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OZET

KLINIK ORNEKLERDEN SOYUTLANAN BAKTERILERDE
DISA ATIM POMPA INHIBITORLERININ
CESITLi ANTIBIYOTIiKLERIN ETKiINLiGi UZERINE
ETKISININ INCELENMESI

Insanligm kars: karstya kaldig1 en énemli halk saglig1 sorunlarindan birisi olan
antibiyotik direnci, antimikrobiyal ajan gelistirmede yeni stratejileri ve yaklasimlari
zorunlu kilmaktadir. Disa atim pompa inhibitorleri ve diger aday ajanlar ile ilgili
gelismeler umut verici olmakla birlikte, mevcut antibiyotiklerin kullanim siirelerini ve
etkinliklerini artirabilme arayislar1 da devam etmektedir.

Bu c¢alismada verapamil, rezerpin ve karbonil siyanid 3-klorofenil-hidrazon
(CCCP) olmak tizere ¢ adet disa atim pompa inhibitoriiniin, 5 standart sus ve 15 klinik
izolata karsi, antibakteriyel etkisi disk difizyon ve sivi mikrodiliisyon yontemi ile,
cesitli antibiyotiklerle sinerjistik etkilesimi ise checkerboard yontemi ile incelenmistir.

Calisma kapsaminda, coklu ila¢ direncli ger adet Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve
Escherichia coli klinik izolat1 ile S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, K.
pneumoniae ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC 27853 ve E. coli ATCC 25922 olmak
uzere 5 adet ATCC susu kullanilmustir.

Disa attm pompa inhibitorlerinin antibakteriyel etkilerinin glcli olmamasina
karsin, denenen antibiyotiklerle etkilesiminin ¢ogunlukla sinerjistik veya aditif oldugu
saptandi.

Bu ¢alismada disa atim pompa inhibitérlerinin, kullanilan izolatlardaki disa atim
pompalart ile olasi etkilesimi sonucu denenen antibiyotiklerin minimum inhibitor
konsantrasyon degerlerini  diisiirebildiginin  gosterilmesi, disa attim pompa
inhibitorlerinin  antibiyotiklerle kombine kullaniminin, antibiyotiklerin  etki
spektrumunu artirabilecegine, bakterilerde antibiyotiklere karsi direng diizeyini ve

direncin ortaya ¢ikma sikligini azaltabilecegine yonelik diisiinceleri desteklemektedir.
Anahtar kelimeler: Antibakteriyel aktivite, Antibiyotikler, Antibiyotik direnci, Disa atim pompa

inhibitorleri



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF EFFLUX PUMP INHIBITORS
ON THE EFFICACY OF VARIOUS ANTIBIOTICS
IN BACTERIA ISOLATED FROM CLINICAL SPECIMENS

Antibiotic resistance, one of the most important public health problems faced by
humanity, requires new strategies and approaches to develop new antimicrobial agents.
Although developments regarding efflux pump inhibitors and other candidate agents are
promising, the search for increasing the duration and effectiveness of existing antibiotics
continues.

In this study, the antibacterial effect of 3 efflux pump inhibitors verapamil, reserpine
and carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) against 5 standard strains and 15
clinical isolates were determined by disc diffusion and broth microdilution method, and the
synergistic interactions with various antibiotics by the checkerboard method.

Within the scope of the study, multidrug-resistant 3 clinical isolates of Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and
Escherichia coli each and S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, K. pneumoniae
ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC 27853 and E. coli ATCC 25922 and standard strains were
used.

Although the antibacterial effect of the efflux pump inhibitors alone were not strong,
the interaction with the antibiotics tested was mostly synergistic or additive.

In this study, the demonstration that efflux pump inhibitors can decrease the minimum
inhibitory concentration values of the tested antibiotics, as a result of their possible interaction
with the efflux pumps in the isolates used, supports the throughts that the combined use of
efflux pump inhibitors with antibiotics may increase the effect spectrum of antibiotics, reduce

the level of resistance to antibiotics and the frequency of occurrence of resistance in bacteria.

Keywords: Antibacterial activity, Antibiotics, Antibiotic resistance, Efflux pump inhibitors
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZIiNi

ABC : ATP-Binding Cassette (Adenozin Trifosfat Baglayici Kaset)
ATCC : American Type Culture Collection (Amerikan Tipi Kultir Koleksiyonu)
CCcCP : Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon
CLSI : Clinical and Laboratory Standarts Institue
(Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitlisi)
CiDB : Coklu Ilag Direngli Bakteri
DAP : Disa Atim Pompasi
DAPI : Disa Atim Pompa Inhibitéri
DHA : Drug/H* Antiporter
DMSO : Dimetilstlfoksit
DS : Distile Su

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibilty Testing
(Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi)

GN : Gentamisin
GSBL : Genis Spektrumlu Beta Laktamaz
KKMHA : Koyun Kanli Mueller Hinton Agar
MATE : Multidrug and Toxic Compound Extrusion
(Coklu Ilag ve Toksik Bilesik Cikarim)
MBK : Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu
MHB : Mueller Hinton Broth
MiK : Minimum Inhibitér Konsantrasyonu
MFS : Major Facilitator Superfamily (Major-Y 6netici Super Ailesi)
MRSA : Metisiline Direncli Staphylococcus aureus
PACE : Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux
REZ : Rezerpin
RND : Resistance-Nodulation-Division (Direng-Diigiim-Hiicre Bolimu)
SMR : Small Multidrug Resistance (Kiigiik Coklu Ilag Direnc)
TET : Tetrasiklin
TGC : Tigesiklin
VER : Verapamil
VRE : Vankomisin Direngli Enterokok
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1. GIRIS

Insanlik tarihi boyunca enfeksiyon hastaliklarina karst 6nlem olarak; boyalar,
titstiler ve c¢esitli kimyasal maddeler siklikla kullanilmistir (T6reci, 2003; Ciftgi ve
Aksoy, 2015). Enfeksiyonlara karsi antibiyotiklerin kullanimi ise 19. yiizyilin

sonundan itibaren antibiyotik ¢aginin baslamasiyla gerg¢eklesmistir (TOreci, 2003).

