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Bu calismada metisiline direncli Staphylococcus aureus [methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA)] izolatlarinin teikoplanin ve fosfomisin antibiyotik duyarhliklarinin farkl yontemlerle belirlenmesi,
teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun dama tahtasi yontemiyle sinerjistik etkisinin arastirilmasi ve bir
izolatta her iki ilacin ayri ayri ve birlikte zamana bagli bakterisidal aktivitesinin tespit edilmesi amaglan-
mistir. Calismaya Goztepe Prof. Dr. Sileyman Yal¢in Sehir Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda cali-
silan klinik 6rneklerden izole edilen 45 adet MRSA izolati dahil edilmistir. izolatlarin teikoplanin minimal
inhibitér konsantrasyon (MiK) degeri sivi mikrodillisyon yéntemiyle, fosfomisin MiK degeri ise hem sivi
mikrodillisyon, hem de agar dillisyon yontemiyle belirlenmistir. Teikoplanin-fosfomisin kombinasyonu
dama tahtasi ydntemiyle calisilmis ve fraksiyonel inhibitér konsantrasyon indeksi (ZFiK) degerlerine gére
iki ilacin kombinasyon etkinligi belirlenmistir. Calisilan izolatlar arasindan rastgele secilen bir MRSA izo-
latinda zamana bagl 6ldiirme yontemiyle (time-kill) antibiyotik kombinasyonunun sinerjistik etkinligi ve
bakterisidal aktivitesi 24 saat suireyle arastirlmistir. Teikoplanin ve fosfomisin antibiyotik duyarhlik calis-
malari sonucunda tiim izolatlar Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi [European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)]'nin belirledigi duyarllik sinir degerlerine gore her iki
antibiyotige de duyarli bulunmustur. Dama tahtasi yéntemiyle caligilan 45 izolatin 22 (%49)’sinde siner-
jistik etki, 22 (%49)’sinde aditif etki ve birinde (%2) indiferans etki tespit edilmistir. Kirk bes izolatin ZFiK
ortalamasi 0.5 bulunmustur. Zamana bagl 8ldiirme ydntemi calisilan izolatin, antibiyotiklerin 1/8 MiK
konsantrasyonlarinin kombinasyon calismasinda 12. saat ve 24. saatte sinerjizm, 1/4 MiK konsantrasyon-
larinin kombinasyon calismasinda ise 6. saat, 12. saat ve 24. saatte sinerjizm tespit edilmistir. Calismada
antibiyotiklerin 1/4 MiK konsantrasyonlarinin kombinasyon calismasinda altinci saatte bakterisidal etki
tespit edilmis ve bu etkinin 12. saat ve 24. saatte kayboldugu gorilmistir. Yapilan testlerin sonucunda
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Cesitli Klinik Orneklerden Elde Edilen Metisiline Direngli Staphylococcus aureus izolatlarinda
Fosfomisin-Teikoplanin Kombinasyonunun Antibakteriyel Sinerjistik Etkinliginin Arastiriimasi

MRSA izolatlarinda in vitro olarak teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun antibakteriyel etkisinin yiik-
sek oranda sinerjiyle sonuclandigi goriilmustir. Antibiyotiklere direncli bakteriyel enfeksiyonlarda yapilan
bu tlr calismalar, klinisyenlere farkli tedavi secenekleri sunmakta ve sagkalimin artirimasina katki sagla-
maktadir. Bu calisma sonucunda, ileri klinik calismalarla desteklenmesi kosuluyla, MRSA suslarinin etken
oldugu toplum ve hastane kokenli enfeksiyonlarda, teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun etkili bir
alternatif tedavi secenegi olabilecegi sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: Metisiline direncli Staphylococcus aureus; teikoplanin, fosfomisin; in vitro sinerjizm.

