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OZET

FOSFOMISIN DIRENCLiI ENTEROBACTERIACEAE iZOLATLARINDA
FOSFOMISIN DIRENCININ GENOTIPIK OLARAK ARASTIRILMASI

Amag: Calismaya, Ondokuz May1s Universitesi T1p Fakiiltesi Tip Laboratuvarlari T1ibbi
Mikrobiyoloji BOlumi  Bakteriyoloji Laboratuvarina goénderilmis idrar yolu
orneklerinden izole edilen 185 Enterobacteriaceae izolati dahil edildi. Calismaya dahil
edilen Enterobacteriaceae izolatlarinda, fosfomisin direncinden sorumlu oldugu bilinen
genlerden fosA3 ve fosC2 genlerinin varhiginin molekiler olarak tespit edilmesi
planlandi.

Materyal ve Metot: izolatlarin tanimlanmas1 Vitek MS (bioMérieux, Fransa) otomatize
sistemi kullanilarak yapildi. Antibiyotik duyarliigi Vitek 2 Compakt (bioMérieux,
Fransa) otomatize sistemi ve disk difiizyon yontemleri ile test edildi. Enterobacteriaceae
izolatlart molekiiler ¢alismaya kadar -20°C’de saklamaya alindi. Fosfomisin direncli
izolatlarin kaynatma yontemiyle DNA ekstraksiyonu yapildi. DNA ekstraksiyonundan
sonra 6zgln primerler kullanilarak optimizasyon islemi yapildi. Optimizasyon isleminin
ardindan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemiyle Enterobacteriaceae
izolatlarinda fosA3 ve fosC2 genlerinin varligi arastirildi. PZR igleminin ardindan sekans
analizi yapild1.

Bulgular: Calismaya dahil edilen Enterobacteriaceae izolatlarmin en ¢ok Dahiliye
(%23,2), Uroloji (%19,5) ve Noroloji (%18,9) servislerinden gonderildigi belirlendi.
Enterobacteriaceae izolatlari ile yapilan PZR islemi sonucunda izolatlarin 2’sinde fosA3
geni yoniinden pozitif olarak bulunurken, izolatlarin higbirinde fosC2 geni tespit
edilemedi.

Sonug: Yaptigimiz caligmaya dahil edilen Enterobacteriaceae izolatlarinin %1,1°1 fosA3
geni yoniinden pozitif bulundu. Ancak izolatlarin hi¢birinde fosC2 geni tespit edilemedi.

Anahtar Kelimeler: Fosfomisin direnci; Enterobacteriaceae; fosA3; fosC2.

Kiibra HACIEMINOGLU, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Temmuz - 2018



ABSTRACT

INVESTIGATION OF FOSFOMYCIN RESISTANCE IN FOSFOMYCIN
RESISTANT ENTEROBACTERIACEAE ISOLATES

Aim: This study was included 185 Enterobacteriaceae, which isolated from clinical
samples and sent to Bacteriology Laboratory of Medical Microbiology Department of
Medical Faculty of Ondokuz May1s University Medical School. We aimed to investigate
the presence of fosA3 and fosC2 genes that cause fosfomycin resistance in
Enterobacteriaceae isolates which were included in the study.

Material and Method: Identification of isolates were performed in Vitek MS
(bioMérieux, Fransa) automated system. The antibiotic susceptibility was tested with the
Vitek 2 Compact (bioMérieux, Fransa) automated system and disc diffusion method.
Enterobacteriaceae isolates were stored at -20 ° C until the molecular study. DNA
extraction of fosfomycin resistant isolates was performed by boiling method. After DNA
extraction, optimization was performed using the original primers. After optimization,
fosA3 and fosC2 genes were investigated by polymerase chain reaction (PCR) method.
Sequence analysis was done for the positive isolates after PCR.

Results: It was determined that the Enterobacteriaceae isolates included in the study
were sent mostly from Internal Medicine (23.2%), Urology (19.5%) and Neurology
(18.9%) services. As a result of the PCR and segeunce, 2 of the 185 Enterobacteriaceae
isolates were positive in the fosA3 gene, fosC2 gene was not detected.

Conclusion: As a result 1.1% of Enterobacteriaceae isolates included in the study were
positive for fosA3 gene. However, no fos C2 was detected in any of the isolates.
Keywords: Fosfomycin resistance; Enterobacteriaceae; fosA3; fosC2.

Kiibra HACIEMINOGLU, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, July — 2018



SIMGELER VE KISALTMALAR

Mg : Mikrogram

pl : Mikrolitre

BOS : Beyin Omurilik Sivisi

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute
CRE : Karbapenem Direngli Enterobacteriaceae
CR-KP : Karbapenem Direncli Klebsiella pneumoniae
mm : Milimetre

mi - Mililitre

DNA : Deoksiribonikleik Asit

ECA : Enterobakteriyal Ortak Antijen

EMB : Eozin Metilen Blue

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
G6F : Glikoz — 6 — Fosfat

Gl : Gastrointestinal

GSBL . Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar
HE : Hektoen Enterik

MDR : Coklu Ilag Direnci

MH : Mueller-Hinton

MHA : Mueller-Hinton Agar

MiK : Minimum Inhibitor Konsantrasyonu
MurA : UDP-NAG Enol Pirtvil Transferaz
NAMA - N-Asetil Muramik Asit

NAG : N-Asetil Glukozamin

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

R : Direngli

S : Duyarhi

TBE : Tris Borik Asit EDTA

UDP - Uridin difosfat

USE : Uriner Sistem Enfeksiyonu

XLD - Ksiloz Lizin Deoksikolat
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1. GIRIS

Uriner sistem enfeksiyonlar1 (USE) tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de
oldukga sik karsilasilan ve 6nemli bir morbidite nedeni olan enfeksiyonlardir (Koken ve
ark., 2008; Oteo ve ark., 2010). USE sayisinin; diinyada 150 milyon/y1l, Amerika
Birlesik Devletleri’nde 7 milyon/yil oldugu 6ngoérilirken, iilkemizde ise her y1l ortalama
5 milyon sistit atag1 oldugu raporlanmistir (Ertugrul ve ark., 2004; Alos ve ark., 2005;
Arslan ve ark., 2005; Koken ve ark., 2008). USE tedavisinde sik kullanilan beta -
laktama, beta — laktam / beta - laktamaz inhibitér kombinasyonuna, trimetoprim -
stlfametoksazola, kinolonlara ve aminoglikozidlere karsi direng, hizli bir artis
gostermektedir. Bu hizli direng gelisimi sebebiyle yeni antibiyotiklere ihtiyag
duyulmustur (Tekin ve ark., 2012). Bir fosfonik asit tirevi olan fosfomisin, tek doz
kullanim avantaji, yan etkisinin az olmasi ve Enterobacteriaceae’larda direng oraninin
diisiik olmas1 sebebiyle komplike olmayan USE tedavisinde alternatif olarak tercih
edilecek antibiyotiklerden biri olmustur (Falagas ve ark., 2010).

Streptomyces tirlerinden izole edilen fosfomisin, idrar yolu enfeksiyonlarinin
tedavisi igin kullanilan genis spektrumlu tirospesifik bir antibiyotiktir. Fosfomisin
1969°da Ispanya’da bulunmustur. Kesfedildigi ilk zamanlar menenjit dahil birgok 6nemli
enfeksiyonun tedavisinde sadece parenteral olarak kullanilabilmistir. 1980°1i yillarin
basinda fosfomisin trometamol olarak bilinen, oral uygulanabilen ve suda cok iyi
¢oziinebilen fosfomisin tuzu elde edilmistir (Reeves, 1992).

Fosfomisin, bir fosfoenol piriivat analogudur (Greenwood, 2003). Bakterinin
hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan tabakasi, N-asetil glikozamin (NAG) ve N-asetil
muramik asidin (NAMA) birbirini izleyen birimlerinin pentapeptid capraz baglarla
baglanmasi ile olusur. Bakterinin hiicre duvari sentezinde ilk adim sitoplazmada
gergeklesir ve bu adim, tiridin difosfat (UDP)-NAG’mn 3’-hidroksil grubundan inorganik
fosfatin ayrilmasiyla fosfoenol piriivattan gelen enol pirtivatin UDP-NAG’a eklenmesini
icerir. Bu reaksiyon, E.coli gibi bakterilerde 6nemli temel bir sitoplazmik enzim olan
UDP-NAG enol pirlvil transferaz (MurA) enzimi tarafindan katalizlenir. MurA
enziminin inaktivasyonu, peptidoglikan sentezini engelleyerek hiicresel biitiinligiin
bozulmasina ve bakterinin ozmotik parcalanimina sebep olur (Kumar ve ark., 2009).
Fosfomisin, MurA enziminin 115. sistein kalintisina geri doniisiimsiiz olarak kovalent

yolla baglanir, boylece MurA enzimini inhibe ederek UDP-NAMA olusumunu onler ve



antibakteriyel etkinligini, peptidoglikan tabakasinin sentezini engelleyerek gosterir.
Yapilan in vitro caligmalarda fosfomisinin, duyarli bakteriler {izerinde bakterisidal
etkinligini, 30 dakika i¢inde gosterdigi belirlenmistir (Greenwood, 2003; Schito, 2003;
Yao ve ark., 2007; Falagas ve ark., 2008; Garau, 2008; Hosbul ve ark., 2009).

Etkiledigi bolgenin farkliligi ve kimyasal yapisi sebebiyle fosfomisinin diger
antibakteriyel ajanlar ile arasinda ¢apraz direng yoktur ya da ¢ok nadir gorilmektedir
(Patel ve ark., 1997; Greenwood, 2003; Yao ve ark., 2007). Gelismis tilkelerde uzunca
stiredir klinik olarak yaygin sekilde kullanilan fosfomisine karsi, bakterilerde direng
gelisimi halen nadir gorlilmektedir. Direng mekanizmalari, ¢gogunlukla kromozomal
kaynakl1 ya da ender olarak plazmid aracilidir (Patel ve ark., 1997; Afsar ve ark., 2005;
Mert, 2006; Falagas ve Kopterides, 2007; Yao ve ark., 2007).

Kromozomal mutasyonlarin ¢ogu, ilacin hiicre i¢ine tasginmasini saglayan
bakteriyel proteinleri kodlayan yapisal ve diizenleyici genlerde gorilmektedir. Bu
mutasyonlar, bakterilerin iki temel transport mekanizmasi olan heksoz fosfat ve L-a-
gliserofosfat sistemlerinin bozulmasina yol acar ve fosfomisinin bakteri hiicresi icine
gecisini azaltarak hedef bolgeye ulasmasini engellemektedir (Patel ve ark., 1997; Afsar
ve ark., 2005; Mert, 2006; Falagas ve ark., 2007; Yao ve ark., 2007; Kumar ve ark.,
2009). Fosfomisine direncli mutantlar, fosfomisin transportunda bozukluga yol agan
Ozellikle kromozomal glpT mutasyonlarina bagl olarak antibiyotik tedavisi sirasinda
spontan ortaya ¢ikmaktadir. Glikoz-6-fosfat (G6F) tarafindan indiiklenen heksoz fosfat
transport sisteminde hasar olusan direngli mutantlar, daha ziyade in vitro ortamda ytiksek
siklikta (10%-10°) ortaya cikmaktadir. In vivo olusan direng ise genellikle L-a-
gliserofosfat transport mekanizmasinin kaybiyla iligkilidir (Kumar ve ark., 2009).