Antibiyotik direnci, mikroorganizmalarin bir veya birden fazla antimikrobiyal
ajanin terapOtik dozuna karsi gelistirdigi bir savunma mekanizmasidir (Cevikbas,
1990). Antibiyotiklere karsi kazanilan direng, bakterinin izole edildigi bdlge, hastane
kaynakli veya toplumda kazanilan enfeksiyonlar, altta yatan diger hastaliklar, yas ve
immunite gibi ¢esitli nedenlerin yani sira; antibiyotiklerin yaygmn veya bilingsiz
kullanimi, yapilan duyarlilik testlerinin hatali degerlendirilmesi gibi birgok farkli

etkene bagl olarak gelisebilmektedir (Zarakolu, 2003).

Artan antibiyotik direnci, giderek korkutucu ve endise verici bir hale
doniismeye baslamustir (Yilmaz ve Ozcengiz, 2017; Livermore, 2009). Mevcut
antibiyotiklerin modifiye edilerek tekrar kullanilmasi ve yeni antibiyotik kesiflerinin
diren¢ gelisim hizina kiyasla yavas seyretmesi, antibiyotik direncini dnlenmede
yetersiz kalmakta ve birtakim alternatif tedavi yontemlerinin arastirilmasini zorunlu
kilmaktadir. Bunlarin arasinda yeni tekniklerle (Uretilen asilar, antivirilans
yaklagimlar, terap6tik antikorlar, antimikrobiyal peptidler, bakteriyofajlar, lizinler,
lipopolisakkarit inhibitorler, antibakteriyel ozellikli biyomedikal Grunler, metallo-
antibiyotikler ve disa atim pompa inhibitorleri yer almaktadir (Bhardwaj ve Mohanty,
2012; Fernebro, 2011; Mandal ve ark., 2014).

Son yillarda yeni antimikrobiyallerin kesfine yonelik arastirmalarin hizinin,
onemli 6l¢lde azalmasiyla direng mekanizmalarina etki edebilecek yeni molekiillerin
aragtirilmasi zorunlu hale gelmistir (Pages ve ark., 2005). Disa atim pompa
inhibitorlerinin, antibiyotik direnciyle mucadelede antimikrobiyal ajanlarin klinik
performansini artirabilecek umut verici bir yaklasim olabilecegi diisiiniilmektedir

(Tegos ve ark., 2011).



Bu c¢alismada, disa attm pompa inhibitorlerinden verapamil, rezerpin ve
karbonil siyanid 3-klorofenil-hidrazonun, 5 farkli standart sus ve 15 klinik drnekten
soyutlanan ¢oklu ila¢ direngli bakteri izolatina karsi, antibakteriyel etkisinin disk
difuzyon, sivi mikrodiliisyon yoOntemi ile, c¢esitli antibiyotiklerle sinerjistik

etkilesiminin ise checkerboard yéntemi ile arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Antibiyotik Direnci

Antimikrobiyal ilaglar, 1928 yilinda Pasteur ve Joubert Onciiligiinde
kesfedilmeye baglanmistir. Ancak, Alexander Fleming, kiif mantarindan elde ettigi ilk
antibiyotik olan penisiline karsi, eger bakterilerle uzun sire maruz kalirsa direng

gelisebilecegini bildirmistir (Kayis, 2019).

Antibiyotik direnci, mikroorganizmalara karst kullanilan kemoterapotik
maddelerin etkisiz kalmasi olarak tanimlanmaktadir. Direng gelisimi, dogal

olabilecegi gibi sonradan da kazanilabilmektedir (Das ve Atmaca, 2015).
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Sekil 2.1. Antibiyotik direncinin ana mekanizmalar1 (Sharma ve ark., 2019).



Antibiyotik direnci, evrimin ve bakteri genetiginin dogal bir sonucu olarak
ortaya c¢ikmaktadir. Antibiyotiklerin yaygin ve/veya bilingsiz kullanilmasi,
bakterilerin evrimini hizlandirarak direngli bakterilerin ortaya c¢ikmasina neden
olmaktadir (Somer, 2010; Sharma ve ark., 2019). Antibiyotik direncinin, 1970’lerden
itibaren 6nem kazanarak ciddi morbidite ve mortaliteye neden oldugu bildirilmektedir
(Akalin, 2011; Kayis, 2019).

Antibiyotik direnci, 1941°de penisilinin piyasaya strtlmesinden 1 yil sonra
stafilokoklarda, streptokoklarda ve gonokoklarda saptanmaya baslanmistir. Daha
sonra klinik olarak siilfonamide direncli Streptococcus pyogenes ortaya ¢ikmustir.
1950’li yillara gelindiginde ¢oklu ila¢ direncli enterik bakteriler sorun olmaya
baglamistir. 1960 yilinda, penisiline direncli Staphylococcus aureus enfeksiyonlarinin
tedavi edilmesi icin piyasaya ¢ikarilan metisiline, ayn1 y1l S. aureus bakterisinde direnc
gelistigi  gozlenmistir. 1980’lerde Gram negatif bakterilere karst kullanilmasi

amaclanan florokinolonlara da zamanla direng gelismistir (Selvarajan ve ark., 2022).

Guniimuzde metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), koagilaz
negatif stafilokok, penisiline direncli pnomokok, makrolid direncli streptokok ve
vankomisine direngli enterokok (VRE) gibi Gram pozitif bakteriler; Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Serratia spp., Pseudomonas spp., Escherichia coli ve
Acinetobacter baumannii gibi Gram negatif bakteriler ve c¢oklu ilag direngli
Mycobacterium tuberculosis gibi aside diren¢li mikroorganizmalarda gdzlenen
antibiyotik direnci, bu etkenlere bagli gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde sorun

olusturmaktadir (Demirtlirk ve Demirdal, 2004).

