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Bilgilendirme

e Bu calismada adi gecen ilac, tibbi cihaz ve laboratuvar malzemelerinin

Ureticileri ile herhangi bir ¢ikar iliskim yoktur.

e Bu tezin tamami veya bir kismi, daha o6nce herhangi bir yerde

yayimlanmamistir.
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Ozet

CESITLI KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDIiLEN METISILINE DIRENCLI
STAPHYLOCOCCUS AUREUS (MRSA) SUSLARINDA AGAR DILUSYON
YONTEMI ILE FOSFOMISIN DIRENCININ SAPTANMASI VE
FOSFOMISIN-TEIKOPLANIN KOMBINASYONUNUN ANTIBAKTERIYEL
SINERJISTIK ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

AMAC. Bu calismada metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA)
enfeksiyonu ile ilgili bilimsel ¢calismalara katkida bulunmak amaciyla, MRSA
suslarinin teikoplanin ve fosfomisin antibiyotik duyarlhiliklarinin farkh
yontemlerle belirlenmesi, teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun dama
tahtas1 ve zamana bagli 6ldiirme yontemleri ile antibakteriyel sinerjistik

etkisinin arastirilmasi amaclanmastir.

YONTEM. Calismamiza Géztepe Prof. Dr. Stileyman Yalcin Sehir Hastanesi
rutin tibbi mikrobiyoloji laboratuvarinda calisilan klinik 6rneklerden izole
edilen 48 adet MRSA susu dahil edildi. Suslarin teikoplanin MIK degeri sivi
mikrodiliisyon yéntemi ile, fosfomisin MIK degeri ise agar diliisyon yéntemi
ile belirlendi. 48 MRSA susunda dama tahtasi yontemi ile teikoplanin-
fosfomisin kombinasyonu calisildi ve suslarin hesaplanan fraksiyonel
inhibitér konsantrasyon indeksi (ZFIK) degerlerine gére kombinasyonun
etkinligi belirlendi. Calisilan suslar arasindan rastgele secilen bir MRSA
susunda zamana bagh O6ldirme yoéntemi (time-kill) ile antibiyotik
kombinasyonunun sinerjistik etkinligi ve bakterisidal aktivitesi 24 saat

sureyle arastirildi.

BULGULAR. Teikoplanin ve fosfomisin antibiyotik duyarlilik calismasi
sonucunda U¢ sus, her iki antibiyotige de direncli ve diger tim suslar, her iki
antibiyotige de duyarli bulundu. Dama tahtas1 yontemi ile calisilan 48 susun
25’inde (%52) sinerjistik etki, 22’sinde (%46) additif etki (kismi sinerjizm) ve
birinde (%2) indiferans etki tespit edildi. 48 susun IFIK ortalamasi <0,48
bulundu. Zamana bagli 6ldlirme yéntemi calisilan izolatin, antibiyotiklerin
1/8 MIK konsantrasyonlarinin kombinasyon calismasinda 12. saat ve 24.
saatte sinerjizm, 1/4 MIK konsantrasyonlarinin kombinasyon calismasinda
ise 6. saat, 12. saat ve 24. saatte sinerjizm tespit edildi. Calismada yalnizca

antibiyotiklerin 1/4 MIK konsantrasyonlarinin kombinasyon calismasinda



Ozet

6. saatte bakterisidal etki tespit edildi ve bu etkinin 12. saat ve 24. saatte

kayboldugu géraldu.

SONUC: Calismamizda MRSA suslarinda fosfomisin-teikoplanin
kombinasyonunun sinerjistik etkinligi dama tahtasi ve zamana bagh
o6ldirme yontemleri ile calisilmistir. Yapilan testlerin sonucunda MRSA
izolatlarinda in vitro olarak teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun
antibakteriyel etkisinin yliksek oranda sinerji ile sonuclandigi géralmustir.
Antibiyotiklere direncli bakteriyel enfeksiyonlarda yapilan bu tir calismalar,
klinisyenlere farkli tedavi secenekleri sunmakta ve sag kalimin artirilmasina

katk: saglamaktadir.

Calismamiz sonucunda, ileri klinik calismalarla desteklenmesi kosuluyla,
MRSA'larin etken oldugu toplum ve hastane kokenli enfeksiyonlarda,
teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun etkili bir alternatif tedavi secenegi

olabilecegini sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, teikoplanin, fosfomisin, dama

tahtasi
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Abstract

DETERMINING THE RESISTANCE OF FOSFOMYCIN IN METHICILLIN-
RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS (MRSA) STRAINS ISOLATED
FROM VARIOUS CLINICAL SAMPLES BY USING AGAR DILUTION
METHOD AND INVESTIGATION OF ANTIBACTERIAL SYNERGISTIC
ACTIVITY OF FOSFOMYCIN-TEICOPLANIN COMBINATION

BACKGROUND. The aim of this study was to investigate the detection of
teicoplanin and fosfomycin antibiotic susceptibility of methicillin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) strains by different methods and to evaulate
the antibacterial synergistic effect of teicoplanin-fosfomycin combination by

using checkerboard assay and time kill curve assay.

METHODS. In this study, it was included 48 MRSA strains isolated from
clinical samples in routine medical microbiology laboratory of Goztepe Prof.
Dr. Suleyman Yalcin City Hospital. Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
teicoplanin and fosfomycin in bacterial strains were determined by using

broth microdilution method and agar dilution method, respectively.

The combination of teicoplanin and fosfomycin was tested by the
checkerboard method with 48 MRSA strains and it was determined
combination effect according to fractional inhibitory concentration index
(XFIC) calculation. It was studied the synergistic effect and bactericidal
activity of antibiotic combination with a randomly selected strain from the

strains used in the study by using time-kill method for 24 hours.

RESULTS. It was found that all remaining strains susceptible to both
antibiotics except three strains and these three strains were found to be
resistant to both antibiotics as a result of teicoplanin and fosfomycin
antibiotic susceptibility study. A synergistic effect was found in 25 (52%),
additive effects (partial synergism) in 22 (46%) and indifferent effects in one
(2%) of the 48 strains studied with the checkerboard method. XFIC mean of
48 strains was found <0.48. In the combination study of antibiotics on isolate
that studied with time-kill method, synergism was detected for 1/8 MIC
concentrations at 12th hour and 24th hour, and synergism at 1/4 MIC
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Abstract

concentration at 6th hour, 12th hour and 24th hour. In the study,
bactericidal effect was detected at 6th hour and this effect was seen to
disappear at 12th and 24th hours in only combination of 1/4 MIC

concentrations of antibiotics.

CONCLUSION. It was studied the synergistic effect of teicoplanin and
fosfomycin on MRSA strains by using checkerboard assay and time kill curve
assay. It was demonstrated that high synergistic antibacterial effect of
teicoplanin-fosfomycin combination on MRSA isolates as a result of in vitro
tests. Researches as in this current study aiming to combat the problem of
antibiotic resistance will help clinicians to provide new treatment options and
increase survival rates. As a result of our study and in the support of future
studies, the teicoplanin-fosfomycin combination may be an effective
alternative treatment option in community and hospital-acquired infections
caused by MRSA.

Keyword: Staphylococcus aureus, teicoplanin, fosfomycin, checkerboard
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BOLUM 1

GIRIS ve AMAC

Micrococcaceae ailesinin Uiyesi olan Staphylococcus cinsi bakteriler, deri ve
mukoza dokusunda yaygin olarak bulunan ve klinik 6rneklerden siklikla
izole edilen fakultatif anaerob Gram pozitif koklardir. Staphylococcus
yunanca staphylos (Gztim) ve kokkos (meyve veya tohum) olarak
tanimlanmistir. Stafilokok turleri farkli enfeksiyon hastaliklarina neden
olabilir. Staphylococcus aureus ise siklikla hastane ve toplum kaynakli fatal
enfeksiyonlara neden olabilen en énemli ttrdir (1). Herhangi bir hastaliga
sebep olmadan da toplumda, 6zellikle de hastane personelinde S. aureus

tasiyiciligi bulunabilmektedir.

S. aureus’un en oOnemli Ozelligi tedavisinde kullanilan neredeyse tum
antibiyotiklere zamanla direnc¢ gelistirmis olmasidir. S. aureus tedavisinde
kullanilan ilk antimikrobiyal olan penisiline karsi, 1944 yilinda ilk kez direnc
gorulmustir. Penisilin direncli S. aureus izolatlari ile gelisen enfeksiyonlarda
tedavide ilk secenek olan metisiline ise klinik kullanima baslanmasindan
yalnizca iki yil sonra diren¢ bildirilmistir (2). Metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA) ilk tespit edildigi 1961 yilindan bugltine kadar
hastane enfeksiyonlar1 etkenleri arasinda en 6nemli morbidite ve mortalite
nedenlerinden biri olmustur (3). Tim dinyada oldugu gibi tilkemizde de
direncli hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda MRSA ilk siralarda yer

almaktadir (4).

Stafilokoklarda metisilin direnci, mecA ve daha nadiren mecC geni nedeniyle
olup, yeni bir penisilin baglayan protein (PBP2a) sentezlenmesine baglidir.
Bakteri anti-MRSA etkinligi olan 5. kusak sefalosporinler disindaki tim beta-
laktam grubu antimikrobiyallere bu yeni protein araciligiyla direnc

gelistirmis olur (3).
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Etkeni MRSA olan enfeksiyona sahip hastalarda temel ve standart glincel
tedavi glikopeptitlerdir. Glikopeptit grubu antibiyotikler, bakterilerin hiicre
duvarini olusturan peptitlerin terminal D-ala-D-ala dizisine baglanarak
peptidoglikan olusumunu inhibe eder ve bakterinin hticre duvar sentezini
bozar (5). Son yillarda glikopeptit kullanimi, direncli Gram pozitif
nozokomiyal patojenlerin cogalmasiyla artis gdstermistir. Ulkemizde
glikopeptit grubu antibiyotik olarak vankomisin ve teikoplanin
bulunmaktadir. Bu iki glikopeptit grubu antibiyotigin glincel meta-analiz
sonucglarina gbére  birbirlerine karsi klinik olarak  Ustinlikleri
bulunmamaktadir. Bununla birlikte vankomisinin neftotoksik yan
etkisinden dolay1, 6zellikle akut boébrek hasari acisindan ytiksek riskli
hastalarda teikoplanin kullanimi 6nerilmektedir (6). Son yillarda glikopeptit
grubu antibiyotiklerin duyarhliklarinda azalmalar gértlmektedir (7). Bu
nedenle MRSA tedavisinde alternatif secenekler aranmaktadir. Yeni
antibiyotiklerin gelistirilmesi, uzun ve maliyetli bir stire¢c gerektirdiginden
onlarca yil 6nce gelistirilen ve cesitli nedenlerle kullanimi durdurulan bir
takim eski antibiyotikler yeni endikasyonlar ile yeniden kullanilmaya
baslanmistir (8). Bu antibiyotiklerden biri olan fosfomisin, peptidoglikan
sentezi inhibisyonu yoluyla Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi
etki gosterir (9). Fosfomisinin diger antibiyotiklerle kombine kullanimi, hem
sinerjistik etkiye neden olabilmekte hem de bakterinin tedavi sirasinda

fosfomisin direnci gelistirme riskini azaltmaktadir (10).

Bu calismada Goztepe Prof. Dr. Stileyman Yalcin Sehir Hastanesi rutin tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarinda calisilan klinik 6rneklerden izole edilen MRSA
suslarinin teikoplanin ve fosfomisin antibiyotik duyarhiliklarinin farkh
yontemlerle belirlenmesi, teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun dama
tahtas1 yoOntemi ile sinerjistik etkisinin arastirilmasi ve her iki ilacin ayr1 ayri
ve birlikte zamana bagli bakterisidal aktivitesinin tespit edilmesi

amaclanmaistir.
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2.1 STAFILOKOKLAR

2.1.1 Tarihce

Stafilokoklar ilk olarak 1878’de Robert Koch tarafindan 1sik mikroskobunda
tanimlanmistir.  Iskogyali cerrah Sir Alexander Ogston, 1881°de
stafilokoklarin deney hayvanlarinda piyojenik enfeksiyonlara yol actigini
gostererek patojen oldugunu saptamis ve Uremeleri sirasinda birbirlerinden
ayrilmayip, Uzim salkimina benzeyen diizensiz kimeler olusturmalarindan
dolay1 Staphylococcus (Staphyle: iziim salkimi) adini vermistir. Rosenbach
ise 1884’te bu bakterileri ilk kez insandan izole ederek beyaz renkli kolonileri
S. albus, sari-turuncu renkli kolonileri S. aureus olarak adlandirmistir

(11)(12).

Alexander Fleming’in 1928’de penisilini bulmasinin ardindan 1940°da Florey
ve Chain, Penicillium kultirlerinden penisilin Uretmeyi basarmis ve bu
sekilde stafilokok enfeksiyonlari tedavi edilmeye baslanmistir. S.aureus
suslarinda penisilin direnci ilk kez 1944’te Kirby tarafindan bildirilmistir

(13).

Penisilinaza direncli semisentetik bir antimikrobiyal olan metisilin, 1959’da
klinik uygulamaya girdikten kisa bir siire sonra Ingiltere’de ilk MRSA
izolatlar1 bildirilmistir. Metisilin baslangicta yaygin olarak kullanilmis bir
antibiyotik olsa da toksisitesi nedeniyle yerini oksasilin, flukloksasilin ve
dikloksasilin gibi penisilinler almistir. Yine de MRSA terimi kullanilmaya
devam etmektedir. Ik tanimini izleyen yirmi yilda MRSA, dinyanin bircok
yerinde salginlara neden olmustur (14). 1980l yillarin baslarindan itibaren

ise hastane kaynakli enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir (15).
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Daha sonraki yillarda bircok antibiyotige direnc¢ gelistirmesinden dolay:

6nemli bir saglik sorunu haline gelmistir.

2.1.2 Siniflandirma

1986 yilinda Bergey’in yaptig1 sistematik bakteriyoloji siniflandirmasina gore,
Micrococcaceae ailesi icinde Stomatococcus, Planococcus, Staphylococcus ve
Micrococcus turleri birlikte yer almistir; ancak daha sonralar: yapilan genetik
calismalar sonucu bu mikroorganizmalarin birbirlerinden farkli oldugu
gorulmusttr. Stafilokoklar, Firmicutes subesi, Bacilli sinifi, Bacillales
takimindaki Staphylococcaceae ailesi icinde siniflandirilmistir (16).
Gunumuzde Staphylococcus cinsi icerisinde en az 50 tur bulunmaktadir.
Stafilokok ttirleri, fenotipik 6zellikleri ve DNA/DNA iliskilerine gore en az dort
gruba ayrilir. Bu gruplar; Staphylococcus epidermidis grubu, Staphylococcus
saprophyticus grubu, Staphylococcus sciuri grubu ve Staphylococcus
simulans grubudur. Staphylococcus aureus, Staphylococcus auricularis,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus
caseolyticus herhangi bir gruba dahil degildir. S. aureus btittin stafilokoklar
icerisinde, diger turlerden tiUp ve lam koagtilaz testlerinin pozitif olma

ozelligiyle ayrilan, en énemli insan patojenidir (17)(18).

2.1.3 Stafilokoklarin Genel Ozellikleri

Stafilokoklar hareketsiz, sporsuz, faktultatif anaerop, katalaz pozitif, oksidaz
negatif, 0,5-1,5 pm capinda  Gram  pozitif, kok  seklinde
mikroorganizmalardir. Bu bakteriler boslukta her yone boélinerek
cogaldiklar: ve béltiindtkten sonra birbirlerinden kolaylikla
ayrilmadiklarindan tizim salkimi seklinde diizensiz ktimeler olustururlar.
Partlan 6rnek icinde, enfekte viicut sivilarinda veya sivi besiyerlerinde tcli-
dortli kisa zincir yapan koklar seklinde gorulebilirler. Bu gérintmleri ile
streptokoklardan ayrimlari, katalaz testinin pozitif olmas: ile yapilabilir
(12)(19).

2.1.4 Stafilokoklarin Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

Nutrient agar, Triptik Soy agar, %5 koyun kanli agar (KKA) veya beyin kalp
inflizyon agar gibi besiyerlerinde stafilokok ttrlerinin bircogu 18-24 saat
sonunda, 30-37°C’de, 1-3 mm capinda koloniler olustururlar (19). En tipik
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Uremeyi KKA’da yaparlar. %7.5-10 NaCl iceren besiyerlerinde ureyebilirler.
Stafilokoklarin Ureme sicaklik araliklar1 oldukca genistir (6.5°C-45°C).
Optimal treme sicakliklari 30-37°C’dir. En uygun tUreme pH aralig: 7 ile 7.5
araligidir. Pigment olusturmalari icin en ideal sicaklik 20-25°C’dir (20).

STAPHYLOCOCCUS AUREUS

S. aureus saglikli insanlarin cilt veya mukozasinda bulunabilen firsat¢1 bir
patojendir. %20-40 oraninda eriskinlerin (6zellikle de saglik calisanlarinin)
burun mukozasinda bulunabildigi gibi; bogazda, perinede, aksillada ve
vajende de kolonize olabilir. Kolonizasyon icin bilinen en yaygin risk faktort
kronik deri lezyonlarnidir (14). Travma, yabanci cisim varligi veya cerrahi
mudahaleler sonucu kutanéz ve mukozal bariyerler bozuldugunda S. aureus
alttaki dokulara veya kan dolasimina gecerek, lokal cilt enfeksiyonlarindan
hayat1 tehdit eden sistemik enfeksiyonlara kadar bircok hastalik tablosuna
sebep olabilir (20)(21). Ozellikle invaziv tibbi cihazlan (periferik ve santral
vendz kateterler gibi) bulunan hastalar veya bagisiklik sistemi zayif olan

kisiler, S. aureus enfeksiyonuna karsi savunmasizdir (14)(22).

2.2.1 Staphylococcus aureus Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

S. aureus, 18-40°C araligindaki sicakliklarda kolaylikla treyebilen Gram
pozitif bir koktur. Kolonileri, 18-24 saatte 3-4 mm capinda portakal veya
krem rengi, hafif kabarik, yuvarlak ve S tipindedir. Cogunlukla hemolizin
urettiklerinden kanli agarda kolonilerin etrafindaki eritrositleri eriterek seffaf
bir hemoliz zonu (beta hemoliz) olustururlar. Hemolizleri, uzun sureli
inktibasyonlarda daha belirgin hale gelir. S. aureusun karotenoid pigment
olusturmasi nedeniyle kolonileri KKA’da altin saris1 renginde goérultr.
Mannitoli fermente etmesi nedeniyle mannitol salt agarda sari renkli
koloniler olusturur. Telltirit iceren besiyerinde telltiritin redtiksiyonu sonucu
kolonileri gri-siyah renkte gérultr (18)(23). Bazi1 kapsul olusturan suslarinin
kolonileri 1slak ve parlak gérinumltdtr. S. aureusun o6zellikle kronik
enfeksiyonu olan hastalardan izole edilen, KKA’da hemoliz ve pigment
olusturmayan, 48-72 saatte kuiciik koloniler seklinde tireyen varyantlar: da
bulunmaktadir. Bu yavas Ureyen kuiciik kolonileri, cogunlukla beta-laktam

veya glikopeptit gibi antibiyotiklere direncli olabilen, konak hticrede huicreyi
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parcalamadan yasayarak reklrren veya direncli enfeksiyonlara neden

olabilen varyantlar olusturur (11).