Baz tiirlerde izlenen plazmid aracili direng ise, ilac1 inaktive eden enzim {liretimi
ile iliskili olup bu durum katalitik bir konjugasyonla sonuglanmakta, bakteri tiirleri
arasinda cografik bolgelere bagli olarak yayilim gostermektedir (Patel ve ark., 1997; El
Zoeiby ve ark., 2003; Greenwood, 2003; Mert, 2006; Yao ve ark., 2007). Plazmidle
kodlanmig enzimler olan fosA ve fosB, fosfomisin direncinde rol oynar.
Enterobacteriaceae ve Pseudomonas spp. iiyeleri arasinda fosA geni, olduk¢a yaygin
olarak bildirilmektedir (Patel ve ark., 1997; Greenwood, 2003). S.aureus, Bacillus
subtilis gibi gram-pozitif bakterilerde fosB, Mesorhizobium loti ve Listeria



monocytogenes gibi bakterilerde ise fosX genleri, fosfomisin direncindeki rolleri
acisindan detayli olarak ¢alisilmistir (Kumar ve ark., 2009).

fosA3 geni Cin’de ¢iftlik hayvanlarinda, evcil hayvanlarda ve insanda klinik
orneklerde; Giiney Kore’de insanda genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) Ureten
izolatlarda ve Japonya’da saglikli bireylerde goriilmiistiir (Lee ve ark., 2012; Ho ve ark.,
2013; Hou ve ark., 2013; Sato ve ark., 2013). fosC2 ise Japonya’da CTX — M Uureten E.
coli izolatlarinda tamimlanmistir (Wachino ve ark., 2010). Klebsiella pneumoniae’da
fosfomisin direnci goriilme orani1 tiim diinyada diisiiktiir. Bununla birlikte Cin’de yapilan
bir ¢calismada KPC — Ureten K. pneumoniae suslarin direng oraninin, yalnizca GSBL
ireten izolatlara oranla daha yiiksek oldugu ortaya konulmustur. Yine bu ¢alismada
fosfomisin direncli K. pneumoniae izolatlarinin ¢ogunda fosfomisin direncinin temel
nedeninin fosA3 geni oldugu verilerle ortaya konulmustur. KPC — {ireten ya da GSBL —
ureten K. pneumoniae izolatlarinin % 50’sinden fazlasinda fosA3 geni tespit edilmistir
(Jiang ve ark., 2015).

Bizim ¢alismamizda da, Uriner sistem Orneklerinden elde edilen fosfomisin
direncli Enterobacteriaceae izolatlarmin genotipik yapilari aydinlatilarak, direng
mekanizmalarinda plazmid aracili fosfomisin direng genleri fosA3 ve fosC2 genlerinin

etkisi olup olmadiginin tespiti amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enterobacteriaceae Ailesi

Enterobacteriaceae ailesi; tibbi 6neme sahip gram negatif basiller igindeki en
blyilk ve en heterojen topluluktur. Bu aile, 40’dan fazla cins ve 150’den fazla tiirii
kapsamaktadir. Bu biy(k aileye her gecen gln yeni tyeler eklenebilmekte veya genetik
analizler sonucu mevcut tiir isimleri degistirilebilmektedir (Donnenberg, 2010).
Enterobacteriaceae ailesine ait turler; biyokimyasal 6zellikleri, antijenik yapilari, DNA

hibridizasyonu ve 16S rRNA dizilimlerine gore siniflandirilirlar (Giir ve ark., 2009).

2.1.1. Epidemiyoloji

Enterobacteriaceae Uyeleri toprak, su ve bitkilerde yaygin olarak bulunmakla
birlikte, hayvan ve insan bagirsaklarina da yerlesir. insanlarda gastrointestinal (Gl)
sistemde mevcut olan bakterilerin yaklasik %99’unu anaerop bakteriler olusturur ve bu
bakterilerinn ¢ogu Bacteroides’lerdir. Fakat gaita Kkilturleri aerop ortamlarda
inklibasyona birakildiginda en fazla Enterobacteriaceae (uyelerinin  (iremesi
gerceklesmektedir. Gaitada en sik karsilasilan fakiltatif anaerop mikroorganizma E.
coli’dir. Deniz, akarsu, gol, sebeke, kuyu ve i¢me suyu gibi sularda Escherichia coli ya
da diger Enterobacteriaceae Uyelerinin (Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter gibi)
varlig1, sularin kanalizasyonla kirlendiginin belirgin bir kaniti olarak kabul edilmektedir.
Enterobacteriaceae iiyeleri dogada yaygin olarak bulunmakla birlikte bazi tiirleri sinirl
ekolojik bolgelerde bulunur. Ornegin; tifo hastaligina neden olan Salmonella typhi,
yalnizca insanda kargimiza ¢ikmaktadir. Yasadigimiz ¢evrede ¢ok yaygin olarak bulunan
Klebsiella pneumoniae ise; dogada biyokimyasal ve jeokimyasal olaylara katilir. Bunun
yanisira K. pneumoniae izolatlar1 insanlarin bagirsak, solunum ve Uriner sistemlerinde
belirtisiz yerlesim goOstererek, Olume kadar ilerleyebilen agir enfeksiyonlara neden
olmaktadir (Baron,1996; Ustagelebi, 1999; Grimont ve Grimont, 2006; Davin-Regli ve
Pages, 2015).

2.1.2. Siiflandirma

Enterobacteriaceae larin siniflandirilmasi ve adlandirilmasinda son zamanlara
kadar fizyolojik, biyokimyasal ve antijenik fenotipik 6zellikleri dikkate alinmaktaydi.
Ancak giuinimiizde bu fenotipik 6zellikleri daha da giiglendirmek i¢in DNA benzerligi de
dikkate alinmaktadir. Bunun igin DNA-DNA hibridizasyon ve 16S rRNA dizilimlerine

4



bakilmaktadir (Ustagelebi, 1999; Wu ve ark., 2009). Enterobacteriaceae ailesine Uye

bakterilerin siniflandirmasi Tablo 1’°de goriilmektedir.

Tablo 1. Enterobacteriaceae ailesinin siniflandirmasi (Koneman ve ark., 1997; .Walker ve ark., 2007’den

uyarlanmustir.)

Familya Tur Cins
I.Escherichieae Escherichia E. coli, E. blatae, E. vulneris, E. fergusonii,
E. hermannii
Shigella S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, S. sonnei
I1.Edwardsiellae Edwardsiella E. tarda, E. hoshina, E. ictaluri
I11.Salmonelleae Salmonella S. enterica, S. bongori
IV.Citrobacteriaceae | Citrobacter C. freundii, C. diversus, C. amalonaticus
V.Klebsielleae Klebsiella K. pneumoniae subsp. pneumoniae,
K. pneumoniae subsp. ozanenae, K. oxytoca,
K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis,
K. planticola, K. terrigena, K. ornithinolytica
Enterobacter E. aerogenes, E. cloacae, E. amnigenus, E. taylorae,
E. agglomerans complex, E. sakazakii, E. gergoviae,
E. dissolvens, E. nimipreeuvalis, E. asburiae,
E. hormaechei
Hafnia H. alvei
Serratia S. marcescens, S. liquefaciens, S. rubidaea,
S. fonticola, S. odorifera, S. plymuthica, S. ficaria
Pantoea P.agglomerans
VI.Proteeae Proteus P. mirabilis, P. vulgaris, P. pennei, P. myxofaciens
Morganella M. morganii
Providencia P. alcalifaciens, P. stuartii, P. rettgeri, P. rustigianii
VIl.Yersinieae Yersinia Y. pseudotuberculosis, Y. pestis, Y. enterocolitica,
Y. frederiksenii, Y. kristensenii, Y. intermedia,
Y. ruckeri, Y. aldovae

2.1.3. Morfoloji

Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler gram negatif, genellikle homojen
boyanan, 2-3 pum boyunda, 0,3-10 um eninde, uglar1 yuvarlak goriiniimlii, ¢omak
seklinde bakterilerdir. Aside direngli boyanmazlar ve spor olusturmazlar. Ancak bazi

istisnalar da vardir. Ornegin; Yersinia pestis ve Y. pseudotuberculosis daha kiglk ve



polikromatik boyanan kokobasil gériinimunde bakterilerdir. Klebsiella cinsindekiler ise
daha iri gorinimdedir. E. coli ise eskimis kiiltiirlerinde ve bazi klinik 6rneklerden
hazirlanan preparatlarda uzun filamentler olusturmus sekilde gorilebilirler. Klebsiella,
Shigella, Leminorella, Moellerella cinsleri, Salmonella cinsine ait bazi serovarlar ve
Yersinia pestis tiirii hareketsiz; diger biitiin tiyeler ise hareketlidir. Y. enterocolitica ve Y.
pseudotuberculosis 37°C’de iiretildiginde hareketsiz, oda 1sisinda iiretildiginde ise
hareketlidir. Proteus cinsindeki bakteriler ise kat1 besiyerinin yiizeyinde yayilacak kadar
hareketlidir (Koneman ve ark., 1997; Willke ve ark., 2002; Farmer ve ark., 2009).

2.1.4. Kultur Ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesine Uye bakteriler, fakiltatif anaeropturlar. Bu
bakteriler i¢in optimal sicaklik 35-37°C’dir ve en iyi karbondioksitsiz ortamda tUreme
gosterirler. istisna olarak Yersinia ve Serratia tiirleri diisiik sicakliklarda (1-5°C)
ureyebilirler. Birgok laboratuvarda, enterik bakterilerin dretimi igin cikolata ve kanli agar
gibi segici olmayan besiyerleri ve MacConkey agar gibi segici besiyerleri kullanilir
(Cengiz, 2004). Bu besiyerleri; solunum yollar1, yara, kan, steril viicut sivilari ve idrardan
enterik bakterileri izole etmek amaciyla kullanilmaktadir (Ustagelebi, 1999).

Enterobacteriaceae liyeleri 24 saatte yuvarlak, ortasi kalkik, diizgiin kenarli, 2—
3 mm ¢apinda, S tipinde, diizgiin koloniler olustururlar. Bazi tiirlerde koloniler daha geg
ortaya ¢ikip, daha kiiciik olabilir. Belirli O antijenlerini kaybetmis suslar kenarlar1 ve
ylzeyi diizensiz, R tipinde koloniler olustururlar. Klebsiella cinsindeki bakteriler ve bazi
Enterobacter, Salmonella paratyphi B suslar1 yiuzeydeki kapsil nedeniyle mukoid koloni
olustururlar. Serratia suslarinin kolonileri, 6zellikle diisiik sicakliklarda, prodigiosin
pigmenti olusturduklarinda kirmizi renkte goriiliirler. Enterobacter sakazakii,
Escherichia vulneris suslarmin bir kismi sar1 bir pigment olusturur (Bilgehan, 2004).
Kanli agarda izolatlarinin ¢ogunda hemoliz gézlenmezken, E. coli’nin baz1 izolatlart
kuvvetli sekilde hemolizin {irettigi i¢in, kanli agarda hemoliz gozlenir (Ustagelebi, 1999;
Grimont ve ark., 2006). Tablo 2’de baz1 Enterobacteriaceae tyelerinin MacConkey ve
koyun kanl1 agarda olusturduklari kolonilerin goriiniim ve biiyiikliikleri goriilmektedir.

Enterobacteriaceae Uyelerinin gaita 6rneklerinden izolasyonu i¢in Eozin Metilen

Blue (EMB) agar veya MacConkey agara ek olarak secici ve ayirt edici 6zelligi daha
fazla olan, Hektoen Enterik Agara (HE) veya Ksiloz Lizin Deoksikolat (XLD) agara

ekim yapilmaktadir. HE agarda, laktoz pozitif tiirlerin sar1 koloniler olusturdugu



gozlenirken; laktoz negatif tirlerin yesil koloniler olusturdugu gozlenir. Proteus’un
(laktoz negatif) H.S iireten suslarinda yesil ve ortasi siyah olan koloniler gozlenir.
Citrobacter freundii suslarinda, sar1 ve ortasi siyah olan koloniler gézlenir. XLD agarda
lizin dekarboksilaz olusturan, fakat laktoz negatif olan Salmonella suslarinda kirmizi ve
ortasi siyah olan koloni olusumu gortliir. HE ve XLD agarda ferrik amonyum sitrat ve
sodyum tiyosllfat bulunur. HoS iireten suslar, siyah renk koloniler olustururlar
(Ustacelebi, 1999). Enterobacteriaceae Uyelerinin izolasyonunda en ¢ok tercih edilen

besiyerleri Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 2. Baz1 Enterobacteriaceae tyelerinin MacConkey agar ve kanli agarda olusturduklari kolonilerin
gorinim ve blyuklikleri (Ustacelebi, 1999°dan)

Tipik gérinim ve buayukluk
Tur

MacConkey agar Kanh agar

Salmonella spp., Shigella spp.

Renksiz, diizgin, 2-3 mm

Duizgin, 2-3 mm

Yersinia enterocolitica

Renksiz, < 1 mm

Dizgiln, <1 mm

Escherichia coli

Pembe, kirmizi genellikle
presipite olmus safra ile

¢evrelenmis, 2-3mm

Diizgiin (baz1 suslar beta

hemolitik), 2-3 mm

Klebsiella pneumoniae

Pembe, mukoid, 3-4 mm

Mukoid, 3-4 mm

Enterobacter spp.

Pembe, Klebsiella kolonileri

kadar mukoid degil

Dizgin, 3-4 mm

Proteus vulgaris ve Proteus
mirabilis

Renksiz, yassi, hafifce
yayilabilen, 2-3 mm

Dalga dalga yayilarak petriyi
kaplayabilen

Providencia spp., Morganella

Spp.