Bir bakterideki antibiyotik direnci tek bir mekanizma ile gelisebilecegi gibi
birden fazla mekanizma ile de olusabilmektedir. Bakterilerde gelisen direng
mekanizmalar1 basglica dogal ve kazanilmis direng olmak {izere iki ana baglik altinda

incelenmektedir (Ciftci ve Aksoy, 2015).



2.1.1 Dogal Direng

Bir mikroorganizma tdrinin tim suslarmin  bazi  antibiyotiklerden
etkilenmemesi dogal direng veya intrinsik diren¢ olarak tanimlanmaktadir. Dogal
direng, bakterinin genellikle yapisal ve biyokimyasal oOzelliklerine bagli olarak
meydana gelebilmektedir (Somer, 2010; Cift¢i ve Aksoy, 2015).

Hiicre duvarma etkili olan antibiyotiklerin, hiicre duvari olmayan bakterilere
kars1 etkisiz kalmasi ya da makrolidlerin, hedefine ulagmak i¢in hiicre duvarindan
gecemeyecek kadar biiyiik bir molekiil olmasi dogal dirence 6rnek verilebilir (Ciftci
ve Aksoy, 2015). Buna benzer sekilde zorunlu anaerob bakteriler aminoglikozid grubu
antibiyotiklere, mikoplazmalar ise beta-laktam grubu antibiyotiklere dogal olarak
direnclidir (Somer, 2010).

2.1.2. Kazanilmis Direncg

Kazanilmig direng, bakterilerin antibiyotiklere karsi duyarli iken gesitli
mekanizmalarla  antibiyotiklerden  etkilenmeyecek hale gelmeleri  olarak
tanimlanmaktadir (Ciftgi ve Aksoy, 2015). Kazanilmis direng, transpozon veya
plazmid aracih@iyla  bakterideki  genetik  6zelliklerin  aktarilmasi ile
gerceklesebilmektedir (Kayis, 2019). Direng geni, direncli bakterilerden duyarli
bakterilere de aktarilabilmektedir (Somer, 2010).

Kazanilmis direng, c¢esitli bakteri tiirlerinde farkli mekanizmalar ile
gergeklesmektedir. Kazanilmig direng mekanizmalari, biyokimyasal olarak dort farkli
kategoride incelenmektedir. Bunlardan ilki antibiyotik inaktivasyonu sonucu gelisen
diren¢ olup antibiyotigin degisimiyle ya da yapisinin bozulmasiyla olusan direng
mekanizmasidir. Antibiyotigin inaktivasyonu hidrolitik enzimler, grup transferi veya
redoks mekanizmasi gibi nedenlerle gerceklesebilmektedir. Enzimatik yoldan
antibiyotigin inaktivasyonu ile kazanilan direncte en 6nemli antibiyotik gruplarini
kloramfenikol ve beta-laktam grubu olusturmaktadir. ikinci diren¢ mekanizmasi hedef
molekiiliin degismesi sonucu meydana gelmektedir. Antibiyotigin bakterilerdeki hedef

bolgesinde meydana gelen modifikasyon sonucunda, antibiyotik bu bdlgeye



baglanamamaktadir. Bu tip direng mekanizmasi siklikla trimetoprime ve siilfonamide
direngli bakterilerde gozlenmektedir. Bakterilerin gelistirdigi bir diger direng
mekanizmasi ise biyofilm olusumudur (Cift¢i ve Aksoy, 2015). Biyofilm olusturan
bakterilerde antibiyotiklere karsi olusan diren¢ mekanizmasi, antimikrobiyal
maddenin biyofilm katmanlarina niifuz edememesi ile agiklanmaktadir (Costerton ve
ark, 1999). Biyofilm icindeki bakteriler, ihtiyag duyduklari besin maddelerinin
ortamda bulunmamasi durumunda, yavas lireme fazina veya iiremenin olmadig1 bir
doneme gegebilmektedir. Biyofilmdeki pH degisimleri de antibiyotik potensine etki
ederek antibiyotik duyarlilgimi olumsuz yonde etkilemektedir. Son direng
mekanizmasi ise disa atim pompa (DAP)’lar1 ile antibiyotigin hiicre igindeki
konsantrasyonunun azalmasma bagli olarak gelismektedir. Giinlimiizde ise bu
mekanizmanin beta-laktamlarin da aralarinda bulundugu bir¢ok antibiyotik grubuna
kargt gelisen direncte dnemli rol oynadigi bilinmektedir. DAP’lar basta makrolid,
tetrasiklin ve florokinolon olmak iizere ¢ogu antibiyotik grubunu etkilemektedir.
Ornegin Pseudomonas aeruginosa’daki MexAB-OprM pompa kompleksi beta laktam
grubu antibiyotiklere kars1 direnci artirmaktadir. Bu suslar ayn1 zamanda kinolonlara,
tetrasiklinlere, kloramfenikole ve trimetoprime de direngli hale gelmektedir (Ciftci ve
Aksoy, 2015).

2.1.3. Antimikrobiyal Direncte Disa Atim Pompalarinin Rolii

DAP aracili antimikrobiyal ilag direnci; bakteri, mantar, protozoon ve kanser
hiicrelerinde tanimlanmustir (Ayaz ve ark., 2017). Bakterilerdeki DAP’lar, zararli
maddelerin ve metabolik son drtnlerin hiicre disina atilmasinda etkili olarak,
bakterilerin birbirleri ve cevreleriyle olan iliskilerinin diizenlemesini saglayan
proteinlerdir (Kayis, 2019). DAP’lar hem ilacin disa atiminda hem de coklu ilag

direncindeki rolleriyle 6nem kazanmaktadir (Sun ve ark., 2014).

