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Giris: Genis spektrumlu aktivitesi ve giivenlik profili nedeniyle fosfomisin, komplike olmayan idrar yolu infeksiyonlarinin tedavisinde
siklikla birinci basamak antibiyotik olarak kullanilir. Ayrica merkezi sinir sistemi, kemik ve eklemler, akciger, yumusak doku infeksiyonlari
gibi cesitli infeksiyonlarda ve sepsiste de tedavi seceneklerinden biridir. Escherichia coli bu tiir infeksiyonlarda da siklikla etken olarak
karsimiza ¢ikmaktadir ve toplumdan kazanilmis driner sistem infeksiyonlarinin %80 den fazlasindan sorumludur. Fosfomisin etkinligini
degerlendirmek icin hizli ve kolay uygulanabilir bir testin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu ¢alismanin amaci klinik izolatlardan elde edil-
mis E. coli izolatlarinda fosfomisin duyarliliginin cesitli yéntemlerle saptanmasi, bu yéntemlerin kullanim kolaylidi, duyarlilik, 6zgdilliik
agisindan degerlendirilmesidir.

Materyal ve Metod: Calismaya Kasim 2020-Nisan 2021 tarihleri arasinda kliniklerden génderilen cesitli kiilttirlerinden elde edilen 175
E. coli izolati dahil edilmistir. izolatlarin fosfomisin duyarliliklarinin saptanmasinda agar diliisyon, disk difiizyon yéntemi, fosfomisin
diskleri ile tiipte makrodiltisyon yéntemi ve hizli fosfomisin/E. coli NP testi kullaniimistir.

Bulgular: E. coli izolatlarinin 169 (%97)u agar diliisyon ile, 165 (%94)’i disk diftizyon test (DDT) ile, 165 (%94)’i fosfomisin diskleri
kullanarak tiipte makrodiltisyon yéntemiyle, 167 (%95)’i hizli fosfomisin/E. coli NP testi ile fosfomisin duyarli olarak saptanmistir. Agar
diliisyon ile MIK 0= THg/mL, MiK90= 32ug/mL olarak tespit edilmistir. Agar diltisyon referans yéntem olarak ele alindiginda; DDT,
fosfomisin diskleri kullanarak tiipte makrodiliisyon yéntemi, hizli fosfomisin/E. coli NP testinin duyarlilik ve ézgdilliikleri sirasiyla %100
ve %98.8, %100 ve %97.6, %100 ve %97.6'dir.

Sonug: Fosfomisin kullanimi arttikca, duyarlilik testleriyle ilgili calismalarin artmasi beklenmektedir. Aktivitesine iliskin ¢ok ¢esitli rapora
ragmen, fosfomisinin daha genis klinik kullanimi, duyarlilik testlerinin yapilmasindaki zorluk nedeniyle engellenmektedir. Laboratuvarlar
hizh, kolay uygulanabilir ve degerlendirebilir antimikrobiyal duyarlilik testlerine ihtiya¢ duymaktadir. Bu anlamda altin standart yéntem
olan agar diliisyon rutin laboratuvar uygulamalari icin ¢ok gecerli bir secenek olmamaktadir. Disk difiizyon test rutinde daha uygulana-
bilir bir test olmakla birlikte hizli fosfomisin/E. coli NP testi gerek hizi, gerek kolay uygulanabilirligi bakimindan gelecek vadetmektedir.
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ABSTRACT
Determination of Fosfomycin Susceptibility in Escherichia coli Isolates by Various Methods

Duygu OCAL', Ayse Hande TURK!, Elif Sude LALE?, Zisan BAYANSAR?, Zeynep MARGUN?, Cansu NAMLI,
Zeynep RIFAIOGLU?, Omer Can YUCELZ, Beyza DOGANAY ERDOGAN3

! Department of Clinic Microbiology, Ankara University Faculty of Medicine, Ankara, Turkey
2 4th Semester Students, Ankara University Faculty of Medicine, Ankara, Turkey
3 Department of Biostatistics, Ankara University Faculty of Medicine, Ankara, Turkey

Introduction: Because of its broad-spectrum activity and its safety profile, fosfomycin is often used as a first-line antibiotic for treating
uncomplicated urinary tract infections. It is also one of the treatment options in various infections such as central nervous system, bone
and joints, lung, soft tissue infections and sepsis. Escherichia coli is frequently encountered as a causative agent in such infections and
is responsible for more than 80% of community-acquired urinary tract infections. There is a need to develop a fast and easily applicable
test to evaluate the efficacy of fosfomycin. The aim of this study is to determine the susceptibility of fosfomycin in Escherichia coli isolates
obtained from clinical isolates by various methods and to evaluate these methods in terms of ease of use, sensitivity, and specificity.

