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Giris: Son yillarda yaygin ilaca direngli Pseudomonas aeruginosa suslarinin giderek artmasi klinisyenleri yeni tedavi alternatifleri ara-
yisina yoneltmistir. 1960l yillarda kesfedilen intravenéz fosfomisin, farkli tedavi secenekleri ve duyarlilik testinin zorluklari nedeniyle
kisa stirede terk edilme noktasina geldi. Ancak son yillarda yaygin ilaca direncli gram negatif bakterilerde in vitro ve in vivo aktivitesi
nedeniyle yeniden gtindeme gelmistir. EUCAST fosfomisin in vitro etkinlik ¢calismalarinda minimal inhibitor konsantrasyonunun belirlen-
mesi icin , glukoz-6-fosfat (G6P) ile desteklenmis agar seyreltmesini énerir. Bu ¢calismada, yaygin ilaca direngli P. aeruginosa suglarinin
intravendz fosfomisine karsi in vitro duyarliliklarinin agar diltisyon yéntemiyle arastirilmasi ve ayni zamanda glikoz 6-fosfatin besiyerine
eklenmesinin veya eklenmemesinin duyarlilik sonuglarinda etkisi olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmustir.

Materyal ve Metod: Calismaya laboratuvarimizda bulunan kiiltiir koleksiyonundan secilen 28 adet yaygin ilaca direncli P. aeruginosa
izolati dabhil edildi. intravenéz (iV) fosfomisin duyarliigi EUCAST énerileri dogrultusunda; 25 mg/L G6P eklenmis agar diliisyon yontemi
ile yapildi. Ayrica glukoz 6-fosfatin duyarlilik sonuclarindaki etkisini gérebilmek icin G6P eklenmemis Muller Hinton Agar besiyeri kulla-
nilarak agar diliisyon yéntemi tekrarlandi ve elde edilen sonuglar karsilastirildi.

Bulgular: Tiim suslar, kolistin disindaki tiim antibiyotiklere direncli bulundu. Suslarin fosfomisin duyarlihgi degerlendirildiginde; tim P.
aeruginosa izolatlarinda sapanan MIC degeri EUCAST'in belirlemis oldugu epidemiyolojik cut off degeri olan <128 mg/L’den diistik
bulundu. G6P kullanilmadan yapilan duyarlilik testlerinde ayni MIC degerlerinin elde edildigi saptandi.

Sonug: Calismamizda incelenen yaygin ilaca direngli P. aeruginosa suslarinin tiimii iV fosfomisine duyarli bulunmustur. Calismamizda
elde edilen verilere gére P. aeruginosa suslarinda fosfomisinin duyarlilik testleri yapilirken G6P kullanilmasina ihtiyag olmadidi séylenebi-
lir. Yaygin ilaca direngli P. aeruginosa suslarinin etken oldugu infeksiyonlarda kisitli tedavi seceneklerinden birisi fosfomisindir. Bu nedenle
rutin antibiyotik duyarlilik testleri icerisinde yerini almasi gerekir.
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ABSTRACT

Evaluation of In vitro Effectiveness of Intravenous Phosphomycin in Commonly
Drug-Resistant Pseudomonas aeruginosa Strains

Ozlem AYDEMIR, Tugba AYHANCI, Gokcen ORMANOGLU, Elif OZOZEN SAHIN, Mehmet KOROGLU
Department Medical Microbiology, Sakarya University Faculty of Medicine, Sakarya, Turkiye

Introduction: In recent years, the increasing number of drug-resistant P. aeruginosa strains has led clinicians to seek new treatment
alternatives. Discovered in the 1960s, intravenous fosfomycin came to the point of being abandoned in a short time due to the different
treatment options and the difficulties of sensitivity testing. However, in recent years, it has come to the fore again due to its in vitro and
in vivo activity in common drug-resistant gram-negative bacteria. For determination of minimal inhibitory concentration in fosfomycin
in vitro efficacy studies, EUCAST recommends agar dilution supplemented with glucose-6-phosphate (G6P). In our study, we investigated
the in vitro susceptibility of fosfomycin in common drug resistant P. aeruginosa strains by agar dilution method. At the same time, we
aimed to examine the efficacy of G6P in sensitivity results.

Materials and Methods: 28 common drug resistant P. aeruginosa isolates selected from the culture collection in our laboratory were
included in the study. Intravenous (1V) fosfomycin sensitivity in line with EUCAST recommendations; agar with 25 mg/L G6P was added
by dilution method. In our study, in order to see the effect of glucose 6-phosphate on sensitivity results, the agar dilution method was
repeated using Muller-Hinton Agar medium without G6P.