DAP araciligiyla olusan direng, plazmid veya kromozom kontroliinde enerji ve
iyon tagima sistemlerine baglh olarak gelisebilmektedir (Yice, 2001; Seukep ve ark.,
2020). DAP’lar; dogal ve kazanilmis dirence katki saglamaktadir. Diisiik seviyelerde
eksprese edilen farkli DAP’lar dogal dirence katkida bulunabilir. Kazanilmis direnc,

DAP geninin yatay gen transferi yoluyla ya da DAP’in asir1 ekspresyonuna neden



olabilecek bir kromozomal mutasyonla olusabilmektedir (Hernando-Amado ve ark.,
2016).

DAP’lar;  kinolonlara, 14  Uyeli ~ makrolidlere,  beta-laktamlara,
streptograminlere, azalide ve kloramfenikole karsi direngte rol almaktadir (Yiice,
2001). Stafilokoklarda gelisen kinolon direncinden de DAP’lar sorumludur (Somer,
2010). Staphylococcus epidermidis suslarinda bulunan msrA ve erpA pompa
genlerinin, 14 ve 15 tiyeli makrolidlere direngten sorumlu oldugu bildirilmistir (Yce,
2001). P. aeruginosa’da varlig1 gosterilen MexAB-OprM ve MexXY-OprM pompa
kompleksleri; beta-laktam, florokinolon ve tetrasiklin gibi c¢esitli antibiyotik
gruplarmin yam sira Kloramfenikol direncinden de sorumludur (Somer, 2010). E.
coli’deki AcrAB-TolC pompa kompleksi de florokinolon, tetrasiklin ve beta-laktam
grubu antibiyotikler ile kloramfenikol, novobiyosin, rifampin, fusidik asit ve nalidiksit
asit gibi antibiyotiklere karsi direngte rol oynamaktadir (Sun ve ark., 2014).

2.2. Disa Atim Pompalan

Disa atim pompa (DAP)’lari, antibiyotik gibi maddelerin hiicre digina atimini
saglayan, ila¢ direncinden sorumlu ve plazma zarina entegre olan proteinlerdir
(Limaverde ve ark., 2017; Sharma ve ark., 2019). DAP’lar, ¢oklu ilag direncine sahip
olan bakterilerde transpozon, kromozom ve/veya plazmid tzerindeki diren¢ genleri

araciligiyla kodlanmaktadir (Sharma ve ark., 2019).

P-glikoprotein, 1970’lerin ortalarinda memeli kanser hiicrelerinde gorilen ve
ilag direncinde rol oynayan ilk DAP 6rnegidir. Prokaryotlarda ilk DAP &6rnegi ise E.
coli’de tetrasikline kars1 diren¢ mekanizmasi olarak tanimlanmistir (Dwivedi ve ark.,
2015). DAP’lara bagh diren¢ mekanizmalari ilk kez 1970’lerin sonlarinda tetrasiklin
icin kabul edilmis ve zamanla bir¢ok bakteride antibiyotik, biyosit ve ¢oziicii gibi
cesitli antibakteriyel ajanlara karst DAP aracili direng¢ bildirilmistir (Kumar ve
Schweizer, 2005).

DAP’lar, bakterilerde antibiyotik direncine yol agmasinin yani sira hiicre zar1

gecirgenliginin azaltilmasi, antibiyotik inaktivasyonu veya degisimi, biyofilm



olusumu ve quorum sensing gibi ¢esitli mekanizmalarda da rol almaktadir (Seukep ve
ark., 2020). Substratlarin taninmasinda ve tasinmasinda rol oynayan DAP’lar, belli bir
antimikrobiyale 06zgii olabilecegi gibi farkli tipte terapdtik ajanlart  da
tastyabilmektedir (Seukep ve ark., 2020).

DAP’lar giinimiizde bes grupta kategorize edilmektedir. Bunlar: Major
Facilitator Superfamily (Major-Y 6netici Stiper Ailesi, MFS), ATP-Binding Cassette
(Adenozin Trifosfat Kaset Baglayici, ABC), Small Multidrug Resistance (Kicuk
Coklu ilag Direng, SMR), Resistance-Nodulation-Division (Direng-Diigiim-Hiicre
Boliimii, RND) ve Multidrug and Toxic Compound Extrusion (Coklu ilag ve Toksik
Bilesik Cikarim, MATE) gruplaridir (Cift¢i ve Aksoy, 2015).

@
SMR

MES ABC MATE RND

Sekil 2.2. DAP’larin sematik gériintiisii (Y1lmaz ve Ozcengiz, 2017).

Kompozisyonuna, transmembran gegis bolgesine, enerji kaynagina ve substrat
sayisina gore DAP’lar ikiye ayrilmaktadir (Kumar ve Schweizer, 2005). Birincil tip
pompalar (ABC pompalari), ilgili maddeleri bakteri hiicresi digina atmak i¢in ATP
hidrolizinden elde edilen enerjiyi kullanirken ikincil tip pompalar (MFS, SMR, RND,
MATE) H* veya Na* katyonunun membran elektrokimyasal gradyanindan gelen

enerjiyi kullanmaktadir (Seukep ve ark., 2020).

DAP’lardan MATE, SMR ve RND aileleri prokaryotlarda bulunurken MFS ve
ABC tagtyici aileleri hem prokaryotlarda hem de 6karyotlarda yer almaktadir (Shriram
ve ark., 2018). DAP’lar, hemen hemen tiim bakteri tiirlerinde bulunmaktadir (Kumar
ve Schweizer, 2005). Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerde SMR, MFS, MATE

ve ABC ailesi yaygin iken RND ailesi sadece Gram negatif bakterilerde bulunmaktadir



(Y1lmaz ve Ozcengiz, 2017). DAP’lar ait olduklar1 pompa ailesine bagh olarak cesitli
antimikrobiyallerin bakteri hiicresi disina dogrudan atimini saglamaktadir (Sun ve
ark., 2014). Tek bilesenli pompalar, substratlarini sitoplazmik membran boyunca
tasirken Gram negatif bakterilerde bulunan ¢ok bilesenli pompalar, tiim hiicre zari

boyunca yer almaktadir (Kumar ve Schweizer, 2005).
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Sekil 2.3. (A) Gram pozitif ve (B) Gram negatif bakterilerde DAP’1n yapisi
(Lamut ve ark., 2019).