Materials and Methods: A total 175 E. coli isolates obtained from various cultures sent from clinics between November 2020 and April
2021 were included in the study. Agar dilution, disc diffusion method, in-tube macrodilution method with fosfomycin discs and rapid
fosfomycin/E. coli NP test was used for determining fosfomycin susceptibility of isolates.

Results: 169 (97%) of E. coli isolates were by agar dilution, 165 (94%) by disc diffusion test (DDT), 165 (94%) by macrodilution tube
using fosfomycin discs, 167 (95%) fast fosfomycin/E. coli NP test was found to be susceptible to fosfomycin. With agar dilution, MIC =
Tug/mL, MICy,= 32ug/mL were determined. Considering the agar dilution as a reference method; the sensitivity and specificity of
the DDT, macrodilution tube method using fosfomycin discs, rapid fosfomycin/E. coli test were 100% and 98.8%, 100% and 97.6%,
100% and 97.6%, respectively.

Conclusion: As fosfomycin use increases, the demand for susceptibility testing of this agent is expected to rise. Despite numerous
reports of its activity, broader clinical use of fosfomycin is hindered by the difficulty in performing susceptibility testing. Therefore, it is
imperative to implement the best method to deliver reliable results in a timely manner. Laboratories need rapid, easily applicable and
evaluable antimicrobial susceptibility tests. In this sense, the gold-standard method of agar dilution is not a valid option for many
clinical laboratories. Although DDT is a more applicable test routinely, rapid fosfomycin/E. coli NP test is promising both in terms of
speed and ease of application

Key Words: Fosfomycin; Escherichia coli; Susceptibility testing; Agar dilution

GIRIS
CokKlu ilaca direncli patojenlerin yayilmasi, bun-
larin sebep oldugu infeksiyonlarin tedavisini cok

zor bir hale getirmistir ve bu infeksiyonlarda kul-
lanilan antibiyotik tedavisinin yeniden diizenlenme-

niyle uygun infeksiyonlarda tercih edilebilecek bir
ajan olarak karsimiza clkmaktadlrm. Fosfomisin
merkezi sinir sistemi, kemik ve eklemler, akciger,
yumusak doku infeksiyonlari, sepsis, akut piyelo-
nefrit ve komplike iiriner sistem infeksiyonlarinin

sini gerekli kilmistir. Sonuc¢ olarak fosfomisin gibi
eski antibiyotiklere yonelim olmustur. Fosfomisin
bakterisidal etkili, diistik molekiiler agirhga sahip,
hiicre duvar sentezini inhibe eden, genis spektru-
ma sahip bir antibiyotiktir. Fosfomisinin oral ve
intravenoz formunun olmasi, oral formunun tek
doz olarak kullanilabilmesi ve buna bagh olarak
hasta uyumunun iyi olmasi, diger antimikrobiyal
ajanlarla capraz direncin az olmasi, su an icin cok
yiiksek olmayan diren¢ oranlari, tolerabilitesinin
yiiksek olmasi, yan etkilerinin az olmasi nede-

(USE) tedavisinde kullanilmaktadir2-3],

Enterobacterales ailesinin {iyelerinden biri olan
Escherichia coli cesitli infeksiyonlarda siklikla et-
ken olarak karsimiza cikmaktadir ve kan Kkiiltiirii
ornekleri, apse ve doku, idrar gibi ©rneklerden
siklikla izole edilmektedir®®. E. coli toplumdan
kazanilmis USE’lerin %80’den fazlasindan sorum-
ludur. USE %12.9 prevalans: ile hastane kaynakl
infeksiyonlar arasinda da dordiincii sirada yer
almakta ve {icteikisi kateterlerle iliskilendirilmekte-
dirll- 78l E. col, genis spektrumlu B-laktamazlarin
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(ESBL’ler) iiretimiyle sefalosporinlere karst artan
bir diren¢ oram sergiler, ancak siklikla fosfomisine
duyarh kalir®. Bununla birlikte, gliniimiizde diisiik
olan E. colideki fosfomisin direnc orani, artan
klinik kullanim sonucunda artabilir.