Renksiz, yasst, 2-3 mm

Yassi, 2-3 mm

2.1.5. Biyokimyasal Ozellikler

Enterobacteriaceae

ailesine  (ye

bakteriler

fakiltatif

anaerop

mikroorganizmalardir. Bakterilerin hepsi oksidaz negatif, glukozu fermente edebilen ve
nitrat bilesigini nitrite indirgeyebilen bakterilerdir. Fakat alginati eritebilme yetenekleri
yoktur. Glukoz fermentasyonu sonucu, diisiik pH (pH 4.4) ortami olugsmasini saglayan,
asidik son drtnler olusur. Metil kirmizist testi, diisiik pH olusturan asit son trtnlerin
belirlenmesini saglar; ortama metil kirmizist eklenince ortamin rengi kirmiziya doner.

Enterobacter, Klebsiella ve Serratia cinslerine ait tirler glukoz fermentasyonunda,



butanediol fermentasyonu yolunu kullanarak, yan Griin olarak asetoin olusturmaktadir.

Bundan dolay1, bu grubun Voges-Proskauer reaksiyonu pozitiftir.

Tablo 3. Enterobacteriaceae tiirlerinin izolasyonunda en ¢ok tercih edilen besiyerleri (EMB: Eozin Metilen
Blue, HE: Hektoen Enterik, XLD: Ksiloz Lizin Deoksikolat) (Ustacelebi, 1999°dan)

L . H2S
Besiyeri Karbonhidratlar .
Incelemesi
Cogu tiiriin tiremesi i¢in ayirict MacConkey Agar Laktoz -
besiyerleri EMB Agar Laktoz, Sukroz, -
Enterik patojenlerin gaitadan HE Agar Laktoz, Sukroz, Salisin +
izolasyonu igin segici besiyerleri | XLD Agar Laktoz, Sukroz, Ksiloz +

Enterobacteriaceae  ailesindeki  turlerin ~ ve  cinslerin  karbonhidrat
fermantasyonu farkliliklar gosterir. Fermente edebildikleri karbonhidratlarin ya da
fermentasyon sonucu agiga ¢ikan son Urlnlerin farkli olmasi, tiir ve cins tespitinde
kullanilmaktadir. Enterobacteriaceae ailesindeki trlerin ve cinslerin tanimlanmasinda,
sitrat kullanim1 ve indol olusumu da degerlendirilmektedir. Triptofan aminoasitinin
yikim iriinii olarak indol agiga c¢ikar. Triptofanaz enzimi olan bakteriler triptofani
deamine eder. Ara urin olarak indol, amonyak ve pirlvik asit meydana gelir. Para-
dimetil amino benzaldehit eklenmesi ile kirmizi renk olusumu gozlenir.

Mikroorganizmanin, karbon kaynagi olarak sitrati kullanip kullanmadigini
belirlemek icin sitrat testi uygulanir. Sitratin kullanilmas1 sonucu pH alkaliye déner. Bu
olay sitratli besiyerinde bulunan bromtimol indikatériiniin, yesilden maviye donmesine
sebep olur. Enterobacteriaceae uyelerinin tanimlanmasinda, eskiden beri kullanilan bir
test de IMVIC testidir. IMVIC testi; indol reaksiyonu (), metil red kirmizist reaksiyonu
(M), Voges-Proskauer Reaksiyonu (V), sitrat reaksiyonu(C) denilen 4 reaksiyondan
olusur. E.coli i¢in IMVIC testi sonucu (++--) seklinde iken, Klebsiella igin IMVIC testi
sonucu (--++) seklindedir. Tablo 4’te Enterobacteriaceae ailesindeki belirli cinslerin

hizli tanisinda kullanilan degerlendirmeler 6zetlenmistir (Ustagelebi, 1999).

2.1.6. Antijenik Yap1
Enterobacteriaceae ailesine uye turlerin timinde ortak olarak "Enterobacterial
Common Antigen” (ECA) bulunur. Bu antijen; hiicre duvarindaki lipopolisakkarid

tabakanin derin kisimlarinda yer alan ortak bir antijendir. Enterobacteriaceae ailesinin



ayirt edici Ozellikleri i¢inde en 6nemlilerinden biridir. Enterobacteriaceae ailesindeki
bakterilerin timunde, ECA’nin disinda karmasik ve gii¢lii bir antijenik yap1 mevcuttur.
Bakterilerin temel antijenik yapilari incelendiginde;
e Houcrenin dis duvarinda bulunan somatik antijen (O antijeni),
o Kirpikli olan tirlerde bulunan kirpik antijeni (H antijenti),
e Bazi bakterilerde bakteri duvarini ¢evreleyen bir katman, bazi1 bakterilerde
ise bir ylizey maddesi seklinde az miktarda bulunan kapsul antijeni (K
antijeni)
olmak tizere 3 temel antijen yapisi oldugu belirlenmistir (Ustacelebi ve ark., 1999; Willke
ve ark., 2002; Farmer ve ark., 2009).

Tablo 4. Enterobacteriaceae ailesindeki belirli cinslerin hizli tanisinda kullanilan degerlendirmeler
(Ustacelebi, 1999°dan)

Hizh laktoz Yavas laktoz Laktozu fermente
fermentasyonu yapanlar fermentasyonu yapanlar Etmeyenler
E. coli: MacConkeyde pembe, Edwardsiella Shigella: Hareketsiz, glukozdan
kirmizi, viskoz ve diizgin Serratia gaz yapmaz

olmayan koloniler, hareketli

Enterobacter aerogenes: Citrobacter Salmonella: Hareketli, glukozdan
MacConkeyde pembe, viskoz Arizona asit ve gaz yapar

ve duzgun koloniler, hareketli

Klebsiella pneumoniae: Providencia Proteus: Kanl1 agarda dalga dalga
MacConkeyde pembe, mukoid, Erwinia yayilir, iremeyi hizla hidrolize
cok viskoz koloniler, hareketsiz eder (Amonyak kokusu duyulur)

2.1.7. Virilans Faktorleri

Enterobacteriaceae ailesine iiye tiirlerin ¢ok genis bir yelpazede patojeniteye
sahip olduklar1 bilinmektedir. Baz1 tiirler, ¢ok nadir olarak hastalik olusturur ya da
insanda enfeksiyon etkeni degillerdir. Bazilar1 ise; ¢ok yiiksek morbidite ve mortaliteye
sahip firsatg1 enfeksiyon etkeni olan tiirlerdir. Patojenitelerindeki bu farklilik bakterilerin
degisik virlilans faktorlerine sahip olmalar1 ya da bu faktorlerin bulunmamasiyla

aciklanmaktadir (Farmer ve ark., 2005).



Adhezinler

Adhezinler, mikroorganizmanin hedef hiicreye tutunmasini  saglar.
Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerde bulunan énemli adhezinler, fimbria ve dis
membran proteinleridir (Willke ve ark., 2002; Donnenberg, 2005; Murray ve ark., 2005;
Farmer ve ark., 2005)

Endotoksin

Hiicre duvarindaki lipopolisakkarit tabakasinin Lipid A kismi, endotoksin
ozelligindedir. Hayvanlara enjekte edilmesinden sonra; éldurici sok, ates, l6kositlerde
degisiklikler, enfeksiyonlara karsi konagin yanitinin degismesi, timorlerin gerilemesi,
Sanarelli-Schwartzman reaksiyonu ve gesitli metabolik farkliliklar gibi gesitli etkiler
gorulmektedir. Endotoksinin Uriner sistem veya yara enfeksiyonlarindaki roll net
degildir, buna karsin gram negatif bakteriyemi olan hastalarda 6liimlere yol agmaktadir.
Enterik bakteriyemi olan hastalarin %30’unda endotoksik sok gelisir ve %40-90’1
6liimle sonuglanmaktadir (Bilgehan, 2008).

Enterotoksin

Enterotoksinler, genellikle ince bagirsagi etkileyen, bagirsak limeninde bol sivi
atilmina ve buna bagli olarak da diyareye sebep olan kolera toksinine benzer
toksinlerdir. Bu toksinler, bazi E. coli, Salmonella, K. pneumoniae, Shigella,
Enterobacter, Citrobacter freundii suslar1 tarafindan salgilanmaktadir. Shigella ve
Salmonella enfeksiyonlarinda, enterotoksinin rolii tam Dbilinmemektedir. Bu
enfeksiyonlarin patogenezinde, dokuya penetrasyon onemlidir. Bagirsak i¢inde sinirsel
reseptorleri stimiile eder ve refleks etkisiyle beraber kusma ve bagirsak hareketlerinin
azalmasi1 sonucu besin zehirlenmesi olusturur (Bilgehan, 2008).

Shigatoksin ve Shigatoksin Benzeri (Shigalike) Toksinler

Baz1 Shigella suslarinda, memeli hicrelerinin protein sentezi mekanizmasini
bozan shigatoksin olusumu goriiliir. Bu toksine benzer toksinler, bazi E. coli suslar
tarafindan salgilanmaktadir. Bu toksinlerin etkisi ilk olarak Afrika yesil maymunu (vero)
dokularinda goriildiigii icin verotoksin olarak da adlandirilirlar. Verotoksin salgilayan E.
coli suslart hemolitik iiremik sendrom ve hemolitik diyareye neden olurlar (Ustagelebi,

1999).
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Hemolizinler

Hemolizinler, bir kisim Enterobacteriaceae Uyelerine ait suslarin salgiladig
ekstraselliiler salgilardir. Hemolizinlerin E. coli sebepli bazi hastaliklarda 6nemli oldugu
gosterilmistir. Bagirsak dis1 enfeksiyonlardan izole edilen E. coli suslarinin yarisindan
¢ogu hemolizin salgilar. Ancak GI sistem enfeksiyonuna neden olan E. coli suslarinin
yalmzca %10’u hemolizin salgilar. Uropatojen E. coli’lerin gogunda, hem P fimbria, hem
de hemolizin vardir. Hemolizinlerin sitotoksik etkileri sadece eritrositlerle sinirl
degildir. Alfa hemolizinler, lenfositlere karsi daha etkin sitotoksinlerdir. Beta
hemolizinler ise, nétrofillerin fagositozunu ve kemotaksisini 6nler. Hemolitik bakteri
enfeksiyonlarindan sonra kansizlik ve hemoglobintri gortlebilir. (Ustacelebi, 1999;
Bilgehan, 2008).

Kapsul

Kapstl, bircok Enterobacteriaceae Uyesinde bulunan bir yapidir. Fagositozu
Onleyerek, bakteriyi serumun bakterisidal etkisinden korur. K. pneumoniae’nin riner
sistem epiteline kolonize olmasini saglar. Yenidogan sepsisi ve menenjtine neden olan
E. coli K1 serotipinin kapsuli; bakterinin kan—beyin bariyerini gegmesinde yardime1 bir
faktordur (Willke ve ark., 2002; Donnenberg, 2005; Murray ve ark., 2005; Farmer ve
ark., 2005).

Bakteriyosinler

Bakteriyosinler, birgok gram negatif bakteri tarafindan tretilen, benzer tiir
bakterilere karsi1 bakterisidal 6zellik gosteren maddelerdir. Bakteriyosinler bakteriye 6zel
yapidadir ve plazmid kontroliinde {iretilir. E. coli tarafindan iiretilen bakteriyosine
kolisin, Klebsiella spp. tarafindan iiretilene klebsin, S.marcescens tarafindan iiretilene de

marcescin adi verilir (GUr, 2010).

2.1.8. Patogenez

Bakteriyel enfeksiyonlarn ilk basamagi organizmanin konaga girisidir. Enterik
bakterilerin ilk adimi1 ise mukoza reseptérlerine tutunmak ve GI sisteme yerlesmektir.
Enfeksiyonun belirtili déneminde dokuya invazyonu, toksin salinimi ve hticrelerde
hasara kadar gelisen olaylara iliskin belirtiler ortaya ¢ikar. Sonugta konak bakterinin her
Uriiniine kars: cevap vererek iyilesme gosterir. inflamatuar cevap hastaligin seyrini ve
agirligim belirler (Ustagelebi, 1999).