S. aureus’un diger stafilokoklardan ayriminda en yaygin kullanilan test
koagiilaz testidir. S. intermedius, S. hyicus, S. delphini, S. schleiferi
subspecies coagulans gibi hayvan izolatlar1 disinda koaglilaz reaksiyonu
pozitif olan yani plazmay1 pihtilastirabilen tek stafilokok ttirti S. aureus’tur.
Nadiren bazi S. aureus suslarinin lam koagtilaz testi negatif olabilir. Bu
durumda tip koaglilaz testi yapilmali veya diger ayirt edici testler
kullanilmalidir. Bu ayirt edici testlerden biri olan, ntikleik asitlerin hidrolizini
saglayan deoksiribonikleaz (DNaz) aktivitesi S. aureus’a 6zg(l bir testtir.
Ayrica S. aureus nuc geni tarafindan kodlanan i1siya direncli (termostabil)
endontikleaz olusturur. Laktoz, mannoz, siikroz, trehaloz ve maltoz gibi
bircok karbonhidrati fermente ederek asit olusturma 6zelligine de sahiptir.
Ayni1 zamanda lizozime direncli, lizostafin ve mnovobiyosine duyarhdir

(11)(18)(20).

2.2.2 Staphylococcus aureus’un Virulans Faktorleri

S. aureus, stafilokok turleri icinde en yuksek virulansa sahip olan turdur.
Mobil genetik materyallerinde bircok virulans geni barindirir. Virulans
faktorlerinin bir cogu insana 6zgli olduklar1 icin hayvan modellerinde
arastirilamaz (24). Bu virulans faktorleri sayesinde cilt ve cilt altina
yayilabilir, bagisiklik sisteminden kacabilir, toksinleri ile farkli klinik
tablolara neden olabilir. Enfeksiyon olusumu, mikroorganizmanin virulansi
ile konak savunma sistemi arasindaki dengeye baghdir (25). S. aureusun

baslica virulans faktorleri asagida siralanmistir:

2.2.2.1 Hiicre Yiizey Bilesenleri

Kapsiil: S. aureuslarin cogunun koékeninde polisakkarit yapida bir
mikrokapsil bulunmaktadir. S. aureusun kapsul Giretimi, ilk olarak 1931'de
gosterilmistir. Bugline kadar 11 kapstiler serotip tanimlanmistir. Insan
enfeksiyonlarinin %75’inden sorumlu olan serotipler tip 8 ve 5tir. Tip 8’in
Toksik Sok Sendromu Toksini (TSST) Giretimi, tip 5’ in ise metisilin direnci ile
iligkili oldugu bilinmektedir. S. aureus™un bu serotiplerinin kolonileri mukoid

degildir ve koloni morfolojisi genellikle bir akapstler susunkinden ayirt
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edilemez. Saflastirilmis serotip 5 ve 8 kapstiler polisakkaritleri, etkili bir S.
aureus asisinin gelistirilmesinde hedef antijenler olarak umut vermektedir.

Serotip 1 ve 2 ise bakterinin fagositozdan korunmasiyla iligkilidir (26).

Hiicre Duvari: S. aureus hilicre duvarini peptidoglikan, teikoik asit,
lipoteikoik asit, protein A ve diger ylizey proteinleri olusturur. Hticre
duvarinin temel maddesi dayanikli ve kompleks bir yap: olan peptidoglikan
tabakasidir. Okaryot canlilarda bulunmadig icin hticre duvar sentezini
bozan antimikrobiyaller, bakterilere kars: secici toksik etki gbdsterir. Gram
negatif bakterilere oranla Gram pozitif bakterilerde bu tabaka oldukca
kalindir. Bakterinin ozmotik stabilitesini saglayarak bakteriye seklini verir.
Birbirlerine 3-1,4 glikozid baglar ile baglanan N-asetil mtiramik asit (NAMA)
ve N-asetil glukozamin (NAGA) alt initelerinden olusur (20). Hlicre duvarinin
saglamliliginda alt Uniteler arasindaki capraz baglar 6nemlidir. Capraz
baglar, lizozim enzimine karsi bakterinin korunmasini saglar. Peptidoglikan
tabaka, ayrica Gram negatif bakterilerin endotoksinlerine benzer bir
aktiviteye sahip olup, makrofajlardan IL-1 salinimina, bdylece ates
olusumuna, kompleman aktivasyonuna ve nétrofillerin agregasyonuna
neden olmaktadir. Peptidoglikan tabakasinin yapiminda gérev alan enzimler
penisilin-baglayan proteinler (PBPler) adini alan karboksipeptidaz ve
transpeptidazlardir. Penisilin ve diger beta-laktam antibiyotikleri, bu
proteinleri inhibe ederek peptidoglikan sentezini durdururlar. S. aureus’ta
PBP1, PBP2, PBP3, PBP4 olmak Ulizere dort adet PBP bulunur. Metisilin ve
benzeri penisilinlere direnc¢, mecA geninin kodladigi PBP2a ile iliskilidir. Bu
protein penisilinlere ve diger bircok beta-laktam antibiyotige zayif afinite

gOsterir.

Teikoik asitler fosfat ihtiva eden ve hiicre duvar: agirliginin %401n1 olusturan
polisakkaritlerdir. Stafilokoklarin mukoza hitcrelerinin yulzeylerindeki
reseptorlere tutunmasini saglayan 6zgil bolgelerdir. Bunun disinda hticre
duvar1 butinligl, bakteriyofajlara duyarhilik, antimikrobiyal molektllere

direnc ve bakteriyel biyofilm olusumu gibi temel islevlere hizmet ederler (27).

Protein A, B lenfositleri icin bir stiperantijen gérevi gériir. Immtinolojik bellegi
IgG'nin Fc kismina baglanarak bozar ve fagositozu onler (28). Protein A
disinda bir¢cok ylzey proteini de virulansta rol oynar. Elastin, kollajen ve

fibronektin baglayan proteinler ile clumping faktér de stafilokoksik ylzey
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proteinleridir. Bu proteinlerin bircogu ekstraselltiler matriks (ESM)
molekullerine baglanir ve bakterilerin konak dokularinda kolonize olmalarini

saglar (11).

Slime Faktor: Slime tabakasi, bazi1 stafilokoklar tarafindan tretilen
polisakkarit, glikoprotein ve glikolipitden olusan ekstraselliiler bir yapidir. ik
kez Christensen ve arkadaslar tarafindan gosterilmistir (29). Slime faktor,
bakterinin vlcuttaki yabanci cisimlere tutunmasinmi kolaylastirarak
kolonizasyona ve enfeksiyona katki saglamaktadir. Biyofilm ise slime
tabakasit icinde gO6mull olarak bulunan dormant formdaki bakteri
topluluguna denir. Antibiyotikler, bu tabaka icine yeterince nufuz
edemedikleri icin antibiyotiklere karsi direng¢ gelisir ve bu durum, tedavide

onemli bir sorun haline gelir (30).

2.2.2.2 Enzimler

S. aureus'un enzimatik 6zelliklere sahip cok sayida virulans faktért
bulunmaktadir. Bunlar konak zimojenlerini (proenzim) aktive eden

kofaktorler ve doku bilesenlerini parcalayan enzimler olarak ikiye ayrilir.

Koagtilaz, von Willebrand faktér baglayict protein ve stafilokinaz, S. aureus
tarafindan Uretilen ve kendi baslarina enzimatik aktiviteye sahip olmayan
kofaktorlerdir. Bunlar konak zimojenlerini aktive edebilirler. Bu Ui¢ protein,
konak pihtilagma sisteminde etki géstererek bakterinin hayatta kalmasini ve

yayillmasini saglar.

Nuikleaz, proteaz, hiyaltironidaz, lipaz ve yag asiti modifiye edici enzim, konak
doku bilesenlerini parcalayabilen ve immun sistem elemanlarindan kacisi
saglayarak bakterinin konak dokularinda yayilmasini saglayan enzimlerdir

(31).

Katalaz: Aerop ve fakultatif anaerop bakterilerin bircogu, aerobik
solunumun son Urtinu olarak hidrojen peroksit (H202) olustururlar. H,O2nin
ortamda birikmesi, mikroorganizmalar icin toksik etki go6sterir. Bazi
mikroorganizmalar bunu 6nlemek icin H2O2yi oksijen ve suya indirgeyen (2

H>O2 — 2 Hy0 + Oy) katalaz enzimini Uretebilirler (32).

Koagiilaz: S. aureus, koagiilaz enzimi olusturan tek stafilokok turudur.

Koagtilaz, trombini aktive ederek fibrinojenden fibrin olusumunu saglayan ve
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pitht1 gelisimine neden olan termostabil bir enzimdir. Huicre tarafindan
ortama salinan “serbest koagtilaz”, ekstraselltiler bir proenzimdir. Plazmada
bulunan koaglilaz reaktive eden faktdéri (coagulase reacting factor-CRF)
aktive ederek plazmanin pihtilasmasina neden olur. S. aureusun hucre
duvarinda ayrica “bagh koagtilaz” (clumping=ktimelenme faktérti) olarak
adlandirilan bir fibrinojen baglayici ytzey reseptéri de bulunur. Dogrudan
plazmadaki fibrinojene etki eder. Her ikisinin de virulanstaki rolti, bakterinin
hiicre ylzeyinde fibrin tabakasi olusturarak bakteriyi opsonizasyona ve
fagositoza karsi korumaktir. Bagli koaglilaz lam testinde bakterinin
agltitinasyonu seklinde, serbest koagtilaz ise tip testinde pihti1 olusumu
seklinde tespit edilebilir. Uygulamasi kolay olmakla birlikte, S. aureus™un bazi
koékenlerinde baglh koagtilaz olmayabileceginden, lam testi ile yalanci negatif
sonuc¢ elde edilebilir. Ttp testi, lam testine gére daha guvenilir bir testtir
(18)(32).

Niikleaz: Orijinal olarak mikrokokal DNaz olarak da bilinen stafilokokal
nukleaz, 1956'da Cunningham ve arkadaslar tarafindan S. aureus'un kulttr
sUpernatantlarinda tanimlanmistir. Stafilokokal ntukleaz, 1siya karsi
direncinden dolay1 termontikleaz olarak da bilinir. Nikleaz, aktivitesi icin
Ca*2 iyonlarina ihtiya¢ duyar. Nukleaz, hiicre dis1 DNA'y1 parcalayarak
biyofilmi dagitir. Niikleaz tUretmeyen suslarda biyofilm olusumunun arttig
bilinmektedir. Enfeksiyonlar sirasinda ise nukleaz, &lmekte olan
notrofillerden hiicre disina salinarak DNA’y1 ve protein parcaciklar: hidrolize

eder. Bu sekilde de bakterinin invazyon yetenegi artmis olur (31).

Proteaz: Stafilokoklar ti¢ farkli proteaz ailesi bulundurur: metalloproteazlar,
sistein proteazlar ve serin proteazlar. Bu proteazlarin bakterinin besin
aliminda, invazyonunda ve bagisikliktan kacinmasinda rolleri vardir. S.

aureusun 12 farkl proteaz urettigi bilinmektedir (31).

Hiyaliironidaz: Hyaluronik asit (HA), birbirini izleyen (-1,3 ve p-1,4
glikozidik baglar1 ile baglanan NAGA ve glukuronik asitin tekrar eden
birimlerinden olusan lineer bir polisakkarittir. HA, omurgalilarda hticre ve
dokulara yapisal buttinluk saglayan ESM’nin énemli bir bilesenidir. HA'y1
parcalayan enzimler, hiyaltironat liyaz veya hiyaltironidaz olarak bilinir. Bir
“yayic1t faktor” olarak hiyallironidaz, ESM'lerde ve biyofilmlerde HA'y1

parcalayarak bakterilerin yayillmasinda rol oynar (31).
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Fosfolipaz: S. aureus iki farkli fosfolipaz Ttretebilir: p-toksin ve
fosfatidilinositole 6zgu fosfolipaz C (PI-PLC). S. aureus, PI-PLC urettigi bilinen
tek stafilokoktur. Bakteriyel PI-PLC, fosfatidilinositolti (PI) hidrolize eder ve
ortaya cikan Tturltnler, bakterinin insan kaninda ve nétrofillerin icinde

yasayabilmesine, kompleman sisteminin inaktivasyonuna neden olur (31).

Lipaz: Lipaz, yaglar1 hidrolize ederek, victidun lipit iceren bolgelerinde
stafilokoklarin yasamasini kolaylastirir. Béylece bakteriler, ytizeyel dokular:
invaze edip, fronkul ve karbonktil gibi klinik tablolara sebep olabilmektedir

(11).

Penisilinaz: Penisilinaz, penisilin grubu antibiyotiklerin beta-laktam
halkasinin hidroksil grubunu parcalayarak antibiyotigi etkisiz hale getirir.
Bu enzimin salgilanmasini saglayan genler, plazmid ve transpozonlarla
aktarilir. Penisilinin klinik kullanima girdigi 1941 yilinda stafilokok
suslarinin buytk cogunlugu penisiline duyarli iken, gintimutzde %90’dan

fazlasinda direng¢ gérilmektedir (18).

Fibrinolizin (Stafilokinaz): Isiya direncli bir enzim olan fibrinolizin,
plazminojeni plazmine dénuUsttrtr. Fibrinolitik etkisi ile fibrini parcalayarak

S. aureus’un dokuda yayilimini kolaylastirir (20).

2.2.2.3 Toksinler

S. aureus enfeksiyonlar:1 icin kritik éneme sahip 40'in Uzerinde bilinen
ekzotoksin olmasina ragmen, bircogu benzer islevlere ve yliksek yapisal
benzerliklere sahiptir. Ekzotoksinler, bilinen islevlerine gére Uic genis gruba

ayrilir: sitotoksinler, stiperantijenler ve sitotoksik enzimler.

Sitotoksinler, konak hticre zarlar1 lizerinde etki ederek hedef hiicrelerin
parcalanmasina ve iltihaplanmaya neden olur. Stperantijenler, sitokin
Uretimine aracilik ederek T ve B hticre proliferasyonunu tetikler. Salgilanan

sitotoksik enzimler ise memeli hlicrelerine zarar verir (31).
Sitotoksinler

Alfa-toksin (a-hemolizin): S. aureus’un, en gliicli membran hasari yapan a-
hemolizin olarak da bilinen esas sitotoksinidir. Bircok farkli hiicre tipinin
parcalanmasina neden olur: eritrositler, trombositler, endotel htcreleri,

epitel hucreleri ve belirli 16kositler. Suda ¢6ztintir a-toksin monomerleri,
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hedef htlicre zarinda gbézenekler olusturarak htlicrenin sismesine ve
sonrasinda lizisine neden olur. Hemolitik, dermonekrotik ve doku

kulturlerinde sitolitik etkilere sahiptir (31).

Beta-toksin (B-hemolizin): Beta-hemolizin, sfingomyelinaz C olarak da
adlandirilir. Toksinin en o©nemli o6zelligi, sicak-soguk lizis yapabilme

ozelligidir. Eritrositler tizerindeki etkisi, sogukta artmaktadir (33).

Gama-toksin (y-hemolizin): Gama-hemolizin, hemen hemen her S. aureus
susu tarafindan yapilir. Toksinler nétrofilleri, makrofajlar1 ve bircok memeli
eritrosit cesitini parcalayabilir. Bununla birlikte, agarin toksin aktivitesi
ltizerindeki inhibitor etkisinden dolay1 gama-hemolizin, kanli agar plaklarinda

tanimlanamaz (33).

Delta-toksin (6-hemolizin): Bu toksin, 1947’de Williams ve Harper
tarafindan tanimlamistir. S. aureus suslarinin %97'si tarafindan Turetilir.
Delta toksini, adenilat siklazi1 aktive ederek cAMP salinimina neden olur. Bu

sekilde memran buttnliklerini bozarak hiicreleri hasara ugratir (33).

Lokosidin (Panton-Valentine Toksin, PVL): PVL, bakteriyofaj aracilig: ile
aktarilabilen bir tir gama hemolizindir. Birbirlerini sinerjistik olarak
etkileyen F (fast) ve S (slow) adinda iki polipeptit zincirinden olusur. Etki
mekanizmasi, hlicre zarinda potasyum ve diger katyonlara kars: gecirgenligi
arttirarak go6zenekler olusturmak ve lizise yol ac¢maktir. Lokositler ve
makrofajlar Uizerine litik etki gosterirken eritrositleri etkilemez. Bu toksini
bulunduran tuirlerin enfeksiyonlarinda hizl ilerleme, kanama ve nekrotizan
pnémoni tablosu gorilebilmektedir. Ozellikle akciger, deri ve yumusak doku

enfeksiyonlariyla iligkisi oldugu gosterilmistir (11)(33)(34).
Siiperantijenler

T hucresi superantijenleri (SAg), S. aureus tarafindan Uretilen en buyuk
ekzotoksin ailesini temsil eder. SAg'ler benzersizdir; clinkll 1s1ya, proteolize
ve kurumaya kars: direnclidirler. Insanlarda ytiksek toksisite gdstermeleri
nedeniyle, bazilar1 biyoterérizm icin secilmis ajanlar olarak siniflandirilir. SAg
ile induklenen T hucre proliferasyonunu, aktive edilmis T hticrelerinin
cogalamadigl veya apoptoza ugradigi bir T hiicre anerjisi durumu takip eder.
SAg'ler genel olarak stafilokokal enterotoksinler, stafilokokal enterotoksin

benzeri stiperantijenler ve TSST-1 olmak Utizere ti¢ gruba ayrilir (31).
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Enterotoksinler: A, B, C1,C2, C3, D, E, F,G ve J olarak 10 farkl stafilokokal
enterotoksin vardir. Stafilokok kaynakli gida zehirlenmesinin temel bir
ozelligi olan kusmay1 indukleme yeteneklerinden dolayr bu sekilde
isimlendirilmislerdir. 100°C’ye 30 dakika dayanabilen, polipeptit yapisinda
maddelerdir. S. aureus koékenlerinin %35-50’sinin bu  toksinleri
olusturabildikleri bilinmektedir. A ve D besin zehirlenmelerinde, B ise

hastane enfeksiyonlarinda ¢cok karsilasilan bir toksindir (11)(31)(35).

Stafilokokal enterotoksin benzeri siiperantijenler: Bu grup henlz
kanitlanmamis, emetik aktiviteye sahip olan yeni tanimlanmis tim T hulicresi
sUperantijenlerini icerir. Bununla birlikte bu grupta kusma ile iliskili distilfid
doéngtistinden yoksun olan, kusmay1 indiiklemedigi kanitlanmis stafilokokal

enterotoksinler de bulunmaktadir.