Fosfomisin, toplumdaki USE icin ampirik bir
tedavi olarak kullanildigindan ve ayrica ciddi infek-
sivonlar icin de siklikla kullanilmaya baslandigin-
dan, etkinligini degerlendirmek icin degerlendirimi
kolay ve hizh testlere ihtiyac vardir19- 111 Euro-
pean Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) ve Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI) tarafindan antimikrobiyal
duyarliiginin saptanmasinda agar diliisyon ve disk
difiizgon testi (DDT) onaylanmustir. Fosfomisin
duyarliigimin  belirlenmesinde  kullanilan  standart
referans teknigi, 18 + 2 saat siire gerektiren
ve rutinde uygulamasi zor bir teknik olan agar
dilisyonuna dayarlmaktadlr[lz’w]. Disk difiizyon ve
gradyent test yontemi gibi antimikrobiyal duyarh-
ik saptanmasinda rutinde sikhikla kullanilan diger
teknikler de kullanilabilir, ancak bu yontemlerin
de sonu¢ verme siiresi icin de en az 18 saat
gerekmektedir. Hizh fosfomisin/E. coli NP testi;
minimum  inhibitér konsantrasyon (MIK) degerini
vermeyen, sadece duyarli/direncli olarak sonuc
veren, kolay, hizli (yaklasik iki saat) ve karbon-
hidrat hidrolizine dayah bir yb'ntemdir[141. Diskle-
rin kullanildigi tiipte makrodiliisyon yontemi agar
diliisyon yontemine gore daha kolay bir yontem
olmakla birlikte inkiibasyon icin yine 18-24 saat
gereksinim olmaktadir.

Bu calismanin amaci Klinik izolatlardan elde
edilmis E. coli izolatlarinda fosfomisin duyarliligi-
nin cesitli yontemlerle saptanmasi; bu yontemlerin
duyarhlik, ozgiilliik, hiz ve kullanici dostu olmalari
yoniinden degerlendirilmesi; sonuclarin rutin labo-
ratuvar uygulamalarina katkida bulunmasidir.

MATERYAL ve METOD

I. izolatlarin Elde Edilmesi ve
Tanimlanmasi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Has-
tanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Kasim
2020-Nisan 2021 tarihleri arasinda Kliniklerden
gonderilen cesitli kiiltiirlerden elde edilen 175 E.
coli izolati calismaya dahil edilmistir.

II. Fosfomisin Duyarliliginin Arastirilmasi

a. Agar Diliisyon Yontemiyle
Fosfomisin Minimum Inhibitor
Konsantrasyon Degerinin Saptanmasi

Fosfomisin duyarliliginin saptanmasinda refe-
rans yontem olarak agar diliisyon yontemi kul-
lanilmistir12:13]. Fosfomisin  toz antibiyotigi (Sig-
ma-Aldrich, ABD) kullanilarak, calisilacak diliisyon
araliklarina gore farkh konsantrasyonlarda fosfomi-
sin soliisyonu hazirlanmistir. Mueller Hinton Agar
besiyerine son konsantrasyonu 25 mg/L olacak
sekilde glukoz-6-fosfat eklenmistir. Her bir plaga
1 kisim fosfomisin soliisyonu, 9 kisim erimis
agar konularak, seri diliisyonlar halinde fosfomisin
agar besiyeri hazirlanmustir. Besiyerlerinde bulunan
fosfomisin miktar1 sirasiyla 128 pg/ml, 64 pg/
ml, 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL,
2 pg/mL, 1 pg/mlL, 0.5 pg/mL ve 0.25 pg/
mL olacaktir.

Cesitli klinik orneklerden elde edilmis ve stok
halinde gliserollii buyyon icinde saklanmis E. coli
tirleri kanh agar besiyerine ekim yapilmistir. Bak-
terilerin taze Kkiiltiirlerinden 0.5 McFarland (1 x
108) standardinda bakteri soliisyonu hazirlanmis,
son bakteri stispansivonu 10% cfu kob/mL olacak
sekilde sulandirim islemi yapilmis ve hazirlanan
stispansiyondan agar besiyerlerine ekim yapilmustir.
Plaklar 24 saat 35°C’de inkiibasyona birakilmustir.
Kolonilerin yogun zon olarak gozle goriilebilmesi
iireme olarak degerlendirilmistir. Fosfomisin agar
dilisyon MIK <32 pg/mL olanlar duyarl olarak
kabul edilmistirug]. Calismada kalite kontrol susu
olarak E. coli ATCC 25922 kullanilmustir.

b. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Testiyle
Fosfomisin Duyarliliginin Saptanmasi