11



2.1.9. Enterobacteriaceae Enfeksiyonlar

Enterobacteriaceae uyeleri normalde Gl sistem disinda, viicudun bagka
bolgelerinde yer almaz. Gl sistem disindaki bulastigi ve yerlestigi bolgelerde ciddi
enfeksiyonlara yol acabilirler. Shigella spp., Gl sistem disinda ¢ok nadiren
enfeksiyonlara yol acar. Bu turler hari¢ Enterobacteriaceae uyelerinin pek ¢ok tiirii, sik
sik bagirsaklar disinda enfeksiyonlara neden olur. Bu enfeksiyonlardan USE (6ncelikle
sistit) en sik goriilendir. Buna ek olarak kan, solunum sistemi, yara ve merkezi sinir
sisteminde; menenjit, septisemi, pndmoni ve abselere sebep olurlar. Menenjit ve sepsis
hayatt tehdit edecek kadar agir seyreder. Gl sistem enfeksiyonlar1 disindaki
enfeksiyonlara en ¢ok sebebiyet veren Enterobacteriaceae tirleri;

e Escherichia coli,

e Klebsiella pneumoniae,

e Klebsiella oxytoca,

e Proteus mirabilis,

e Enterobacter cloacae,

e Enterobacter aerogenes,

e Citrobacter spp.,

e Serratia marcescens’dir.

Enterobacteriaceae ailesine ait g¢esitli mikroorganizmalar, insanlarda ve hayvanlarda
onemli bagirsak enfeksiyonlarina neden olurlar. Cogu cinslere ait suslar diyareye neden
olmakla beraber, asil diyare etkeni olan tiirler baglica dort Enterobacteriaceae cinsi
icinde toplanmaktadir;

e Cesitli Escherichia coli serotipleri,

e Salmonella serotipleri,

e Shigella tlrleri,

e Yersinia enterocolitica.

Enterobacteriaceae Uyeleri icinde 6nemli 6zel enfeksiyonlara neden olan turler
de bulunmaktadir. Bunlardan Yersinia pestis veba hastaligina; S. typhi de tifo hastaligina
sebep olur. Glnlimizde Enterobacteriaceae uyeleri, hastane enfeksiyonlarinin en biiyiik
sebepleridir. Servis hastalar, gesitli faktorlerden dolayr Enterobacteriaceae Uyelerinin
yerlesmesine ve enfeksiyon olusmasina karsi ¢ok hassaslardir. Hastane enfeksiyonlarina

yol acan Enterobacteriaceae uyeleri iginde E. coli en basta bulunmaktadir. Bulunma
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sikliklarma gore hastane enfeksiyonlarindan izole edilen Enterobacteriaceae uyeleri

sirasiyla,

E. coli,

Enterobacteriaceae ailesine iiye c¢esitli bakterilerin siklikla neden oldugu

Enterobacter turleri,
K. pneumoniae,

P. mirabilis,
Citrobacter tirleri,

S. marcescens’tir.

enfeksiyonlar Tablo 5’te belirtilmistir.

Tablo 5. Enterobacteriaceae ailesine iiye ¢esitli bakterilerin siklikla neden oldugu enfeksiyonlar

(Ustagelebi, 1999’dan)

Bakteri TUru

Infeksiyonlar

E. coli

Uriner enfeksiyon, septisemi, neonatal sepsis, menenjit ve diyare

Shigella spp.

Dizanteri, diyare

Edwardsiella spp.

Diyare, yara enfeksiyonu, septisemi, menenjit, tifo benzeri tablo

Salmonella spp.

Tifo, septisemi, diyare

Citrobacter spp.

Yara ve Uriner enfeksiyon (firsat¢1 ve hastane enfeksiyonlar)

Klebsiella spp.

Uriner enfeksiyon, pnémoni, septisemi

Enterobacter spp.

Yara enfeksiyonu, sepsitemi, triner enfeksiyon (firsat¢1 ve hastane

enfeksiyonlari)

Serratia spp.

Yara enfeksiyonu, sepsitemi, Uriner enfeksiyon (firsat¢1 ve hastane

enfeksiyonlarr)

Proteus spp.

Yara enfeksiyonu, sepsitemi, triner enfeksiyon

Providencia spp.

Yara enfeksiyonu, sepsitemi, triner enfeksiyon (firsat¢1 ve hastane

enfeksiyonlarr)

Morganella spp.

Firsatc1 ve hastane enfeksiyonlari

Yersinia pestis

Veba

Y. pseudotuberculosis

Mesenterik adenit, diyare

Y. enterocolitica

Mesenterik adenit, diyare

Erwinia spp.

Yara enfeksiyonu

Pectobacterium spp.

Yara enfeksiyonu
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2.1.10. Bakteriyolojik Tan1

Enterobacteriaceae iyelerinin biiyiikk ¢ogunlugu Klinik Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilan genel iiretim besiyerlerinde kolaylikla
ureyebilir. Enterobacteriaceae enfeksiyonu siiphesiyle gonderilen bir 6rnegin kiiltiirii
icin kanli agara ekim yapilmasi yeterlidir. Bunun yaninda MacConkey agar ya da EMB
agar gibi bir segici ayirici besiyerine ekim yapilmasi sonraki asamada bakteri
tanimlamasi i¢in kolaylik saglayacaktir (Willke ve ark., 2002; Farmer ve ark., 2009).

Farkli karbonhidratlar1 fermente etme, glikozdan gaz olusturma, indol, metil
kirmizisi, Voges-Proskauer, ONPG deneyleri, lipaz, Gireaz, fenilalanin deaminaz, arginin,
lizin, ornitin dekarboksilaz aktiviteleri, hareket, jelatini eritme, potasyum siyandrli
ortamda Ureme gibi 6zellikleri bu bakterilerin tanimlanmalarinda siklikla kullanilan
deneylerdir (Winn ve ark., 2006; Ustacelebi, 1999).

2.1.11. Antimikrobiyal Direng

Enterobacteriaceae ailesine tye bakterilerde antibiyotik direnci; intrinsik ve
kazanilmis olmak {izere iki tip diren¢ mekanizmasi ile olusmaktadir. Intrinsik tipte
direng; antibiyotik kullanimi ile iligkisi olmayan, bakteride dogal olarak bulunan
kromozomal direnctir. Klinik bir 6rnekten izole edilen bakterinin intrinsik direncli
oldugu bilinen ilaglara karsi duyarlilik testleri yapilmamali ve raporda bildirilmemelidir.
Birgok tiirde ampisiline, sefazoline ve polimiksinlere dogal diren¢ oldugu bilinmektedir.
Tablo 6’da, ¢esitli Enterobacteriaceae tiirlerinin 6zel olarak direng gosterdigi bazi
antibiyotikler gérilmektedir.

Kazanilmis direng ise antibiyotik kullaniminin selektif baskis1 sonucu suslarin
cogunda goriilen direngtir. Bu bakterilerde antimikrobiyallere direng 6zelligi, genellikle
plazmidler aracilig1 ile diger bakterilere aktarilabilmekte ve diren¢ yayilabilmektedir.
Kromozomal yerlesimli direng genleri de transpozonlar aracilifiyla bakteriler arasinda
aktarilabilir. Bakteriden bakteriye direng genlerinin gegisine aracilik eden bu
mekanizmalar Enterobacteriaceae ailesinde ¢ok yaygindir. Buna bagli olarak da
antimikrobiyal direng kolayca yayilabilmektedir. Direng oranlart cografik bolgelere ve
tiirlere gore farklilik gostermektedir. Ozellikle antimikrobiyallerin ¢ok yogun olarak
kullanildig1 hastane ortamlarinda direngli bakterilerin seleksiyonu sonucu antimikrobiyal

direng, hastane enfeksiyonlarinda siklikla rastlanan bakteriler olan Enterobacteriaceae
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tiyelerinde boyutu giderek biiyiiyen bir sorun haline gelmistir (Gur, 2004; Berkiten, 2005;

Farmer ve ark., 2005; Murray ve ark., 2005; Farmer ve ark., 2009).

Tablo 6. Cesitli Enterobacteriaceae tiirlerinde 6zel olarak direng gézlenen bazi antibiyotikler (Ustagelebi,

1999°dan)
Bakteri Direncli Olunan Antibiyotik
Citrobacter amalonaticus Ampisilin
Citrobacter freundii Sefalotin

Citrobacter diversus

Sefalotin, Karbenisilin

Edwardsiella tarda Kolistin

Enterobacter cloacae Sefalotin
Enterobacter aerogenes Sefalotin
Diger Enterobacter tirleri Sefalotin

Escherichia hermannii

Ampisilin, Karbenisilin

Ewingella Americana

Sefalotin

Hafnia alvei

Sefalotin

Klebsiella pneumoniae

Ampisilin, Karbenisilin

Proteus mirabilis

Polimiksinler, Tetrasiklin, Nitrofurantoin

Proteus vulgaris

Polimiksinler, Ampisilin, Nitrofurantoin, Tetrasiklin

Morganella morganii

Polimiksinler, Ampisilin, Sefalotin

Providencia rettgeri

Polimiksinler, Sefalotin, Nitrofurantoin, Tetrasiklin

Diger Providencia turleri

Polimiksinler, Nitrofurantoin

Serratia marcescens

Polimiksinler, Sefalotin, Nitrofurantoin

Serratia fonticola

Ampisilin, Karbenisilin, Sefalotin

Diger Serratia tirleri

Polimiksinler, Sefalotin

2.1.12. Enterobacteriaceae Enfeksiyonlarinin Tedavisi

Yeni antibiyotiklerin kesfedilmis olmasina ragmen, Enterobacteriaceae
tiyelerinin yol agtigi enfeksiyonlarin yeterli tedavisi giiniimiizde halen zordur. Bu
enfeksiyonlarin tedavisini zorlagtiran faktorlerden biri, hastalarda altta yatan hastaliginin
tedaviyi gii¢ kilmasidir. Altta yatan hastalik ile ilgili 6limler gortlmektedir. Tedaviyi
giiclestiren bir baska faktor ise, direncli Enterobacteriaceae iiyelerinin olmasi ve
bunlarin oranmin gitgide artmasidir. Yetersiz veya yanlis antibiyotik kullanimlar
bakterilerde diren¢ oranlarini arttirdigi gibi, direncin yayilmasina da neden olur.

Antibiyotik kullanma aliskanli§ina ve tercih edilen antibiyotige bagli olarak her ortam
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kendine 6zgii bakteri dagilimini ve antibiyotik direncini olusturur. Yeni bir antibiyotige
bakteri ilk basta duyarli iken, ozellikle yanlis antibiyotik kullanimi sonucu direng
gelisimi gorullr ve tedavide basarisizliklar ortaya ¢ikar.

Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinin tedavisi; mikroorganizmanin duyarliligi,
enfeksiyon vyeri, tipi ve hastanin durumuna uygun antibiyotik se¢imi dikkate alinarak
planlanmalidir (Ustagelebi, 1999; Yayli ve Aksoy, 2003). Enterobacteriaceae yesi
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarmin tedavisinde secilebilecek antibiyotiklerin

listesi Tablo 7°de gortilmektedir.

2.2. Fosfomisin

Fosfomisin, ilk kez 1969 yilinda Ispanya’da Streptomyces kiiltirlerinden elde
edilmis ve dnceleri fosfonomisin olarak adlandirilmistir (Schito, 2003). Fosfomisin, son
derece diisiik molekiil agirlikli bir fosfonik asit tiirevi olup, bu ozelligi proteinlere
neredeyse hi¢ baglanmadigimi gosterir. Fosfomisin, bilinen herhangi bir antibakteriyel
maddeyle kimyasal olarak ilgisi olmayan essiz bir antibiyotiktir. Kimyasal formlu
C3H704P.C4H1:1NO3 seklindedir ve kimyasal yapisi Sekil 1.’de gosterilmistir
(Michalopoulos ve ark., 2011).

Fosfomisinin oral olarak kullanilabildigi iki formiilasyon wvardir, bunlar
fosfomisin trometamol ve fosfomisin kalsiyumdur. Fosfomisin trometamol, sentetik
olarak hazirlanmig, biyoyararlanimi olan ¢oziinebilir bir tuzdur. Fosfomisin kalsiyuma
kiyasla emilimi daha kolay oldugu i¢in oral yoldan uygulanmada tercih edilen
formulasyon fosfomisin trometamoldur. Fosfomisinin oral formiilasyonu diginda,

intravendz olarak kullanilabilen fosfomisin disodyum formiilasyonu da vardir.