Toksik sok sendromu toksin-1: TSST-1 baslangicta stafilokokal
enterotoksin-F olarak biliniyorken, 1984 yilinda bulanti, kusmaya neden
olmamas1 ve toksik sok sendromu ile iliskisi nedeniyle yeniden
adlandirilmistir. TSST-1, interlokin-1, interlokin-2, TNF-a salinimina neden

olan kromozom tarafindan kodlanan bir ekzotoksindir (31).
Sitotoksik enzimler

Eksfolyatif toksin: Epidermolitik toksinler (ET) olarak da bilinir. S.
aureus'ta antijenik olarak dért farkli form bulunur: ETA, ETB, ETC ve ETD.
Her ET, farkli bir mobil genetik eleman tizerinde kodlanmistir. Stafilokokal
haslanmis deri sendromu (SHDS), ilk olarak 1878'de tanimlanmis olmasina
ragmen, S. aureus enfeksiyonlari ile iliskisi ilk olarak 1967'de kanitlanmistir.
SHDS, agirlikli olarak yenidoganlari, bebekleri ve bagisikligi baskilanmis
yetiskin hastalan etkiler. SHDS'nin semptomlari, yalnizca cilt tabakasini
iceren kabarcik olusumu ve yuzeyel soyulma ile karakterizedir. Bu

karakteristik lezyonlar genellikle sterildir (31).

2.2.3 Epidemiyoloji

S. aureus, burun ve bagirsaklar da dahil olmak Uzere deri, deri bezleri ve
mukoéz membranlarda siklikla asemptomatik olarak bulunabilen kommensal
bir bakteridir. Yapilan calismalar, insanlarin yaklasik %20'sinin kalici S.

aureus nazal tasiyicisi oldugunu, yaklasik %30unun araliklhi tasiyici
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oldugunu ve yaklasik %50'sinin ise tasiyici olmadigini géstermistir (36). Bu
kolonizasyon, patojen igin bir rezervuar teskil ederek enfeksiyon olasiligini
onemli o6lctde artirir. Etkilenen bireyler, genellikle kommensal olarak

tasidiklar1 S. aureus susu ile enfekte olurlar (37)(38).

Klinik olarak, S. aureus ile iligkili en 6nemli sorun, birden fazla antibiyotik
sinifina karsi diren¢ kazanmis olmasidir. 1942'de ilk penisiline direncli S.

aureus susu, 1960’da ise ilk MRSA susu klinik olarak tanimlanmistir (38).

MRSA suslarina bagl enfeksiyonlar, metisiline duyarlh suslarin neden oldugu
enfeksiyonlardan daha ytiksek 61im oranlarina sahiptir. MRSA bakteriyemisi
olan hastalarda vaka 61im orani %20 ila %30 arasinda degismekteyken, bu
oran MSSA bakteriyemisi olan hastalardan iki kat daha yuksektir (39). Ek
olarak, MRSA, hastanede kalis slirelerinin uzamasina ve buna bagh saglik
bakim masraflarinin artmasina neden olur. MRSA, baslangicta yalnizca
hastane ve saglik hizmeti ortamlariyla iliskilendirilmistir; ancak 1980’lerde
toplum kaynakli MRSA (TK-MRSA) enfeksiyonlar: da ortaya ¢cikmistir ve her
iki ortamda da rezervuarlar olusmustur. TK-MRSA enfeksiyonlarinin sikligi,
tanimlandigindan beri artmaktadir. Bu suslarin kuresel olarak ortaya
cikmasi, MRSA epidemiyolojisinin degistigini gdstermektedir. Ilk zamanlar bu
suslar, esas olarak deri ve yumusak doku enfeksiyonlar: ile baglantiliyken
simdi saghk bakimiyla iligkili enfeksiyonlara da neden olduklar
bilinmektedir. TK-MRSA, hastane kaynaklti MRSA'dan genetik olarak
farklhidir. B-laktam olmayan antibiyotige daha az direnclidir, SCCmec'in daha

ktictik bir versiyonunu tasir ve siklikla bir sitotoksin olan PVL uretir (38).

Kotta enfeksiyon kontrol énlemlerinin yani sira, insanlarin ve hayvanlarin
antibiyotiklere ayrim go6zetmeksizin strekli maruz kalmasi, MRSA'nin
yayilmasi ile sonuc¢lanmistir. Bu durum MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde

kullanilan bir ¢cok antibiyotige de diren¢ gelismesine neden olmustur (38).

MRSA'nin prevalansi ve epidemiyolojisi, farkli cografi bélgelerde ortaya cikan
yeni MRSA klonlar1 ile surekli degismektedir. Yillarca artan MRSA
prevalansindan sonra, 2000'lerin basindan beri, bir dizi tilkede ve tilkemizde
sabit veya azalan prevalans gbézlemlenmistir. Bu dusus, gelistirilmis ulusal
kontrol mudahalelerinin uygulanmasiyla iliskilendirilmistir. Bununla

birlikte, bazi uzmanlar daha o6nce hiperendemik MRSA klonlarindaki
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azalmanin, mikroorganizmanin kendisindeki degisikliklerden

kaynaklandigini iddia etmislerdir (14)(38).
2.2.4 8. aureus’un Neden Oldugu Hastaliklar

2.2.4.1 Dokulara Yayilarak Olusturdugu Enfeksiyonlar

Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari: S. aureus impetigo, folikulit, fronkil,
karbonkul, mastit gibi farkli deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina yol acar.
Bu enfeksiyonlarin en 6nemli risk faktérti, kronik cilt hastaliklar1 veya
travma gibi nedenlerle deri butinltiginin bozulmasidir. Deri ve yumusak
doku enfeksiyonlar: hizla yayilarak seltlit, lenfanjit, lenfadenit ve nekrotizan

fasiit gibi ciddi enfeksiyonlara neden olabilir (11).

Bakteriyemi ve endokardit: S. aureus kaynakli bakteriyemiler, hem
hastane kokenli hem de toplum kokenli olabilirler. Toplum kdékenli
bakteriyemiler, genellikle selilit, endokardit, osteoartikiiler veya
pléoropulmoner enfeksiyonlar gibi bir odaktan, saglik hizmeti ile iliskili
bakteriyemiler ise daha c¢ok kateter ve diger invazif girisimlerden
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, olgularin yaklasik %25'inde bir
enfeksiyon odagi bulunmaz. S. aureus bakteriyemilerinde mortalite orani,
oldukca yuksek olup, hastane kokenli enfeksiyonlarda bu oran %80’lere
kadar cikabilmektedir (21).

S. aureus gelismis Ulkelerde en yaygin enfektif endokardit (EE) nedenidir.
Genel 6lim orani %22 ile %66 arasinda degismektedir ve bu oran, diger EE

etiyolojik ajanlarinkinden daha yuksektir (21)(40).

Pnomoni: Toplumdan edinilmis S. aureus pnoémonisi, genellikle viral
solunum yolu enfeksiyonlarina sekonder goériiliirken, hastane kaynakli S.
aureus pndémonisi, aspirasyon veya entlibasyon ile iligkilidir. Klinik

semptomlari; solunum zorlugu, ytiksek ates, tasikardi ve gégis agrisidir (41).

Osteoartikiiler enfeksiyonlar: S. aureus’un osteoartikiiler enfeksiyonlars;
osteomiyelit (OM), dogal eklem septik artriti ve protez eklem enfeksiyonu’dur
(PJI). Bu enfeksiyonlarin en sik saptanan etkeni S. aureus’tur. S. aureus,

bircok ylizey proteini sayesinde kemik matriksine tutunur (21).
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2.2.4.2 Toksinlere Baglh Gelisen Enfeksiyonlar

Haslanmis deri sendromu: S. aureus’un eksfolyatif toksininin neden oldugu,
deride buller ve soyulmalar ile karakterize klinik tablodur. Lezyonlar agiz
cevresinden baslayarak iki glin icinde tim vlcuda yayilir. Saglam
gorintimdeki deri hafif dokunmayla kolayca soyulur (Nikolsky fenomeni).
Cogunlukla bes yas altinda gortlir. Yenidoganlarda géruldtigiinde Ritter

sendromu olarak adlandirilir (42).

Toksik sok sendromu: Toksik sok sendromu (TSS) menstrual ve menstrual
dis1 TSS olarak siniflandirilabilir. Menstriiel TSS genellikle TSST-1 treten S.
aureus'un vajinal/servikal mukoza kolonizasyonu ve tampon kullanimi ile
iliskilidir. Bakteri, vajina veya yara gibi ortamlarda lokalize olmasina ragmen
toksin mukozal bariyerlerden gecebildigi icin sistemik etkilere neden olur.
TSS; hipotansiyon, ates, dokintti ve deskuamasyonla karakterize olup
hipovolemik sok, coklu organ yetmezIigi ve 6liime neden olabilecek akut ciddi

bir hastaliktir (31).

Besin zehirlenmesi: Stafilokoklara bagli besin zehirlenmeleri, bakterinin
Urettigi enterotoksinler ile meydana gelmektedir. Enterotoksijenik stafilokok
Uremesine uygun ortam olusturan besin maddeleri arasinda stt tozu, yag,
dondurma, krema ve mayonez sayilabilir. Hastalik, genellikle enterotoksin
bulunan yemegin yenmesinden 3-5 saat sonra kusma ve ishal ile baslar. Mide
kramplari, hipotansiyon ve dehidratasyon goértlebilir. Cogunlukla tablo 24-
48 saat icinde duzelse de, ozellikle bebeklerde, yaslilarda ve bagisiklig
baskilanmis hastalarda daha siddetli seyredebilir (43).

2.2.5 8. aureus Enfeksiyonlarinin Laboratuvar Tanis1

Stafilokoklar, mikrokoklardan farkli olarak oksidaz negatif, basitrasine
direncli, furazolidone ve lizostafine duyarhdir. S. aureus’un tanimlanmasinda
koloni morfolojisi, Gram boyama, hemoliz, pigment Uretimi, yogun tuzlu
ortamda Ureyebilme, koagtilaz ve DNaz varligl, mannitol fermentasyonu gibi

ozelliklerinden faydalanilir.

2.2.5.1 Katalaz Testi

Katalaz testi, en sik streptokok (katalaz-negatif) ve stafilokoklarin (katalaz-

pozitif) ayirt edilmesinde kullanilmaktadir. Bakteri slispansiyonu Uzerine
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%31k H.0, eklendiginde 10 saniyede glcli kopik ya da hava

kabarciklarinin gértilmesi, katalaz testinin pozitif oldugunu gosterir (32).

2.2.5.2 Koagiilaz Testi

S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirt etmede en sik kullanilan tani testidir.
Lam testi ve tlp testi olarak iki yontemi vardir. Bu testlerde reaktif olarak
tavsan plazmasi kullanilir. Insan plazmasi, duyarlih@ diisiik olmasindan

dolay1 tercih edilmez.

Lam koagiilaz testinde bir lam Uzerinde bir damla distile su ile bakteri
kolonisi 6ze ile homojen, koyu, stt-benzeri bir stispansiyon elde edecek
sekilde karistirilir. Uzerine 10-15 uL plazma eklenip karistirildiktan 10 saniye

sonra gozle gorulir bir kimelenme olmas: testin pozitifligi anlamina gelir.

Tup koagtilaz testinde ise 6nceden hazirlanmis 0.5 mL plazma iceren tip,
oda 1sisina getirilir. Incelenecek stafilokok kolonisi, 6ze ile alinip plazma
icinde homojenize edilir. Tip 35+2°C ettive konulup saat basi incelenerek
dort saate kadar inkuibe edilir. Tup icinde gevsek bir fibrin ag1 ya da tam bir

pihtilasma olusumu, testin pozitifligini gésterir (32).

2.2.5.3 DNaz Testi

S. aureus diger stafilokoklardan farkli olarak DNaz tretmektedir. Koaglilaz
testleri belirsiz sonuclanan S. aureus suslarinda ek dogrulayaci test olarak
DNaz testi yapilabilir. DNA iceren DNaz agara stpheli koloni ekilip 35+2°C’de
18-24 saat inktibasyona birakilir. Olusan kolonilerin tizerine 1 N hidroklorik
asit (HCl) konuldugunda kolonilerinin etrafinin seffaflasmasi, bakterinin
DNaz urettigini ve asitin hidrolize edilmis olan DNA’y1 ¢coktirdiigiinti gésterir
(20).

2.2.5.4 Mannitol Fermentasyon Testi

S. aureus, diger stafilokoklardan farkli olarak mannitolu fermente ederek asit
olusturabilir. Kullanilan selektif besiyeri, mannitol (%1), NaCl (%7.5), fenol
kirmizisi ve pepton iceren mannitol salt agardir. Yiksek tuz konsantrasyonu,
stafilokoklar icin secici bir ortam olusturmaktadir. S. aureus kolonileri
cevresinde fenol kirmizisi indikatértiindeki renk degisimi ile gértilen sar1 bir

zon olusur. Nazal S. aureus kolonizasyonunun taranmasinda bu test
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kullanilabilmektedir; ancak nadiren baska stafilokok tlrlerinin mannitol
fermente edebildigini ve bazi1 S. aureus suslarinin mannitol fermente

edemedigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur (44)(45).

2.2.6 8. aureus Enfeksiyonlarinda Tedavi, Korunma ve Kontrol

Bulasici hastaliklar, diinya capinda insan 6limlerinin ikinci en 6nemli
nedenidir. S. aureus, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, endokardit,
osteomiyelit, bakteriyemi ve o6limcil pnoémoni gibi c¢esitli bulasic
hastaliklara neden olabilen ¢cok yaygin bir insan patojenidir. Stafilokoklarin
tedavisinde B-laktam, aminoglikozid, kloramfenikol, makrolid, linkozamid,
streptogramin, tetrasiklin, rifampin, daptomisin, glikopeptit ve kinolon grubu
antibiyotikler kullanilmakla birlikte pek coguna sekonder direnc gelistigi
bilinmektedir. Son yillarda, bakterilerin evrimi ve antibiyotiklerin koéttiye
kullanilmas: nedeniyle S. aureus'un ila¢ direnci giderek artmistir. Yapilan
calismalar S. aureusun diren¢c mekanizmalarinin, 6zellikle bircok
antibiyotige direncli olan MRSA icin ¢cok karmasik oldugunu géstermektedir.
Bu nedenle MRSA'nin ila¢ direncinin zamaninda anlasilmasi ve molekuler
dizeyde ila¢ diren¢ mekanizmasinin aydinlatilmasi, S. aureus
enfeksiyonunun tedavisi icin buylik o6nem tasimaktadir. Cok sayida
arastirmaci, S. aureus'un molekiler 6zelliklerinin analiz edilmesinin, S.
aureusun neden oldugu hastane enfeksiyonlarina karsi etkili énleme ve

tedavi planlarn tasarlamak icin temel olusturdugunu distinmektedir.

MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde suslarin bircok antimikrobiyale direncli
olmas1 nedeniyle gintmuzde ilk olarak vankomisin veya teikoplanin
kullaniliyor olsa da son yillarda yapilan calismalarda vankomisine karsi
ylikselen MIK degerleri ve azalmis duyarliliklar bildirilmistir (46). Ayrica son
15 yilda yapilan birka¢ calismada, vankomisin minimal inhibitér
konsantrasyonlar1 (MiK)>1,5 mg/L olan MRSA enfeksiyonu bulunan
hastalarda bu izolatlarin vankomisine duyarh olmasina ragmen, vankomisin
tedavisi basarisizliginin daha ytksek oranlarda oldugu gésterilmistir (47). Bu
nedenle, MRSA'ya karsi bircok yeni ilaca acilen ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bunun disinda bilinen ilaclarin kombine tedavileri ile olusturduklari

sinerjiden faydalanilmas: da bir bagka alternatif tedavi yoludur (48).
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MRSA kontroltinde 6ncelikle bulasin énlenmesi tizerinde yogunlasilmalidir.
Hastane koékenli MRSA enfeksiyonlarinda bulas, cogunlukla kisiden kisiye
temasla olmaktadir. Saglik personeli bulasta anahtar rol oynamaktadir. Ciddi
enfeksiyon kontrol uygulamalari ve personel egitimleri ile basar: elde edildigi
bilinmektedir. El yikama, dogru yara temizligi, dezenfektan kullanimi ve

kisisel hijyen, MRSA enfeksiyonlarinin énlenmesinde faydalidir (18).

2.2.7 S. aureus’ta Metisilin Direnci

Metisilinin klinik kullanimi, MRSA’nin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu
suslar, ilk olarak 1961'de Birlesik Krallik'ta bildirilmistir. Bakteri
kromozomunun belirli bir boélgesine mecA geninin dahil edilmesi ile direnc
meydana gelmektedir. mecA geni, bakteri kromozomunda stafilokokal kaset
kromozomu (Staphylococcal Cassette Chromosome mec; SCCmec) lizerinde

yer alir (38).

mecA geninin ekspresyonu, mecR1 ve mecl genleri ile kontrol edilir. mecA,
metisilin, nafsilin ve oksasilin dahil olmak tizere cogu yar1 sentetik penisilin
icin dusuk afiniteye sahip olan alternatif bir penisilin baglayici protein
(PBP2a veya PBP2') kodlar. Bu protein, beta-laktam grubu antibiyotiklerin
varliginda, yluksek afiniteli PBPlerin fonksiyonunu gorerek peptidoglikan

sentezini devam ettirir. Dolayisiyla bakterinin hticre duvar: sentezi bozulmaz.

Penisilinaz aracili direncin aksine, mecA tarafindan olusturulan direnc¢ genis
spektrumludur: seftarolin ve seftobiprol hari¢c tim B-laktam ila¢ sinifina
direnc saglar. mecA, bircok stafilokok ttirti arasinda genis 6lctide dagilmistir
ve mobil bir genetik eleman Uzerinde tasinir. Bu genetik eleman, genis
spektrumlu B-laktam direnci olusturarak stafilokok ttlirleri arasinda aktarilir.
MRSA salginlari bu nedenle 1980'lerde ve 1990'1arda Birlesik Krallik, Irlanda,
Avustralya, Uzak Dogu ve Amerika Birlesik Devletleri de dahil olmak tizere
tim dunyada bildirilmistir. Kuresel olarak MRSA, artik bagisiklig
baskilanmis kisilerde hastaneye kabullin iyi bilinen bir nedeni ve ¢cok sayida

enfeksiyon kontrol ekibinin karsilastigi bliytik bir sorun halini almistir (38).

2.2.8 S. aureus’ta Glikopeptit Direnci

MRSA tedavisinde kullanilan iki glikopeptit antibiyotik vankomisin ve

teikoplanindir. = Vankomisin, 1958'de  insanlarda  kullanim  icin
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onaylanmasina ragmen, 1980'lerin sonlarinda hastane ortamlarinda MRSA
enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in tercih edilen bir antibiyotik haline gelmistir.
Glikopeptit antibiyotiklerin uygun olmayan doz ve stirelerde kullanilmasi, bu
ilaclara direnc gelismesine neden olan en 6nemli faktérdiir. Vankomisine
direnc, ilk olarak 1980'lerde enterokok suslarinda kesfedilmistir ve bu bulgu,
vankomisinin MRSA icin etkili bir tedavi olarak gelecekte kullanimiyla ilgili
onemli endiseleri ortaya cikarmistir. Ilk kez 1997 yilinda Japonya’dan,
vankomisine ve teikoplanine orta diizeyde (vankomisin MIK degeri 8 ug/ml)
direncli S. aureus (VISA) susu bildirilmistir (49). Kisa bir stre sonra

Avrupa'da teikoplanine karsi dustk duyarliliga sahip S. aureus izolatlari
ortaya ¢cikmistir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki ilk vankomisine direncli S.

aureus (VRSA) izolat1 2002'de bildirilmistir (7).