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the detection of teicoplanin and fosfomycin antibiotic sus-
ceptibility of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains by different methods and to eval-
uate the antibacterial synergistic effect of teicoplanin-fosfomycin combination by using checkerboard
assay and time kill curve assay. Forty-five MRSA strains isolated from clinical samples in routine medical
microbiology laboratory of Goztepe Prof. Dr. Siileyman Yal¢in City Hospital were included in the study.
In the first stage of the combination study, minimum inhibitory concentrations (MIC) were investigated
by broth microdilution for teicoplanin and by both broth microdilution and agar dilution methods for
fosfomycin. The combination of teicoplanin and fosfomycin was tested by the checkerboard method in
45 MRSA strains and combination effect was determined according to fractional inhibitory concentration
index (ZFIC) calculation. The synergistic effect and bactericidal activity of antibiotic combination were
studied against a randomly selected strain from the strains used in the study by using time-kill method
for 24 hours. As a result of teicoplanin and fosfomycin antibiotic susceptibility studies, all isolates were
found to be susceptible to both antibiotics according to the susceptibility breakpoints determined by the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). A synergistic effect was found in
22 (49%), additive effect in 22 (49%) and indifferent effect in one (2%) of the 45 strains studied with the
checkerboard method. The mean ZFIC of 45 isolates was found to be 0.5. In the combination study of
the antibiotics of the isolate that was studied with time-kill method, synergism was detected for 1/8 MIC
concentrations at 12" hour and 24" hour and synergism at 1/4 MIC concentration at sixth hour, 12t
hour and 24" hour. In the combination study of 1/4 MIC concentrations of antibiotics, bactericidal effect
was detected at sixth hour and this effect was observed to disappear at 12" and 24" hours. High rate
of synergistic antibacterial effect of teicoplanin-fosfomycin combination on MRSA isolates was demon-
strated as a result of in vitro tests. Such studies conducted on antibiotic-resistant bacterial infections will
provide clinicians different treatment options and will contribute to increasing survival. As a result of this
study, provided that it is supported by future clinical studies, it can be stated that the teicoplanin-fosfo-
mycin combination may be an effective treatment option in community and hospital-acquired infections
caused by MRSA.

Keywords: Methicillin resistant Staphylococcus aureus; teicoplanin; fosfomycin; in vitro synergism.

GiRiS
Metisiline direncli Staphylococcus aureus [methicillin-resistant Staphylococcus aureus

(MRSA)] ilk tespit edildigi 1961 yilindan bugiine kadar hastane enfeksiyonlari etkenleri
arasinda en 6nemli morbidite ve mortalite nedenlerinden biri olmustur'.

Stafilokoklarda metisilin direnci, siklikla mecA ve nadiren mecC geni tarafindan kod-
lanan, yeni bir penisilin baglayan protein (PBP2a/PBP2c) sentezlenmesine baglidir. Et-
keni MRSA olan enfeksiyonlarda siklikla kullanilan glikopeptit grubu antibiyotikler, bak-
terilerin hiicre duvarini olusturan peptitlerin terminal D-ala-D-ala dizisine baglanarak
peptidoglikan olusumunu inhibe eder ve bakterinin hiicre duvar sentezini bozar?. Son
yillarda direncli gram-pozitif nozokomiyal patojenlerin cogalmasiyla glikopeptit grubu
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antibiyotiklerden vankomisin ve teikoplanin kullanimi artis gostermistir. Bu durum gliko-
peptit grubu antibiyotiklerin duyarliliklarinda azalmalara yol acmistir®. Bu nedenle MRSA
tedavisinde alternatif secenekler aranmaktadir. Yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi, uzun
ve maliyetli bir siire¢ gerektirdiginden eski antibiyotikler yeni endikasyonlarla yeniden
kullanilmaya baslanmistir®. Bu antibiyotiklerden biri olan fosfomisin, peptidoglikan sen-
tezinin fosfoenolpirtivat sentetaz iceren ilk basamagini inhibe ederek bakterilerin hiicre
duvari olusumunu engeller’. Fosfomisinin diger antibiyotiklerle kombine kullanimi hem
sinerjistik etkiye neden olabilmekte hem de bakterinin tedavi sirasinda fosfomisin direnci
gelistirme riskini azaltmaktadir®.

Bu calismada, Goztepe Prof. Dr. Stleyman Yal¢in Sehir Hastanesi Mikrobiyoloji Labo-
ratuvarina gelen klinik 6érneklerden izole edilen MRSA izolatlarinin teikoplanin ve fosfo-
misin antibiyotik duyarhliklarinin farkli yontemlerle belirlenmesi, teikoplanin-fosfomisin
kombinasyonunun dama tahtasi yontemiyle sinerjistik etkisinin arastirilmasi ve bir izo-
latta zamana bagh oldiirme yontemiyle antibiyotiklerin bakterisidal aktivitesinin tespit
edilmesi amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, S.B. istanbul Medeniyet Universitesi Géztepe Prof. Dr. Siileyman Yalcin
Sehir Hastanesi Klinik Arastirmalari Etik Kurulu (Tarih: 05.10.2022 ve Karar No: 583)
onay! ile gerceklestirildi.

