bu konuda tilkemizdeki veriler yetersiz oldugu i¢in daha ileri

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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fosA3 geni bulunduran {i¢ izolatin antibiyotik duyarlilik test sonuglari
incelendiginde her {i¢ izolat, ampisilin, sefuroksim, sefuroksim aksetil, seftriakson,
TMP/SMZ ve sefiksime direngliydi. Her ii¢ izolatin duyarli oldugu antibiyotikler ise
piperasilin/tazobaktam, amikasin, ertapenem, meropenem ve nitrofurontaindir.
Avrupa’da yapilan bir ¢aligmada iiriner sistem Orneginden izole edilen ve fosA3
saptanan bir 6rnegin sefotaksim, sefepim, siprofloksasin, gentamisin ve trimetoprime
direncliyken sefoksitin, karbapenem ve amoksisilin/klavunik asit’e duyarli oldugu
bulunmustur (159). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada ise fosA3 pozitif E. coli O25b-
ST131 izolatinin karbapenem, nitrofurantoin, TMP/SMZ ve gentamisine duyarliyken,
sefalosporinlere, piperasilin/tazobaktam, siprofloksasin ve amoksisilin/klavulanat’a
direngli olarak bulunmustur (166).

Antimikrobiyal direng, ¢ok cesitli bakteriyel enfeksiyonlarin 6nlenmesini ve
tedavisini etkileyen, 21. yiizyildaki en biiyiik kiiresel halk sagligi tehditlerinden biridir
(187). 2020 yilinda yayinlanan DSO raporuna goére, su anda 43 antibiyotik ve
kombinasyon klinik gelistirme asamasindadir ve 2017'den bu yana 11 yeni
antimikrobiyal ila¢ klinik kullanim icin onaylanmustir. Bununla birlikte, DSO, 43
antibiyotigin hicbirinin klinik olarak en sorunlu bakterilerde (6rn. E. coli,
K.pneumoniae) bu direng sorununu yeterince ¢ézemedigini belirtmektedir. Bu yiizden
baz1 CID patojenlere karsi etkinligini koruyan eski antibiyotikler yeniden piyasaya
stiriilmiistiir (188). Fosfomisin de bu antibiyotiklerden biridir

Sonu¢ olarak calismamizda idrar Orneklerinden izole edilen 72 fosfomisin
direncli E. coli izolatinin 3 (%4,2)’linde fosA3 geni saptanmis olup fosA, fosC2, fosX
ve fosB geni saptanamamistir. Fosfomisin direncine sebep olan ¢esitli kromozomal
gen mutasyonlarimin (GlpT, UhpT, uhpA, ptsl, cyaA ve MurA) ve diger fosA varyanti
diren¢ genlerinin ¢alisgmamiza dahil edilmemesi nedeniyle diisiik sayida fosfomisin
diren¢ geni saptamis olabilecegimiz i¢in bu konuda daha genis capli c¢aligmalara
ihtiya¢ vardir.

CID etkenlere bagl gelisen enfeksiyonlarda, dzellikle GSBL iireten suslarda
fosfomisin kullanilmas: yeniden gilindeme gelmistir. Plazmid aracili fos direng
genlerinin beta-laktamaz genleriyle ayn1 plazmid iizerinde tagindigi ¢esitli caligmalarla
kanitlanmistir. Bu birlikteligin ilerde fosfomisin direncinin yayilmasinda énemli bir

rol oynayabilecegi goz dniinde bulundurulmalidir. Yaptigimiz bu calismada da fosA3,
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blactx-m ve blatem genlerinin beraber saptanmasi, bu genlerin ayn1 plazmid iizerinde
tasinmig olabilecegini gostermektedir. GSBL iireten suslarda fosfomisin direng
mekanizmalarinin bilinmesi tedavinin yonlendirilmesinde ve direncin takibinde
onemli olacaktir. Ulkemizdeki baskin fosfomisin direng profillerinin belirlenmesi igin

daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir.
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1-