Results: When the susceptibility of the strains to fosfomycin was evaluated; all strains were found to be lower than 128 mg/L, which
is the epidemiological cut-off value determined by EUCAST. When the sensitivity test was repeated without using G6P, it was observed
that there was no change in the MIC results.

Conclusion: Our study has shown the usefulness of routine determination of susceptibility to fosfomycin to support intravenous use, as
treatment options against P. aeruginosa are decreasing. In addition, our study showed that when determining the MICs of fosfomycin
against P. aeruginosa, it may not be necessary to supplement with G6P.
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GIRIS
Son yillarda yaygin ilaca direncli Pseudomonas

aeruginosa suslarinin giderek daha vyaygin hale
gelmesi bu tiir infeksiyonlarda tedavi secenekleri-

karbapeneme direncli P. aeruginosanin yeni an-
tibiyotiklere acilen ihtiyac duyulan “kritik” grupta
listelendigini  bildirmistir. Bu durum Kklinisyenleri
yeni tedavi alternatifleri aramaya yb'neltmistirlz].

ni oldukca kisitlamustir. P. aeruginosa infeksiyon-
larinin tedavisi icin mevcut secenekler arasinda
polimiksinler,  anti-pseudomonal karbapenemler,
sefepim ve piperasilin-tazobaktam gibi anti-pseudo-
monal B-laktamlar, aminoglikozitler ve fosfomisin
yer almaktadirll. P, aeruginosanin sahip oldugu
cok sayida intrensek ve kazanmilmis diren¢c meka-
nizmalar1 vardir. Bu nedenle P. aeruginosa infek-
siyonlarinda vakalarin %25’inde tedavi sirasinda
antibiyotik direnci ortaya cikmakta ve hastalarin
%50-85’inde tedavi basarisizhigi gb'rijlmektedirm.
P. aeruginosamin direncli suslarinin  yol actig
infeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek olan an-
tibiyotik  seceneklerinin yetersizligi, morbidite ve
mortalite acisindan onemli bir tehdit olusturmak-
tadir. Bu nedenle Diinya Saglik Orgiitii 2017 de

Fosfomisin, bakteri hiicre duvar1 sentezindeki ilk
adimi bloke eden diger bakteri hiicre duvari inhi-
bitorlerinden farkh bir epoksit antibiyotiktir. Bircok
gram pozitif ve gram negatif bakteriyi iceren genis
bir etki spektrumuna sahiptir[3’4]. Fosfomisinin oral
formu (fosfomisin trometamin), intramiiskiiler formu
(fosfomisin kalsiyum) ve intravensz (IV) formu (fos-
fomisin disodyum) bulunmaktadir. Fosfomisinin oral
formu olan fosfomisin trometamin Escherichia coli
ve Enterococcus faecalisin neden oldugu kompli-
ke olmayan idrar yolu infeksiyonu tedavisinde tek
doz olarak kullanilmaktadir®®. 1960’larda kesfedilen
fosfomisin disodyum (FD), baska antibiyotiklerle te-
davi seceneklerinin olmasi ve duyarlilik testlerindeki
zorluklar (agar diliisyon yontemi ve glukoz 6-fosfat
gerekliligi) nedeniyle kisa siirede terk edilme nokta-
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sina gelmistir. Son yillarda, vaygin ilaca direncli ya
da tiim ilaclara direncli gram-negatif bakterilerin yol
actig1 infeksiyonlarda FD kullanimi tekrar giindeme
gelmistir[6*7]. Fosfomisinin duyarlilik testlerinin nasil
yapilmas1 gerektigi ile ilgili kriterlerin ve gerek-
li sinir degerler tam olarak belirlenmemistir. Bu
nedenle laboratuvarda invitro fosfomisin duyarlilik
calismalarinda zorluklar ve belirsizlikler yasanmak-
tadir. Fofomisinin in vitro etkinlik calismalarinda
minimal inhibitr konsantrasyon (MIC) tespiti icin
hem Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLS) hem de European Committee on Antimic-
robial Susceptibility Testing (EUCAST) tarafindan,
referans yontem olarak G6P ile desteklenen agar
diliisyonunu (AD) ©nerilmekle birlikte bazi calisma-
larda G6P’in gerekli olmadigi yoniinde goriisler de
meveuttur?®8:9].