O
I CH,OH
/DH | 2
HC P
\_ 7 OH "H,N (f CH,OH
J’f\ J’I"\

H O H CH,OH

Sekil 1. Fosfomisinin kimyasal yapisi (Michalopoulos ve ark., 2011’dan)
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Tablo 7. Enterobacteriaceae iiyesi bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarinin tedavisinde segilebilecek

antibiyotikler (Ustagelebi, 1999’dan uyarlanmigtir)

Penisilinler Sefalosporinler

e Ampisilin e  Sefadroksil

e Ampisilin — Siilbaktam e  Sefaleksin

e Amoksisilin e Sefazolin

e Amoksisilin — Klavulanik Asit e Sefepim

e  Piperasilin o  Sefiksim

e  Piperasilin — Tazobaktam e  Sefotaksim

o Tikarsilin e  Sefpodoksim

e Tikarsilin — Klavulanik Asit e  Seftarolin
Karbapenemler e Seftazidim

o Doripenem e Seftibuten

e Ertapenem e  Seftobiprol

e Imipenem e Seftolozan-tazobaktam

e  Meropenem e  Seftriakson
Aminoglikozidler Florokinolonlar

e  Amikasin e Siprofloksasin

e Gentamisin e Pefloksasin

e  Netilmisin e Levofloksasin

e Tobramisin e Moksifloksasin
Cesitli antimikrobik ajanlar o Norfloksasin

e  Kloramfenikol e Ofloksasin

e Kolistin Monobaktamlar

e  Fosfomisin e  Aztreonam

¢ Nitrofurantoin Tetrasiklinler

e  Trimetoprim e Tigesiklin

e  Trimetoprim — Sllfametaksazol

2.2.1. Etki Mekanizmasi

Bir fosfoenol piriivat analogu olan fosfomisin; Streptomyces fradiae,
Streptomyces viridochromogenes ve Streptomyces wedmorensis tirlerinin fermentasyon
tirtiniidiir (Greenwood, 2003). Bakteri hiicre duvarini olusturan peptidoglikan tabakas,
NAG ve NAMA birbirini takip eden birimlerinin, pentapeptid ¢apraz baglari ile
baglanmasi sonucu olugmaktadir. Bakterinin hiicre duvari sentezinde ilk basamak

sitoplazmada ger¢eklesmekte ve bu basamak, UDP-NAG’in 3’-hidroksil grubundan
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inorganik fosfatin ayrilmasi ile fosfoenol piriivattan gelen enol piriivatin UDP-NAG’a
eklenmesini icermektedir. Bu reaksiyon, E. coli gibi bakterilerde gerekli temel bir
sitoplazmik enzim olan MurA enzimi tarafindan katalize edilir. MurA enziminin
inaktivasyonu, peptidoglikan sentezini engelleyerek hiicresel biitiinliiglin kaybolmasina
ve bakterinin ozmotik pargalanmasina yol a¢maktadir (Kumar ve ark., 2009).
Fosfomisin, MurA enziminin 115. sistein kalintisina geri doniisiimsiiz olarak kovalent
yolla baglanmakta, boylece MurA enzimini inhibe ederek UDP-NAMA olusumunu
Onlemekte ve antibakteriyel etkinligini, peptidoglikan tabakasinin sentezini engelleyerek
gOstermektedir. Yapilan in vitro ¢alismalarda, fosfomisinin duyarli bakteriler tizerinde
bakterisidal etkinligini 30 dakika icinde gosterdigi ortaya konmustur (Neuman, 1984;
Schito, 2003; Greenwood, 2003; Yao ve ark.,2007; Falagas ve ark., 2008; Garau, 2008;
Hosbul ve ark., 2009).

Fosfomisin ayrica, bakteri fimbrialarinin sentezini ve hareket yeteneklerini
azaltarak hem gram pozitif hem de gram negatif Uropatojenlerin Uriner sistem
epitelyumuna ve idrar kateterlerinin i¢ yiizeyine yapigsmasini ve kolonizasyonunu
engellemekte, inhibitér konsantrasyonlarin altinda kalsa bile antiadezif -etki
olusturabilmektedir. Adezif 6zellik, bakteriye hiicre yiizeyine yapisabilme, idrar akimina
kars1 koyabilme, mesane yiizeyinde birikebilme ve dokulara girebilme Ozelliklerini
kazandirmakta; bu 6zellik, alt USE patogenezinde anahtar faktdr gorevi gérmektedir.

Fosfomisin, biyofilm tabakalarina gegerek mikroorganizmalar (zerinde
etkinligini siirdiirebilme 6zelligine sahiptir. Diislik inhibitdr konsantrasyonlarda bile
fosfomisinin, E.coli’nin plazmid transferi yapabilme ve patojenite ile ilgili enzimleri
sentezleme yeteneginde zayiflamaya neden oldugu da gosterilmistir (Schito, 2003;
Greenwood, 2003; Garau, 2008).

Fosfomisin aminoglikozidlerle beraber verildiginde aditif veya sinerjistik
antibakteriyel aktivite goriilmekte; ayni zamanda aminoglikozidlerin nefrotoksik
etkisinde azalmaya neden olmaktadir (Schito, 2003; Greenwood, 2003; Garau, 2008).
Aminoglikozidlerin nefrotoksisitesinde fosfomisinin koruyucu etkisi; deneysel olarak
hem farelerde hem de insanlarda nefrotoksisitenin farkli erken belirtegleri (kan Ure
seviyesi, tibdler hiicrelerin Griner ekskresyonu vb.) arastirilarak gosterilmistir (Schito,
2003; Greenwood, 2003; Garau, 2008). Fosfomisinin, deneysel olarak in vitro ortamda

fare bobreklerinde lizozomal membranin biitiinligiinii korudugu saptanmistir. Ayni
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zamanda fare modelinde yapilan bir calismada fosfomisinin, dibekasin tarafindan
olusturulan deneysel renal yetmezlige karsi doza bagimli olarak koruyucu etki gosterdigi

anlasilmistir (Neuman, 1984).

2.2.2. Antibakteriyel Aktivitesi

Fosfomisin, kendine 0zgu farmakolojik 0zellikleri ve terapotik araligiyla genis
antimikrobiyal spektruma sahip olup alt USE tedavisinde onerilen spesifik bir
antibiyotiktir (Garau, 2008). Fosfomisin, metisiline direncli Staphylococcus aureus
(MRSA) ve glikopeptidlere duyarh veya direngli Enterococcus spp. gibi gram pozitif ve
bircok antibiyotige direngli Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Proteus, Salmonella
cinslerine ait turler ile E. coli gibi gram negatif patojenlerin ¢oguna karsi, hizh
bakterisidal aktiviteye sahiptir (Patel ve ark., 1997; Minassian ve ark.,1998; Greenwood,
2003; Afsar ve ark., 2005; Falagas ve ark., 2007; Goker ve ark., 2007; Falagas ve ark.,
2008; Koken ve ark., 2008; Hosbul ve ark., 2009). Gram negatif basillere kars
(Pseudomonas aeruginosa suslar1 harig), gram pozitif koklardan daha etkilidir. In vitro
calismalarda,fosfomisinin bir grup beta-laktam antibiyotikler, aminoglikozidler ve diger
bazi ajanlar ile birlikte kullanilmasinin; solunum, dolasim ve Uriner sistem
enfeksiyonlarinin bakteriyel etkenlerine karst sinerji olusturdugu gosterilmistir
(Neuman, 1984; Greenwood, 2003; Falagas ve ark., 2008). Benzer sekilde Acinetobacter
baumannii fosfomisine direncli olmakla birlikte aminoglikozidlerle kombine edilmesi,bu
etkene kars1 sinerjistik etki yaratabilmektedir (Greenwood, 2003;Falagas ve ark., 2008).
Pseudomonas, Morganella morganii ve Staphylococcus saprophyticus izolatlarinin
sirastyla %40, %80 ve %20’sinin fosfomisine direngli oldugu belirtilmektedir (Yao ve
ark., 2007). Minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK), MiKsove MiKgo degerleri, P.
aeruginosa i¢in sirasiyla 32 ve 64 g/ml; S. aureus igin ise 8 ve 16pg/ml’dir. Bacteroides
fragilis ve diger Listeria tiirlerinden farkli olarak L. monocytogenes de fosfomisine
direnclidir (Falagas ve ark., 2008).

Fosfomisin bilesiklerinin bakteri hiicresine girisi, ¢cogu Enterobacteriaceae
uyesi bakteride glukoz-6-fosfat (G6F) tarafindan indiiklenir (Greenwood, 2003).
Fosfomisinin deneysel enfeksiyonlardaki etkinligi, G6F’nin es zamanli uygulanmasiyla
artirllmistir. GOF, glikolizin gergeklestigi yerlerde hiicre iginde mevcuttur; ancak doku
icindeki icerigi genellikle diistiktiir. Ayrica G6F, serum veya beyin omurilik sivisi

(BOS)’nda mevcut degildir ve muhtemelen enfeksiyon bolgelerinde suboptimal
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diizeydedir. In vitro duyarlilik test materyaline 25 pg/ml G6F eklendiginde fosfomisinin
etkinligi biiyiik oranda artmakta, bu etkinlik in vivo etkinlige yaklasmakta ve in vivo ve
in vitro aktiviteler arasindaki korelasyon daha iyi olmaktadir. Bu yilizden duyarlilik
testlerinde, 25 ug/ml G6F cklenmis agar ve buyyon diliisyon yontemleri tavsiye
edilmektedir (Greenwood, 2003; Yao ve ark., 2007). Disk diflizyon yonteminde
kullanilan 200 pg fosfomisin trometamin diski ayni zamanda 50 pg/ml G6F igermektedir
(Barry ve ark., 1993; Yao ve ark., 2007; CLSI, 2008). Trometamin tuzunun fosfomisine
yakin bir molekiiler agirliga sahip olmasi nedeniyle, fosfomisin trometamin, in vitro
duyarlilik testlerinde diger tiirevlerinin yarisi kadar aktivite gostermektedir (Greenwood,
2003). Fosfomisinin in vitro aktivitesi, ayrica test materyali ve ortam kosullarindan
etkilenmektedir. Alkali pH’da ve glukoz, fosfat ve sodyum klorid varhiginda etkinlik
azalmakta; dolayisiyla antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilan besiyerlerinin
igeriklerine bagl olarak farkli sonuclar elde edilebilmektedir. Basit besleyici buyyon
veya agarda gozlenen inhibisyon konsantrasyonlari, genellikle Mueller-Hinton (MH)
besiyerindekinden daha disiiktiir (Greenwood, 2003; Yao ve ark., 2007).

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) kriterlerine gore, disk
difiizyon yonteminin 50 pg GOF iceren 200 pg fosfomisin diski kullanilarak
Enterococcus cinsinden sadece E. faecalis’in, Enterobacteriaceae ailesinden ise sadece
E. coli’nin idrar 6rnegi izolatlarinin fosfomisin duyarliliginin belirlenmesi i¢in kullanimi
onerilmektedir. E. coli ve E. faecalis izolatlar1 i¢in fosfomisin trometamin diskinin
inhibisyon zon ¢ap1 < 12 mm ise direngli, 13-15 mm ise orta duyarli ve > 16 mm ise
duyarl olarak degerlendirilir. E. coli ve E. faecalis izolatlar1 igin direnci belirleyen es
deger MIK sinir degeri, CLSI kriterlerine gore > 256 pg/ml olanlar direngli, < 64 pug/ml
olanlar ise duyarli olarak kabul edilir. Fosfomisinin MIK degerleri, 25 mg/L G6F ilavesi
yapilmis MH kullanilarak yalnizca agar dillisyon yoOntemiyle saptanmalidir. Sivi
mikrodiliiyon yontemi kullanilmamalidir. Sonuglar 35°C’de normal atmosferik ortamda
18-20 saatlik inklibasyondan sonra degerlendirilmektedir (CLSI, 2017).

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
kriterlerine gore ise; disk diflizyon yonteminin, 50 pg G6F igeren 200ug fosfomisin diski
kullanilarak Enterobacteriaceae ailesine iiye tiirlerden yalnizca E. coli’nin fosfomisin
duyarlilhiginin belirlenmesi icin kullanimi 6nerilmektedir. Diger tiirler icin MIK metotlar
kullanilmalidir. MHAda 0,5 McFarland standardi kullanilarak 35 + 1°C 1s1 araliginda ve
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normal atmosfer kosullarinda 18 + 2 saatlik inkiibasyon sonrasinda gerc¢eklestirilen disk
diftizyon duyarlilik testinde, E. coli igin fosfomisin diskinin inhibisyon zon ¢ap1 < 24
mm ise direngli ve > 24 mm ise duyarl olarak degerlendirilir. Inhibisyon zonu icerisinde,
zonu tamamen kaplamayacak sekilde bakteri tiremesi varsa ihmal edilmeli ve dis zon
dikkate alinmalidir. Enterobacteriaeceae ailesine uye tirler ve Staphylococcus spp.
izolatlar1 i¢in direnci belirleyen es deger MIK smir degeri, EUCAST kriterlerine gore >
32 pg/ml olanlar direngli, < 32 pg/ml olanlar ise duyarl olarak kabul edilir. EUCAST’a
gore bu tirler icin fosfomisin duyarliliginin belirlenmesinde referans yontem agar
diliisyon yontemidir. MIK degeri belirlenirken besiyerinde 25 mg/L G6F olmasi
gerekmektedir. Sonuglar, 35 + 1°C 1s1 araliginda ve normal atmosfer kosullarinda 18 & 2
saatlik inkiibasyondan sonra degerlendirilmektedir, (EUCAST, 2018).