Gram pozitif bakterilerde vankomisin ve teikoplanin, bakterilerin hticre
duvarini olusturan peptitlerin terminal D-ala-D-ala dizisine kovalent
olmayan hidrojen baglan ile baglanarak transglikozilasyon reaksiyonunu ve
peptidoglikan olusumunu inhibe eder. Boéylece bakterinin hiicre duvari

sentezini bozar.

S. aureus'ta tam vankomisin direncinin nedeni, transpozon lizerindeki vanA
operonunun konjugal transferidir. Terminal peptitteki D-ala-D-ala’nin yerini

D-ala-D-laktat alir ve vankomisin bu rezidilere baglanamaz.

Orta duzeyde vankomisine direncin nedeni ise farkli sekilde diizenlenmis
hilicre duvan biyosentezi, artan hiticre duvan kalinligi, peptidoglikan capraz
bag sayisinin azalmasi ve hiicre duvar1 dénglistinden sorumlu enzimlerin
otolitik aktivitesinin azalmasidir. Sonu¢ olarak vankomisine baglanabilecek
daha fazla D-ala-D-ala rezidiisi oldugundan vankomisine orta dtizeyde

direnc gelismis olur (7).
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ANTIBIiYOTIKLER

2.3.1 Teikoplanin

Teikoplanin, 19707 yillarda Micromonosporaceae ailesine ait Actinoplanes
teichomyceticus’tan fermentasyon yolu ile tiretilmistir. Ristosetin tipine ait bir
lipoglikopeptit antibiyotik olan teikoplanin Az.i, Az, A3, Aza, ve Ass, Az
olarak adlandirilan biyolojik aktivitesi ve polaritesi birbirine benzeyen bes
bilesenden ve daha kiictik dort bilesenden (RS-1, RS-2, RS-3, RS-4) olusur.
Tum teikoplanin bilesenleri, molekuler agirliklar1 1.562 ila 1.905 arasinda

degisen glikopeptit analoglaridir (47)(S0).

Teikoplanin, peptidoglikanin veya 6nctllerinin terminal amino acil-D-alanil-
D-alaninine baglanarak glikan polimerizasyonunu ve capraz baglanmayi
iceren peptidoglikan biyosentezinin son asamasini inhibe ederek bakterisidal
etki gosterir. Teikoplanin, dokulardan yavas salinan, fizyolojik pH’da suda
cozlinen ve uzun yarilanma Omrine sahip bir glikopeptittir. Vankomisine
oranla daha lipofiliktir ve bu durum, fagositlere ve dokulara daha iyi bir
sekilde penetre olmasini saglar. Teikoplanin, MRSA dahil Gram pozitif
bakterilerin neden oldugu ciddi invaziv enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilabilmektedir. Teikoplanin, vankomisine bircok kimyasal ve
mikrobiyolojik 6zelligi ile benzerdir. Vankomisine karsi etkinligiyle ilgili
yapilan calismalarda, teikoplaninin esit derecede etkili oldugu; ancak daha
dusutk nefrotoksisite ve kirmizi adam sendromu riski nedeniyle daha iyi tolere
edildigi ortaya konmustur. Bu nedenle teikoplanin, MRSA enfeksiyonlar: icin

birinci veya ikinci basamak tedavi olarak kabul edilmistir (39)(50).

Birkac calisma, vankomisin MiK'lerinin MRSA bakteriyemi hastalarinin
klinik sonuclar Uizerindeki etkilerine odaklanmis olsa da az sayida calisma
teikoplanin MiK'leri ile ciddi MRSA enfeksiyonlar1 olan hastalardaki sonuclar
arasindaki iliskiyi degerlendirmistir. Teorik olarak, yuksek teikoplanin
MiK'leri olan MRSA'nin neden oldugu enfeksiyonlar icin daha ytksek
teikoplanin dozlar1 endikedir (51).

Teikoplanin, direncli suslara kars: yeni farmakolojik 6zelliklere sahip olacak
sekilde modifiye edilebilmektedir. Bu modifikasyonlar; baglanma cebinin

modifikasyonu, fonksiyonel gruplarin modifikasyonu veya eklenmesi ve
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sekerlerin degistirilmesi olmak tUizere Ui¢ ana kategoriye ayrilabilir.
Teikoplanin omurgasindaki bir diger 6énemli degisiklik de, hem hedef afiniteyi
hem de antibakteriyel aktiviteyi arttiran klor atomlarinin eklenmesi olabilir

(50).

2.3.2 Fosfomisin

Baslangicta fosfonomisin olarak adlandirilan fosfomisin, 1969'da Ispanya'da
kesfedilmistir. Son derece diistik molektiiler agirliga sahip bir fosfonik asit
tirevidir ve proteinlere neredeyse hic baglanma gdstermez. Fosfomisin,
bilinen diger herhangi bir antibakteriyel ajanla kimyasal olarak ilgisi olmayan
benzersiz bir antibiyotiktir. Ampirik formulid CsH704P-C4H11NOg3'tlr.
Fosfomisin'in Gi¢ formu vardir: oral kullanim icin fosfomisin trometamin
(cozUnur bir tuz) ve fosfomisin kalsiyum; intravenéz kullanim icin fosfomisin
disodyum (52). Fosfomisin trometamin, fosfomisin kalsiyuma kiyasla kana
daha kolay gectiginden, fosfomisinin oral uygulamasi icin tercih edilen
formulasyondur. Fosfomisin, bakterilerde hilicre duvari sentezinin
fosfoenolpiruvat sentetaz iceren ilk basamagini inhibe ederek NAMA
olusumunu 6nleyen, hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde
bakterisidal etkili fosfoenolpiruvat analogudur. Fosfomisin, serum,
bobrekler, mesane duvari, prostat, akcigerler, iltihapli dokular, kemik, beyin
omurilik sivisi, apse swvisi ve kalp kapakciklarinda klinik olarak anlaml
konsantrasyonlara ulasabilen ve dokularda iyi dagilim gosterebilen bir

antibiyotiktir. Ayrica distik yan etki insidansi ile iyi tolere edilir (53).

Fosfomisin, fosfomisine duyarli bakterilerin huicrelerine iki farkli tasima
sistemi araciligiyla girer: yapisal olarak islevsel 1-alfa-gliserofosfat tasima
sistemi (GlpT) ve heksoz-fosfat alim sistemi (UhpT). UhpT tasima sistemi,
hticre dist bir heksoz monofosfat indtuktért olan glukoz-6-fosfatin (G-6-P)
varligina baglidir. Klebsiella, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Enterococcus
ve Staphylococcus gibi belirli bakteri ttirleri, bu 6zel tasima mekanizmasini
kullanir (52). Fosfomisine kars1 bakteriyel direnc, siklikla kromozomal olarak
kodlanmis GlpT veya UhpT tasima sistemlerinden birinde veya her ikisinde

birden genetik mutasyona baglidir (53).

Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin fosfomisine in vitro duyarliliklarini

belirlemek icin agar dilisyon, sivi mikrodiltisyon ve disk diflizyon yéntemleri
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kullanilabilir. Agar diltisyon ve sivi mikrodilisyon testi, 25 pg/ml G-6-P ile
desteklenmis, sirasiyla Mueller-Hinton agar ve Mueller-Hinton broth
kullanilarak yapilir. Bununla birlikte agar diltisyon testi, MiK belirlemek icin
referans yéntemdir. MIK belirlemek icin sivi mikrodiliisyon, agar diltisyon
testine gore nispeten ytuksek bir spontan mutasyon olasilig1 gézlemlenebildigi

icin 6nerilmez (52).

Fosfomisin, S. aureus ve Enterococcus gibi Gram pozitif patojenler ve
Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae gibi Gram negatif
bakteriler Uzerine etkilidir. Essiz etki mekanizmasi ile beta-laktamlar,
aminoglikozitler ve florokinolonlar dahil olmak uzere diger antibiyotik
siniflar1 ile sinerjistik bir etki gosterebilir. Fosfomisinin baska bir
antibiyotikle kombinasyonunun S. aureus'a karsi sinerjistik aktivitesini
degerlendirmek icin in vitro calismalarda dama tahtasi ve zamana baglh
o6ldirme  (time-kill) deneyleri kullanilmistir. Rifampin, linezolid,
kinopristin/dalfopristin, moksifloksasin, trimetoprim, yar1 sentetik
penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemlerle kombine edildiginde
MRSA'ya karsi sinerjizm sonuclari kaydedilmistir. Bazi c¢alismalarda
fosfomisinin S. aureus enfeksiyonunun tedavisi i¢in ikinci bir ajanla kombine
edildiginde, tedavi sirasinda fosfomisin direncinin ortaya c¢ikma riskinin
azaldigr gorulmustir. Yapilan bu calismalar sonucunda intravenéz
fosfomisinin, coklu ilaca direncli (CID) Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere bagli hastane enfeksiyonlarinin tedavisi icin diger antibiyotiklerle

kombinasyon halinde uygulanabilecegi sonucuna varilmistir (53).

ANTIBAKTERIYEL DUYARLILIK TESTLERI

2.4.1 Disk Difiizyon Testi

Disk diflizyon testi, kullaniminin kolay ve maliyetinin dtistik olmasindan
dolay1 hala yaygin olarak kullanilan bir testtir. Diliisyon yontemlerinden ve
gradient diftizyon testinden farkli olarak MIK degeri elde edilmez; ancak ilacin
inhibisyon zon capt ayni susun MIK degerleriyle uyumlu oldugundan,

duyarhilik kategorisi tahmin edilebilir.

Standart bir bakteri inokilumu, Mueller Hinton agar (MHA) plaginin

ylzeyine suUrultir. Antimikrobiyal ajanla doyurulmus olan standart 6 mm
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capindaki diskler agarin tizerine yerlestirilirler. Disk, agar ylizeyine temas
ettiginde antimikrobiyal ajan agara hizla yayilir. Bir gecelik inktibasyondan
sonra her bir diskin etrafindaki inhibisyon zon ¢api 6l¢ctilir. Gtincel Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) veya European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) standartlarindaki tablolara
gore duyarli, orta duyarli ve direncli seklinde sonuclar kalitatif olarak

raporlanir (54).

2.4.2 Gradient Difiizyon Test (E-Test Yontemi)

Disk diftizyon ydntemine benzer ve uygulamasi kolay bir testtir. Bakterinin
standardize edilmis inokiUlumu, MHA plagi ylzeyine suruldr.
Antimikrobiyalin derece derece azalan konsantrasyonlarini iceren Etest
striptleri agar yUzeyine yerlestirilip bir gece inkUbasyona birakilir.
Antimikrobiyal ajan Giremeyi baskiladikc¢a elips seklinde bir inhibisyon zonu
olusur. Uremenin stript ile kesistigi nokta, MIK degerini verir. Gtincel CLSI
veya EUCAST standartlarindaki tablolara gére duyarli, orta duyarli ve
direncli seklinde sonuclar, MIK degerleriyle birlikte bildirilir (54).

2.4.3 Agar Diliisyon Testi

Antimikrobiyal ajanlarin MIK degerlerinin tespit edilmesi icin diliisyon
yontemleri kullanilmaktadir. Bu yéntemler antimikrobiyal duyarhlik testleri

icin referans yontemlerdir.

Agar dilisyon yonteminde her birinde antimikrobiyal maddenin farkli bir
konsantrasyonu bulunan agar plaklari kullanilir. Kolay tireyen bakteriler icin
MHA kullanilir. Cap:t 9 cm olan bir agar plagina en fazla 36 sus inoktle
edilebilir. Standart bulanikliktaki bakteriler plaga inoktle edilip bir gece
inktibasyona birakilir. Inktibasyon stiresi sonunda direngli olan bakteriler
koloni seklinde Gireme gosterir. Bulanik Giremeler veya tek bir nokta seklinde
olan Uremeler anlamli kabul edilmez. Mikroorganizmanin Uremedigi en

duistik konsantrasyon, MIK degeri olarak kabul edilir (54).

2.4.4 Siv1 Diliisyon Testleri

Sivi diltisyon testleri, makrodilisyon ve mikrodiliisyon olarak ikiye ayrilir.

Testler, prensip olarak aynidir. Sivi makrodiltisyon testinde 10 cm boylarinda
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tipler kullanilirken, sivi mikrodiltisyon testinde 96 kuyucuklu U-tabanlh
mikroplakalar kullanilir. Kolay tireyen bakteriler icin katyon ayarli Mueller
Hinton siv1 besiyeri (KAMHB) kullanilir. Her iki yontemde de antimikrobiyal
ajanin seri dilisyonlari hazirlanir ve standart miktardaki test bakterisi
inoktile edilip inkiibasyona birakilir. MiK, inkiibasyondan sonra bakterinin
gorulebilir Gremesini inhibe eden en dustuk antibiyotik konsantrasyonu

olarak belirlenir (54).

2.4.5 Otomatize Sistemler

Yaygin olarak kullanilan bu sistemlerin manuel yontemlere gére avantajlari
daha hizli sonug¢ verme, cok sayida izolatin duyarlilik testlerinin ayni anda
calisilabilmesi, daha az is glicii gerektirmesi ve sonuclarin ytuksek oranda
tekrarlanabilir olmasidir. Bu sistemlerin sonuclarinin dogrulugu, referans

yontemler kullanilarak test edilmelidir (20).

ANTIBIiYOTIK KOMBINASYON TESTLERI

Yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi uzun ve maliyetli bir stire¢ gerektirir. CID
bakterilerin sayisindaki artig ile tedavide avantajlar sunan yeni
antibiyotiklerin sayisinin artisinin paralel olmamasi nedeniyle yeni yollar
aranmaktadir. Bakterilerin olusturdugu direncle basa ¢ikmanin yollarindan
biri bilinen antibiyotiklerin ikili Ucli kombinasyonlarinin tedavide

kullanimidir.

Kombine antibiyotik tedavisi uygulandiginda kombinasyonun antibakteriyel
aktivitesinin ajanlarin tekil aktivitelerinden daha fazla, esit veya daha az
olmasina dayali olarak, sirasiyla sinerji, indiferans ve antagonizma olarak

yorumlanmaktadir (54).

Ajan etkilesimini degerlendiren kombinasyon yo6ntemleri rutinde
kullanilmamaktadir. Kullanildigi durumlar, yeni bir antimikrobiyal ajan ile
sinerjizmin  6ngorulebilirliginin  bilinmedigi veya bakteriyel direng
faktorlerinin  gelisiminden veya tedavi basarisizliklarindan dolay:

Ongorulebilirligin giivenilir olmadigr durumlardir (54).

Antimikrobiyal kombinasyonlarin faydalari, genis spektrum antimikrobiyal

etki saglamasi, diren¢ gelisiminin azaltilmasi1 ve sik olarak kullanilan
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ajanlarin toksisitelerinin azalirken bakterisidal tedavi etkinliklerinin
artirtlmasidir. Kombine tedavinin dezavantaji ise tedavi etkinligini
geciktirebilen veya engelleyebilen potansiyel antagonistik bir etkilesim

olusabilmesidir.

Antimikrobiyal kombinasyon testleri, gradient difiizyon yontemi ile sinerji
testi, disk diftizyon yOntemi ile sinerji testi, dama tahtas1 yodntemi
(checkerboard) ve sinerji saptanmasi icin zamana bagh 6ldirme yéntemi
(time-kill)’dir. Bu testlerde, teorik olarak iki ajandan fazlasi test edilebilse de
yontemler ve hesaplar uygulanabilir halden uzaklasmaktadir ve kompleks bir

hale gelmektedir. Bu ylizden 6nerilmemektedir (54).

Kombine antibiyotik tedavisinde antibiyotikler birbirleri ile dért farkl sekilde

etkilesirler. Bunlar sinerjist, antagonist, additif ve indiferans etkilesimlerdir.

Sinerjistik etki, antibiyotikler tek baslarina kullanildiklarinda elde edilen
etkilerin toplamindan daha fazla etki elde edilmesidir. Diger bir
tanimlamayla, tek basina bir antibiyotigin MIK degerine oranla, ayni

antibiyotigin kombinasyon MiK’inin en az dért kat diistis géstermesidir.

Antagonist etki, test edilen antibiyotiklerin birlikte olusturdugu etkinin, her
bir ilacin tek basina kullanilmasi sonucu olusan etkiden 6nemli oranda

distk olmasidir.

Additif etki (kismi sinerji), test edilen antibiyotiklerin birlikte olusturdugu
etkinin antibiyotiklerin ayri ayri kullanilmasi ile elde edilen etkilerin toplami

kadar olmasidar.

Indiferans etki (etkisiz), ilaglarin kombinasyon halindeki etkisinin
kombinasyona girip etkisi yliksek olan antibiyotigin etkisi kadar olmasidir.

Bu durum antibiyotikler arasinda etkilesim olmadigini gosterir (55).

2.5.1 Dama Tahtas1 (Checkerboard) Yontemi

Antibakteriyel maddeler arasindaki sinerjistik etkilesimi belirlemek icin
kullanilan en yaygin test, dama tahtasi yéntemidir. Bu yontemin calismasi
ve sonuclar: yorumlamasi kolaydir. “U” tabanh 96 kuyucuklu mikroplakalar
kullanilir. Kullanilacak antimikrobiyal ajanlarin, énceden bilinen MIK
degerlerinin 4-8 kati ile en az 1/8- 1/16 kati1 araligindaki konsantrasyonlar:

kullanilmalidir. Oncelikle btittin kuyucuklara KAMHB konulur. Daha sonra
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ilk antibiyotigin en ytksek hedef konsantrasyonunun iki kati1 olacak sekilde
stok soltisyon hazirlanip mikroplaka Utizerinde sagdan sola dogru seri diltie
edilir. Diger antibiyotigin stok soliisyonlari, hedef konsantrasyonlarin iki kati
olacak sekilde hazirlanir. Bu stok soltisyonlar, asagidan yukariya
konsantrasyon azalacak sekilde her satira ayr1 ayri konulur. Mikroplakanin
ilk satir1 ve ilk stitunu her iki antibiyotik icin MiK degerlerini saptamak tizere
ayrilir. Mikroplakada bir kuyucuk tireme kontrolii olarak, bir kuyucuk ise
sterilite kontrolii olarak belirlenir. Test edilecek bakteri inoktilumu her bir
kuyucukta 5x105 CFU/ml final mikroorganizma konsantrasyonu elde edecek
sekilde yapilir. Yalnizca sterilite kontrol kuyucuguna inoktilum yapilmaz.
Mikroplakalar, 16-20 saat 35+2°C’de inktibe edilir. Inkiibasyon sonunda
ureme kontrol kuyucugunda yogun bir bulaniklik géritlmeliyken, sterilite
kontrol kuyucugunda herhangi bir tireme gortilmemelidir. Antimikrobiyal
ajanlarin tam Ureme inhibisyonuna neden oldugu en diistiik konsantrasyon
MIK kabul edilir. Mikroplakada her iki ilacin tek ajan olarak bulunduklarn
kuyucuklarda MIK tespit edilip kaydedilir. Daha sonra her bir kombinasyon
kuyucugu incelenerek tiremeler kaydedilir. Ureme olmayan kuyucuklarda
her iki ilac icin fraksiyonel inhibitér konsantrasyonlar (FiK) hesaplanir. FiK,
ilaclardan birinin kombinasyondaki MIK degerinin, tek bagsina MIK degerine
oranidir. Bir kuyucuktaki iki ilac icin de FIK degeri hesaplanip toplandiginda
FIK indeks toplami (ZFiK) degerine ulasilmis olur.