Bu calismada, vaygin ilaca direncli P. aeru-
ginosa suslarinda FD’nin in vitro duyarliliklarinin
agar dilisyon yontemiyle arastirilmast ve aym
zamanda G6P’nin besiyerine eklenmesinin veya
eklenmemesinin  duyarlilik sonuclarinda etkisinin
arastirilmasi amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD

Laboratuvarimizin  kiiltiir koleksiyonundan seci-
len vaygin ilaca direncli 28 P. aeruginosa izolati
bu cahsmaya dahil edildi. P. aeruginosa suslarimn
sekizi trakeal aspirat, altisi yara, besi idrar, dordii
kan, ikisi periton swisi, biri bronkoalveolar lavaj,
bir kulak ve bir steril viicut swisi orneklerinden
izole edilmistir. Uc veya daha fazla antibiyotik gru-
bundan en az birer antibiyotige direncli olan izolat,
vaygin ilaca direncli sus olarak tanimlandi19!,

izolatlarn Tamimlanmasi ve Antibiyotik
Duyarhilik Testi

Tum suslarin tanimlamas: kiitle MALDI-TOF MS
(Matriks assisted laser desorption ionization time
of flight mass spectrometry) yontemi ile (VITEK
MS®, Biomitrieux, Marcy I'Etoile, France) yapildi.
Suslarm antimikrobival duyarlilik testleri VITEK 2®
otomatize sistemi (Biomerieux, Marcy I'Etoile, Fran-
ce) ile yapildi. Otomatize sistem ile karbapenem
direnci saptanan suslarda ertapenem gradient strip
testi (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France) kullarnla-
rak karbapenem direnci konfirme edildi. Ertapenem
gradient strip testinde MIC degeri >2 mg/L ise
karbapenem direncli olarak yorumlandi.

Intravensz fosfomisin duyarliigi EUCAST one-
rileri dogrultusunda agar diliisyon yontemi ile ya-
p11d1[16]. Agar dilisyon yonteminde; 25 mg/L
Glukoz 6-fosfat (Sigma-Aldrich, St Louis, USA)
eklenmis olan Mueller Hinton Agar (MHA) (Becton
Dickinson, New Jersey, ABD) kullanildi. Fosfomi-
sin duyarlih@inin arastirilmasinda referans yontem
olan agar diliisyon yonteminde; fosfomisinin 0.5
ile 256 mg/L arasinda degisen konsantrasyonla-
rim iceren agar diliisyon plaklar1 hazirlandiktan
sonra 10* CFU/mL’lik bakteri siispansiyonundan
ekim vapilarak 35 = 2°C’de 16-20 saat inkii-
be edildi. EUCAST ve CLSI'da P. aeruginosa
icin fosfomisinin duyarhhk simir degerleri bulun-
madigindan EUCAST’in “sokak tipi suslarda MIK
ECOFF= 128 mg/L; E. coli icin gecerli olan disk
icerigi ve de@erlendirme talimatlar1 kullanilarak te-
davi edilebilir” ©nerileri dogrultusunda G6P du-
varlilik sonuclar1 degerlendirildi. Calismanin ikinci
asamasinda G6P’in duyarlilik sonuclarindaki etkisi-
ni gorebilmek icin G6P eklenmemis MHA besiyeri
kullanilarak agar diliisyon yontemi tekrarland:.

BULGULAR

Suslarin tamam kolistin disindaki diger tiim
antibiyotiklere direncli bulundu. Suslarin IV fosfo-
misin duyarlihid@ degerlendirildiginde; tiim suslarin
EUCASTin belirlemis oldugu epidemiyolojik sinir
degeri olan <128 mg/L’den daha diisik MIC
degerlerine sahip oldugu saptand: (Tablo 1), (Sekil
1). G6P kullanilmadan yapilan duyarhlik testlerin-
de suslarm MIK degerlerinde degisiklik olmadig
gortildii.