Trometamin tuzu, komplike olmayan alt USE olan eriskinlerde oral 3 g tek doz
olarak degisik ticari isimler altinda, giiniimiizde ingiltere, Italya, Ispanya, Isveg, Isvigre,
Fransa, Belcika, Hollanda, Avustralya, Almanya, Portekiz, Brezilya, Amerika Birlesik
Devletleri, Meksika, Israil, Finlandiya, Kanada ve Giiney Afrika gibi birgok gelismis
tilkede ruhsatli olarak kullanilmaktadir (Warren ve ark., 1999; Greenwood, 2003).

2.2.3. Diren¢ Mekanizmasi

Fosfomisin direnci (i¢ mekanizma ile iliskilidir. Bunlardan ikisi kromozom
tizerinde yer alirken, igiinciisii ise plazmid kokenlidir (Etienne ve ark., 1989).
Fosfomisine karsi bakteriyel direng; siklikla kromozomal olarak kodlanmis transport
sistemleri glpT ve/veya uhpT'nin inaktivasyonu ya da bu transport sistemlerin
regilasyonunda goérevli genler uhpA, cyaA ve ptsl’in inaktivasyonu, antibiyotik hedefi
olan MurA enziminin inaktivasyonu ve daha az olarak da plazmidlerce kodlanan
fosfomisin modifiye edici enzimler sebebiyle olusmaktadir (Horii ve ark., 1999; Beharry
ve Palzkill, 2005; Castaneda-Garcia ve ark., 2013).

Mutasyonal Direng

Yapilan ¢aligmalar incelendiginde en sik karsilasilan direng mekanizmasinin,
transport sistemlerin yapisal veya diizenleyici genlerindeki mutasyonlar nedeniyle,
fosfomisinin sitoplazmaya tasinmasinin engellenmesi oldugu goriilmiistiir (Castaneda-
Garcia ve ark., 2013). E. coli’de, glpT, uhpT veya uhpA'daki amino asit degisikliklerine
yol acan eklemeler, delesyonlar veya mutasyonlar fosfomisin aliminin zayiflamasi ve

hem in vitro, hem de in vivo olarak duyarliligin azalmasi ile iligkilendirilmistir. Alternatif
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olarak, cyaA ve ptsl kodlayan genlerdeki mutasyonlarin, siklik AMP'nin hiicre ici
seviyelerini azalttigi, bunun da glpT ve uhpT seviyesini, dolayisiyla da hucre igi
fosfomisin seviyesini azalttig: bilinmektedir (Cordaro ve ark., 1976).

Bunlarin digsinda antibiyotigin hedefi olan MurA’y1 kodlayan gendeki
mutasyonlarin, fosfomisin icin afiniteyi azaltarak organizmanin ilaca duyarliligini
azalttigr gosterilmistir (Verkates ve ark., 1972; Kim ve ark., 1996; Takahata ve ark.,
2010). Bu nitelikteki degisiklikler nadirdir ve peptidoglikan sentezini ve bakteriyel
uygunlugu bozdugu gosterilmistir (Castaneda-Garcia ve ark., 2013). Hem in vitro hem
de klinik izolatlarda secilen mutantlarda MurA enziminin asir1  ekspresyonu
raporlanmistir. Bu mekanizmanin fosfomisin molekullerini doyurmak ve bdylece normal
hicresel fonksiyona izin vermek i¢in ortaya ¢iktig1 one siiriilmiistiir (Horii ve ark., 1999;
Couce ve ark., 2012).

Plazmid Aracihi Direng

Fosfomisini inaktive eden, gesitli plazmid aracili fosfomisin modifiye edici
enzimler bulunmaktadir. Fosfomisin modifiye edici temel enzimler metalloenzimler,
kinazlar; FomA ve FomB ve fos enzimleri; fosA, fosB ve fosX'tir. Metalloenzimler,
cesitli substratlarin eklenmesiyle epoksit halkasini agarak fosfomisinin inaktive olmasina
yol acarlar (Castaneda-Garcia ve ark.,2013;Yang ve ark., 2017). FomA ve FomB,
fosfomisin Greten bir tir olan Streptomyces wedmorensis kaynakli kinazlardir
(Kuzuyama ve ark., 1996). Bu kinaz enzimleri fosfomisinin fosfonat kismina, fosfat
gruplari ekler. Tam bilinmemekle birlikte bu enzimlerin, fosfomisin Greten Streptomyces
wedmorensis tiirlerinde otodireng sagladiklari diisiiniilmektedir (Kim ve ark., 2012). fos
enzimleri ise; oksiran halkasinin agilmasimi katalizleyerek fosfomisinin inaktif hale
gelmesine neden olurlar (Rigsby ve ark., 2005; Mendes ve ark., 2016).

fosA, fosB ve fosX olmak Uzere (¢ ana fos enzimi raporlanmistir. fosA, bir
Mn*2ve K* bagiml bir glutatyon transferazdir. fosB, Mg*? bagiml bir L-sistein tiyol
transferazdir. fosX ise Mn*2 bagimli bir fosfomisin spesifik epoksit hidrolazdir. Her biri
sirastyla glutatyon, L-sistein ve suyun fosfomisin oksiran halkasinin C1’ine ilavesini
katalizler ve fosfomisinin inaktif hale gelmesine neden olur. (Fillgrove ve ark., 2003;
Rigsby ve ark., 2005). Bu enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar Sekil 2’de
gosterilmistir (Rigsby ve ark., 2005).
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fosA, ilk olarak 1980 yilinda S. marcescens susunda, plazmid iginde, TN2921
transpozonu lizerinde kesfedilmis; sekansi ve 6zellikleri 1990 yilinda belirlenebilmistir
(Mendoza ve ark., 1980; Navas ve ark., 1990). Plazmid kaynakli olan diger fosA tipi
enzimler fosA3, fosA4, fosAb ve fosC2'dir (Silver, 2017).

fosB, fosA ile iliskili bir tiyol-S-transferazdir. Ilk olarak bir S.epidermidis
susunda kesfedilmistir. Fosfomisin direng geni fosB, glutatyon tUretmeyen B. subtilis, B.
anthracis, S. epidermidis ve S. aureus gibi bircok gram pozitif bakteride kromozom ve
plazmidlerde tanimlanmistir (Etienne ve ark., 1989;1991; Zilhao ve Courvalin., 1990;
Cao ve ark., 2001; Rigsby ve ark., 2005).

fosX, fosA ve fosB enzimleri ile iliskili, Mn*? bagimli bir epoksit hidrolazdir ve
oksiran halkasin1 kirmak i¢in su kullanir. fosX enzimleri Listeria monocytogenes,
Clostridium botulinum ve Brucella melitensis’te bulunur (Castaneda-Garcia ve ark.
2013).

2.2.4. fosA3 ve fosC2 Genleri

fosA tipi direnc genleri icerisinde en sik bildirilen plazmid aracili fosA geni
Dogu Asya'da E. coli ve diger Enterobacteriaceae tiirlerinde yaygin olarak bulunan
fosA3 genidir (Wachino ve ark., 2010; Ho ve ark., 2013; Jiang ve ark., 2015). Son
zamanlarda yapilan c¢alismalar GSBL Ureten E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinda
gozlenen fosfomisin direncinin artigini, esas olarak plazmid aracili foSA3 genlerinin
yaygin olarak ortaya ¢ikmasina baglamaktadir (Wachino ve ark., 2010; Lee ve ark., 2012;
Yao ve ark., 2016; Cao ve ark., 2017). fosA3 geni, ilk olarak Japonya’da GSBL iireten
klinik E. coli izolatlarinda tanimlanmistir (Wachino ve ark., 2010). Bunun ardindan
yapilan ¢alismalarda Cin’de ¢iftlik hayvanlarinda, evcil hayvanlarda ve insan klinik
orneklerinde; Giiney Kore’de insanda GSBL Ureten Enterobacteriaceae izolatlarinda ve
Japonya’da saglikli bireylerde goriilmiistiir (Lee ve Ark. 2012; Ho ve Ark. 2013; Hou ve
Ark. 2013; Sato ve Ark. 2013).

fosA3 geni prevalansi, 6zellikle evcil hayvanlar ve sahiplerinden izole edilen
Enterobacteriaceae izolatlarinda yiiksektir ve bu diren¢ geni konjugasyon yoluyla
kolayca aktarilabilmektedir. Evcil hayvanlar fosA3 geni tasiyan Enterobacteriacecae
izolatlar1 i¢in rezervuar haline gelmistir. Yapilan ¢alismalar, Dogu Asya’daki fosA3
genlerinin hayvanlar ve diger kaynaklar araciligi ile kita i¢i ve kitalar arasi gegis

potansiyelini gostermektedir. fosA3 geni tasiyan plazmidlerin veya fosA3 geni tasiyan
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klonlarin, evcil hayvanlar ve insanlar arasindaki iletimi, gelecekte enfeksiyonlar icin
klinik tedavi segeneklerini sinirlayacagindan endise vericidir (Yao ve ark., 2016; Yang
ve ark., 2017).

Fosfomisin direncli Enterobacteriaceae izolatlarinda sik arastirilan bir diger
plazmid aracili fosfomisin direng geni fosC2’dir. fosC2 geninin, fosA geni ile aminoasit
dizisi benzerligi %56’dir. fosA ve fosC2 genleri arasinda farkl diziler olmasina ragmen,

her iki diren¢ geni de glutatyon S-transferaz araciligiyla fosfomisini modifiye eder.

0~
Mn2*/K+ O=p OH
—_— 3 FosA
HO
GSH GS CH;
O-—-
O +
5 Mg’ O=p OH
N e % a
N CH;  L-CySH HO Fon
"\ L-CyS  CHj
fosfomycin
o-
Mn-* O=p OH
—— 10 FosX
HO
H->O
- HO CH;

Sekil 2. fosA, fosB ve fosX enzimlerince katalizlenen reaksiyonlar (Rigsby ve ark., 2005’ten)

fosC2 direng geni de fosA3 direng geni gibi ilk olarak Japonya’da GSBL Ureten
Klinik E. coli izolatlarinda tanimlanmistir (Wachino ve ark. 2010). Class | integronlarda,
farkli direng genleri ile birlikte fosC2 direng geni tanimlanmistir. Yapilan ¢aligmalarda
bir plazmid icinde fosC2, dfrA17 ve aadA5 genlerini tasiyan bir class I integronunun ve
coklu ilag direncli (MDR) plazmidlerde fosC2 ve blavpe-3a genlerinin  varhig
gosterilmistir (Wachino ve ark. 2010; Wang ve ark., 2015). Bu veriler fosC2 geninin
antibiyotiklere kars1 yanit olusturmak i¢in, integronlar aracilig1 ile sonradan kazanildiginm

gosterir (Yang ve ark., 2017).
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3. MATERYAL VE METOT

Calismaya Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
laboratuvarina Ocak 2015 ve Aralik 2016 tarihleri arasinda génderilen Uriner sistem
orneklerinden elde edilen 461 fosfomisin direncli Enterobacteriaceae izolat1 iginden

random secilen 185 Enterobacteriaceae izolat1 dahil edildi.

3.1. Bakterilerin Tanimlanmasi

Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen klinik 6rnekler rutin olarak % 5 koyun kanl
agar (bioMérieux, Fransa) ve EMB (bioMérieux, Fransa) agara ekildi. Ekim yapilan petri
plaklar1 35°C’de, 20-22 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra Ureyen
koloniler degerlendirildi. Ureyen kolonilerden Enterobacteriaceae ailesi bakterilerinin
tir diizeyinde tanimlanmasi i¢in Vitek MS (bioMérieux, Fransa) otomatize sistemi ile

calisild.

3.2. Bakterilerin Antimikrobiyal Direncinin Belirlenmesi
Calismaya dahil edilen suslarin fosfomisin direnci ilk olarak Vitek 2 Compact
(bioMérieux, Fransa) sistemi ile belirlendi. Ardindan disk diflizyon yontemi ile

antimikrobiyal diren¢ durumu dogrulandi.