Bakterilerin taze Kkiiltiirlerinden 0.5 McFarland
(1 x 108) standardinda bakteri soliisyonu hazir-
lanmustir.  Fosfomisin (200 pg) diski kullanilarak
Kirby-Bauer DDT ile fosfomisin duyarliligi arastiril-
mustir. Elde edilen sonuclarin degerlendirilmesinde
EUCAST 2020 kullanilmustir. Inkiibasyon sonunda
Olcilen zon cap1 =24 mm olan izolatlar duyarh
olarak kabul edilmis ve zon icindeki iiremeler
dikkate alinmamistir{13].
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c. Fosfomisin Diskleri Kullanarak
Tiipte Makrodiliisyon Yontemi ile
Fosfomisin Duyarlihiginin Saptanmasi

Tiiplerde fosfomisin diliisyonlarinin
hazirlanmasi

Ik tupe 2400 pl, digerlerine 1200%er pl
katyon eklenmis Mueller-Hinton siwi  besiyeri 1
(MHB-II) eklenmistir. ik tipe 3 adet fosfomisin
(200 pg) diski atilarak 4-8 saat beklenmistir. Bu
tiipteki fosfomisin yogunlugu 256 npg/mL olarak
kabul edilmis ve seri diliisyon hazirlanmistir (256
pg/mL, 128 pg/mL, 64 pg/mL, 32 pg/mL, 16
pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL ve 2 pg/mL, 1 pg/
mL ve 0.5 pg/mL).

Bakteri Siispansivonlarinin Hazirlanmasi
ve Testin Uygulanisi

Bakterilerin taze Kkiiltiirlerinden 0.5 McFarland
(1 x 108) standardinda bakteri soliisyonu hazirla-
nacaktir. Son bakteri stispansiyonu 5 x 10° kob/
mL olacak sekilde sulandinm islemi yapilacak ve
1200’er ul fosfomisin iceren tiiplere eklenecektir.
Bakteri soliisyonlar1 eklendikten sonra antibiyotik
konsantrasyonlar1 (128 pg/mL, 64 pg/mlL, 32
vg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL, 2 pg/
mL ve 1 pg/mL, 0.5 pg/mL ve 0.25 pg/mL).
Tupler 24 saat 35° C’de inkiibasyona birakil-
mistir. Uremenin olmadigi en diisiik konsantras-
yon MIK degeri olarak degerlendiriimistir ve MIK
<32ug/mL olanlar duyarh olarak kabul edilmis-
tirl 131, Calismada kalite kontrol susu olarak E. coli
ATCC 25922 kullamilmustir.

d. Hizh fosfomisin/E. coli Np Testinin
Hazirlanmasi ve Fosfomisin Duyarlih-
gimin Saptanmasi

Test icin soliisyonlarin hazirlanmasi

Bu test icin Nordman ve arkadaslarinin yonte-
minden vararlanilmistir. Fosfomisin stok soliisyonu
hazirlanmistir (40 mg/mL). Fosfomisin icermeyen
(soliisyon A) ve iceren (soliisyon B) iki soliisyon
hazirlanmistir.  Soliisyon A [(distile suda %2.5
MHB-), %0.005 fenol red (indikator), %1 glikoz,
pH 7.5)], 4°C’de 1 hafta, -20°C’de bir yila kadar
saklanabilir. Soliisyon calisma icin kullanilmadan
once etiivde (35 + 2°C) bekletilmistir. Soliisyon
A’va fosfomisin (son konsantrasyonu 40 ng/mL)
ve glikoz-6 fosfat (son konsantrasyonu 25 pg/mL)
eklenip, soliisyon B elde edilmistir!14).

Bakteri Inokulumlarinin Hazirlanmasi

Bakterilerin taze Kiiltiirlerinden 3-3.5 McFar-
land standardinda bakteri soliisyonlari hazirlan-
mustir.

Steril 96 kuyucuklu mikroplakta her izolat icin
bir kuyucuga 150 pl soliisyon A, bir kuyucuga
150 ul soliisyon B eklenmistir. Kuyucuklarin {izer-
lerine bakteri soliisyonundan 50 ul eklenmistir.
35° Clik etiivde inkiibasyona birakilmustir. ki
saat sonra renk acisindan degerlendirilmistir. So-
lisyon A ve soliisyon B’deki turuncudan sariya
renk degisimi gosteren izolat fosfomisin direncli
olarak degerlendirilmistir. Soliisyon A’da sar1 renk
degisimi, soliisyon B’de turuncu renk gosteren izo-
lat fosfomisin duyarli olarak kabul edilmistir. Her
izolat icin deney iic kez tekrar edilmistir. Sekil
1'de izolatlarin hizli fosfomisin/E. coli NP testi ile
degerlendirimi goriilmektedir.

Al-A4: 150 ul solisyon A'nin icine 50 pl
9%0.9’luk steril serum fizyolojik c¢ozeltisi eklenmis-
tir.