6. SONUCLAR

Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari’na kiiltiir
icin gdnderilmis idrar 6rneklerinden izole edilen ve fosfomisine direngli bulunan
97 E. coli izolatinin ¢ogunlugu kadin hastalardan gelen Orneklere aitti. Bu
izolatlarin en sik polikliniklerden gonderilen Orneklerden izole edildigi
belirlenmistir. Poliklinikler arasinda da en sik iiroloji poliklinigi yer almaktaydi.
Agustos 2022-Subat 2023 tarihleri arasinda Ankara Sehir Hastanesi Merkez
Bakteriyoloji Laboratuvari’na kiiltiir i¢in gonderilmis 117.667 idrar 6rneginin
5.759’unda E. coli izole edildi. Otomatize sistem ve/veya disk diffiizyon
yontemiyle fosfomisine direngli saptanan 97 E. coli izolatinin 72’si agar diliisyon
yontemiyle fosfomisine diren¢liydi. Fosfomisin i¢in diren¢ orant %1,25 olarak
bulundu.

Agar diliisyon yontemiyle fosfomisine direngli bulunan 72 E. coli izolat,
imipenem, meropenem, ertapenem, nitrofurantoin ve amikasin antibiyotiklerine
yiiksek oranda duyarli saptanmustir. Izolatlarin, sefuroksim, ampisilin,
siprofloksasin, sefuroksim aksetil, sefiksim ve TMP/SMZ antibiyotiklerine kars1
yiiksek direng oranlarina sahip oldugu belirlenmistir.

Calismamizda fosfomisin direncli izolatlarin 52°si otomatize sistemle, 45°1 disk
diffiizyon yontemiyle saptanmistir. Otomatize sistemle fosfomisine direngli
bulunan 52 izolatin 39’u agar diliisyon yontemiyle fosfomisine direncliydi. Elli
iki izolatin 20’si disk difflizyon yontemiyle fosfomisine direngli bulundu.

Agar diliisyon yontemiyle fosfomisine direncli bulunan 72 izolatin %91,6
(66/72)’sinda blatem, %40,2 (29/72) ‘sinde blactx-m, %20,8 (15/72)’inde blasnv
saptandi.

GSBL pozitif/negatif izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin karsilagtiriimasinda
GSBL pozitif olanlarda negatif olanlara gore ampisilin, gentamisin,
siprofloksasin, sefuroksim, seftazidim, sefuroksime/aksetil, seftriakson ve
sefiksim antibiyotiklerine diren¢ orani istatistiksel olarak anlamli bulundu
(»<0.05). Diger antibiyotiklerin diren¢ oranlarinda anlamli bir fark bulunmadi

(p>0.05).
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7- Calismamizda idrar 6rneklerinden izole edilen ve 72 fosfomisin direngli E. coli
izolatinin 3’tinde (%4,2) fosA3 geni saptanmis olup hi¢ fosA, fosC2, fosX ve
fosB geni bulunamamastir.

8- fosA3 saptanan iki izolat agar dillisyon, otomatize sistem ve disk diffiizyon
yontemiyle fosfomisine direngli saptandi. Ugiincii izolat hem agar diliisyon hem
disk diffiizyon yéntemiyle direngli saptandi. Ug izolatin agar diliisyon testine
gore MIK degeri 128 mg/l olark bulundu.

9- fosA3 geni saptanan orneklerin ikisinde hem blactx-m hem de blatem genleri
saptanirken diger 6rnekte sadece blatem geni bulundu. Her ii¢ izolatta da blasnv
tespit edilmedi.

10- Sonug olarak 6zellikle GSBL {ireten izolatlarda fosfomisin alternatif ilag olarak
yerini korumaktadir. fos direng genlerinin beta-laktamaz genleriyle birlikte ayni
plazmid tizerinde tasinip yayilmasi, ilerde fosfomisin direncinin artmasina sebep
olabilecektir. Fosfomisin diren¢ mekanizmalarinin  bilinmesi  direngli
enfeksiyonlarin tedavisinin yonlendirilmesinde ve direncin takibinde onemli
olacaktir. Ulkemizdeki baskin fosfomisin direng profillerinin belirlenmesi igin

daha fazla caligmaya ihtiya¢ vardir.
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