TFIK = FIK A + FIK B

TFIK degeri 0,5% esit veya diistik ise sinerjizm, 0,5 ve 1 arasinda ise kismi
sinerjizm, 1 ve 4 arasinda veya 1’e ve 4’e esitse indiferans, 4’ten buyuk ise
antagonizm olarak degerlendirilir. Sinerjizm veya antagonizm kombinasyon
icerisinde sadece bir ZFIK’de ortaya c¢iksa bile bildirilir. Son olarak her test
edilen izolat icin sinerjizmin ortaya ciktig1 konsantrasyonlar bildirilir. Istege
bagl olarak, kombinasyonda hesaplanan LFiK’lerin maksimum (ZFiKmaxs) ve

minimum (ZFiKmin) degerleri de kaydedilir.

Dama tahtas: yonteminin 1-log, farklihklari test etmesinden dolay:
sonuclarin sadece bir zaman noktasinda alinmasi testin giivenilir olmadigini
dusunduirebilir. Bunun nedeni testin in vivo goézlenen linear doz-yanit

egrilerinin aksine diz bir doz-yanit egrisine dayanmasidir (54).
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2.5.2 Sinerji Saptanmas1 icin Zamana Bagli Oldiirme Testi (Time-Kill)

Sinerji saptanmasi i¢cin zamana bagli 6ldiirme testi, her bir antimikrobiyal
maddeye ve cesitli kombinasyonlara maruziyet sonrasi canli bakteri sayisinin
zamana karsit degisiminin izlenmesinde, sinerji veya antagonizma
dinamiklerinin calisiimasinda kullanilabilen bir yéntemdir. Bu testte in vitro
olarak hem o6ldtirme hizi, hem de 6ldirme miktar1 degerlendirilebilse de

standardize edilmis bir yontem degildir (54).

Zamana bagh 6ldirme testini gerceklestirmeden 6nce, dama tahtas1 sinerji
testi sonuclar1 degerlendirilerek, sinerji gbéstermesi en olas1 ilag
konsantrasyonlar1  hesaplanir. Bir testte sinerjizm  bekleniyorsa
kombinasyonlarda her bir ajan MIiK/4 ve MIK/8 konsantrasyonunda test
edilirken, antagonizm bekleniyorsa kombinasyonlarda her bir ajan 2xMIK
konsantrasyonunda test edilir. Antibiyotikler tekil ve kombinasyon olarak
calisilir; ancak yéntemin yogun emek gerektirmesinden dolay: bir seferde az

sayida sus ve antimikrobiyal konsantrasyon calisilabilmektedir (54).

Bu yontemde genellikle 0., 3., 6., 12., ve 24. saatlik inkliibasyon sureleri
sonunda petride ireyen kolonilerin sayimi yapilir. Sayim 30-300 aras1 koloni
Uremesi olan petrilerden yapilmalidir. Sayilan toplam koloni sayisi, ekim
yapilirken uygulanan diltisyonlarin katsayisi ile carpilarak mililitredeki CFU
sayis1 bulunur. Bu sayisinin 10 tabaninda logaritmasi alinir ve mililitre
basina diisen Log10 CFU sayisini (y ekseni), zamana kars1 (x ekseni) gésteren

zamana bagh 6ldirme grafigi cizilir.

Zamana bagli 6ldliirme testinde sinerji, en etkili bulunan tekil maddeye
kiyasla, uygulanan kombinasyonda canli bakteri sayisindaki 22-logio
CFU/ml azalma, antagonizma en etkili bulunan tekil maddeye kiyasla
uygulanan kombinasyonda canli bakteri sayisindaki 22-logio CFU/ml artis,
bakterisidal etkinlik ise baslangic inoktilumtine goére canli bakteri

sayisindaki 23-logio CFU/ml azalma olmasi seklinde tanimlanmaktadir (54).
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BOLUM 3

GEREC ve YONTEM

CALISMAYA ALINAN ORNEKLER

Calismaya 01.06.2021 ve 01.06.2022 tarihleri arasinda Goztepe Prof. Dr.
Stuleyman Yalcin Sehir Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen klinik
orneklerden enfeksiyon etkeni olarak izole edilmis toplam 48 adet MRSA susu
dahil edildi. Tim suslar calisma tarihine kadar %20 gliserolli Tryptic Soy
broth sus saklama besiyerine alinarak -20°C derin dondurucuda muhafaza
edildi. Calismaya ayni hastanin tekrarlayan numuneleri dahil edilmedi.
Calismada kontrol suslari olarak S. aureus ATCC 29213 ve E. coli ATCC
25922 kullanildi.

BAKTERI IZOLATLARININ TANIMLANMASI

Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen klinik 6rnekler rutin uygulamada %5
koyun kanli agar (KKA), cikolatams1 agar ve kromojenik agar besiyerlerine
ekildi. Besiyerleri 35£2°C’de 24-48 saat inktibasyona birakildi. Periferik kan
ornekleri ise BACT/ALERT FA Plus aerobik kan kulttrt siselerine inoktile
edilerek BacT/ALERT 3D (bioMerieux, Fransa) tam otomatik kan kultaru
sisteminde inktibe edildi ve pozitif sinyal alindiginda besiyerlerine
subkiiltiirleri yapildi. Inkiibasyon sonunda incelenen besiyerlerinde saf
koloni halinde Ureyen ve Gram boyamasinda Gram pozitif ktimeli kok
géorinimutinde olan bakterilere konvansiyonel testler olarak katalaz ve
koaguilaz testleri yapildi. Sonrasinda suslarin tanimlamasi1 MALDI-TOF Mass
Spektrometri (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time Of Flight-
Mass Spectrometry, VITEK MS, Bruker Daltonics, Bremen, Germany)

otomatize sistemi kullanilarak yapildi. Calismaya dahil edilen tim suslarin
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katalaz ve koagtilaz testi pozitif bulundu ve tim suslar VITEK MS otomatize
sisteminde %99.9 dogru tanimlama orani ile S. aureus olarak tanimlandi.
MRSA suslan Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda mannitol salt agar
(Conda, Madrid, Ispanya) hazirlanarak mannitol fermentasyonu yéntinden
de incelendi. Mannitol salt agara, %5 koyun kanli agarda tiremis kolonilerden
ekimler yapildiktan sonra petriler 18-24 saat suresince 35%2°C etlve
kaldirilarak inkiibe edildi. Inkiibasyon stiresi sonunda besiyerinin rengini
kirmizidan sariya déntstiiren suslar mannitol fermentasyonu pozitif olarak
degerlendirildi (Sekil 3.1). Calisilan 48 susun yalnizca biri mannitol negatif

sonuclandi.

Sekil 3.1: S. aureus suslarinin mannitol salt agarda tiremesi
ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI

MRSA suslarinin antibiyogram testleri VITEK 2 (bioMerieux, Fransa)
otomatize sistemi ile calisildi. Bu sistem ile sefoksitin screen test sonucu
pozitif cikan O6rneklerin metisilin direnci EUCAST o6nerileri dogrultusunda

Kirby-Bauer disk diftizyon y6ntemi ile dogrulanda.

Disk difizyon testinde, %5 koyun kanli agar besiyerinde 18-24 saat
35+2°C’de inktibasyon sonrasi Ureyen saf bakteri kolonilerinden 2-4 koloni
kadar steril 6ze ile alinip ve 3 cc steril FTS (fizyolojik tuzlu su) icerisinde
densitometre cihazi (DensiCHEK plus, Biomerieux, Fransa) ile 0.5 McFarland
(1,5x10% koloni olusturan birim; KOB/ml) bulanikliginda bakteri
stspansiyonu hazirlandi. Bu bakteri stispansiyonundan, 9 cm capli Mueller
Hinton agar (RTA, Turkiye) besiyerine steril pamuk uclu ektivyon ile plagin

tim alanini kaplayacak sekilde ekim yapildi. Kurumasi icin 15 dakika kadar

29



3.4

3.5

Gerec & Yontem

beklendikten sonra sefoksitin antibiyotik diski (30 pg, FOX diski, Bioanalyse)
besiyerine yerlestirildi. Besiyerleri 35+2°C ettive kaldirilip 18-24 saat inktibe
edildi. Inkiibasyon stliresi sonunda bakterilerin inhibisyon zon caplar
olculdu. EUCAST v.12.0 kriterlerine gére 22 mm’nin altinda 6lctilen degerler

direncli, 22 mm ve Ustl 6lctilen degerler duyarl olarak yorumlanda.

ANTIBIYOTIK STOK VE CALISMA SOLUSYONLARININ
HAZIRLANMASI

Calismada kullanilacak antibiyotikler olan teikoplanin (Sigma-Aldrich, St.
Louis, ABD) ve fosfomisin sodyum (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD) toz halinde
temin edildi. Antibiyotik ¢6zticti ve sulandirici olarak her iki antibiyotik i¢in
steril distile su kullanildi. Antibiyotiklerin potens degerleri g6z 6ntinde
bulundurularak asagida verilen hacim/agirhik/potens formuliine gore
antibiyotikler ¢6ztldti. Teikoplanin stok soltisyonu konsantrasyonu 10.000
mg/L, fosfomisin stok soliisyonu konsantrasyonu 200.000 mg/L ve 1000
mg/L olacak sekilde hazirlandi.

Hacim (ml) = Agirlik (mg) x Potens (ug/mg) / Konsantrasyon (ug/ml)

EUCAST, Versiyon 12.0’da S. aureus’un teikoplanin icin MIK sinir degerini:
S (duyarly): <2 mg/L, R (direncli): >2 mg/L, fosfomisin icin MIK sinir degerini
ise S (duyarli): <32 mg/L, R (direncli): >32 mg/L olarak belirlemistir. Bu MiK
sinir degerleri dikkate alinarak stok soltisyonlardan seri sulandirimlar yapildi
ve calisma soltisyonlar: hazirlandi. Hazirlanan stok solliisyonlar ve calisma
soltisyonlar:1 her bir calisma icin gereken miktarlarda steril ependorflara

aktarilip, calisma giintine kadar -80°C’de muhafaza edildi.

MUELLER HINTON AGAR HAZIRLANMASI

Mueller Hinton agar (MHA), Uretici firmanin (Oxoid, United Kingdom)
onerileri dogrultusunda hazirlandi. Ardindan 1 atm basingta 121°C’de 20
dakika kadar otoklavda (Nuive Steamart, Ankara, Turkiye) sterilize edildi.
Fosfomisinin bakteri hticresine girisini artirip, enfeksiyon bélgesindeki
fizyolojik sartlara yakin bir ortam saglamas: icin gerekli G-6-P, bir litre

besiyeri icin 25 mg tartildi. Hazirlanan ve 45-55°C’ye sogutulan besiyerinden
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20 ml hacminde bir kisim alinip icerisinde 25 mg G-6-P ¢6zuldu. G-6-P iceren
20 mllik MHA, membran filtreden (Sartorius, Almanya) gecirilerek steril
edildi ve tekrar besiyerine eklendi. Sonraki gerekli islemler besiyeri 45-55°C

araliginda iken yapildi.

KATYON AYARLI MUELLER HINTON BROTH HAZIRLANMASI

Mueller Hinton broth (MHB), tiretici firmanin (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD)
Onerileri dogrultusunda hazirlandi. Otoklavda 121°C de 20 dakika sterilize
edilip oda sicakligina gelene kadar sogutulduktan sonra bir gece 2-8°C’de
bekletildi. Besiyeri icerisinde istenilen kalsiyum ve magnezyum katyon
oranlarini (kalsiyum 20-25 mg/L, magnezyum 10-12,5 mg/L) saglayacak
sekilde, 6nceden hazirlanmis olan kalsiyum klortir (Merck, Germany) ve
magnezyum klorur (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD) stok c¢6zeltisi membran
filtreden gecirilerek besiyerine eklendi (54). Fosfomisin antibiyotik duyarlilig:
ve dama tahtasi yoéntemi calisilacaginda, bir litre besiyeri icin 25 mg G-6-P
tartilip 20 ml MHB icerisinde ¢ézduruldi ve besiyerine membran filtreden
gecirilerek konuldu. Hazirlanan besiyeri bir hafta icerisinde kullanilmak

lzere +4°C’te muhafaza edildi.

AGAR DILUSYON YONTEMI

Agar dilisyon, EUCAST tanimlayict déktiman 3.1 kilavuz Onerileri
dogrultusunda yapild1 (56). EUCAST o6nerilerine gore mikroorganizmalarin
fosfomisin MIK degerlerinin saptanmasinda referans yéntem agar diltisyon
yontemidir. Dama tahtas1 yontemi ile sinerji calismas1 yapilmadan 6nce S.

aureus izolatlarinin fosfomisin MIiK degerleri bu yéntem ile ¢alisildi.

Agar dilisyon yo6ntemi uygulamasinda ilk olarak calisilacak fosfomisin
dilisyon sayist (0,125 mg/L-64 mg/L=10 diltisyon) kadar steril petri plag:
alinarak petrilerin izerine antibiyotik konsantrasyonlar: not edildi. Bir adet
de antibiyotik icermeyecek petri, ireme kontrold icin alindi. 14 cm capinda
toplam 11 adet petri 52 adet kareye ayrilacak sekilde asetat kalemi ile ¢izildi
(Sekil 3.2) ve kareler numaralandirildi. 11 adet 50 ml hacmindeki steril falcon

tuplerinin tistiine de uygun antibiyotik konsantrasyonlari yazildi.
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Sekil 3.2: Agar diltisyonda kullanilacak petri plaklar:

Onceden hazirlanmis ve -80°C’de tutulan 1000 mg/L konsantrasyonundaki
fosfomisin stok calisma soltisyonlar: oda 1sisina getirildi. Her biri toplamda 5
ml olacak sekilde 1,25 mg/L ve 640 mg/L konsantrasyon araliginda 10
antibiyotik diliisyon soltisyonu steril falcon ttipler icerisinde hazirlandi. Bu
soltisyonlara 45’er ml besiyeri eklenerek 50 mlye tamamland: ve tupler
vortekslendi. Bu sekilde antibiyotik soltisyonlari 1/10 oraninda diltie olarak
istenen son konsantrasyonlar (0,125 mg/L-64 mg/L) elde edildi. Antibiyotik
icermeyen petri icin hazirlanan tipe ise 50 ml besiyeri konuldu. Her petriye
uygun antibiyotik-besiyeri karisimlari ortalama 4 mm kalinlikta olacak

sekilde dokuildii ve petriler oda 1sisinda katilasmaya birakildi.

Calismada kullanilacak suslar -20°C’den cikarilip oda 1sisina getirildikten
sonra KKA’a pasajlanarak 18-24 saat 35+2°C ettivde inktibe edildi. Ureyen
kolonilerden ikinci kez KKA’a taze pasaj yapildi. Calisma giinti saf Uireyen
taze bakteri kolonilerinden densitometre cihazi ile 0,5 McFarland (1x108
CFU/ml) bulanikliga esit olacak sekilde bakteri stispansiyonu hazirlandi.
Daha sonra 1/10 oraninda serum fizyolojik ile sulandirlarak 107 CFU/ml
bakteri yogunlugu elde edildi. Bu soliisyondan otomatik pipet ile 2 ul alinarak
petride susa ait isaretlenen alan hizasina ekim yapildiginda petri tizerindeki
son bakteri konsantrasyonu agar dilisyon prosedliriinde istenen 104
CFU/ml oldu. Bakteri ekimleri 6ncelikle antibiyotik icermeyen tireme kontrol
petrisine, ardindan en dustk antibiyotik konsantrasyonu iceren petriden
baslanarak daha yliksek antibiyotik konsantrasyonu iceren petrilere dogru
yapildi. Oda sicakhiginda inoktilum alanlar1 kuruduktan sonra petriler

35+2°C ettivde 18-24 saat inktbasyona birakildi. Agar dilisyon testinin
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kalite kontrolti Escherichia coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213 suslari
kullanilarak yapilda.

Inktibasyon stiresi sonunda petriler incelendi ve bakterinin {iremesini
engelleyen en duistik antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak belirlendi.
Bakteri Uremeleri incelenirken hafif bulanikliklar ve kictik tek koloniler
ihmal edildi. MiK sonuclart EUCAST v.12.0 kriterlerine gére degerlendirilerek
MIK <32 mg/L olan degerler duyarli, >32 mg/L olan degerler ise direncli
olarak yorumlandi. Agar diltisyon testi, elde edilen sonuclar1 dogrulamak icin
iki kez calisildi. Sekil 3.3’te Gireme kontrol petrisi géruntust, Sekil 3.4’te ise

petrilerde ireme kabul edilen koloni gértinttileri verilmistir.

Sekil 3.4: Agar diltisyon testinde petride tireyen koloniler
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SIVI (BROTH) MiKRODILUSYON YONTEMIi

Calismada kullanilan MRSA izolatlarinin teikoplanin MIK degerleri,
antimikrobiyal duyarliligin belirlenmesinde altin standart olarak kabul edilen
sivi mikrodiltisyon yéntemi ile calisildi. Fosfomisin MIK degerlerini
saptamada, sivi mikrodillisyon testi 6nerilmese de dama tahtasi yontemi ile
sinerji arastirmasi yapilacag icin calisilacak izolatlarin fosfomisin MIK

degerleri bu yontemle de arastirildi.

Sivi mikrodiltisyon yonteminde 96 kuyucuklu U tabanli steril mikroplakalar
kullanildi. 48 MRSA susu ve bir kalite kontrol susu (S. aureus ATCC 29213)
icin toplam 13 mikroplaka hazirlandi. Her susa her iki antibiyotik icin birer
satir ayrildi. Teikoplanin baslangi¢c konsantrasyonu 16 ug/ml, fosfomisin

baslangic konsantrasyonu 64 ug/ml olarak belirlendi.

Mikroplakalarda kullanilacak tim kuyucuklara ilk olarak coklu pipet
yardimiyla 100 ul KAMHB (G-6-P iceren) konuldu. Satirlarin ilk kuyucuguna
antibiyotiklerin baslangi¢c konsantrasyonlarinin iki kati, 100 ul hacminde
eklendi. Coklu pipet yardimiyla ilk kuyucuktan 100 ul alinip sirasiyla diger
kuyucuklara, her kuyucukta 3-5 kez pipetaj yapilarak, aktarim saglandi ve
10. kuyucuga kadar seri diltisyon uygulandi. Son olarak 10. kuyucuktan 100
ul alinip disar1 atildi. Satirlarin 11. kuyucugu besiyeri kontrolt, 12.
kuyucugu ise ireme kontrolti olarak belirlendi ve bu kuyucuklara antibiyotik

eklenmedi.

Calismada kullanilacak suslar agar dilisyon yoénteminde anlatildigi gibi
KKA'’a iki kez pasaj yapildiktan sonra tireyen taze kolonilerden 0,5 McFarland
(1x108 CFU/ml) bulanikliginda stispansiyon hazirlandi ve 1/10 oraninda
serum fizyolojik ile seyreltildi (1x107 CFU/ml). Mikroplakalarda besiyeri
kontrolii olan, 11. sttundaki kuyucuklar haricinde, tim kuyucuklara
hazirlanan bakteri sUspansiyonundan beser ul eklendi. Boylece
kuyucuklarda istenen bakteri konsantrasyonuna (5x105 CFU /ml) ulasilmis
oldu. Daha sonra mikroplakalar 18-24 saat sUreyle 35+2°C ettivde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda mikroplakalardaki tiim
kuyucuklar incelenerek, satirlarda Giremenin olmadigl en dusik antibiyotik
konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlendi. Sekil 3.5te teikoplanin MIK

degerlerinin arastirildigi 6rnek bir mikroplaka gértiinttisti verilmistir.