B1l, C1 ve D1: 150 ul soliisyon B ve 50 pl
3 Mc Farland standardinda hazirlanmis NK

B2, C2 ve D2: 150 ul soliisyon A ve 50 pl
3 Mc Farland standardinda hazirlanmis NK

B3,C3 ve D3: 150 pl solisyon B ve 50 ul
3 Mc Farland standardinda hazirlanmis 2 no’lu
izolat

B4, C4 ve D4: 150 ul solisyon A ve 50 pl
3 Mc Farland standardinda hazirlanmis 2 no’lu
izolat

NK (Negatif kontrol E. coli ATCC 25922) ve
2 no'lu izolatin fosfomisin duyarlihig arastirilmstir.
NK fosfomisin icermeyen soliisyonlarda iiremis
(renk sariya donmiis), fosfomisin iceren soliisyon-
larda iirememistir (renk turuncuya donmiis), 2
no’lu izolat fosfomisin iceren ve icermeyen soliis-
yonlarda iiremistir (renk sariya donmiis) ve izolat
direncli olarak yorumlanmustir.

.....

Orneklem biiyiikliigiiniin  belirlenmesi icin hizl
fosfomisin/E. coli NP testi ve makrodiliisyon test-
lerinin agar diliisyon testi sonucuna gore duyarl-
liginin  belirlenmesi temel alinmistir. Calisma icin
gerekli ©rneklem biyiikliigli, Bujang ve Adnan
tarafindan olusturulan tablolar yardimiyla belirlen-
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Sekil 1. Hizli fosfomisin/E. coli NP testinin degerlendirimi.

mistir 1. Bu tablolar, istenen tip I hata, giic ve

etki biiyiikliigiine gore, Giic Analizi ve Orneklem
Biiyiikligii (PASS) vazilimi kullamilarak duyarhhk
ve secicilik testinin formiilasyonundan tiiretilmis-
tirl12:16] Buna gore, %30 prevalans icin %70
duyarhlik diizeyininin yokluk hipotezi %50 duyarh-
higa karst %80 istatistiksel giic diizeyinde testinde
toplam 163 kisinin yeterli olacag belirlenmistir.
Yaklasik %5 veri kaybi gozetilerek, calismaya top-
lamda 175 izolat dahil edilmistir.

istatistiksel Degerlendirme

Nicel veriler ortalama = standart sapma [or-
tanca (minimum-maksimum)] ile, nitel veriler ise
frekans ve vyiizde (n, %) ile ©zetlenmistir. Agar
dilisyon ile tlipte makro diliisyon yontemleri ile
saptanan MIK degerleri Wilcoxon test ile karsi-
lastinlmistir. p< 0.05 istatistiksel olarak anlamh
kabul edilmistir. Diger yontemlerin altin standart
yontem olan agar diliisyona gore tanisal dogruluk-
larinin  belirlenmesinde duyarlilik, ozgiilliik, pozitif
prediktif ve negatif prediktif degerler kullanmilmustir.

BULGULAR
izolatlarin Tanimlanmasi

Mikrobiyoloji Laboratuvarina Kasim 2020-Ni-
san 2021 tarihleri arasinda cesitli Kliniklerden
gonderilen 152 (%87) idrar Kkiiltiirii, 14 (%8)
vara/doku kiiltiirii, 7 (%4) kan kiiltiirii ve 2 (%1)
balgam Kkiiltiiriinden toplam 175 E. coli izolati
calismaya dahil edilmistir. Laboratuvara gelen or-
neklerin 87 (%50)’si pediatri boliimlerinden, 55
(%31)’i cerrahi boliimlerden ve 33 (%19)'t dahili
boliimlerdendir.

Fosfomisin Duyarlihginin Saptanmasi

Agar dilisyon yontemiyle E. coli orneklerinin
169 (%97)'u fosfomisin duyarli, 6 (%3)’s1 direncli
olarak saptanmustir. Agar dilisyon ile M1K50=
lpg/ml MIKgo= 32 pg/mL olarak tespit edilmis-
tir. E. coli izolatlarinin agar diliisyon yontemiyle
saptanan fosfomisin MIK degerlerinin orneklere
gore dagihmi Tablo 1’de izlenmektedir.