DAP’lar igin gereken enerjinin veya DAP genlerinin ekspresyonunun bloke
edilmesi ile pompalar inhibe edilebilmektedir. Bazt DAP genlerinin ekspresyonu igin
indliksiyon veya mutasyon gerekirken bazit DAP genleri ise strekli olarak eksprese
edilebilmektedir. Bu ekspresyon ile antibiyotiklere karsit dogal diren¢ olusmaktadir

(Bharwaj ve Mohanty, 2012).

2.2.1. Disa Atim Pompa Yapisi

Antibiyotik veya hiicrelerin iirettigi toksin gibi maddelerin disa attmindan
sorumlu olan DAP’lar, antibiyotik direncine yol agan 6énemli diren¢g mekanizmalardan
biridir (Marquez, 2005). DAP, ilk olarak 1980°de tetrasiklinlere karsi dogal direng
mekanizmasi olarak tanimlanmistir. Daha sonralar1 Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerde bulunabilen yaygin bir mekanizma oldugu anlasilmistir (Van Bambeke ve
ark., 2006; Lamut ve ark., 2019).



Tim DAP’lar ¢ift tabakali zar yapisina uygun bir baglanma yiizeyi saglamak
icin lipofilik yapidadir. DAP’lar enerji kaynagi, filogenetik iliski ve substrat
0zgullugiine gore siniflandirilmaktadir (Van Bambeke ve ark., 2000).

2.2.2. Disa Atim Pompalarin Simiflandirilmasi

DAP’lar, enerji kaynagt ve substrat cesitliligine gore iki smifta
incelenmektedir. Birinci sinif DAP’lar, disa atim i¢in ATP’yi hidrolize ederek serbest
kalan enerjiyi kullanan ABC pompalari, ikinci sinif DAP’lar ise antimikrobiyallerin
disa atimi i¢in H* veya Na* iyonlarmin transmembran elektrokimyasal gradyanini

kullanan MFS, SMR, RND ve MATE tipi pompalardir (Song ve Wu, 2016).

Disa atim
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ATP
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Sekil 2.4. Enerji kaynaklar1 gosterilen DAP’larin sematik gortintUsu
(Hassan ve ark., 2015).

2.2.2.1. ATP Binding Casette (ABC) Tipi Pompalar

ATP Binding Casette (ABC) ailesi hem tkaryot hem de prokaryot hiicrelerde
bulunan ATP baglama bolgelerine sahip pompalardir (Song ve Wu, 2016; Seukep ve
ark., 2020). Substratlarin hem i¢e alimindan hem de disa atimindan sorumludur
(Kumar ve Schweizer, 2005). Ailedeki ilk temsilci P-glikoprotein’dir (Song ve Wu,
2016).
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Yapisal olarak, 1200 amino asitten ve 6 transmembran protein segmentinden
olusmaktadir. Hidrofobik alami iki transmembran segmenti olusturmaktadir. ilk
transmembran segmenti olan transmembran alani, substratin taninmasinda ve
tasinmasinda sorumluyken niikleotid baglama alani olan diger transmembran segmenti
ATP’nin hidrolize edilmesinde ve baglanmasinda gérev almaktadir (Seukep ve ark.,
2020; Kumar ve Schweizer, 2005). ABC ailesi; seker, aminoasit, iyon, ilag gibi ¢esitli
maddelerin tasinmasinda ATP hidrolizinden elde edilen enerjiyi kullanmaktadir

(Kumar ve Schweizer, 2005).

Staphylococcus spp. ve Enterococcus spp. gibi Gram pozitif bakterilerde
makrolid grubu antibiyotiklere ve basitrasine direng saglayan ABC tipi pompalar
bulunmaktadir (Ayaz ve ark., 2017). Ayrica Vibrio cholerae ve Mycoplasma spp. gibi
¢esitli mikroorganizmalarda ¢oklu ilag¢ direncine neden olan ABC tipi pompalar yer
almaktadir (Ayaz ve ark., 2017). ABC ailesinin en dénemli temsilcisi Lactococcus
lactis’e ait LmrA pompasi olarak belirlenmistir (Kumar ve Schweizer, 2005). Gram
negatif bakterilerde ABC pompalar1 bir dis zar proteini ve periplazmik adaptdr proteini
ile etkilesime girerek substratlarin disa atimini saglamaktadir ve en tipik 6rnegi ise E.

coli’ye ait MacAB-TolC pompa kompleksidir (Seukep ve ark., 2020).

2.2.2.2. Major Faciliator Superfamily (MFS) Tipi Pompalar

Major Faciliator Superfamily (MFS) ailesi, binden fazla pompasi tanimlanan,
12-14 transmembran protein segmenti ve 400-600 amino asit yapisina sahip
proteinlerdir. Bu ailenin Uyeleri H* veya Na* gradyanina dayali olarak sekerlerin,
metabolitlerin, anyonlarin ve ilaglarin disa atimindan sorumludur (Kumar ve
Schweizer, 2005; Seukep ve ark., 2020).

MFS pompalar1 okaryotik protistlerde bakterilerde, maya ve mantarlarda
bulunmaktadir (Ayaz ve ark., 2017). Gram pozitif bakterilerde tek bilesenli yapi olarak
bulunan MFS pompalar1 Gram negatif bakterilerde zar yapisindan dolay1 bir adaptor
ve bir dis membran protein kompleksinden olusmaktadir (Y1lmaz ve Ozcengiz, 2017;

Hernando-Amado ve ark., 2016). MFS ailesi, ilag/H* antiporteri (drug/H* antiporter,
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DHA) 1-2-3 olmak Uzere (g alt aileden olusmaktadir. Prokaryotlarda ve dkaryotlarda
bulunan DHA-1 ve DHA-2, ¢esitli antimikrobiyal maddelerin disa atimim
saglamaktadir. DHA-1 pompalar1 seker, monoamin, poliamin, asetilkolin,
metilglioksal gibi maddelerin disa atiminda goérevliyken substrat 6zgiilliigii dar olan
DHA-2 iiyeleri, safra tuzlarinin ve boyalarin disa attmini saglamaktadir. DHA-3’{in
ise yalnizca prokaryotlarda bulundugu, makrolid ve tetrasiklin gibi antibiyotik

gruplarinin disa atimindan sorumlu oldugu bilinmektedir (Kumar ve Schweizer, 2005).