TARTISMA

Fosfomisin, etki mekanizmasi ve diger antibi-
yotiklere direncli suslarda c¢apraz direncin goriil-
memesi nedeni ile giiniimiizde yaygin/coklu ilaca
direncli mikroorganizmalarin neden oldugu infeksi-
yonlarin tedavisinde az sayidaki terapctik secenek-
ten biri olmaya baslamlstlr[E’]. Ancak, fosfomisinin
in vitro duyarlilk testlerinin yapima sekli ile ilgili
kriterlerin tam olarak belirlenmemesi ve tim mik-
roorganizmalar icin simr deg@erlerinin  olmamasi
nedeniyle bircok laboratuvarda rutin duyarhilik ca-
lismalar1 yapilmamaktadir. Bu durum fosfomisinin
Klinik kullaniminm kisitlamaktadir!11:12],

CLSI ve EUCAST fosfomisinin in vitro du-
varlilik testi icin agar dillisyon yontemi oneril-
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Tablo 1. Yaygin ilaca direngli Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin agar diliisyon duyarlilik yonteminde
saptanan IV fosfomisin MIC degerleri

MIC (mg/L) %

<2 15 53.5
4 32.1
8 3 10.7
16 1 3.5
Total 28

o

- =

s2man

Sekil 1. Yaygin ilaca direncli P. aeruginosa izolatlarinin agar diltisyon duyarlilik yonte-
minde saptanan iv fosfomisin MIC degerleri.

\ N

128 mg/L 256 me/L

mekte ve besiyerine G6P eklenmesini gerektigi
vurgulanmaktadir. Enterobacterales tiirlerinde fos-
fomisinin bakteri hiicrelerine giris icin GlpT ve
UhpT taswicilarim  kullanmaktadir. Bu  tasiyicila-
rin ekspresyonu, substratlar1 tarafindan indiiklenir.
GIpT; gliserol 3-fosfat tarafindan, UhpT ise G6P
tarafindan indiiklenir. Bu nedenle besiyerine G6P
eklendiginde, fosfomisin bakteriye daha etkili bir
sekilde girer ve MIC degerleri biiyiik olciide azalir.
Bununla birlikte, P. aeruginosa’da UhpT pompasi
yoktur. Sinirh sayida yapilan karsilastirmali calis-
mada; besiyerine G6P eklenerek veya eklenmeden
P. aeruginosa MIC degerlerinin degismedigi rapor
edilmistir. Bu calismalar, P. aeruginosa izolatlari-
nin fosfomisin duyarlilk testi calismalarinda besi-
yerine G6P eklenmesinin gerekli olmayabilecegini
gb'stermistir[s]. Bu calsma disinda yapilan tiim
in vitro duyarhhk calismalarinda besiyerine rutin
olarak G6P eklendigi goriilmektedir. Calismamizda

agar diliisyon testinde besiyerine eklenen G6P
varlhgmin IV fosfomisin MIC degerleri iizerindeki
etkisini arastirdik. Calisma sonunda, agar diliisyon
testinde besiyerine G6P eklenmesi veya eklenme-
mesinin Sonuclarimiz besiyerine eklenen G6P’in
antibiyogram sonuclarini etkilemedigini gbsterdi[5].

CLSI ve EUCAST kilavuzlarinda E. coli veya
Enterobacterales tiirleri icin IV fosfomisin smnir
degerleri belirlenmekle birlikte P. aeruginosa icin
fosfomisin duyarhhk sinir degerleri belirlenmemis-
tir. Bu durum, fosfomisinin P. aeruginosa infek-
sivonlarinda Kklinik kullanimini - sinirlandirmaktadir.
EUCAST; P. aeruginosa icin smir degerleri vya-
yinlamamasina ragmen, sokak tipi suslar (sokak
tipi suslarda epidemiyolojik simir degeri (ECOFF)
128 mg/L; E. coli icin gecerli olan disk iceri-
gi ve degerlendirme talimatlar1 kullanilarak tedavi
edilebilir) ile gelisen infeksiyonlarin fosfomisin ve

FLORA 2022;27(2):196-201

[199



| Pseudomonas aeruginosa Suslarinda intravenéz Fosfomisin in vitro Etkinligi

diger antibiyotiklerin kombine kullanimi ile tedavi
edilebilecegi bildirilmektedir. P. aeruginosa susla-
rinda IV fosfomisinin in vitro duyarliiginin deger-
lendirildigi bazi1 calismalarda, CLSI veya EUCAST
kilavuzlarindaki  Enterobacterales simr  degerleri
kullanilmistir!®).  Onerilen agar diliisyon yontemi
yogun emek ve zaman gerektirmesi, ayni zaman-
da maliyet etkinligi nedeni ile klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinin biiyiik bir kismi icin pratik ve ru-
tinde uygulanabilir bir yontem degildir. Bu durum
tedavide fosfomisinin kullamimini daha da kisith
hale getirmektedir. Zorunlu durumlar haricinde kli-
nisyenler tarafindan tedavi alternatifi olarak goriil-
memektedir.