DDT ile degerlendirildiginde, E. coli izolatla-
rnm 165 (%94)’i fosfomisin duyarh, 10 (%6)'u
direncli olarak saptanmustir. Uc idrar orneginden,
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128 pg/
ml n (%)
2 (%1)

32 ug/ml 64 ug/ml
n (%) n (%)

16 pg/ml
n (%)

8 ug/ml n
(%)
8 (%5)
1 (%0.5)

(%)
7 (%4)
2 (%1)

Fosfomisin MiK degerleri
4 pg/mln

(%)
43 (%25)

1 pg/mln 2 pg/mln
(%)

0.5 pg/ml
n (%)

Tablo 1. E. coli izolatlarinin agar diliisyon yontemi ile saptanan fosfomisin minimum inhibitor konsantrasyon (MiK) degerlerinin 6rneklere
0.25 pg/ml
n (%)

gore dagilimi

idrar kiiltrii n= 152 (%87)

4 (%2) 3 (%2)

3 (%2)
1 (%0.5)

30 (%17) 46 (%26)

6 (%3)

3 (%2) 2 (%1)

5 (%3)

= {41

Yara/doku kiltiri n

(%8)

2(%1)  1(%0.5) 3 (%2)

1 (%0.5)

7 (%4)

Kan kalttrt n

1 (%0.5)

1 (%0.5)

12 (%7)

46 (%26)

51 (%29)

36 (%21)

2 (%1)

Toplam 175 (%100)

Balgam kiilttird n

4(%2)  5(%3)  4(%2) 2 (%1)

9 (%5)

6 (%3)

bir balgam ©rneginden elde edilmis E. coli izolati
agar dilisyon yontemi duyarlh, DDT yontemiyle
direncli saptanmustir. Ayrica bir izolatta (MIK= 8
pg/mL) zon icinde iiremeler saptanmis, izolatin
zon capr (26 mm) EUCAST rehberine gore du-
varli saptandigi icin duyarh olarak kabul edilmistir.

Fosfomisin diskleri kullanarak tiipte makrodi-
liisyon yontemiyle fosfomisin duyarlilid: incelendi-
ginde 165 (%94)i fosfomisin duyarh, 10 (%6)u
direngli olarak saptanmustir. Bu yontemle M1K5O=
2 pg/mL degeri MIKq)= 64 pg/mL degeri olarak
tespit edilmistir. Agar diliisyon ile duyarli olarak
saptanan dort idrar orneginden elde edilmis E.
coli izolati, bu yontemle direncli olarak saptan-
mistir, agar diliisyon ile direncli saptanan ve bu
yontem ile duyarll saptanan izolat olmamistir.
Fosfomisin duyarli izolatlar MIK degerleri acisin-
dan incelendiginde, agar diliisyon ile fosfomisin
diskleri kullanarak tiipte makrodiliisyon yontemi
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunmus-
tur (swrasiyla 3 + 5.8 [1(0.25-32)]; 5.8 = 10.7
[2(1-64)]; p< 0.001). MH_<5O ve MiKQO degerleri
agar dilisyon yontemi (MIK;p= 1 pg/mL degeri
MIKyy= 32 pg/ml) ile karsilastirildiginda; fos-
fomisin diskleri kullanarak tiipte makrodiliisyon
yonteminde MiKSO ve MiKgo degerlerinin daha
yiiksek oldugu saptanmustir (p< 0.001).

Hizli fosfomisin/E. coli NP testi ile fosfomi-
sin duyarhliklar1 arastirildiginda, izolatlarin 167
(%95)’si fosfomisin duyarli, 8 (%5)’i direncli ola-
rak saptanmustir. Agar diliisyon yontemiyle duyarh
saptanan iki izolat (biri idrar, biri balgam ©rnegin-
den izole edilmis E. coli izolat)) hizli fosfomisin/E.
coli NP testi ile direncli olarak bulunmustur.

Kirby-Bauer disk diftizyon, fosfomisin diskleri
kullanarak tiipte makrodiliisyon ve hizh fosfomi-
sin/E. coli NP yontemlerinin agar diliisyon ile kar-
silastinldigindaki farkhhklar, elde edilen duyarhlik,
ozgiilliik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif
deger sonuclari Tablo 2 ve Tablo 3’te verilmistir

TARTISMA

Fosfomisin; Streptomyces spp. tlirlerinin fer-
mentasyonu sonucu elde edilen fosfoenolpiriivat
analogudur. Diistik direnc oranlarina ek olarak
fosfomisinin farmakokinetik ve farmakodinamik
avantajlar1, disiik diren¢ oranlar, genis spekt-
rumu, yiiksek tolerabilitesi nedeniyle endikasyon
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Tablo 2. Yontemlerin agar diliisyon ile karsilastiriimasi