Bakteri izolatlar

Calismaya 01.06.2021 ve 01.06.2022 tarihleri arasinda Goztepe Prof. Dr. Suleyman
Yalgin Sehir Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen klinik orneklerden enfeksi-
yon etkeni olarak izole edilmis toplam 45 adet MRSA izolati dahil edildi. Calismaya ayni
hastanin tekrarlayan numuneleri dahil edilmedi. Tim izolatlarin tanimlamasi matriks
ile desteklenmis lazer desorpsiyon iyonizasyon ucus zamani kiitle spektrometrisi [mat-
rix-assisted laser desorption/ionization-time of flight-mass spectrometry (MALDI-TOF
MS)] (VITEK MS, bioMérieux, Fransa) otomatize sistemi kullanilarak yapildi. Antibiyotik
duyarllik testleri VITEK 2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize sistemi ile Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi [European Committee on Antimicrobial Suscep-
tibility Testing (EUCAST)]'nin belirledigi duyarllik sinir degerlerine gore calisildi. VITEK
2 otomatize sisteminde sefoksitin tarama testi sonucu pozitif ¢ikan 6rneklerin metisilin
direnci Kirby-Bauer disk difizyon yontemiyle EUCAST sinir degerlerine gére dogrulandi.
Calismada kontrol susu olarak S.aureus ATCC 29213 ve E.coli ATCC 25922 kullanildi.

Kullanilan Antibiyotikler

Teikoplanin (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD) ve fosfomisin sodyum (Sigma-Aldrich,
St. Louis, ABD) toz halinde temin edildi. Antibiyotik ¢oziicli ve sulandirici olarak her iki
antibiyotik icin Klinik ve Laboratuvar Standartlar Enstitisi [Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI)] onerileri dogrultusunda steril distile su kullanildi. Hazirlanan stok
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antibiyotik cozeltileri her bir calisma icin gereken miktarlarda hazirlanarak steril mikro-
santrifuj tiplerine aktarihp calisma giintine kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

Agar Diliisyon

EUCAST onerilerine gére MRSA izolatlarinin fosfomisin MiK degerleri, referans yon-
tem olan agar diliisyon yéntemiyle calisildi’. Belirlenen fosfomisin diliisyon araliginda
bir adet de Greme kontrolli hesaplanarak 14 cm capinda toplam 11 steril petri plagi 50
kareye boliuinerek numaralandirildi. Fosfomisin stok ¢ozeltilerinden her biri toplamda 5
ml olacak sekilde 640-1.25 mg/L araliginda 10 antibiyotik dilisyon ¢ozeltisi steril falkon
tipler icerisinde hazirlandi. Her bir antibiyotik dilisyonu icin 25 mg/L glukoz-6-fosfat
(G-6-P) ilave edilmis Mueller-Hinton agar (MHA)'dan 45 ml eklenerek toplam hacim 50
ml’ye tamamlandi ve antibiyotik ¢ozeltileri 1/10 oraninda seyreltilerek son konsantras-
yon (0.125 mg/L-64 mg/L) elde edildi. Antibiyotik icermeyen petri icin hazirlanan tiipe
ise 50 ml MHA konuldu. 107 cfu/mL konsantrasyonunda hazirlanan bakteri siispansiyon-
lari 2 uL eklenerek son bakteri konsantrasyonu 10* cfu/mL olacak sekilde ekim yapildi.
Oda sicakhginda inokiilum alanlari kuruduktan sonra petriler 35 + 2 °C etiivde 18-24 saat
inklibasyona birakildi.