MEFS pompalarindan en ¢ok E. coli’ye ait EmrAB-TolC pompa kompleksi
tizerinde ¢alisilmistir (Hernando-Amado ve ark., 2016). Gram pozitif bakterilerde S.
aureus’a ait NorA, QacA, QacB ve L. lactis’e ait LmrP pompalari; Gram negatif
bakterilerde ise Acinetobacter baumannii’de bulunan CraA, E. coli’deki MdfA ve
Klebsiella pneumoniae’e ait KpnGH pompasi kloramfenikol, norfloksasin, tetrasiklin,
seftazidim, sefepim ve streptomisin gibi ¢esitli antibiyotiklere karst direng

saglamaktadir (Seukep ve ark., 2020).

Baz1 bakterilerin plazma zarinda bulunan tetrasiklin direncinden sorumlu Tet
ve makrolid direncinden sorumlu olan Mef pompalari, MFS ailesini temsil eden en
o6nemli DAP’lardir (Chovanova ve ark., 2015; Song ve Wu, 2016).

2.2.2.3. Small Multidrug Resistance (SMR) Tipi Pompalar

Small Multidrug Resistance (SMR) ailesi, aminoglikozid ve makrolid grubu
antibiyotiklerin hidrofobik bdlgeleriyle dogrudan etkilesime giren, 110 amino asit ve
4 transmembran protein segmentinden olusan kiigiik proteinlerdir (Song ve Wu, 2016;

Kumar ve Schweizer, 2005).

SMR pompalari, disa atimda proton gradyenini kullanmakta ve kromozom,
plazmid ve integron araciligiyla kodlanmaktadir. (Hernando-Amado ve ark., 2016; Li
ve Nikaido, 2009). Diger pompa aileleri ile kiyaslandiginda daha dar substrat
ozgiilligline sahiptir (Li ve Nikaido, 2009).
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Bu ailede bulunan SMR pompalari; mutasyon, baskilayici ve eslestirilmis SMR
pompalart olmak Uzere Ug¢ alt aile sinifindan olusmaktadir. SMR pompalari tek bir
genin ekspresyonundan sorumluyken diger alt aileler ¢oklu ila¢ direncine neden

olmaktadir (Seukep ve ark., 2020).

SMR ailesinde 250°den fazla pompa tanimlanmistir (Li ve Nikaido, 2009). En
1yi tammmlanmis pompalar; boyalarin, ilaclarin ve katyonlarin disa atimindan sorumlu
S. aureus’a ait olan QacEr pompast ve E. coli’nin EmrE pompasidir (Kumar ve
Schweizer, 2005). SMR ailesinin diger pompalar1 arasinda Bacillus subtilis’te EbrAb
pompasi, S. aureus’da ise SeoA ve QacC pompasi bulunmaktadir (Seukep ve ark.,
2020).

2.2.2.4. Resistance Nodulation Division (RND) Tipi Pompalar

Bir dis membran proteini ve her iki membranda bulunan bir membran flizyon
proteininden olusan Resistance Nodulation Division (RND) ailesi, bakterinin i¢
membranina gomiilii sekilde bulunan pompalardan olusmaktadir. RND pompalari
Substratlarin disa atiminda proton hareket kuvvetini kullanmaktadir (Hernando-
Amado ve ark., 2016). RND pompalari genis bir tanima ve tagima spektrumuna
sahiptir (Seukep ve ark., 2020).

RND pompalar;, 1000°den fazla amino asitten olugmaktadir ve diger
pompalara kiyaslandiginda yapica daha biiyiiktiir (Seukep ve ark., 2020). RND
ailesinin, Onceleri sadece bakterilerde bulundugu diisiiniilirken son dénemlerde

Okaryotlarda ve arkealarda de yer aldig: bildirilmistir (Kumar ve ark., 2008).

Gram negatif bakteriler arasinda olduk¢a yaygin olarak bulunan RND
pompalari, ¢esitli antimikrobiyallere karst1 Gram negatif bakterilerin direng
kazanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Li ve Nikaido, 2009; Kumar ve
Schweizer, 2005). RND pompalarinda kazanilmis direng, kromozomal mutasyon veya
plazmid araciligiyla kodlanmaktadir (Kumar ve Schweizer, 2005). Gram negatif
bakterilerde RND pompalari; florokinolon, beta-laktam, tetrasiklin ve linezolid gibi

birgok antibiyotige karsi gelisen dogal dirence katki saglamaktadir (Sharma ve ark.,
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2019). P. aeruginosa’daki MexAB-OprM pompa kompleksi ve E. coli’deki AcrAB-
TolC pompa kompleksi RND ailesini temsil eden 6rneklerdir (Song ve Wu, 2016).

2.2.2.5. Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE) Tipi

Pompalar

Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE) ailesine ait pompalar,
onceleri MFS ailesinin bir tyesi olarak diisiiniilse de membran yapisi bakimindan
benzerlik gdstermedigi i¢in ayr1 bir pompa ailesi olarak taninmaktadir. Bu pompalar
yaklagik 450 amino asit uzunlugunda ve 12 transmembran protein segmenti
icermektedir (Kumar ve Schweizer, 2005). Bugiine kadar MATE ailesine ait yaklasik
20 adet pompa tanimlanmustir (Li ve Nikaido, 2009).