Fosfomisin diskleriyle Hizl fosfomisin/E. coli  Kirby-Bauer disk difiizyon

makrodiliisyon NP testi yontemi
Duyarh Direncli Duyarli Direngli Duyarli Direngli
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Agar Duyarlin (%) 165 (%94.3) 4 (%2.2) 167 (%95.4) 2 (%1.1) 165 (%94.3) 4 (%2.2)
Dilisyon  pirencli n (%) - 6 (% 3.5) - 6 (%3.5) - 6 (% 3.5)

Tablo 3. Yontemlerin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degerleri

Hizh fosfomisin/E. coli NP

Fosfomisin diskleriyle Kirby-Bauer disk difiizyon

testi tiipte makrodiliisyon yontemi
Duyarlilik %100 %100 %100
Ozgiilltik %98.8 %97.6 %97.6
PPD* %75 %60 %60
NPD* %100 %100 %100

*PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger.

Degerler agar diliisyon yontemiyle karsilastirilarak elde edilmistir.

olan durumlarda giivenilir bir ajandir!l.

Calismamiz sonucunda daha ©nce vaymlan-
mis verilerle paralel olarak E. coli izolatlarinda
fosfomisin duyarlilik orani (%97) viiksek olarak
saptanm1st1rl9’17’18’19]. Agar diliisyon yontemini
kullanarak, fosfomisin duyarlilik oranini Canve ve
Gocmen %98.7, Liu ve arkadaslar1 %95.5 olarak
bulmustur!®-191,

Fosfomisin aktivitesiyle ilgili cesitli cok calisma
olmasina ragmen, duyarhlik testlerinin yapilmasin-
daki ve degerlendirilmesindeki zorluklar nedeniyle
klinik  kullanimi engellenmektedir[lo’ul. Fosfomi-
sinle ilgili antimikrobiyal duyarhhk testlerinin uy-
gulanmasi ve sonuclarin degerlendirilmesiyle ilgili
CLSI ve EUCAST arasinda da farkhliklar bulun-
maktadir(12-13],

Hizli fosfomisin/E. coli NP testi belirli bir
fosfomisin  konsantrasyonu varhginda (fosfomisin
konsantrasyonu EUCAST 2020°de duyarli olarak
belirtilen MIK degerine gore belirlenmistir) bakteri
biiyiimesini (veya biiyiimenin yoklugunu) saptayan
ve fosfomisine direncli/duyarh E. colinin hizh
tespitine (yaklasik iki saat) izin veren, karbonhid-
rat hidrolizine dayali sonu¢c veren kullanici dostu
bir tekniktir. Testin avantajlari cok hizli sonuc
vermesi, kolay uygulanmasidir. Fosfomisin duyarli-
lik sonucunun sadece duyarl/direncli olarak elde
edilmesi, MIK degerinin saptanamamasi, ciplak

gozle degerlendirme sonucunda simirda MIK de-
gerlerinde sari-turuncu renk degisikliklerinin ¢cok
net yorumlanamamasi testin dezavantajlarindandir.
Cahsmamizda hizh fosfomisin/E. coli NP testi-
nin duyarhhg % 100, ozgiilligi % 98.8 olarak
saptanmustir. Nordman ve arkadaslari 100 E.
coli (n= 78 duyarh, n= 22 direncli) izolatinda
hizli fosfomisin/E. coli NP testi ile fosfomisin
duyarlibigim arastirmis ve bir izolat haric (fosfo-
misin MiK= 1 pg/mL gtsteren izolati hizli test
direncli olarak vermistir) sonuclari agar diliisyon
ile uyumlu bulmustur. Calismamizda da agar diliis-
yon yontemiyle duyarh saptanan sadece iki izolat
hizli fosfomisin/E. coli NP testi ile direncli olarak
bulunmustur. Ayrica Nordman ve arkadaslar1 cahs-
malarinda testin duyarhhk ve ozgiilligiiniin yiiksek
oldugunu, hizh sonu¢ verdigini bunun yaninda
gozle degerlendirilmesinin bir dezavantaj oldugunu
belirtmistir14].