34



Gerec & Yontem

Sekil 3.5: Sivi mikrodiliisyon testi ile teikoplanin MiK degerlerinin arastirildig:
ornek bir mikroplaka

3.9 DAMA TAHTASI (CHECKER BOARD) YONTEMI

Dama tahtasit yonteminde 96 kuyucuklu U tabanli steril mikroplakalar
kullanildi. 48 MRSA susu ve bir kalite kontrol susu (S. aureus ATCC 29213)
icin toplam 49 mikroplaka hazirlandi. Kullanilacak antibiyotik stok
solisyonlar1 -80°C’den c¢ikarildi ve oda 1sisina getirildikten sonra teikoplanin
calisma sollisyonu konsantrasyonu 32 ug/ml olarak, fosfomisin calisma
solisyon konsantrasyonlar: ise ayr ayri steril kaplarda 0,5 ug/ml- 32 ug/ml
araliginda yedi dilisyon olacak sekilde hazirlandi. Her iki antibiyotigin de
calisma soltisyonlar1 hazirlanirken stok solisyonlar KAMHB ile seyreltilerek

hazirlandi.

Ilk olarak mikroplakalardaki birinci stitundan 10. stituna (10. stitun dahil)
kadar tim kuyucuklara coklu pipet yardimiyla 50ul KAMHB konuldu.
Ardindan 11. stitunun tim kuyucuklarina 32 ug/ml konsantrasyonunda
hazirlanan teikoplanin ¢calisma soltisyonundan, coklu pipet yardimiyla 100’er
ul eklendi. Bu kuyucuklardan 50’ser ul geri cekilip, ikinci stituna kadar her
kuyucukta 3-5 kez pipetaj yapilarak seri dilisyon uygulandi. Son olarak
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ikinci stitundaki kuyucuklardan S50°ser ul cekilip disari atildi. Bu sekilde

teikoplanin konsantrasyonlari kuyucuklarda seri olarak seyreltilmis oldu.

Hazirlanan fosfomisin calisma soliisyonlarindan 32 ug/ml konsantrasyonu
mikroplakalarin H satirina, 16 ug/ml konsantrasyonu G satirina, 8 ug/ml
konsantrasyonu F satirina, 4 ug/ml konsantrasyonu E satirina, 2 pg/ml
konsantrasyonu D satirina, 1 ug/ml konsantrasyonu C satirina ve 0,5 ug/ml
konsantrasyonu B satirina coklu pipet yardimiyla 50’ser ul eklendi.
Fosfomisin calisma solusyonlar1 mikroplakalarin 12. sutunundaki
kuyucuklara konulmadi. Son olarak, A satirindaki ilk 11 kuyucuga 50’ser ul
ve H12 kuyucuguna 100 ul KAMHB eklendi. A1 kuyucugu tureme kontrolt
(UK), H12 kuyucugu ise besiyeri (sterilite) kontrolti (BK) olarak belirlendi
(Tablo 3.1).

Calismada kullanilacak suslar muhafaza edildikleri -20°C’den cikarilip KKA
besiyerine pasajlandi. Besiyerleri 35+2°C etliv icerisinde 18-24 saat inktlibe
edildikten sonra Uireyen kolonilerden ayni sekilde tekrar KKA’a pasaj yapildi.
Uremis saf bakteri kolonilerinden densitometre cihaz ile 0.5 McFarland
(1x108 CFU/ml) bulaniklikta bakteri stispansiyonu hazirlandi ve ardindan
1/10 oraninda serum fizyolojik ile diltie edildi (1x107 CFU/ml). Bakteri
stspansiyonu 12. sttundaki kuyucuklar disinda tim kuyucuklara beser ul
eklendi. Boylece her kuyucukta istenen bakteri inokuliim konsantrasyonu
(5%x105 CFU/ml) saglanmis oldu. Mikroplakalar kapaklar1 kapatilarak 35+2°C

etliv icerisinde 18-24 saat inktibe edildi.
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Tablo 3.1: Dama tahtasi ¢alismasinda teikoplanin ve fosfomisin kombinasyonunun
plak dizeni

| FOSFOMISIN KONSANTRASYONLARI (ug/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 | 12
A UK |0,03]0,06|0,125|0,25|0,5 |1 2 4 8 16
0,03 0,06|0,125|0,25(0,5 |1 2 4 8 16
B 0,25|0,25|0,25| 0,25 |0,25|0,25|0,25|0,25|0,25|0,25| 0,25
0,03 0,06|0,125|0,25(0,5 |1 2 4 8 16
C 0,5 (0,5 |05 |05 |05 |05 |05 |05 |05 |0,5 |0,5
0,03 0,06|0,125|0,25(0,5 |1 2 4 8 16
D 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,03 0,06|0,125|0,25(0,5 |1 2 4 8 16
E 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
0,03 0,060,125 0,25(0,5 |1 2 4 8 16
F 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
0,03|0,06|0,125|0,25(0,5 |1 2 4 8 16
G 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
0,03 0,060,125 0,25(0,5 |1 2 4 8 16 | BK
H |16 |16 |16 |16 16 |16 |16 |16 |16 |16 |16

«—TEIKOPLANIN KONSANTRASYONLARI (ug/ml)

Inkiibasyon stresi sonunda kuyucuklardaki tiremeler oncelikle goézle
degerlendirildi. Ayrica tim mikroplakalarin, spektrofotometrede (Thermo
Fisher Scientific Inc., Massachusetts, ABD) 490 nm’de optik yogunluklari
olculdu ve kaydedildi. Yatay eksendeki ilk sirada Giremenin inhibe oldugu en
diistik konsantrasyon calisilan sus icin teikoplanin MIK degeri, disey
eksendeki ilk sirada Uremenin inhibe oldugu en dtistik konsantrasyon
calisilan sus icin fosfomisin MIK degeri olarak kabul edildi. Mikroplakalarda
Ureme olmayan tim kuyucuklar taranip not edildi. Bu kuyucuklarda
kombinasyondaki her iki ilacin FIK degerleri hesaplandi ve FIK degerleri
toplanarak TFIK degerlerine ulasildi. Mikroplakada tespit edilen en diisiik
LFIK degeri degerlendirmeye alinip kaydedildi ve kombinasyonun etkinligi bu
sekilde belirlendi (54).

FIK Teikoplanin = Teikoplaninin kombinasyondaki MIK degeri /
Teikoplaninin tek basina MIK degeri

FIK Fosfomisin = Fosfomisinin kombinasyondaki MIK degeri / Fosfomisinin

tek basina MIK degeri
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TFIK = FIK Teikoplanin + FIK Fosfomisin

TFIK < 0,5 ise sinerjistik etkilesim

0,5 < ZFIK < 1 ise additif etkilesim (kismi sinerjizm)
1 < ZFIK < 4 ise indiferans

TFIK > 4 ise antagonistik etkilesim olarak degerlendirildi.

3.10 SINERJI SAPTANMASI iCiN ZAMANA BAGLI OLDURME TESTi
(TIME-KILL)

Agar diltisyon yontemi ile fosfomisin MIK degeri, sivi mikrodiliisyon yéntemi
ile teikoplanin MIK degeri tespit edilen, dama tahtas: yontemi ile de sinerjizm
gOsteren izolatlardan rastgele olarak 2 numarali izolat secildi. Bu izolatin
dama tahtasi ydénteminde sinerjizm gorilen kombinasyondaki antibiyotik
konsantrasyonlar1 belirlendi. Time-kill yénteminde sinerjizm beklenen
durumlarda antibiyotiklerin genellikle MiK/4 ve MIK/8 konsantrasyonlari
test edildiginden bu degerler 2 numarali sus icin hesaplandi. Testte

ornekleme zaman noktalari ise 0., 3., 6., 12. ve 24. saatler olarak belirlendi.

Antibiyotiklerin stok soltisyonlar1 -80°C’den c¢ikarildi ve oda 1sisina getirildi.
Stok soltisyonlar steril distile su ile sulandirilarak, time-kill ydonteminde test
edilecek antibiyotik konsantrasyonlarinin 100 kati olacak sekilde birer
mililitre hazirlandi. Hazirlanan bu konsantrasyonlar, test edilen susun
teikoplanin MIK degeri 0,5; fosfomisin MiK degeri 4 oldugundan, teikoplanin
MIK/4 konsantrasyonu icin 12,5 ug/ml, MIK/8 konsantrasyonu icin 6,25
ug/ml; fosfomisin MIK/4 konsantrasyonu icin 100 ug/ml ve MIK/8

konsantrasyonu icin 50 ug/ml’dir.

100 mililitre hazirlanan katyon ayarlh Mueller Hinton broth besiyeri icin 2,5
mg G-6-P tartildi. G-6-P, 20 ml ayrilan KAMHB icinde ¢6zuliip, membran
filtreden gecirilerek besiyerine eklendi. Tekil antibiyotik calisilacak steril
tiplere 9,9 ml, kombinasyon calisilacak tiplere 9,8 ml, sterilite ve tireme
kontrolti yapilacak tiplere ise 10 ml KAMHB konuldu. Sterilite ve tireme
kontrol tupleri haricindeki diger tuiplere hazirlanan uygun antibiyotik

soltisyonlarindan 0,1’er ml eklendi (Sekil 3.6).
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Test edilecek izolat -20°C’den cikarilip KKA besiyerine pasajlandi. Besiyeri
35+2°C etliv icerisinde 18-24 saat inktibe edildi. inkiibasyon stiresi sonunda
ureyen kolonilerden ayni sekilde ikinci kez pasaj yapildiktan sonra Ureyen
saf bakteri kolonilerinden serum fizyolojik ile 0.5 McFarland (1x108 CFU/ml])
bulaniklikta bakteri suUspansiyonu hazirlandi. Daha sonra bu
stspansiyondan 50’ser pl (5x106¢ CFU/ml) alinarak sterilite kontrol tipt
disindaki tim tuplere eklendi. Bodylece her tupte istenen bakteri

konsantrasyonu (5x105 CFU/ml) saglanmis oldu.

Sekil 3.6: Zamana baglh 6ldirme testinde kullanilan antibiyotik soltisyonlari

Sterilite kontrol tip haricindeki yedi ttip icin her érnekleme zaman noktasi
oncesinde 42 ependorfa 0,9 ml fizyolojik tuzlu su konuldu. Calismada
kullanilacak toplam 210 steril petri plag: (Tryptic Soy agar ve %5 koyun kanlh
agar) 6nceden hazirlandi. Her calisma saati 6ncesinde 42 petri plag: sirasiyla
tip icerigine, oOrnekleme zamanina ve dilisyon sayisina gore
numaralandirildi. Ornegin MIK/8 konsantrasyonunda teikoplanin iceren
tiplin 6. saatte 4. dilisyonu igin kullanilan petri ‘8T-6-4" olarak
numaralandirildi.  Sterilite kontrol tipltnden alinan 0,1 ml 6rnek her
calismada bir petri plagina ekildi. Diger yedi tlp ise vortekslendikten sonra
her birinden 0,1 ml 6rnek alinarak hazirlanan ilk yedi ependorfa eklendi ve
tipler oOrnekleme zaman noktalarinda cikarilmak tUzere 35%2°C ettivde
inktibasyona alindi. Ependorflar vortekslendikten sonra bes kat seri diliisyon
uygulandi. Bunun icin ependorflara daha yuksek konsantrasyondaki

ependorftan 0,1 ml eklendi ve her seferinde ependorflar vortekslendi.
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Ardindan her bir ependorftan alinan 0,1 ml hacminde 6rnek uygun
numaralandirilmis petriye yayilarak ekildi. Petriler 24 saat sonra

degerlendirilmek tizere 35+2°C ettivde inkiibasyona alindi.

Inktibasyon stiresi sonunda petriler incelendiginde 30-300 aras1 koloni sayisi
bulunan petriler sayildi. Bulunan sayilar ekim yapilirken uygulanan
dilisyonlarin katsayis: ile c¢arpilarak mililitredeki CFU sayis1 hesaplandi.
Zamana bagh oldurme grafigi cizilebilmesi i¢cin hesaplanan saymin 10
tabaninda logaritmasi alindi. Ornegin MIK/8 konsantrasyonunda
teikoplanin iceren tiipin 6. saatte 4. dilisyonu icin kullanilan petride 150
koloni sayimi yapildiginda, 4. dilisyon oldugu icin 10%1le ve 0,1 ml 6rnek
alindig1 icin de 1071a carpildi. Total koloni sayist 1,5 X 10241 yani 1,5 X 107
oldu ve 10 tabaninda logaritmas:1 alindiginda 7,17 bulundu. Sekil 3.7’de
teikoplaninin MIK/8 konsantrasyonunun 6. saatte ekilmis petrilerinin 24

saat sonraki ireme durumu gosterilmistir.

Sekil 3.7: Zamana bagh 6ldiirme testi calismasinda teikoplaninin MiK/8
konsantrasyonunun 6. saatte ekilmis petrilerinin 24 saat sonraki tireme durumu

Zamana baglh 6ldirme testi sonuclari yorumlamasinda, sinerjizm en etkili
bulunan ajana kiyasla uygulanan kombinasyon ile canli koloni sayisindaki
>2-logio CFU/ml azalma, antagonizm en etkili bulunan ajana kiyasla
uygulanan kombinasyon ile canli koloni sayisindaki >2-log;o CFU/ml artma
ve bakterisidal etkinlik baslangic inoktlumuine gére canlh bakteri sayisindaki

>3-logio CFU/ml azalma olmasi seklinde tanimland (54).
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BULGULAR

4.1 KLINIK IZOLATLARIN OZELLIKLERI

Klinik 6rneklerin alindig: hastalarin 25’ (%52) kadin ve yaslarinin medyan
degeri 53 (minimum=0, maksimum=95) iken, hastalarin 231 (%48) erkek ve
yaslarinin medyan degeri 65’tir (minimum=0, maksimum=92). Tum

hastalarin yaslarinin medyan degeri ise 55°tir.

Bu calismada kullanilan 48 adet MRSA susunun %46’s1 kan kaltara, %21%
yara yeri kultird ve %133 trakeal aspirat kaltird, %8’ balgam kultard,
%40 aspirat sivist kultard, %2°si eklem sivisi kalttrt, %2’si bronkoalveolar
lavaj kulttrd, %2’si nazofarenks kultuiri ve %2’si burun kultaradur.

Calismaya dahil edilen izolatlarin klinik érneklere gére dagilimi Tablo 4.1°de

verilmigtir.

Tablo 4.1: Calisilan MRSA izolatlarinin klinik 6rneklere gére dagilimi (n=48)

Klinik Ornekler n (Izolat Sayisi) Yiizde (%)
Kan 22 46
Yara 10 21
Trakeal Aspirat 6 13
Balgam 4 8
Aspirat sivisi 2 4
Eklem sivisi 1 2
Bronkoalveolar lavaj 1 2
Nazofarenks 1 2
Burun 1 2
Toplam 48 100
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Calismamizda kullandigimiz suslarin 23’0 (%48) servislerden, 16’s1 (%33)
yogun bakimdan ve dokuzu (%19) polikliniklerden gelen 6rneklerden yapilan
kulttrlerde Uretilmistir. Calismamizdaki MRSA suslarinin en fazla izole
edildigi béltimler cocuk hastaliklar servisi/yogun bakimi (%19), COVID-19
servisi/yogun bakimi (%10,4) ve i¢c hastaliklarn bélimudur (%10,4).
Calismada kullanilan o6rneklerin gonderildikleri kliniklere goére ytzdelik

dagilimi Tablo 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2: Calisilan MRSA izolatlarinin gonderildikleri kliniklere gére dagilimi

Bsliim “S‘:;:’sl;t Yiizde (%)
Acil Tip 3 6,2
Anesteziyoloji ve Reanimasyon 3 6,2
COVID-19 Servisi ve Yogun Bakimi S 10,4
Cocuk Hastaliklar: ve Yogun Bakimi 9 19
Enfeksiyon Hastaliklari 3 6,2
Fizik Tedavi 1 2,1
Genel Cerrahi Klinigi ve Yogun Bakimi 4 8,3
Gogus Hastaliklarn 4 8,3
G0z Hastaliklari 1 2,1
Ic Hastaliklar 5 10,4
Kadin Dogum Hastaliklar: 1 2,1
Kalp Damar Cerrahisi 1 2,1
Koroner Yogun Bakim 1 2,1
Noroloji 1 2,1
Ortopedi 4 8,3
Plastik Cerrahi 2 4,1
Toplam 48 100

4.2 SUSLARIN SEFOKSITIN DiSKi INHIBISYON ZON CAPLARI VE
ANTIBIYOTIK MINIMAL INHIBITOR KONSANTRASYON (MIK)
SONUCLARI

VITEK 2 otomatize sistem ile sefoksitin tarama testi sonuclar pozitif olan 56
S. aureus izolati sefoksitin disk diftizyon yoéntemi ile metisilin direnci
yonuinden test edilmistir. Sekiz izolat disk diftizyon yéntemi ile metisiline

duyarli (zon capit 222 mm) bulunmustur. Calismamizda kullandigimiz 48
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MRSA susunun o6lctilen sefoksitin diski inhibisyon zon caplar1 Tablo 4.3’te

verilmistir.