MATE ailesi yapisal 6zelliklerine gore DinF, NorM ve bakteriyel MATE alt
ailesi olarak iice ayrilmaktadir. DinF alt ailesinde antimikrobiyallerin disa atiminda
katyonlar, NorM alt ailesinde ise protonlar antiporter olarak gorev almaktadir. NorM
ve DinF arasindaki bir diger fark ise NorM alt ailesi, antimikrobiyal substratlar i¢in iki
ayrt baglanma bolgesi bulundururken DinF alt ailesi tek baglanma bolgesi
bulundurmaktadir (Hernando-Amado ve ark., 2016). Bakteriyel MATE alt ailesi,
poliaromatik ve katyonik ilaglarin akigini saglamak icin H* veya Na* gradyanlarini

kullanmaktadir (Du ve ark., 2018).

Bu aileye ait pompa ornekleri arasinda ilk kez tanimlanan Vibrio
parahaemolyticus’un NorM pompasi ve onun homologu olan E. coli’ nin YdhE
pompasi bulunmaktadir (Kumar ve Schweizer, 2005; Bharwaj ve Mohanty, 2012).
Ayrica P. aeruginosa’ya ait PmpM pompast ve A. baumannii’de bulunan AbeM
pompalari, proton hareketlerine bagli calisan MATE pompalarina 6rnek verilmektedir.
S. aureus’ta bulunan NorM ve MepA pompalari ise en ¢ok arastirilan pompalardir
(Seukep ve ark., 2020). MATE ailesi pompalari, siklikla florokinolon ve
aminoglikozid direncine neden olmaktadir (Kumar ve Schweizer, 2005; Seukep ve
ark., 2020).
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2.2.2.6. Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux (PACE)
Tipi Pompalar

SMR ailesine benzer olan Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux
(PACE) ailesine ait pompalar, yakin zamanda bazi Gram negatif bakterilerde
tanimlanmistir (Lamut ve ark., 2019; Du ve ark., 2018). Disa atim mekanizmasi heniiz
aciklanmamistir ancak elektrokimyasal gradyani etkiledigi diisiiniilmektedir (Lamut
ve ark., 2019). PACE ailesi hakkinda temel bilgiler Acinetobacter bakterisinin AdeAB
pompalar1 iizerine yapilan calismalardan elde edilmistir (Brindangnanam ve ark.,
2022). PACE pompalarinin bakteri tiirlerine 6zgii islevlerinin oldugu diisiiniilmektedir
(Teelucksingh ve ark., 2020). Son donemde PACE ailesine ait ve A. baumannii’de

bulunan bir pompa daha tanimlanmistir (Seukep ve ark., 2020).

2.3. Disa Atim Pompa inhibitorleri

Disa atim pompa inhibitér (DAPI)’leri, geleneksel tarama yontemleriyle
rastgele kesfedilen dogal veya sentetik kokenli olabilen, bir veya birden fazla
mekanizma ile antimikrobiyallerin disa atimini inhibe etme yetenegi olan
molekiillerdir (Aygul, 2015; Sharma ve ark., 2019). DAPI’ler, DAP’larin
ekspresyonunu diizenleyerek veya enerji mekanizmasini bloke ederek DAP’lara etki
etmektedir (Sharma ve ark., 2019).
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Sekil 2.5. Gram negatif bakterilerde DAP inhibisyon yollar1
(Pages ve Amaral, 2009).

Esas olarak DAPI’ler substratlarla rekabet¢i olmadan ayni bolgeye baglanarak
ve pompa hareketini engelleyerek islev gormektedir. Ayni1 zamanda DAPI’ler,
antibiyotiklerle birlikte uygulandiklarinda antibiyotigin disa attmin1 Onleyerek veya

azaltarak ilacin hiicre i¢inde yliksek konsantrasyonda kalmasini saglamaktadir (Lamut

ve ark., 2019).

Bir kimyasal maddenin DAPI olarak nitelendirilebilmesi igin sahip olmasi
gereken bazi kriterler bulunmaktadir. Bu kriterler; aday molekiliin 6karyotik hiicreler
uzerinde herhangi bir farmakolojik aktivite icermemesi, antibiyotiklerin aktivitesini
artirmasi, Ozgiil olmasi, herhangi bir Okaryotik DAP’1 hedeflememesi, ylksek
konsantrasyonlarda hiicre i¢in toksik etkiye sahip olmamasi, terapétik ve giivenilirlik
indeksi yliksek olmasi ve gelismis farmokinetik 6zelliklere sahip olmasi, gelismis
serum seviyeleri ve hiucresel birikimi saglamak igin proteolitik olarak kararli olmasi
seklinde siralanabilir. Ayrica ekonomik olmasi ve eger biyolojik ise sentezinin zaman

alict ve zor olmamasi gerekmektedir (Sharma ve ark., 2019; Bharwaj ve Mohanty,

2012; Lamut ve ark., 2019).
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DAPI’lerin, bakterilere kars1 etkinliklerini arttirmak icin antimikrobiyallerle
kombine edilerek kullanilmasimin olumlu sonuglar verebilecegi Ongoriilmektedir
(Sharma ve ark., 2019). DAPI'nin antibiyotiklerle kombinasyon seklinde
kullanilmasinin; antibiyotiklerin etki spektrumunu arttirabildigi, bakterilerde
antibiyotiklere karst diren¢ diizeyini ve direncin ortaya ¢ikma sikligim azaltabildigi

bildirilmistir (Lamut ve ark., 2019).

2.3.1. Verapamil

Kalsiyum kanal blokori olarak bilinen verapamil (VER), fenilalkilamin tlrevi
bir bilesik olup hipertansiyon tedavisinde kullamilmaktadir (McTavish ve Sorkin,
1989; Sharma ve ark., 2019).

O
- N= 0
\
o N
Sekil 2.6. Verapamil’in kimyasal yapist.