Sivi Mikrodiliisyon ve Dama Tahtasi Yontemi

Calismada kullanilan MRSA izolatlarinin teikoplanin MiK degerleri, antimikrobiyal du-
yarliigin belirlenmesinde altin standart olarak kabul edilen sivi mikrodilisyon yontemiyle
belirlendi. Dama tahtasi yontemiyle sinerji arastirmasi yapilacag icin calisilacak izolatlarin
fosfomisin MIK degerleri agar diliisyon yénteminin yani sira 25 mg/L G-6-P ile destek-
lenmis katyon ayarli Mueller-Hinton sivi besiyeri (KAMHB) kullanilarak sivi mikrodiltisyon
testiyle de calisildi. Sivi mikrodiliisyon testinde teikoplanin MIK degerleri 0.03 mg/L ve
16 mg/L, fosfomisin MIK degerleri 0.125 mg/L ve 64 mg/L araliginda calisildi ve tespit
edilen MIK degerleri esas alinarak antibiyotiklerin dama tahtasi testi icin kullanilacak MiK
degerleri belirlendi. Teikoplanin konsantrasyonu 32 pg/mL, fosfomisin konsantrasyonlari
ise 0.5 pg/mL - 32 yg/mL arahginda yedi dilisyon olarak hazirlandi. Calisma sirasin-
da antibiyotik stok cozeltileri G-6-P ile desteklenmis KAMHB kullanilarak seyreltildi ve
boylece kuyucuklarda fosfomisin icin istenen 25 mg/L G-6-P konsantrasyonu saglanmis
oldu. Kuyucuklarda antibiyotik ¢ozeltilerinden 50 pL eklendi. Besiyeri kontrol kuyucu-
gu disindaki tim kuyucuklara bakteri stispansiyonu konularak her kuyucukta 5 x 10°
cfu/mL konsantrasyonda bakteri inokiilumu saglandi. Mikroplaklar 35 + 2 °C’da 18-24
saat inklbe edildi.

inkiibasyon sonunda mikroplaklarda iireme olmayan tiim kuyucuklar taranip not
edildi. Bu kuyucuklarda bulunan her iki ilacin fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu (FiK)
degerleri, ilaclardan birinin kombinasyondaki MiK degerinin, tek basina sahip oldugu
MIK degerine bélinmesiyle elde edildi. FIK degerleri toplanarak fraksiyonel inhibitor
konsantrasyonu indeksi (ZFiK) degerlerine ulasildi. Mikroplakta tespit edilen en diisiik
2FiK degeri degerlendirmeye alinip kaydedildi.
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Kombinasyonun etkinligi ZFiK degeri < 0.5 ise sinerjizm, 0.5 ve 1 arasinda ise aditif,
1 ve 4 arasinda veya 1’e ve 4’e esitse indiferans, > 4 antagonizm olarak degerlendirildi®.

Zamana Bagh Oldiirme Testi

Zamana bagl oldirme testi (time-kill yontemi) icin dama tahtasi yontemiyle siner-
jizm gosteren izolatlardan rastgele biri secildi. Bu izolatin dama tahtasi yonteminde si-
nerjizm gortilen kombinasyondaki antibiyotik konsantrasyonlari belirlenerek her bir ilag
icin MiK/4 ve MiK/8 konsantrasyonlari test edildi. Testte 6rnekleme zaman noktalari 0.,
3., 6., 12. ve 24. saatler olarak belirlendi.

Zamana bagli 6ldirme yonteminde test edilecek antibiyotik konsantrasyonlarinin
100 kati olacak sekilde her birinden 1 ml hazirlandi. 100 ml hazirlanan KAMHB besiyeri
icin 2.5 mg G-6-P tartildi. KAMHB besiyerinden ayrilan 20 ml icinde G-6-P ¢ozilip,
membran filtreden gecirilerek besiyerine eklendi. Tekil antibiyotik calisilacak steril tiplere
9.9 ml, kombinasyon calisilacak tiiplere 9.8 ml, sterilite ve tGreme kontrolli yapilacak
tiplere ise T0 ml KAMHB konuldu. Sterilite ve tGreme kontrol tlpleri haricindeki diger
tliplere hazirlanan antibiyotik ¢ozeltilerinden 0.1’er ml eklendi. Sterilite kontrol tiipi ha-
ricindeki diger tiiplere hazirlanan bakteri stispansiyonu eklenerek tiiplerde istenen son
bakteri konsantrasyonu (5 x 10° cfu/mL) sagland. Tiipler érnekleme zaman noktalarinda
cikarilmak iizere 35 + 2 °C etiivde inkiibasyona alindi. Ornekleme zaman noktalarinda
tiplerden 0.1 ml 6rnek alinarak alti kat seri diliisyon uygulandi ve her diliisyondan 0.1 ml
alinarak numaralandirilmig petrilere ekim yapildi. Petriler 24 saat sonra degerlendirilmek
Uzere 35 * 2 °C etlivde inklibasyona alindi.

inkiibasyon siiresi sonunda petriler incelendiginde 30-300 arasi koloni sayisi bulunan
petriler tespit edilerek koloni sayilari, test edilen antibiyotik konsantrasyonu ve 6rnek-
leme zaman noktalariyla birlikte kaydedildi. Koloni sayilari, ekim yapilirken uygulanan
dilisyonlarin katsayisiyla carpilarak mililitredeki cfu sayisi hesaplandi. Zamana bagh ol-
dirme grafigi cizilebilmesi icin hesaplanan sayinin 10 tabaninda logaritmasi alindi.