3.2.1.Vitek 2 Compact (bioMériux, Fransa) Otomatize Sistemi

Enterobacteriaceae izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testleri AST N325
kartlar1 kullanarak tiretici firma onerileri dogrultusunda Vitek 2 Compact (bioMérieux,
Fransa) otomatize sistemi ile galisildi.

Izolatlar %5 koyun kanli agarda iiredikten sonra 0,5 McFarland standart
bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlandi, iiretici firma onerileri dogrultusunda
kartlar ve silispansiyonlar cihaza yerlestirildi. Her kart liyofilize olarak
antimikrobiyallerin farkli konsantrasyonlarini ve besiyeri olarak da Mueller-Hinton
buyyon (MHB) icermekte ve AST N325 kartlar1 mikrodiliisyon tekniginin kisaltilmig ve
kiiciiltiilmiis bir sekliyle diliisyon yaparak MIK degerini belirlemektedir. Tiim kartlar;
35,5 £ 1°C’de cihazin inkiibatoriinde inkiibe edildi. Her kart 15 dakikada bir cihaz
tarafindan karusel denen inkiibatore alinip ve reaksiyonlarin okunmasi i¢in optik sisteme
transfer edildi. Tiim inkiibasyon periyodu boyunca 15 dakikada bir cihaz tarafindan

bilgiler toplandi. Tiim okunan degerler kaydedilerek, en ge¢ 18 saat iginde sonug alindi.
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Son olarak da, antibiyogram kartlarinda saptanan fosfomisin sonuglar1 disk difiizyon

yontemi ile dogrulanda.

3.2.2. Disk Difuizyon Yodntemi

Bakterilerin fosfomisine kars1 duyarliligi Kirby — Bauer disk diflizyon yontemi
ile EUCAST onerileri dogrultusunda MHA kullanilarak yapildi. Steril, 15 cm ¢apli petri
plaklarina 4 mm kalinliginda besiyeri olacak sekilde MHA dokiildii ve kullanilincaya
kadar buzdolabinda +4°C’de saklandi.

Kiiltiir plaklarinda saf koloni halinde liremis olan bakteri kolonilerinden steril
0ze ile bir miktar alinarak steril serum fizyolojik igerisinde 0,5 McFarland bulaniklik
saglanacak sekilde siispanse edildi. Bu siispansiyondan steril ekiivyon ile MHA besiyeri
(izerine ekim yapild1. Plaklarm kurumasindan sonra fosfomisin 200 pg (Oxoid, Ingiltere)
antibiyotik diski petri plaginin ortasina gelecek sekilde yerlestirildi. Petri plaklart
37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra inhibisyon zon ¢aplar1 6lgiildii. Elde
edilen sonuclar, Tablo 8’de verilen E. coli izolatlar1 i¢in EUCAST tarafindan 6nerilen

zon caplarina gore yorumlandi.

Tablo 8. E. coli izolatlarinda fosfomisin i¢in 6nerilen disk difiizyon zon ¢aplar1 (EUCAST, 2018)

Antibiyotik Duyarh (S) Direncli (R)

Fosfomisin (200 ug) >24 mm <24 mm

3.3. Molekuler Yontemler

3.3.1. Enterobacteriaceae izolatlarindan DNA Ekstraksiyonu

Enterobacteriaceae izolatlarindan kaynatma yoluyla DNA ekstraksiyonu
yapildi. DNA ekstraksiyonu icin ilk olarak MHA besiyerine pasajlanan bakteriler,
35°C’de 20-22 saat inkiibe edildi. Ureyen bakterilerden bir 6ze dolusu alinip, 500 ul steril
distile su igeren mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Homojenizasyon i¢in vorteks iglemi
yapildi ve homojen bir suspansiyon elde edildikten sonra, mikrosantrifiyj tipleri 15 dk
stiresince 100°C’ye ayarlanmis olan kuru bloga yerlestirildi. Stire sonunda mikrosantrifuj
tiipleri sogutmali mikrosantrifiij cihazina yerlestirilerek 15000xg ve 4°C sicaklikta 20
dakika boyunca santrifiij islemine tabi tutuldu. Santrifiij isleminden sonra supernatant
kismi PZR isleminde kullanilacak template DNA olarak steril DNAse ve RNAse
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icermeyen mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Elde edilen DNA’lar kullanilincaya kadar -

20°C’de saklanda.

3.3.2. fosA3 ve fosC2 Genlerinin Standart PZR Yontemi ile Arastirllmasi

fosA3 ve fosC2 gen bolgeleri standart PZR yontemi ile test edildi. Kullanilan
primerler literatiir taramas1 sonrasi belirlendi.

Kullanilan Primerler

Calismada fosA3 icin Ho ve ark., (2013)’nin, fosC2 i¢in ise Hou ve ark., (2012)

tanmimladig1 primerler kullanildi. Kullanilan primerler Tablo 9°da sunuldu.

Tablo 9. Caligmada kullamilan primer ¢iftleri (Hou ve ark., 2012; Ho ve ark., 2013)

Gen Primer ad1 | Primer dizisi Boyut (bp)

fosA3 (Ho ve ark., 2013) fosA3-F CCTGGCATTTTATCAGCAGT 234 bp
fosA3-R CGGTTATCTTTCCATACCTCAG

fosC2 (Hou ve ark., 2012) | fosC2-F125 [ TGGAGGCTACTTGGATTTG 217 bp
fosC2-R341 [ AGGCTACCGCTATGGATTT

fosA3 ve fosC2 Genlerinin Standart PZR Yontemi ile Amplifikasyonu

fosA3 geninin belirlenebilmesi icin fosA3-F ve fosA3-R primerleri, fosC2
geninin belirlenebilmesi icin de fosC2-F125 ve fosC2-R341 primerleri kullanilarak
standart PZR yontemi ile amplifikasyon programi uygulandi. PZR isleminde kullanilan
reaksiyon karisimi1 Tablo 10°da, amplifikasyon programlari da Tablo 11°de belirtildi.

DNA Elektroforezi

PZR iirlini DNA’larin incelenmesi ve boyutlarmin belirlenmesi igin
konsantrasyonu %2 olacak sekilde 1X Tris Borik asit EDTA (TBE) tamponu ile jel
hazirlandi. Mikrodalga firinda eritilen agaroz, yatay elektroforez jel kabina dokiildii ve
sogumaya birakildi. Agaroz jel kuyucuklarina 8 pl amplifikasyon driind, 2 pl 6X
yiikleme tamponu ile karistirilarak uygulandi. 60 dakika boyunca 120 V elektrik akimi
altinda molekiiler boyutlarina gére DNA bantlar1 ayristirildi. Jel 0,5 pg/ml etidyum
bromid iceren distile suda 20 dakika boyunca boyandi. Elektroforez islemini takiben
orneklere ait DNA bantlart GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus markerlar: ile

karsilastirilarak goriintiileme cihazinda incelendi.

27



Tablo 10. fosA3ve fosC2 genleri igin PZR reaksiyon karigimi

Malzeme Miktar (ul)
10X PZR tampon 2,5

25 mM MgCl, 15

dNTP karigimi (10 mM) 0,5

Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0,5

Primer - F (10 pmol) 0,5

Primer - R (10pmol) 0,5

Kalip DNA 2

Saf su 17

Toplam 25

Tablo 11. fosA3 ve fosC2genleri icin PZR amplifikasyon programu.

Gen Bélgesi fosA3 fosC2

Asama Sicakhik Sure Dongu | Sicaklik Sire Dongu
(°C) (dakika) | Sayist (°C) (dakika) Sayisi

On denatiirasyon 95 5 1 95 5 1

Hedef DNA denatiirasyonu 95 1 95 1

Primer baglanmasi 61,7 1 32 57 1 32

Primer uzamasi 72 1 72 1

Son uzama 72 10 1 72 10 1
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4. BULGULAR

4.1. Enterobacteriaceae Izolatlarimn Tiirlere Gére Dagihm ve Izole
Edildikleri Klinik Servisler
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
laboratuvarina Ocak 2015 ve Aralik 2016 tarihleri arasinda servis hastalarindan
gonderilen iiriner sistem Ornekleri incelendiginde fosfomisin direncinin %22 oldugu
belirlenmistir. Calismaya dahil edilen fosfomisin direncli 185 Enterobacteriaceae
izolatindan en sik izole edilen bakteriler; Klebsiella spp. (% 58,4), Enterobacter spp. (%
12,9) ve Escherichia coli (% 10,8) olmustur. izole edilen bakterilerin tirlere gore

dagilim1 Tablo 12’de verilmistir.

Tablo 12. izole edilen bakterilerin tiirlere gore dagilimi

Bakteri Taru Say1 (n) Yuzde (%)
Klebsiella spp. 108 58,4
Enterobacter spp. 24 12,9
Escherichia coli 20 10,8
Morganella morganii 16 8,6
Providencia rettgeri 6 3,24
Proteus mirabilis 5 2,7

Calisilan izolatlar en sik dahiliye (% 23,2), Uroloji (% 19,5) ve noroloji (% 18,9)
servislerinden; en az ise ortopedi ve travmatoloji (% 0,5) servisinden génderilen Uriner
sistem Orneklerinden izole edilmistir. Gonderilen Orneklerin servislere gore dagilimi

Sekil 3’te verilmistir.

4.2. fosA3 ve fosC2 Genleri i¢in PZR ve Elektroforez Islemi Sonuclar:

Yapilan PZR ve elektroforez islemleri sonunda fosA3 geni icin 234 bp
bolgesinde bant olusturan 2 izolat siipheli pozitif olarak belirlendi. Bu 2 izolatlarin PZR
jel goriintiileri Sekil 4°te verilmistir. fosC2 geni i¢in ise 217 bp bélgesinde bant olusturan
izolat bulunamadi. foSA3 geni yoniinden siipheli pozitif olarak belirlenen suslarin PZR
tirtinlerine sekans analizi uygulandi ve sekans analizi sonunda 2 izolatin da fosA3 geni

yoniinden pozitif oldugu belirlendi.
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Dermatoloji; Beyin Cerrahi; 1,10%
1,60%

Genel Cerrahi; \ Kadin Hastaliklari ve
Gogls Hastaliklar; Dogum; 1,10%
3,20%

Cocuk Acil; 2,20%

Ortopedi ve
Travmatoloji; 0,50%

Kardiyoloji;
Enfeksiyon

Hastaliklan; 3,80%

Acil; 3,80%

Pediatri; 10,30%

Sekil 3. Enterobacteriaceae izolatlarinin izole edildigi 6rneklerin servislere gére dagilimi

Sekil 4. fosA3 geni yoniinden pozitif izolatlarin PZR jel gorintisu
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5. TARTISMA

Enterobacteriaceae izolatlarinin antibiyotik direncinde diinya ¢apinda bildirilen
ciddi bir artis s6z konusudur (Falagas ve ark., 2016). Bu direncli, GSBL Ureten ve
karbapenem direncli Enterobacteriaceae (CRE) izolatlar1, mortalite oranlarinin yuksek
oldugu ciddi enfeksiyonlara neden olmakta ve tedaviyi zorlastirmaktadir (Lee ve ark.,
2012; Liu ve ark., 2012). Antibiyotik direnglerindeki artis ve kullanilabilecek yeni aktif
bilesiklerin olmayisi, eski antibiyotikleri bir alternatif tedavi araci olarak kullanmay1
gerekli kilmistir (Falagas ve ark., 2016). MDR Enterobacteriaceae izolatlarinin neden
oldugu, tedavi edilmesi zor fiiriner sistem enfeksiyonlarnin tedavisinde fosfomisin
kullanimi, kanitlanmis etkinligi nedeniyle tekrar giindeme gelmistir (Veve ve ark., 2016;
Zhanel ve ark., 2016). USE, tiim diinyada en sik goriilen ve dnemli bir morbidite nedeni
olan enfeksiyonlardir (Hooton, 2000; Gupta ve ark., 2011).