Tablo 4.3: MRSA izolatlarinin disk diftizyon yéntemi calismasinda 6lctilen
sefoksitin diski inhibisyon zon caplar:

Sus FOX disk Sus FOX disk Sus FOX disk
numarasi zonu numarasi zonu numarasi zonu
1 6 mm 17 14 mm 33 19 mm
2 16 mm 18 13 mm 34 14 mm
3 11 mm 19 11 mm 35 6 mm
4 6 mm 20 21 mm 36 14 mm
) 16 mm 21 16 mm 37 12 mm
6 14 mm 22 6 mm 38 12 mm
7 11 mm 23 6 mm 39 11 mm
8 12 mm 24 11 mm 40 14 mm
9 11 mm 25 11 mm 41 10 mm
10 11 mm 26 7 mm 42 14 mm
11 16 mm 27 6 mm 43 8 mm
12 11 mm 28 14 mm 44 9 mm
13 8 mm 29 14 mm 45 8 mm
14 13 mm 30 11 mm 46 12 mm
15 21 mm 31 13 mm 47 7 mm
16 16 mm 32 14 mm 48 6 mm

Calismada incelenen 48 MRSA susunun fosfomisin antibiyotik duyarlilik
testleri referans yontem olan agar dilisyon yontemi ve sivi mikrodiliisyon
yontemi ile calisilmis, teikoplanin antibiyotik duyarhiliklari ise referans
yontem olan sivi mikrodilisyon yontemi ile calisilmistir. Bu testlerde
bulunan sonuclar, suslarin VITEK 2 otomatize sistem antibiyogram sonuclari
ile Tablo 4.4’te verilmistir. Kalite kontrol suslarinin agar dilisyon yontemi ile

saptanan fosfomisin MIK degerleri Tablo 4.5’te verilmistir.
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Tablo 4.4: MRSA suslarinin fosfomisin ve teikoplanin MiK sonuclari (ug/ml)

Teikoplanin MIK

Fosfomisin MIK Degerleri - .
Degerleri

Sus numarasi

Agar S1vi mikro- S1vi mikro-

diliisyon diliisyon VITEK-2 diliisyon VITEK-2
1 64 161 64 4 2
2 4 4 <=8,0 0,5 <=5,0
3 8 8 <=8,0 1 <=5,0
4 641 161 >=128,0 4 4
5 8 8 <=8,0 0,5 <=5,0
6 8 8 <=8,0 0,5 4
7 16 16 <=8.0 1 <=5,0
8 2 8 <=8,0 0,5 <=5,0
9 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0
10 2 2 <=8,0 0,25 <=5,0
11 4 8 <=8,0 0,125 <=5,0
12 2 2 <=8,0 1 <=5,0
13 1 1 <=8,0 1 <=5,0
14 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0
15 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0
16 1 2 <=8,0 1 <=5,0
17 1 4 <=8,0 1 <=5,0
18 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0
19 1 1 <=8.0 0.5 <=5.0
20 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0
21 16 16 <=80 0.5 <=5.0
22 2 4 <=8,0 1 <=5,0
23 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0
24 2 4 <=8,0 0,5 <=5,0
25 4 4 <=8,0 0,25 <=5,0
26 4 4 <=8,0 1 <=5,0
27 641 161 >=128,0 4 4
28 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0
29 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0
30 8 8 <=8,0 0,25 <=5,0
31 2 4 <=8,0 0,5 <=5,0
32 2 2 <=8,0 0,125 <=5,0
33 1 1 <=8,0 0,25 <=5,0
34 1 1 <=8.0 0,5 <=5.0
35 1 1 <=8,0 0,5 1
36 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0
37 1 1 <=8,0 0,5 <=5,0
38 2 2 <=8,0 0,25 <=5,0
39 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0
40 2 2 <=8,0 0,25 <=5,0
41 2 4 <=8,0 0,125 <=5,0
42 2 2 <=8,0 0,25 <=5,0
43 4 4 <=8,0 1 4
44 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0
45 2 2 <=8,0 1 <=5,0
46 4 4 <=8,0 0,25 <=5,0
47 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0
a8 1 1 <=8.0 0.5 <=5.0
S. aureus
(ATCC 2 2 <=8,0 0,25 -
20213)
E. coli (ATCC
25922) 1 0,5 - - -
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Tablo 4.5: Kalite kontrol suslarinin agar dilisyon yéntemi ile saptanan fosfomisin
MIK degerleri

Agar Diliisyon MiK Aralik (mg/L)
Kalite Kontrol Suslar: .
us MiK Sonucu (EUCAST)
S.aureus (ATCC29213) 2 0.5-4
E.coli (ATCC25922) 1 0.5-2
| 1 numarali sus | | 4 numarali sus |

27 numarali sus |

/

Sekil 4.1: Agar diltisyon calismasinda 32 mg/L konsantrasyonunda fosfomisin
bulunan petride tireyen direncli suslar

48 MRSA susu referans yontemlere gore degerlendirildiginde 3 susun (1, 4 ve
27 numarali suslar) hem fosfomisine hem teikoplanine direncli oldugu
goérulmustir. Bu suslarin agar dilisyon calismasinda 32 mg/L
konsantrasyonunda fosfomisin iceren petri plaginda tGremeleri Sekil 4.1’de
gosterilmistir. 1 ve 4 numarali suslar kan kiltirinden, 27 numarali sus ise
trakeal aspirat kiltiriinden izole edilmistir. Geri kalan 45 sus ise referans

yontemlere gére her iki antibiyotige de duyarli bulunmustur.

TEIKOPLANIN-FOSFOMISIN KOMBINASYON CALISMASINDAN
ELDE EDILEN MiK, FiK VE *FiK DEGERLERI

Referans ydntemlere gére calisilan suslarin MIK degerleri dikkate alinarak
dama tahtasi1 (checkerboard) testi calisilmis ve kombinasyondaki
antibiyotiklerin MIK degerleri tespit edilmistir. Tespit edilen MIK degerlerine
gére FIK degerleri ve kombinasyonlarin en diisik XFIK degerleri

hesaplanmistir. Mikroplakalarin incelenmesine 6rnek olarak 4 numaral
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susun dama tahtasi testi Sekil 4.2’de, ireme durumunun degerlendirilmesi

Tablo 4.6da, teikoplanin ve fosfomisin MIK, FIK degerleri, kombinasyonun

TFIK sonuglari ve yorumu Tablo 4.7°de verilmistir. Dama tahtasi yénteminde

tiim suslarin fosfomisin ve teikoplanin icin hesaplanan MIK, FiK degerleri,

antibiyotik kombinasyonlarinin EFIK sonuclari ve yorumu ise Tablo 4.8°de

verilmistir.

Sekil 4.2: 4 numarali susun dama tahtasi testi

Tablo 4.6: 4 numarali susun mikroplakada tireme durumunun degerlendirilmesi

9 10 11 | 12
TEC | TEC | TEC
4 8 16
ADD
ADD
ADD
BK

(Ac¢iklama: Koyu olarak boyanmis kuyucuklar tireme olan kuyucuklari, boyanmamis kuyucuklar tireme

olmayan kuyucuklar géstermektedir. TEC: Teikoplanin, FOS: Fosfomisin, UK: tireme kontrol kuyucugu,

BK: besiyeri kontrol kuyucugu, ADD: additif, SIN: sinerji)
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Tablo 4.7: 4 numarali susun Teikoplanin (TEC) ve Fosfomisin (FOS) MiK (ug/ml),
FiK, kombinasyonun ZFIiK sonuclari ve yorumu

Kuyucuk }ﬁﬁ ’IF“]IEI({: :\?/ICI’IS{ FOS FiK TE}:(;:IFI? S Yorum
B9 4 1 0,25 <0,007  1<x<1,007  Additif
C9 4 1 0,5 <0,015 1<x <1,015 Additif
DO 4 1 1 <0,03 1<x <1,03 Additif
ES8 2 0,5 2 <0,06 0,5<x <0,56 Additif
F7 1 0,25 4 <0,12  0,25<x<0,37  Sinerji
G7 1 0,25 8 <0,25 0,25<x <0,5 Sinerji
H6 0,5 0,12 16 <0,5 <0,62 Sin-Add

Tablo 4.8: Teikoplanin-fosfomisin kombinasyon calismasindan elde edilen MiK
(ug/ml), FIK, ZFIK degerleri ve calismanin yorumu

TEC FOS TEC-
::?::;k Ornek tiirii ':;I:; :I(I); kombinasyon kombinasyon FOS YORUM
MIK-FIK MIK-FIK ZFIK
1.-G7 Kan 4 232 1-0,25 8- <0,25 <0,5 Sinerji
2.-C2 Kan 0,5 4 0,03-0,06 0,5-0,125 0,18 Sinerji
3.-D4 Kan 1 8 0,125-0,125 1-0,125 0,25 Sinerji
4.-F7 Kan 4 232 1-0,25 4-<0,125 <0,37 Sinerji
S5.-E4 Kan 0,5 8 0,125-0,25 2-0,25 0,5 Sinerji
6.-D4 Kan 0,5 8 0,125-0,25 1-0,125 0,37 Sinerji
7.-D4 Kan 1 16 0,125-0,125 1-0,06 0,18 Sinerji
8.-F3 Kan 0,5 8 0,06-0,12 4-0,5 0,62 Additif
9.-D2 Kan 0,5 2 0,03-0,06 1-0,5 0,56 Additif
10.-D2 Kan 0,25 2 0,03-0,12 1-0,5 0,62 Additif
11.-D2 Kan 0,125 8 0,03-0,24 0,125-0,01 0,25 Sinerji
12.-B5 Kan 1 2 0,25-0,25 0,25-0,125 0,37 Sinerji
13.-C5 Kan 1 1 0,25-0,25 0,5-0,5 0,75 Additif
14.-C4 Kan 0,5 2 0,125-0,25 0,5-0,06 0,31 Sinerji
15.-B4 Kan 0,5 2 0,125-0,25 0,25-0,125 0,37 Sinerji
16.-C5 Kan 1 2 0,25-0,25 0,5-0,25 0,5 Sinerji
17.-4C  Kan 1 4 0,125-0,125 0,5-0,125 0,25 Sinerji
18.-D2 Kan 0,5 2 0,03-0,06 1-0,5 0,56 Additif
19.-B5 Kan 0,5 1 0,25-0,5 0,25-0,25 0,75 Additif
20.-D4 Kan 0,5 2 0,125-0,25 1-0,5 0,75 Additif
21.-D3 Kan 0,5 16 0,06-0,12 1-0,06 0,18 Sinerji
22.-E2  Trakeal 1 4 0,03-0,03 2-0,5 0,53 Additif
23.-D4  Yara 0,5 2 0,125-0,25 1-0,5 0,75 Additif
24.-D3  Trakeal 0,5 4 0,06-0,125 1-0,25 0,37 Sinerji
25.-C3  Trakeal 0,25 4 0,06-0,25 0,5-0,125 0,37 Sinerji
26.-D3  Eklem 1 4 0,06-0,06 1-0,25 0,31 Sinerji
27.-H3  Trakeal 4 =232 0,06-0,015 16-<0,5 <0,51 Sinerji
28.-B3  Yara 0,5 2 0,06-0,12 0,25-0,12 0,25 Sinerji

devam ediyor
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Tablo 4.8 - énceki sayfadan devam ediyor

TEC FOS TEC-

::3::1;1{ Ornek tiirii :/I?I({: ::;ﬁ; kombinasyon kombinasyon FOS YORUM

MIK-FIK MIK-FIK ZFIK
29.-C3  Trakeal 0,5 2 0,06-0,12 0,5-0,25 0,37  Sinerji
30.-D2  Aspirat 0,25 8 0,03-0,12 1-0,125 0,25  Sinerji
31.-D2  Trakeal 0,5 4 0,03-0,06 1-0,25 0,31 Sinerji
32.-C3 Yara 0,125 2 0,06-0,5 0,5-0,25 0,75  Additif
33.-C3 Yara 0,25 1 0,06-0,25 0,5-0,5 0,75  Additif
34.-C2 Bal 0,5 1 0,03-0,06 0,5-0,5 0,56  Additif
35.-B5 Yara 0,5 1 0,25-0,5 0,25-0,25 0,75  Additif
36.-B4 Yara 0,5 2 0,125-0,25 0,25-0,125 0,37  Sinerji
37.-C4 Yara 0,5 1 0,125-0,25 0,5-0,5 0,75  Additif
38.-D4  Yara 0,25 2 0,125-0,5 1-0,5 1 Additif
39.-C5 Aspirat 0,5 2 0,25-0,5 0,5-0,25 0,75  Additif
40.-D3  Yara 0,25 2 0,06-0,25 1-0,5 0,75  Additif
41.-E2 Balgam 0,125 4 0,03-0,25 2-0,5 0,75  Additif
42.-D2 Balgam 0,25 2 0,03-0,12 1-0,5 0,62  Additif
43.-C5 Balgam 1 4 0,25-0,25 0,5-0,12 0,37  Sinerji
44.-D2  Nazofarenks 0,5 2 0,03-0,06 1-0,5 0,56  Additif
45.-D4 Burun 1 2 0,12-0,12 1-0,5 0,62  Additif
46.-D2  Yara 0,25 4 0,03-0,12 1-0,25 0,37  Sinerji
47.-DS  Balgam 0,5 2 0,25-0,5 1-0,5 1 Indiferans
48.-C3 Kan 0,5 1 0,06-0,12 0,5-0,5 0,62  Additif
S.
aureus-
D2 (ATCC29213) 0,25 2 0,03-0,12 1-0,5 0,62  Additif

48 MRSA susunun dama tahtas1 yontemi

ile teikoplanin-fosfomisin

kombinasyon calismasi sonucunda 25’inde (%S52) sinerjistik etki, 22’sinde

(%46) additif etki (kismi sinerjizm) ve birinde (%2) indiferans etki tespit

edilmistir. Calismada antagonizma tespit edilmemistir. Sonuclar Tablo 4.9’da

verilmigtir.

Referans yontemler ile hem fosfomisine hem teikoplanine direncli bulunan

uc susta (1,4 ve 27 numarali suslar) sinerjistik etki géralmustur.

Tablo 4.9: Calisilan suslarin kombinasyonun etkinligine gére durumu

SUS numaralari Toplam
1,2,3,4,5,6,7,11,12,14,15,16,17,21,24
. 33 K H ki K K K > ) ) K K K K ki > 0
Sinerji 25,26,27,28,29,30,31,36,43,46 25 (%32)
Sonuc .. 8,9,10,13,18,19,20,22,23,32,33,34,35, o
Additif 37,38,39,40,41,42,44,45,48 22 (%0)
Indiferans 47 1 (%2)
Antagonizma 0
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SINERJI SAPTANMASI ICiN ZAMANA BAGLI OLDURME TESTI
(TIME-KILL) SONUCLARI

Zamana bagl éldiirme testinde 2 numaral izolatin 1/4 MIK ve 1/8 MIK
konsantrasyonunda teikoplanin, fosfomisin ve her iki antibiyotigin bu
konsantrasyonlarda hazirlanan kombinasyonlar1 test edilmistir. Calisma
sonunda Ornekleme zaman noktalarinda tliplerde mililitrede bulunan CFU
sayist hesaplanarak 10 tabaninda logaritmasi alinmis ve sonuclar Tablo

4.10’da verilmistir.

Tablo 4.10: 2 numaral: izolatin zamana bagli 6ldirme testinde degerlendirme
saatlerindeki canli koloni sayis1 (LOG10) (*: sinerji)

LOG10 CANLI KOLONi SAYISI (CFU/ML)

0. saat 3. saat 6. saat 12. saat 24. saat

1/8 MIK TEC 5,7 6,5 7,1 7,8 8,2

1/8 MIK FOS 5,7 4,9 5,2 6,7 7,7

1/8 MIK TEC+1/8 MIK FOS 5,7 4,2 4,0 4,5* 5,2*
1/4 MIK TEC 5,7 5,9 6,3 5,8 7,5

1/4 MIK FOS 5,7 4,5 5,0 6,1 7,3

1/4 MIK TEC+1/4 MIK FOS 5,7 3,7 2,7* 3,1* 3,9*
UREME KONTROL 5,7 7,1 7,9 8,3 9,8

STERILITE KONTROL 0 0 0 0 0

Time-kill testinde calisilan susun 1/8 MIK TEC+1/8 MIK FOS (0,06 pg/ml
TEC ve 0,5 pg/ml FOS) kombinasyonu incelendiginde en etkili ajana kiyasla
canli bakteri sayisinin Logio tabanindaki farkinin 2’nin tizerinde oldugu 12.
ve 24. saatte sinerjizm ve 1/4 MIK TEC+1/4 MIK FOS (0,12 pg/ml TEC ve 1
pg/ml FOS) kombinasyonu incelendiginde ise 6. saat, 12. saat ve 24. saatte

sinerjizm goérulmustir.

Time-kill testinde 1/4 MIK TEC+1/4 MIK FOS kombinasyonunda baslangic
inoktillumiine goére canli bakteri sayisinin Logio tabanindaki farkinin 3*in
lUzerinde oldugu 6. saatte bakterisidal etkinlik oldugu, 12. saat ve 24. saatte

ise bakterisidal etkinin kayboldugu géralmustur.

Calisilan susun zamana bagh 6ldirme grafigi Sekil 4.3’te verilmistir.
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ZAMANA BAGLI OLDURME GRAFIGI

—t—1/8 MiK TEC —8—1/8 MiK FO5 === 1/8 MIK TEC+1/8 MIK FOS
1/4 MiK TEC = 1,/4 MK FOS —8— 1/4 MK TEC+1/4 MK FOS
= JREME KONTROL == STERILITE KONTROL

11

10

LOG,; CANLI KOLONi SAYISI (CFU/ML)

0. SAAT 3. SAAT 6. SAAT 12. SAAT 24, SAAT

Sekil 4.3: 2 numarali izolatin antibiyotiklerin ve antibiyotik kombinasyonlarinin
1/4x MIK ve 1/8x MIK degerleri i¢cin zamana bagh éldtirme grafigi
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BOLUM 5

TARTISMA ve SONUC

5.1 TARTISMA

MRSA ilk kez 1960larda tanimlanmis olup 198071i yillardan itibaren
hastanelerde 6nemli bir etken haline gelmistir. Baslangicta hastanelerde,
ozellikle de yogun bakim Unitelerinde endemik bir patojen olarak bulunsa da
zamanla toplum kaynakli MRSA enfeksiyonlar1 goriilmeye baslanmistir.
MRSAnmin tulkeler ve kitalar arasi yayilimi, enfekte hastalar ve personel
araciligiyla gerceklesmistir. MRSA suslarina bagli enfeksiyonlar, metisiline
duyarl suslarin neden oldugu enfeksiyonlardan daha ytiksek 61im oranlari
ile iligkilidir. Ayrica MRSA, hastanede kalis stirelerinin uzamasina ve buna
bagli olarak saglik bakim masraflarinin artmasina neden olmaktadir. MRSA
enfeksiyonlarindaki en énemli sorun ¢ogul antibiyotik direncidir (38). Anti-
MRSA aktivitesi olan sefalosporinler (seftarolin ve seftobiprol) haricinde tim
beta-laktam antibiyotiklere direnclidirler. Vankomisin ve teikoplanin, beta-

laktamlara direnc¢li Gram pozitif mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde guintmuzde kullanilan glikopeptitlerdir.

Vankomisin, Uulkemiz de dahil olmak tUlzere tim dinyada MRSA
enfeksiyonlarinin tedavisinde uzun yillar yaygin olarak kullanilmistir.
Teikoplanin, vankomisine benzer antibakteriyel aktivite spektrumuna sahip
bir lipoglikopeptittir ve Amerika Birlesik Devletleri disinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Teikoplaninin tedavide kullanimi ile vankomisin
kullanimina goére nefrotoksisite ve kirmizi adam sendromu gibi yan etkilerin
daha az goruldugt bilinmektedir (57). Glikopeptitlerin artan kullanima,
VISA,VRSA ve vankomisine heterojen direncli S. aureus (hVISA) suslarinin

ortaya cikmasina neden olmustur. Bu suslar, ciddi MRSA enfeksiyonlarinda
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glikopeptit kullanimi ile tedavi basarisizliklarina neden olmaktadir (7). Bu
gibi durumlardan dolayr MRSA enfeksiyonlarinda kullanilabilecek yeni
antibakteriyel ilaclarin gelistirilmesi 6nemlidir ancak bu uzun bir surec¢
gerektirir. Bu nedenle bazi arastirmacilar kullanimda olan ilaclarin etkili
olabilecek farkli gruptan ilaclarla kombinasyon halinde uygulanmasina
yonelmektedir. MRSA izolatlar1 icin sinerji c¢alismalar1 bu temele

dayanmaktadir.