Zamana bagl oldirme testi sonuclari yorumlamasinda, sinerjizm en etkili bulunan
ajana kiyasla uygulanan kombinasyonla canli koloni sayisindaki > 2-log, , cfu/mL azalma,
antagonizm en etkili bulunan ajana kiyasla uygulanan kombinasyonla canli koloni sayi-
sindaki > 2-log, ; cfu/mL artma ve bakterisidal etkinlik baslangi¢ inokilumuna gére canl
bakteri sayisindaki > 3-log,  cfu/mL azalma olmasi seklinde tanimlandi®.

BULGULAR

Bu calismada kullanilan 45 adet MRSA izolatinin 20 (%45)'si kan, 10 (%22)'u yara,
besi (%11) trakeal aspirat, dordi (%9) balgam, ikisi (%5) aspirat sivisi, biri (%2) eklem
sivisi, biri (%2) bronkoalveolar lavaj, biri (%2) nazofarenks ve biri (%2) burun kiltirin-
den izole edilmistir.
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Agar diltisyon ve sivi mikrodilisyon yontemleri caligilan 45 MRSA izolatinin fosfomisin
ve teikoplanin MiK sonuclar EUCAST v.13.1 kriterlerine gére degerlendirilerek fosfomisin
MIK < 32 mg/L ve teikoplanin MiK < 2 mg/L olan degerler duyarli olarak yorumlanmistir.
45 izolatin fosfomisin MiK degerleri 1 mg/L ve 16 mg/L, teikoplanin MIK degerleri ise
0.125 mg/L ve 1 mg/L araliginda bulunmustur. Fosfomisin MiK degerlerinin calisildigi
sivi mikrodillisyon testinin referans yontem olan agar dillisyon testi ile kategorik uyum
orani %7100 olarak tespit edilmistir.

Dama tahtasi yontemiyle teikoplanin-fosfomisin kombinasyon calismasi sonucu 22
izolatta (%49) sinerjistik etki (2Fik= 0.18-0.5), 22 izolatta (%49) aditif etki (ZFik= 0.5-1)
ve birinde (%2) indiferans etki (ZFiK= 1) tespit edilmistir. 45 MRSA izolatinin ZFiK ortala-
masi 0.5 bulunmustur. Calismada antagonistik etki tespit edilmemistir.

Zamana bagh oldiirme testi calisilan izolatin 1/8 MK teikoplanin + 1/8 MiK fosfo-
misin (0.06 mg/L teikoplanin ve 0.5 mg/L fosfomisin) kombinasyonu incelendiginde en
etkili ajana kiyasla canli bakteri sayisinin log, , tabanindaki farkinin ikinin tzerinde oldugu
12. ve 24. saatte sinerjizm ve 1/4 MIK teikoplanin + 1/4 MIK fosfomisin (0.12 mg/L tei-
koplanin ve 1T mg/L fosfomisin) kombinasyonu incelendiginde ise 6. saat, 12. saat ve 24.
saatte sinerjizm tespit edilmistir.

1/4 MIK teikoplanin + 1/4 MiK fosfomisin kombinasyonunda baslangic inokiilumuna
gore canl bakteri sayisinin log, , tabanindaki farkinin t¢tin tzerinde oldugu 6. saatte
bakterisidal etkinlik oldugu, 12. saat ve 24. saatte ise bakterisidal etkinin kayboldugu go-
rilmistir. Zamana bagl 6ldiirme testi sonucunda koloni sayisindaki degisim Tablo I'de,
calisilan izolatin zamana bagl 6ldirme grafigi ise Sekil 1’de verilmistir.

Tablo 1. Calisilan MRSA izolatinin Zamana Bagh Oldiirme Testinde Degerlendirme Saatlerindeki Canli
Koloni Sayisi (log, ,)
log,, 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
TEC: Teikoplanin, FOS: Fosfomisin, *: Sinerji, *: Bakterisidal etki.
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Zamana bagl oldiirme grafigi

===1/8 MiK TEC === 1/8 MIK FOS ===1/8 MiK TEC+1/8 MiK FOS
1/4 MIK TEC === 1/4 MiK FOS === 1/4 MiK TEC+1/4 MiK FOS

=== UREME KONTROL === STERILITE KONTROL
1

-
o

log, , canli koloni sayisi (CFU/ML)

N W A U0 O N 0 O

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

Sekil 1. Calisilan MRSA izolatinda antibiyotiklerin ve antibiyotik kombinas-
yonlarinin 1/4x MIK ve 1/8x MIK dederleri icin zamana bagl 6ldiirme testi
sonuglari.