Uriner sistem ornekleriyle yapilan calismalar incelendiginde; Ayata ve ark.
(1998)’nin ¢ocuklarda iiriner sistem Orneklerini inceledikleri ¢alismada en sik izole
edilen bakteriler E. coli (%55,8), K. pneumoniae (%16) ve Enterobacter spp. (%9,7);
Kader ve ark. (2004)’nin yaptiklar1 ¢alismada E. coli (%58) ve K. pneumoniae (%16,6);
Citil ve ark. (2006)’nin yaptiklar1 ¢alismada en sik izole edilen bakteriler E. coli (%78)
ve K. pneumoniae (%38,7); Gazi ve ark. (2007)’nin yaptiklari ¢alismada en sik izole edilen
bakteriler E. coli (%74,9), K. pneumoniae (%]12); Temiz ve ark. (2008)’nin yaptiklari
caligmada en sik izole edilen bakteriler E. coli (%73) ve K. pneumoniae (%7);
Demiraslan ve ark. (2010)’nin yaptiklar1 ¢alismada en sik izole edilen bakteriler E. coli
(%76,4) ve K. pneumoniae (%12,6); Salduz ve Yigit (2010)’in yaptiklari ¢caligmada en
sik izole edilen bakteriler E. coli (%84,8) ve Proteus spp. (%5,1); Bayram ve ark.
(2011)’nin yaptiklar1 ¢alismada en sik izole edilen bakteriler E. coli (%62,5) ve K.
pneumoniae (%9); Linhares ve ark. (2013)’nin yaptiklari ¢caligmada en sik izole edilen
bakteri E. coli (%64,5); Celikbilek ve ark. (2014)’nin yaptiklar1 ¢alismada en sik izole
edilen bakteriler E. coli (%69,3) ve Klebsiella spp. (%12,1) olarak bulunmustur.
Ulkemizde ve farkli iilkelerde Uriner sistem ornekleri ile yapilan galismalarm ¢ogunda,
izole edilen bakterilerin %350’sinden fazlasi E. coli olarak raporlanmistir. Bizim
calismamizda ise; uriner sistem Orneklerinden en ¢ok izole edilen bakteriler Klebsiella

spp. (%58,4), Enterobacter spp. (%12,9) ve E. coli (%10,8) olarak bulunmustur. Bu
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farkliligin, diger ¢alismalardan farkli olarak ¢alismaya dahil ettigimiz izolatlarin yalnizca
fosfomisin direngli izolatlar olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Uriner sistem Ornekleri ile yapilan c¢alismalardaki klinik yiizdeler
incelendiginde; Coskun ve ark. (2015)’nin E. coli izolatlar1 ile yaptiklari ¢alismada
orneklerin en sik iiroloji (%23,6) ve ¢ocuk hastaliklar1 (%23,2) polikliniklerinden; Ozel
ve Vardar-Unlii (2015)’niin yine E. coli izolatlar1 ile yaptiklar1 ¢alismada drneklerin en
sik tiroloji (%38,2) ve nefroloji (%29,4) servislerinden izole edildigi raporlanmistir.
Bizim caligmamizda ise; Orneklerin en sik dahiliye (%23,2) ve iiroloji (%19,5)
servisinden gonderildigi tespit edilmistir. Sonuclardaki farkliliklarin ¢aligmalara dahil
edilen izolatlara ve nefroloji servisininin dahiliye servisi igerisinde kabul edilip
edilmemesine bagli oldugu diisiiniilmektedir.

MDR pek cok patojen icin alternatif tedavi olan fosfomisin, uzun yillardir
kullanilmasina ragmen uzunca bir siire direng insidansi sabit kalmistir (Schito, 2003;
Baylan, 2010). Ancak son yillarda direng artisinin gozlenmesi, 6zellikle ¢oklu ilag
direnci goriilen iiriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisi agisindan énemlidir. Ulkemizde
ve diinyada fosfomisin direncini belirlemeye yonelik calismalar incelendiginde
fosfomisin direncinin Mendoza ve ark. (1980)’nin MDR Serratia marcescens izolatlari
ile yaptiklar1 ¢calismada %37; Arslan ve ark. (2005)’nin poliklinik hastalarindan izole
ettikleri E. coli izolatlar ile yaptiklart calismada % 0,3; Mert (2006)’in E. coli izolatlar
ile yaptig1 ¢alismada % 7,8; Hosbul ve ark. (2009)’nin poliklinik hastalar1 ve yatan
hastalardan izole ettikleri E. coli izolatlar ile yaptiklart ¢alismada % 0,4; Wachino ve
ark. (2010)’nin GSBL {ireten E. coli izolatlar1 ile yaptiklar1 ¢alismada %3,6; Lee ve ark
(2012)’nin GSBL iireten E. coli ve K. pneumoniae izolatlari ile yaptiklar1 ¢alismada
GSBL dreten E. coli izolatlarinda %7,1 ve GSBL iireten K. pneumoniae izolatlarinda
%4,8; Arman ve ark. (2012)’nin E. coli izolatlari ile yaptiklar1 ¢alismada % 3,6; Tekin
ve ark. (2012) nin E. coli izolatlari ile yaptiklari galismada % 2,3; Inci ve ark. (2013)’nin
E. coli izolatlar1 ile yaptiklar1 calismada % 6,5; Jiang ve ark. (2015)’nin KPC iireten K.
pneumoniae ve GSBL Ureten K. pneumoniae izolatlan ile yaptiklari ¢aligmada KPC
tireten izolatlarda %60,8, GSBL iireten izolatlarda %12,5; Li ve ark. (2015)’nin E. coli
izolatlar1 ile yaptiklar1 calismada %7,8; Xiang ve ark. (2015)’nin KPC iireten K.
pneumoniae izolatlar1 ile yaptiklart ¢alismada %59,8; S6nmezer ve ark. (2016)’nin

GSBL dreten E. coli ve GSBL uretmeyen E. coli izolatlan ile yaptiklari ¢alismada
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sirastyla % 8,6 ve %0; Yao ve ark. (2016)’nin Enterobacteriaceae izolatlar ile yaptiklart
calismada %11,1 ve Tseng ve ark. (2017)’nin karbapenem direncli K. pneumoniae (CR-
KP) izolatlar1 ile yaptiklar1 ¢alismada %36,4 oraninda oldugu belirlenmistir. Bizim
calismamizda ise; yatan hastalardan izole edilen Enterobacteriaceae izolatlarinda
fosfomisin direnci % 22,4 olarak belirlenmistir.

Giiniimiizde halen USE’nin en sik etkeni E. coli olarak bildirilmektedir
(Kaygusuz ve ark., 2001). Bu nedenle 6zellikle iilkemizde, USE etkenlerinin fosfomisin
direncini belirlemeye yonelik g¢alismalar, genellikle sadece E. coli izolatlar1 dahil
edilerek yapilmistir. Buldugumuz oranin {ilkemizde yapilan caligmalara gore daha
yiiksek ¢ikmis olmasi, ¢alismaya dahil ettigimiz izolatlarin yalnizca E. coli izolatlari
olmamasina ve poliklinik hastalarina nazaran daha patojen suslarla enfekte olan yatan
hastalarin 6rneklerinin dahil edilmesine bagli olabilir. Yine buldugumuz oran diinyada,
ozellikle Dogu Asya’da yapilan ¢alismalara gore diisiiktiir. Bunun nedeni de 6zellikle
Dogu Asya’da yapilan ¢alismalarin, GSBL veya KPC ureten Enterobacteriaceae ya da
CRE ve ya MDR Enterobacteriaceae izolatlar1 gibi spesifik izolatlarla ¢alisilmasindan
kaynakl1 olabilir.

Fosfomisin direncli Enterobacteriaceae izolatlartyla son 10 yilda yapilan
calismalarda en sik izole edilen fosA alt tipi fosA3 geni olarak raporlanmistir (Yang ve
ark., 2017). 1lk olarak Wachino ve ark. (2010)’nin Japonya’da GSBL ureten klinik E.
coli izolatlariyla yaptiklari ¢aligmada % 1,04 oraninda foSA3 pozitifligi bildirilmistir.
Daha sonra fosfomisin direngli izolatlar ile yapilan ¢caligmalar incelendiginde Hou ve ark.
(2012)’nin Cin’de hasta ve saglikli evcil hayvanlardan izole ettikleri E. coli izolatlarinda
% 9; Lee ve ark. (2012)’nin Guney Kore’de GSBL dreten E. coli ve K. pneumoniae
izolatlariyla yaptiklari ¢alismada GSBL iireten E. coli izolatlarinda % 3,03 ve GSBL
ureten K. pneumoniae izolatlarinda %1,1; Ho ve ark. (2013)’nin Hong Kong’ta klinik
orneklerden izole ettikleri E. coli izolatlarinda %33,3; Jiang ve ark. (2015)’nin Cin’de
KPC veya GSBL Ureten K. pneumoniae izolatlar ile yaptiklari ¢alismada KPC iireten
izolatlarda %33,8 ve GSBL {ireten izolatlarda %38,8; Tseng ve ark. (2015)’nin Tayvan’da
GSBL (reten E. coli izolatlari ile yaptiklar1 calismada %2,75; Xiang ve ark. (2015)’nin
Cin’de KPC tireten K.pneumoniae izolatlariyla yaptiklar1 ¢alismada %77 ve Mendes ve
ark. (2016)’nin Portekiz’de E. coli izolatlari ile yaptiklar1 ¢alismada %2,3; Cao ve ark.
(2017)’nin Cin’de tiriner E. coli izolatlar ile yaptiklari ¢alismada %89,5; yine Tseng ve
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ark. (2017)’nin Tayvan’da CR-KP izolatlartyla yaptiklar1 calismada %71,4 oraninda
fosA3 pozitifligi saptanmistir. Bizim ¢alismamizda ise fosfomisin direngli izolatlarin
%1,1’1 fosA3 yonunden pozitif olarak belirlenmistir. Calismamizin sonucu Dogu Asya
tilkeleri ile kiyaslandiginda, buldugumuz foSA3 geni pozitifligi oraninin diisiik oldugu
goriilmiistiir. Bunun nedeni Dogu Asya iilkelerinde ¢iftlik hayvanlart ile evecil
hayvanlarin foSA3 geni tasiyan Enterobacteriacecae izolatlart igin rezervuar haline
gelmis olmasidir. (Yao ve ark., 2016). Dogu Asya iilkelerindeki beslenme aliskanliklari
ve sokaklarda satilan et {riinleri bu iilkelerde foSA3 genini tasiyan plazmidlerin evcil
hayvanlar ve insanlar arasindaki iletimini kolaylastirmis ve direng yayilimini
hizlandirmis olabilir.

Enterobacteriaceae izolatlarinda plazmid aracili fosfomisin direncinden
sorumlu olabilecegi diisiiniilen bir diger gen fosC2 genidir. Yapilan ¢aligmalar
incelendiginde fosC2 pozitifliginin Wachino ve ark. (2010)’nin GSBL ureten E. coli
izolatlart ile yaptiklari ¢alismada %14,3; Wang ve ark. (2015)’nin 1 adet MDR E.
cloacae izolati ile yaptiklari galismada %100 olarak bulunmustur. Bi ve ark. (2017)’nin
GSBL dreten E. coli izolatlariyla ve White ve ark. (2017)’nin karbapenem direncli
Enterobacter spp. izolatlar1 ile yaptiklari ¢alismalarda fosC2 geni yonlinden pozitif izolat
saptanamamustir. Bizim ¢alismamizda da Bi ve ark. (2017) ve White ve ark. (2017) nin

yaptiklar ¢aligmalarla benzer sekilde fosC2 geni yoniinden pozitifizolat bulunamamustir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismaya Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarma Ocak 2015 - Aralik 2016 tarihleri arasinda
gonderilen Uriner sistem orneklerinden izole edilen 185 fosfomisin direncli
Enterobacteriaceae izolat1 dahil edilmistir.

Enterobacteriaceae izolatlarinin iginde en sik izole edilen tiirler; Klebsiella spp.
(%58,4), Enterobacter spp. (%12,9) ve E. coli (%10,8) olarak bulunmustur.
Calismaya dahil edilen Enterobacteriaceae izolatlarinin en ¢ok dahiliye
servisinden (% 23,2); en az ise ortopedi ve travmatoloji (% 0,5) servisinden
gonderilen 6rneklerden izole edildigi belirlenmistir.

Enterobacteriaceae izolatlarinda PZR yontemiyle fosA3 ve fosC2 genleri
arastirilmistir. Izolatlarin %1,1’inde fosA3 geni pozitif olarak bulunurken,
hicbirinde fosC2 geni pozitifligi saptanamamustir.

Yaptigimiz c¢alisma iilkemizde fosA3 ve fosC2 genlerinin arastirildigr ilk
caligmadir.

Calismamiz, tilkemizde fosA3 geni yoniinden pozitif izolatlarin saptandig ilk
calismadir.

Calismamiz bolgesel olarak yapildigi i¢in epidemiyolojik 6neme sahiptir.
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