Disklerin kullanildig: tiipte makrodiliisyon yon-
temi agar dilisyon yontemine gore daha kolay
bir yontem olmakla birlikte inkiibasyon siiresinin
uzunlugu dezavantajidir. Sonuclar duyarli/direncli
olarak degerlendirildiginde agar diliisyon ile uyum-
lu gorinse de, MIK degerlerinde agar diliisyon
yontemine gore uyumsuzluk soz konusudur. Agar
dilisyona gore MIK degerlerinin yiiksek olmast,
atilan disklerin ilerleyen diliisyon oranlarinda cok
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iyi dagilamamasi sonucunda olabilecegi diistiniil-
miistiir. Fosfomisin duyarliiginin  saptanmasinda
stvi mikrodiliisyon yontemleri EUCAST ve CLSI
tarafindan onerilmemektedirl12-13],

DDT rutin laboratuvar uygulamalarinda c¢ok
stk kullanilan bir antimikrobiyal duyarlilik sapta-
ma yontemidir. Fosfomisin duyarhhgmnin saptan-
masinda da cok tercih edilen bir yontem olmasi
ve kolay uygulanmasi testin avantajlari arasinda
yer almaktadir. On sekiz-yirmi dort saatlik uzun
inkiibasyon siiresi ve fosfomisin diski etrafindaki
inhibisyon zonu icinde E. coli kolonilerinin {iire-
mesi sonucunda degerlendirimin zor olmasi ise
yontemin dezavantajlarindandir. Duyarlilik saptan-
mast E. coli Klinik izolatlarinin inhibisyon bolgesi
icinde ortaya c¢ikan daginik Kkoloniler nedeniyle
karmasik olabilirl?%. Bu mutantlanin altinda yatan
direnc mekanizmas: bildirilmemistir ve bu koloni-
lerin inhibisyon bolgesi icindeki klinik onemi ve
bu bulgularin nasil yorumlanmasi gerektigi belirsiz-
lik mevcuttur?0-21] CLSI rehberinde zon icindeki
kolonilerin degerlendirimi hakkinda bilgi bulunma-
makla birlikte, EUCAST rehberi zon icinde iire-
melerin degerlendirmeye alinmamasini, distan zon
Olciimiinii ve zon capma gore duyarlilik sonucu
verilmesini  onermektedirl12:13!, Calismamizda da
zon icinde ireme olan bir izolatin zon icindeki
iiremeler degerlendirmeye alinmamis ve izolat du-
varli olarak kabul edilmistir. Yapilan bir calismada;
649 E. coli klinik izolatinin fosfomisin duyarliligi
DDT ile arastinlmis ve sadece 5 (0.8%)'inde zon
icinde {iremeler izlenmistir. Calismanin sonucunda
zon icinde iireyen Kkoloniler hesaba katilmadan,
zon cap1 Olclilerek duyarlilk sonucu verilebile-
cegi belirtilmistir®?, idrarlardan elde edilen E.
coli izolatlarinda fosfomisin duyarliiginin, DDT
ve agar mikrodilisyon ile saptandigi bir calis-
mada, iki yontem arasinda anlamli bir farkhhk
g()'rijlmemistir[19]. Mojica ve arkadaslari DDT ve
stvi mikrodiliisyon yontemlerini agar diliisyon yon-
temiyle CLSI ve EUCAST rehberleri kullanarak
karsilastirmustir. Calismada en iyi sonucun DDT
yonteminin EUCAST ile degerlendirilmesiyle elde
edildigi belirtilmistir[23]. de Cueto ve arkadasla-
rn agar diliisyonu altin standart yontem olarak
kullandiklar1 calismalarinda; E. coli izolatlarinda
DDT, sivi mikrodiliisyon yontemleri arasinda an-
laml farkhlik saptamamlstlrul]. Cahismamizda agar

dilisyon yontemiyle duyarli olarak sonuc verilen
dort izolatta DDT ile direncli olarak sonuc wveril-
mistir. Ancak testin duyarlilik (%100) ve ozgtilliigii
(%97.6) oldukca yiiksek olarak saptanmustir.

Fosfomisin duyarliiginin saptanmasinda anti-
mikrobiyal duyarhlik calismalari terapctik kararlar
icin temeldir ve yontemlerin dogru uygulanmasi ve
yorumlanmasi ¢ok onemlidir. Laboratuvarlar hizli,
kolay uygulanabilir ve degerlendirebilir antimikro-
biyal duyarlilik testlerine ihtiya¢c duymaktadir. Bu
anlamda altin standart yontem rutin laboratuvar
uygulamalar1 icin cok gecerli bir secenek olma-
maktadir. Tiipte makrodiliisyon yonteminde sap-
tanan MIK degerleriyle agar diliisyonda saptanan
MIK degerlerinde farklilik nedeniyle fosfomisin
disklerinin kullanildigi tiipte makrodiliisyon yon-
temini duyarliligin saptanmasi uygun bir yontem
degildir. DDT rutinde uzun inkiibasyon siiresinin
vaninda, kolay uygulanabilir bir test olmakla bir-
likte hizli fosfomisin/E. coli NP testi gerek hiz,
gerek uygulama kolayhgi bakimindan gelecek va-
detmektedir.
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