TARTISMA

MRSA enfeksiyonlarindaki en énemli sorun cogul antibiyotik direncidir®. Vankomisin
ve teikoplanin, beta-laktamlara direncli gram-pozitif mikroorganizmalarin neden oldu-
gu enfeksiyonlarin tedavisinde gliniimiizde kullanilan glikopeptitlerdir. Glikopeptitlerin
artan kullanimi, vankomisine orta duyarl S.aureus (VISA), vankomisine direncli S.aureus
[vancomycin-resistant Staphylococcus aureus (VRSA)] ve vankomisine heterojen direncli
S.aureus [heterogeneous vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus (hVISA)] sus-
larinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu suslar, ciddi MRSA enfeksiyonlarinda gliko-
peptit kullanimiyla tedavi basarisizliklarina neden olmustur?.

MRSA enfeksiyonlarinda kullanilabilecek yeni antibiyotik sayisinin az olmasi, mevcut
antibiyotik kombinasyonlarinin degerlendirilmesini gerektirmektedir. MRSA suslarinda
yapilan antibiyotik sinerji calismalarina érnek olarak, Cokga ve arkadaslar'® dama tahtasi
mikrodillisyon yontemiyle MSSA suslarinda vankomisin-amikasin ve vankomisin-siprof-
loksasin kombinasyonlarini, MRSA suslarinda ise vankomisin-imipenem kombinasyonu-
nu sinerjistik etkili bulmustur. Vankomisin-rifampisin kombinasyonunun ise hem MSSA
hem MRSA suslarinda indiferans etkili oldugu tespit edilmistir.

Aktas ve arkadaslari'’ 25 MRSA susunda daptomisinin; fosfomisin, gentamisin, fu-
sidik asit ve rifampisin ile kombinasyonlarinin in vitro aktivitesini dama tahtasi yonte-
miyle arastirmis ve sirasiyla %100, %68, %16 ve %12 sinerjistik etkilesim bulmustur.
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Bu calisma ile caismamizda ortak antibiyotik olan fosfomisinin daptomisinle kombinas-
yonunun MRSA suslarinda %7100 sinerjistik etki gostermesi dikkat cekmektedir.

MRSA tedavisinde kombine antibiyoterapiyle ilgili veriler, in vitro deneylerin yapildi-
g1 calismalar disinda klinik arastirmalardan da elde edilmektedir. Sipahi ve arkadaslar'?
tarafindan bildirilen MRSA’ya bagh gelisen beyin apsesi olgusunda moksifloksasin-van-
komisin ve vankomisin-rifampin kombine tedavisinden yanit alinamamis ancak linezolid-
rifampin kombinasyon tedavisinden yanit alinmuistir.

Fosfomisin, diinya genelinde degisen uygulama endikasyonlarina sahip eski bir an-
tibiyotiktir. MRSA ve genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) gibi farmakoterapiyi
engelleyen bakteri suslarinin yakin zamanda ortaya ¢ikmasi, fosfomisin gibi uzun stredir
kullanilan antimikrobiyal ajanlarin yeniden klinik kullanima girmesine neden olmustur'?.
Fosfomisin, diger antibiyotik siniflarina capraz diren¢ gostermemektedir. Bu nedenle,
diger antibiyotiklerle kombinasyonu, direncli bakterilere karsi potansiyel olarak sinerji
gosterebilmektedir'®. intravendz kullanilan fosfomisinin S.aureus’a karsi antibakteriyel
etkisinin ve farmakodinamik indeksinin arastirildigi bir calismada ¢ MSSA ve iki MRSA
susu kullanilmigtir’>. Bu calisma sonucunda elde edilen farmakodinamik parametrelere
(Cmax/MiK, AUC/MIK) gore fosfomisinin S.aureus enfeksiyonlarinda iyi bir terapotik sece-
nek olabilecegi bildirilmistir. Bunun disinda fosfomisinin S.aureus’un fagositler tarafindan
fagosite edilmesini ve hidroksil radikallerini indiikleyerek hiicre digi ve hiicre ici 6ldurl-
mesini artirdigini bildiren calismalar da mevcuttur'®.