MRSA enfeksiyonlarinda kullanilabilecek yeni antibiyotiklerin Uretiminin
azalmasi, mevcut antibiyotik kombinasyonlarinin degerlendirilmesini
gerektirmektedir. MRSA suslarinda yapilan antibiyotik sinerji calismalarina
ornek olarak, Cokca ve arkadaslar1 (58) bes MRSA ve bes MSSA susunda
vankomisin ile rifampisin, amikasin, siprofloksasin ve imipenem
kombinasyonlarinin in vitro sinerjistik etkisini dama tahtas: mikrodiliisyon
yontemi ile calismislardir. Bu calismada MSSA suslarn icin, vankomisin-
amikasin ve vankomisin-siprofloksasin kombinasyonlar: sinerjistik etkili,
MRSA suslarinda ise yalnizca vankomisin-imipenem kombinasyonu
sinerjistik etkili bulunmustur. Vankomisin-rifampisin kombinasyonu ise
hem MSSA hem MRSA suslarinda indiferans etkili olarak tespit edilmistir.
Ulkemizde yapilan baska bir calismada, Dicle ve ark. (59) 54 adet MRSA
susunda yesil cay ekstrati ile siprofloksasin kombinasyonunun sinerjistik
etkinligini dama tahtas1 yéntemi ile arastirmis ve 18 susu (%33,3) etkisiz
saptamis, 17 susta (%31,5) additif etki ve 19 susta (%35,2) ise sinerjistik etki

saptamistir.

Aktas ve ark. (60) 25 adet MRSA susunda bir siklik lipopeptit olan
daptomisinin rifampisin, gentamisin, fosfomisin ve fusidik asit ile
kombinasyonlarinin in vitro aktivitesini dama tahtasi yéntemi ile arastirmais,
sirastyla %12, %68, %100 ve %16 sinerjistik etkilesim bulmustur. Calismada
antagonizma ise gdzlenmemistir. Bu calisma ile bizim calismamizda ortak
antibiyotik olan fosfomisinin daptomisin ile kombinasyonunun MRSA

suslarinda %100 sinerjistik etki gostermesi dikkat cekmektedir.

MRSA tedavisinde kombine antibiyoterapi ile ilgili veriler, in vitro deneylerin
yapildig1 calismalar disinda klinik arastirmalardan da elde edilmektedir.
Sipahi ve ark. (61) tarafindan bildirilen bir olguda, subaraknoid kanama ve

orta serebral arter bifurkasyonunda anevrizma nedeniyle opere edilen bir
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hastanin MRSA’yva bagli beyin apsesi gelismistir. Yapilan antibiyotik
duyarlilik testinde MRSA, levofloksasin, linezolid, rifampin, vankomisin ve
teikoplanine duyarli bulunmustur. Hasta moksifloksasin-vankomisin veya
vankomisin-rifampin kombinasyon tedavilerine yanit vermemistir ve

linezolid-rifampin kombinasyonu ile tedavi edilebilmistir.

Fosfomisin, diinya genelinde degisen uygulama endikasyonlarina sahip eski
bir antibiyotiktir. MRSA ve genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) gibi
farmakoterapiyi engelleyen bakteri suslarinin yakin zamanda ortaya cikmasi,
fosfomisin gibi uzun suredir kullanilan antimikrobiyal ajanlarin yeniden
klinik kullamima girmesine neden olmustur (52). Fosfomisin, diger antibiyotik
siniflarina capraz direnc gostermemektedir. Bu nedenle, diger antibiyotiklerle
kombinasyonu, direncli bakterilere kars: potansiyel olarak sinerji gosterebilir
(62). Fosfomisinin kombinasyon tedavisinde, 0zellikle Gram negatif
mikroorganizmalara karsi cok umut verici oldugunu goésteren calismalar
mevcutken, Gram pozitif mikroorganizmalara kars: klinik etkinligi hakkinda
cok az sey bilinmektedir (63). Bu nedenle son yillarda fosfomisinin Gram
pozitif bakterilere karsi antibakteriyel etkisini arastiran c¢alismalar
yapilmaktadir. Intravenéz kullanilan fosfomisinin S. aureus’a karsi
antibakteriyel etkisinin ve farmakodinamik indeksinin arastirildig bir
calismada (64) ¢ MSSA ve iki MRSA susu kullanilmistir. Bu calisma
sonucunda farmakodinamik parametreler (Cmax/MIK, AUC/MIK) elde
edilmis ve fosfomisinin S. aureus enfeksiyonlarinda iyi bir terapotik secenek
olabilecegi bildirilmistir. Bunun disinda fosfomisinin S. aureus™un fagositler
tarafindan fagosite edilmesini ve hidroksil radikallerini indiikleyerek hticre
dis1 ve hticre ici 6ldUrdlmesini artirdigini bildiren calismalar da mevcuttur

(65).

Fosfomisin iceren antibiyotik kombinasyon calismalarina érnek olarak Grif
ve ark. (66) dama tahtasi mikrodiliisyon teknigini kullanarak, fosfomisin ile
vankomisin, rifampisin, linezolid, kinopristin/dalfopristin, sefazolin,
meropenem ve moksifloksasin kombinasyonlarinin aktivitesini iki S.
epidermidis ve bes S. aureus susunda in vitro olarak incelemistir. Bu
kombinasyonlarin timtinde en yaygin etki, sinerjistik etki olarak bulunmus;
sadece fosfomisinin vankomisin ile kombinasyonunda yedi izolattan ikisinde

antagonizma tespit edilmistir. Bu ¢calismaya benzer olarak Kussmann ve ark.
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(67) ise bes MRSA ve bes MSSA susunda fosfomisin-sefazolin kombinasyon
tedavisini in vivo olarak Galleria mellonella modeli ile, in vitro olarak ise dama
tahtas1 yontemi ile test etmis her iki yontemde de ytiksek dlizeyde sinerjistik
etki tespit etmistir. Bu calismalardaki veriler, diger antistafilokokal
antimikrobiyallerle kombinasyon halinde kullanilan fosfomisinin énemli bir

potansiyel antimikrobiyal ajan oldugunu géstermektedir.

Antibiyotik = kombinasyonlarinin  sinerjistik  etkinliginin arastirildig:
calismalarda dama tahtast yOntemi disinda bakterisidal etkinin
degerlendirilebildigi zamana bagli 6ldurme (time-kill) deneyleri de
yapilmaktadir. Bu testte sinerjistik etkinligin degerlendirilebilmesi icin
kullanilan antibiyotiklerin konsantrasyonlar1 ve 6rnekleme zaman noktalari
ile ilgili arastirmacilar farkli yéntemler kullanmaktadir. Bu durum testin
standart  bir uygulama @ ve degerlendirmesinin olmamasindan
kaynaklanmaktadir. Chen ve ark. (68) sekiz S. aureus susunda linezolidin tek
basina ve fosfomisin ile kombinasyonunun antibakteriyel etkisini dama
tahtas1 ve time-kill deneyleri ile arastirmis, sekiz sus icin de sinerjistik etki
tespit etmistir. Ayrica 4xMIK konsantrasyonda fosfomisin ile kombine
linezolid, en iyi sinerjistik antibakteriyel etkiyi gdstermis ve bu etki 24 saat
boyunca korunmustur. Ek olarak, hem tek basina hem de kombinasyon
halinde antibiyotikler, konsantrasyona ve zamana bagl bir sekilde artan
antibiyotik sonrasi etki (PAE) ve antibiyotik sonrasi sub-MiK etki (PA-SME)
degerleri gostermistir. Bu calisma sonucunda fosfomisin ile kombine
linezolidin, S. aureus’a karsi iyi bir antibakteriyel etki goOsterdigi tespit
edilmistir. Time-kill deneyi calisilan baska bir calismada Coronado ve ark.
(63) ciddi Gram pozitif enfeksiyona sahip olan ve fosfomisin iceren antibiyotik
kombinasyon tedavisi almis 75 hastanin kayitlarini retrospektif olarak
incelemis ve bu hastalarin 61’inin basaryla tedavi edildigini tespit etmistir.
Bu calismada tedavide en etkili kombinasyonun daptomisin-fosfomisin
antibiyotik kombinasyonu oldugu bildirilmis, iki MRSA ve iki MSSA susunda
da time-kill yéntemi ile bu kombinasyonun antimikrobiyal aktiviteyi artirdigi

gOsterilmistir.

MRSA enfeksiyonlarinin glikopeptit antibiyotikler ile tedavisi stirecinde MIK
degerlerinde artis ve direnc¢ gelisimi gértilebilmektedir. Zheng ve ark. (69) iki

MRSA ve iki hVISA susunda 28 gin boyunca in vitro olarak tek basina
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vankomisinin ve vankomisinle sirasiyla sefazolin, fosfomisin, gentamisin,
meropenem, rifampin ve piperasilin kombinasyonlarinin vankomisin
MiK’lerine ve hiicre duvar kalinligina etkisini test etmistir. Bu calismada
yalnizca vankomisin ve beta-laktam antibiyotik kombinasyonlarinin tedavi
sirasinda vankomisin MIK artislarim1 énledigi ve hticre duvar kalinligini
onemli 6lctide azalttig tespit edilmistir. Tek basina vankomisin kullanimi ve
beta-laktam icermeyen kombinasyonlarin kullaniminda ise tedavinin 2-4.
haftalan sirasinda vankomisin MiKlerinde ve hiicre duvar kalinliginda artis
gorulmuistiir. Ozetle bu calisma in vitro olarak S. aureus suslarinda
vankomisin ile beta-laktam kombinasyon tedavisinin VISA gelisimini

baskiladigini gdstermistir.

Biyofilm olusumunun antibiyotiklere direncli bir durum olusturmasindan
dolay1 antibiyotik kombinasyonlarinin S. aureus’un olusturdugu biyofilme
etkisini 6lcen calismalar da yapilmaktadir. Tang ve ark. (70) planktonik ve
biyofilme gdmuilti MRSA ve MSSA suslarinda rifampisin ve fosfomisinin farklh
antistafilokokal antibiyotiklerle kombinasyonlarinin etkinligini incelemistir.
Fusidik asit, linezolid, vankomisin, teikoplanin, minosiklin ve tigesiklinle
yapilan kombinasyon rejimlerinde incelenen sekiz fosfomisin
kombinasyonunda, linezolid, minosiklin, vankomisin veya teikoplanin ile
birlestirilen fosfomisin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda gelismis
antibakteriyel aktiviteler sergilemis ve rifampisin kombinasyonlarindan daha
iyi performans goOstermistir. Calisma, tek basina vankomisin veya
teikoplaninin bakterisidal etkisine goére vankomisin veya teikoplanin ile
kombinasyon halinde fosfomisinin bakterisidal etkisinin 6nemli 6lc¢tide
artmis oldugunu goéstermistir. Bu calisma sonucunda fosfomisinle yapilan
antibakteriyel kombinasyon tedavileri ile MRSA ve MSSA nedenli kateterle
iliskili enfeksiyonlarda veya protez eklem enfeksiyonlarinda terapétik

avantajlar saglanabilecegi distintlmustir.

In vitro olusturulan biyofilmlerde yapilan calismalar haricinde in vivo
ortamdaki biyofilmler Uzerinde de antibiyotik kombinasyon calismalar:
yapilmaktadir. Bunlardan biri Shi ve ark.nin (71) bir sicanin karboksimetil
seltiloz kesesinde MRSA’nin olusturdugu biyofilm modelinde vankomisin-
fosfomisin kombinasyonunun bakterisidal etkisini gosterdikleri calismadir.

Bu calismada kombinasyon tedavisinin diistik MiK’lerde 6ldiirme yetenegine
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sahip ve biyofilme gémuilti MRSA tizerinde sinerjistik olarak bakterisidal etkili
oldugu bulunmustur. Tedavi edilmeyen kontrol grubu ve tek basina
vankomisin veya fosfomisin tedavisi verilen gruplarla karsilastirildiginda
kombinasyon tedavisi ile tedavi edilen sicanlarin kesesinden gelen ekstida da
daha az sayida MRSA kolonisi, daha dusik beyaz kan huicresi ve nétrofil
sayis1 gorulmus ayrica periferik kanda C-reaktif proteinin daha dtistik oldugu
tespit edilmistir. Kese duvarinin histolojik analizi yapildiginda ise
kombinasyon tedavisinin biyofilm benzeri yapilarin kaybolmasina, nekrozda

belirgin azalmaya ve grantiler doku olusumuna neden oldugu gosterilmistir.

Garrigos ve ark.nmin (72) yaptigi baska bir calismada MRSA susu ile
olusturulmus yabanci cisim enfeksiyonu modelinde daptomisin-rifampin
kombinasyonu ile fosfomisinin ayri1 ayr1 daptomisin, imipenem ve rifampinle
olan kombinasyonlari karsilastirnilmis daptomisin-rifampin
kombinasyonunun MRSA yabanci cisim enfeksiyonlarina karsi en etkili
tedavi oldugu, ancak yuksek doz daptomisin veya rifampin ile fosfomisin
kombinasyonlarinin da bu ortamda etkili alternatif tedaviler oldugu
bildirilmistir. Fosfomisin-imipenem kombinasyonu ise nispeten etkisiz

bulunmustur.

Calismamizda test ettigimiz MRSA tedavisinde teikoplanin ve fosfomisin
antibiyotik kombinasyonunun in vitro sinerjistik etkisi, Lee ve ark. (73)
tarafindan bildirilen klinik bir olguda hasta tedavisinde kullanilmis ve
iyilesme saglanmistir. Bildirilen olguda 85 yasindaki kadin hastanin
vankomisin veya teikoplanin monoterapisine ragmen duzelme olmayan
osteomiyelite baglhi MRSA bakteriyemisi, teikoplanin-fosfomisin kombinasyon

tedavisi ile iyilesme gostermistir.

Ciddi MRSA enfeksiyonu olan hastalarda teikoplanin MiK’leri ile tedavide
kullanilan teikoplanin dozlar1 arasindaki iliskiyi degerlendiren az sayida
calisma mevcuttur. Tsai ve ark.min (S1) yaptigi bir calismada MRSA
bakteriyemisi olan toplam 146 yetiskin hasta, teikoplanin tedavisi
tamamlandiktan sonra ikiye ayrilarak yiksek doz ve standart doz teikoplanin
idame dozu ile tedavi edilmis, teikoplanin MiK degerlerinden bagimsiz olarak
yuksek doz rejimi grubunda daha fazla sayida hastada olumlu klinik

sonuclar alinmistir.
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Calismamizda MRSA enfeksiyonlarinda yaygin kullanimi olan teikoplanin ile,
eski bir antibiyotik olan ve bakterisidal etkisini hlicre duvar sentezini inhibe
ederek goOsteren fosfomisinin in vitro kombinasyonunun etkinligi
arastirilmistir. 48 adet MRSA susunda teikoplanin-fosfomisin kombinasyonu
dama tahtas1 yontemi ile calisilmis ve calismamiz sonucunda 25 susta
sinerjistik etki, 22 susta additif etki (kismi sinerjizm) ve bir susta indiferans
etki tespit edilmistir. 48 susun ZFIK ortalamasi <0,48 bulunmustur. 48 sus
izolattan rastgele sectigimiz bir izolatta sinerji saptanmasi amaciyla zamana
baghh 6ldiirme testi calismasi yaptigimizda, ilaglarin 1/8 MIK
konsantrasyonlarinin kombinasyon calismasinda 12. saat ve 24. saatte
sinerjizm, 1/4 MIK konsantrasyonlarinin kombinasyon calismasinda ise 6.
saat, 12. saat ve 24. saatte sinerjizm tespit edilmistir. 1/4 MIK
konsantrasyonlarinin kombinasyon calismasinda 6. saatte ise bakterisidal
etki tespit edilmistir; ancak bu etki 12. saat ve 24. saatte gérulmemistir.
Calistigimiz susun dama tahtasi testi bulgularinda da 1/8 MIiK TEC+1/8 MIK
FOS ve 1/4 MIK TEC+1/4 MIK FOS kombinasyonlarinda sinerjizm tespit
edilmis oldugundan time-kill yéntemi ile dama tahtas1 testinin sonuclarinin
uyumlu oldugu degerlendirilmistir. Calismamizda elde ettigimiz veriler MRSA
izolatlarinda in vitro olarak teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun
antibakteriyel etkisinin yUksek oranda sinerji ile sonuclandigim

gostermektedir.

TEZIN KISITLILIKLARI

Calismamizda az sayida koken kullanilmistir ve kullanilan suslarin tamami
MRSA izolatidir. Kullanilan S. aureus koékenlerinin metisilin direnci
yéniinden taranmasi VITEK-2 otomatize sistemi tarafindan yapilmis,
sonuclar sefoksitin disk diflizyon yontemi ile dogrulanmistir. Molektler

yontemler ile izolatlarin mecA ve mecC varlig1 arastirilamamaistir.

Antibakteriyel kombinasyon calismalari farkli yéntemler (disk diftizyon testi,
gradient strip test, dama tahtasi mikrodiliisyon testi, time-kill yéntemi) ile
yapilabilmektedir. Calismamizda in vitro olarak 48 susta dama tahtasi
yontemi ve bir susta time-kill yontemi calisilmistir. Time kill yonteminde

tekrarlayan ekimlerin zaman alici ve yogun emek gerektirmesi nedeniyle fazla
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sayida sus ve incelenen susun farkli konsantrasyonlardaki kombinasyonlar:
calisilamamistir. Ayrica calismamizda yalnizca bir antibiyotik kombinasyonu

test edilmistir.

Ileride yapilacak calismalarda molektiler analizleri yapilmis daha fazla sayida
MRSA ve MSSA izolatinda farkli deneysel yontemler ile antibiyotik
kombinasyonlarinin sinerjistik etkisinin arastirilmas:1 daha net sonuclar
verecektir. Yapilan in vitro calismalarin in vivo testler ve klinik calismalar ile

desteklenmesi de oldukca énemlidir.

SONUC

Ileri klinik calismalarla desteklenmesi kosuluyla, calismamiz sonucunda
MRSA enfeksiyonlarinda teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun etkili bir
alternatif tedavi secenegi olabilecegini séyleyebiliriz. Antibiyotiklere direncli
bakteriyel enfeksiyonlarda bu tir antibiyotik kombinasyon calismalarinin
yapilmasi, klinisyenlere farkli tedavi secenekleri sunmakta, sag kalimin

artirilmasi ve 6lim oranlarinin azaltilmasina katk: saglamaktadir.

Yeni ilaglarin gelistirilmesi ve mevcut ilaclar ile yapilan kombinasyon
tedavilerinin etkinliginin arastirilmasi ne kadar o6nemli olsa da klinik
uygulamada akilci antibiyotik kullanimi, bakteriyel direncin énlenmesinde,
saglik hizmetinin en ust dlizeyde verilmesinde ve saglik harcamalarinin
azaltilmasinda en énemli rolti oynamaktadir (74). Ideal antibiyotik kullanimi
icin; dogru tani sonrasi dogru antibiyotik; etkin dozda, en uygun yoldan,
uygun sureyle ve optimum araliklarla verilmelidir. Hastanede yatan ve
ayaktan hastalarda antibiyotik kullaniminin yakin takibi, patojen
mikroorganizmalarin diren¢ oranlarinin izlenmesi ve CID olan MRSA gibi

bakterilerin kontrolli i¢in programlar gelistirilmesi 6nemlidir.

Sonuc¢ olarak, MRSA'larin etken oldugu toplum ve hastane kokenli
enfeksiyonlarin artis1 ve MRSA kokenlerinin bircok antibiyotige direncli
olmalari nedeniyle, bu bakteriler ile olusan enfeksiyonlarda akilci antibiyotik
kullanimina ve enfeksiyon kontrol oOnlemlerine dikkat edilmesi

gerekmektedir.
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