Agar dilisyon yontemi kullamlarak yaygin ilaca
direncli P. aeruginosa suslarinin fosfomisine karsi
in vitro duyarhiliim test ettigimiz calismamizda
EUCAST 1in onerdigi ECOFF degerlerine gore tim
suslarin  fosfomisine duyarli oldugunu saptadik.
Ancak, P. aeruginosa suslarina Kkarsi fosfomisin
in vitro duyarlilik sinir degerlerinin olmayisi kesin
¢ikarimlar yapmamizi ve diger az sayidaki cals-
malarin  sonuclariyla karsilastirmamizi  sinirlandir-
maktadir. Bu nedenle calismamizda buldugumuz
duyarliik oranlarimin  diger calismalarla kiyaslan-
mas! dogru olmayabilir. Avusturalya’da yapilan bir
calismada, vaygin ilaca direncli olan ve vyaygin
ilaca direncli olmayan P. aeruginosa izolatlarinin
%61’i agar diliisyon yontemi ile fosfomisine du-
varli oldugu (MIC< 64 mg/L olarak kabul ederek)
ve her iki grupta benzer bir MIC dagilimi oldugu
g'drtilmijstijlr[S]. Baska bir calismada ise merope-
neme duyarll olmayan P. aeruginosa izolatlari
agar diliisyon yontemi ile fosfomisine karsi %75
oraninda duyarh bulunmustur’3. Bunun aksine
Brezilya’dan Perdigao-Net ve arkadaslart %7 ile
cok daha diisiik duyarhhk oranlar1 bildirmisler-
dirl14], Perdigao-Net ve arkadaslar1 calismalarinda
disk difiizyon ve agar diliisyon yontemlerini kar-
silastirmislar ve disk difiizyon yontemi ile tiim
suslart duyarli bulurken; agar diliisyon yontemi ile
bu orami %7 olarak saptamuslardir. Ancak, diger
calismalardan farkli olarak arastirmacilar, agar di-
lisyon yonteminde Enterobacterales icin belirlenen
MIC kabul etmisler ve fosfomisin MIC> 32 mg/L
olan suslarn direncli olarak kabul etmislerdir. Oran-
larimin  diger calismalara gore diisiik olmasi, bu
durumla aciklanabilir.

Smith ve arkadaslar1 ise farkl bolgelerden
topladiklar1 P. aeruginosa suslarinda dort farkl
yontem ile FD duyarliik calismasi yapmislar ve
sonuclart degerlendirirken E. coli icin belirlenen
sinir degerleri kullanmislardir. Calismada P. aeru-
ginosa suslarindaki FD duyarhlik oranlarinin yon-
tem ve bolgeye gore degistigini gostermislerdir.
Calismalarinda agar diliisyon yontemi ile duyarhhk
oranlarinin bolgeler gore %56.9 ile %61.1 arasin-
da degistigini belirtmislerdir1°]. Calismamizda elde
ettigimiz sonuclar degerlendirildiginde; tiim suslarin
IV fosfomisin MIC 32 mg/L nin altinda bulundugu
ve merkezimizde izole edilen yaygin ilaca direncli
P. aeruginosa suslarindaki fosfomisin duyarliliginin
%100 oldugu goriilmektedir.

Sonu¢ olarak; calismamizda incelenen yaygin
ilaca direncli P. aeruginosa suslarinin tiimiinde
FD duyarli bulunmustur. Ancak, P. aeruginosa
suslarinda fosfomisin duyarhhginin test edilmesi
icin EUCAST ve CLSI agar diliisyon yontemini
onermis olsa da halen standardize edilmis fos-
fomisin duyarlilik sinir degerlerinin  bulunmadigi
goriilmektedir.

Cahsmamizda elde edilen verilere gore P. ae-
ruginosa suslarinda fosfomisinin duyarlilik testle-
ri yapilirken G6P kullanilmasina ihtiyac olmadig
soylenebilir. Yaygin ilaca direncli P. aeruginosa
suslarinin etken oldugu infeksiyonlarda kisith teda-
vi seceneklerinden birisi fosfomisindir. Bu nedenle
rutin antibiyotik duyarlilik testleri icerisinde yerini
almasi1 gerekir. Besiyerine G6P eklenmeden yapi-
lan agar diliisyon testleri ve agar diliisyon yontemi
disindaki antibiyotik duyarhhik test yontemlerinin
kullanimi konusunda daha fazla calismaya ihtiyac
vardir.
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CIKAR CATISMASI
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catismasi bildirmemislerdir.
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