Fosfomisin iceren antibiyotik kombinasyon calismalarina érnek olarak Grif ve arka-
daslar’” 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
incelemigtir. Bu kombinasyonlarin timuinde en yaygin etki sinerjistik etki (%78) olarak
bulunmustur. Bu calismaya benzer olarak Kussmann ve arkadaslari'® bes MRSA ve bes
MSSA susunda fosfomisin-sefazolin kombinasyon tedavisini in vivo olarak Galleria mello-
nella modeliyle, in vitro olarak ise dama tahtasi yontemiyle test etmis ve her iki yontemde
de tiim suslarda sinerijistik etki tespit etmistir. Bu calismalardaki veriler, diger antistafiloko-
kal antimikrobiyallerle kombinasyon halinde kullanilan fosfomisinin 6nemli bir potansiyel
antimikrobiyal ajan oldugunu gostermistir.

Antibiyotik kombinasyonlarinin sinerjistik etkinliginin arastinldigi cahismalarda dama
tahtasi yontemi disinda bakterisidal etkinin degerlendirilebildigi zamana bagl oldiirme
deneyleri de yapilmaktadir. Bu deneylerde sinerjistik etkinligin degerlendirilebilmesi icin
kullanilan antibiyotiklerin konsantrasyonlari ve 6rnekleme zaman noktalariyla ilgili aras-
tirmacilar farkli yontemler kullanmaktadir. Bu durum testin standart bir uygulamasinin
ve degerlendirmesinin olmamasindan kaynaklanmaktadir. Chen ve arkadaslan'® sekiz
S.aureus izolatinda linezolidin tek basina ve fosfomisin ile kombinasyonunun antibak-
teriyel etkisini dama tahtasi ve zamana bagh oldiirme deneyleri ile arastirmis, sekiz sus
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icin de sinerjistik etki tespit etmistir. Coronado ve arkadaslari?® ise iki MRSA ve iki MSSA
susunda zamana bagh 6ldirme yontemiyle daptomisin-fosfomisin antibiyotik kombinas-
yonunun antimikrobiyal aktiviteyi artirdigini gostermistir.

MRSA enfeksiyonlarinin glikopeptit antibiyotiklerle tedavisi siirecinde MiK degerle-
rinde artis ve direnc gelisimi goriilebilmektedir. Zheng ve arkadaslari?! iki MRSA ve iki
hVISA izolatinda 28 glin boyunca in vitro olarak tek basina vankomisinin ve vankomisinle
sirastyla sefazolin, fosfomisin, gentamisin, meropenem, rifampin ve piperasilin kombi-
nasyonlarinin vankomisin MiK degerlerine ve hiicre duvar kalinligina etkisini test etmistir.
Bu calismada yalniz vankomisin ve beta-laktam antibiyotik kombinasyonlarinin tedavi
sirasinda vankomisin MIK artislarini énledigi ve hiicre duvar kalinhgini énemli élciide
azalttigi tespit edilmistir. Tek basina vankomisin kullanimi ve beta-laktam icermeyen
kombinasyonlarin kullaniminda ise tedavinin 2 - 4. haftalar sirasinda vankomisin MiK
degerlerinde ve hiicre duvar kalinliginda artis goralmustir.

Biyofilm olusumunun antibiyotiklere direncli bir durum olusturmasindan dolay! an-
tibiyotik kombinasyonlarinin S.aureus’un olusturdugu biyofilme etkisini dlcen calismalar
da yapilmaktadir. Tang ve arkadaslari?? planktonik ve biyofilme gémiilii MRSA ve MSSA
suglarinda rifampisin ve fosfomisinin; fusidik asit, linezolid, vankomisin, teikoplanin,
minosiklin ve tigesiklinle yapilan kombinasyonlarinin etkinligini incelemistir. Linezolid,
minosiklin, vankomisin veya teikoplanin ile birlestirilen fosfomisin, kontrol grubuyla kar-
silastinldiginda gelismis antibakteriyel aktiviteler sergilemis ve rifampisin kombinasyon-
larindan daha iyi performans gostermistir. Bu ¢alisma fosfomisinle yapilan antibakteriyel
kombinasyon tedavilerinin MRSA ve MSSA nedenli kateterle iligkili enfeksiyonlarda veya
protez eklem enfeksiyonlarinda terapotik avantajlar saglayabilecegini gostermistir.

in vivo ortamdaki biyofilmler {izerinde de antibiyotik kombinasyon calismalari yapil-
maktadir. Bunlardan biri Shi ve arkadaslarinin?® bir sicanin karboksimetil seliiloz kesesin-
de MRSA'nin olusturdugu biyofilm modelinde vankomisin-fosfomisin kombinasyonunun
bakterisidal etkisini gosterdikleri cahismadir. Bu calismada kombinasyon tedavisinin bi-
yofilme gomili MRSA Uizerinde sinerjistik olarak bakterisidal etkili oldugu bulunmustur.

Garrigos ve arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada?* MRSA susuyla olusturulmus
yabanci cisim enfeksiyonu modelinde daptomisin-rifampin kombinasyonu ile fosfomisi-
nin ayr ayri daptomisin, imipenem ve rifampinle olan kombinasyonlar karsilastirilmis;
daptomisin-rifampin kombinasyonunun MRSA yabanci cisim enfeksiyonlarina karsi en
etkili tedavi oldugu ancak yiiksek doz daptomisin veya rifampin ile fosfomisin kombinas-
yonlarinin da bu ortamda etkili alternatif tedaviler oldugu bildirilmistir.

Calismada test ettigimiz teikoplanin ve fosfomisin antibiyotik kombinasyonu, Lee ve
arkadaslan® tarafindan bildirilen klinik bir olguda hasta tedavisinde kullanilmis ve iyilesme
saglanmistir. Bildirilen olguda 85 yasindaki kadin hastanin vankomisin veya teikoplanin
monoterapisine ragmen diizelme olmayan osteomiyelite bagli MRSA bakteriyemisi, tei-
koplanin-fosfomisin kombinasyon tedavisiyle iyilesme gostermistir.
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Calismamizda MRSA enfeksiyonlarinda yaygin kullanimi olan teikoplanin ile eski bir
antibiyotik olan fosfomisinin in vitro kombinasyonunun etkinligi arastirimis ve dama
tahtasi yonteminde 45 MRSA izolatinin 44’Gnde sinerjizm veya aditif etki gorulmdastar.
Zamana bagli 6ldiirme yéntemiyle calistigimiz izolatta ise 1/8 MK teikoplanin + 1/8 MiK
fosfomisin ve 1/4 MK teikoplanin + 1/4 MiK fosfomisin kombinasyonlarinda sinerjizm
tespit edilmistir. Bu sonug izolatin dama tahtasi testi sonuclariyla tutarlilik gosterdigin-
den, zamana bagl 6ldiirme yontemiyle dama tahtasi testinin sonuclari uyumlu olarak
degerlendirilmistir. Ayrica zamana bagh 6ldiirme yénteminde antibiyotiklerin 1/4 MIK
kombinasyonlarinin calisildigi testin 6. saatinde bakterisidal etki tespit edilmis olmasi da
onemli bir bulgudur. Bu calismanin zayif taraflan olarak, molekiler yontemlerle izolatla-
rin mecA ve mecC varhginin arastirilamamis olmasi, calismada teikoplanin veya fosfomi-
sine direncli izolat bulunmamasi, zamana bagl 6ldirme yontemiyle fazla sayida izolat
calisilamamasi ve yalnizca bir antibiyotik kombinasyonunun test edilmis olmasi sayilabi-
lir. Bunlarin disinda antibiyotik kombinasyon deneyleri, sonuclari yorumlamada ¢ikacak
zorluklardan dolayi fosfomisin icin referans yontem olan agar dillisyon yontemiyle ca-
hsilamamis, 25 mg/L G-6-P iceren KAMHB ile hazirlanan dama tahtasi yontemiyle test
edilmistir. Benzer calismalarda da bu sekilde uygulandigi gérilmiistir''/17/18,

ileri klinik calismalarla desteklenmesi kosuluyla, bu calisma sonucunda MRSA enfeksi-
yonlarinda teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun etkili bir alternatif tedavi secenegi
olabilecegi soylenebilir. Antibiyotiklere direncli bakteriyel enfeksiyonlarda bu tur antibi-
yotik kombinasyon calismalarinin yapilmasi, klinisyenlere farkli tedavi secenekleri sun-
makta, sagkalimin artirnlmasi ve 6lim oranlarinin azaltiimasina katki saglamaktadir.

Sonug olarak, MRSA suslarinin etken oldugu toplum ve hastane kokenli enfeksiyonla-
rin artigi ve MRSA kokenlerinin bircok antibiyotige direncli olmalari nedeniyle, bu bakte-
rilerle olusan enfeksiyonlarda akilci antibiyotik kullanimina ve enfeksiyon kontrol 6nlem-
lerine dikkat edilmesi gerekmektedir.
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