VER, kalp kasinda bulunan kalsiyuma 6zgi membran baglanma bdlgelerine
yiiksek afinite ile baglanarak kalsiyum girisinin azalmasina neden olmaktadir. VER’in
kalpteki kalsiyum taginmasina olan etkisi, antiaritmik ve negatif inotropik etkilere ve
vaskdler diiz kas hiicrelerinde benzer bir etki ile periferik ve koroner vazodilatasyona
yol agmaktadir. VER’in, kalsiyumun yanisira sodyumun tasinmasmda da rol aldigi
bilinmektedir (Singh, 1978).

Bakterilerde yapilan ¢alismalarda, VER’in MATE pompalarinin aktivitesini
inhibe ettigi bildirilmistir. MATE pompalarin1 eksprese etmeyen bakteri hiicrelerine
kargt diisitk miktarda toksisiteye sahiptir (Sharma ve ark., 2019). VER’in diisiik
konsantrasyonlarda kullanimi, E. coli’de proton hareket kuvvetini etkileyerek hiicre
ici ATP konsantrasyonunu diistiriip DNA, RNA ve protein sentezini etkilemeden

bakterinin biiyiime hizim yavaslatmaktadir (Dalhoff, 2021).
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VER’in baslica etkinliginin M. tuberculosis’e ait DAP inhibisyonu ile ilgili
oldugu one siirtilmektedir. Bir¢ok tiiberkiiloz ilaciyla sinerjistik etki gosterdigi,
minimal inhibitor konsantrasyon (MiK) degerlerinde ve ilag direnglerinde azalmaya
neden oldugu bildirilmektedir. M. tuberculosis’e kars1 etkisinin karbonil siyanid-3-
klorofenil-hidrazondan (CCCP), rezerpinden ve klorpromazinden daha giiglii oldugu
gosterilmistir (Song ve Wu, 2016). M. tuberculosis ile yapilan ¢alismalarda VER’in,
bedakuilin ve ofloksasinin aktivitesini gliclendirdigi gosterilmistir (Sharma ve ark.,

2019).

2.3.2. Rezerpin

Rezerpin (REZ), lipofilik yapili bir indol alkoloid olup ilk kez Schlittler ve
arkadaslar tarafindan Rauwolfia serpentina bitkisinin kokiinden izole edilmistir (Chen
ve Huang, 2005; Song ve Wu, 2016). Antihipertansif ve antipsikotik 6zellikleri
bilinmekle (Song ve Wu, 2016) birlikte giiniimiizde yaygin olarak kullanilmamaktadir.
Genel olarak MFS ve RND ailesi pompalarma 6zgii bir DAPI olarak kabul
edilmektedir (Lamut ve ark., 2019). Ayrica ABC pompalarini da inhibe edebilmektedir
(Zhang ve ark., 2010).
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Sekil 2.7. Reserpin’in kimyasal yapisi.

REZ’in DAPI olarak aktivitesi ilk kez Bacillus subtilis’te tetrasiklinin hiicreden
atilmasina aracilik eden Bmr pompasinin gosterilmesi ile kesfedilmistir (Stavri, 2007;
Lamut, 2019). Ayrica REZ’in, S. aureus’un NorA pompasi tarafindan kazanilmis

direnci azalttig1 bilinmektedir (Lamut ve ark., 2019).

REZ, Gram pozitif bakterilerde florokinolon direnci Uzerine etki

gostermektedir. Direncli S. aureus ve Streptococcus pneumoniae varyantlarmin MiK
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degerlerini in vitro ortamda azalttig1 bildirilmistir. REZ, Tet (K) pompasi bulunduran

MRSA suslarma karsi tetrasiklin aktivitesini de gliclendirmektedir (Marquez, 2005).

REZ, lipofilik yapisinda kaynakli olarak kan-beyin bariyerini gecebilmekte ve
sinir sisteminin aktivitesini yavaslamasina, kalp atis hizinin diismesine, kalp debisinin
azalmasina, periferik direncin azalmasina ve kan basinin diismesine neden
olabilmektedir (Cheung ve Parmar, 2023). Ek olarak REZ’in antibiyotiklerle birlikte
klinik kullanmiminda, sahip oldugu nefrotoksik ozelligine de isaret edilmektedir
(Sharma ve ark., 2019).

2.3.3. Karbonil Siyanid-3-klorofenil-hidrazon (CCCP)

Bir protonofor olan karbonil siyanid-3-klorofenil-hidrazon (CCCP),
transmembran elektrokimyasal gradyanina etki ederek DAP’lar1 inhibe edebilen
kimyasal bir madde olup (Zhang ve ark., 2010; Osei ve Amoako, 2017) bakteri zarinin
enerji seviyesini ve proton hareketlerini engelleyerek hicrenin 6limine neden
olabilmektedir (Pages ve Amaral, 2009). CCCP, E. coli’deki QacE pompasini
etkileyerek antibiyotiklere karsi gelisen diren¢ durumunda bakteriyi duyarli hale
getirmektedir. MFS ailesi Mycobacterium smegmatis’te Tap pompasini inhibe ederek
tetrasiklinin MiK degerini azaltmaktadir. CCCP’nin, MFS ailesinin yani sira ABC ve
RND ailesi pompalar1 {izerinde de etkili oldugu gosterilmistir (Song ve Wu, 2016;
Zhang ve ark., 2010).
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Sekil 2.8. CCCP’nin kimyasal yapisi.
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CCCP iizerine yapilan in vitro calismalarda, oOkaryotik hicrelerin proton
hareket kuvvetinin azalmasi veya mitokondriyal ATP Gretiminin kesilmesi durumunda
da hayatta kaldigim gostermektedir. Bu durum, CCCP’ye maruz kalma suresine ve
CCCP’nin konsantrasyonuna bagli olarak hiicrelerin apoptoza karst koruyucu
mekanizmalar gelistirerek uyum saglayabilmeleri ile agiklanmaktadir (Kane ve ark.,
2018). CCCP, elektrokimyasal gradyan ve proton iletkenligini artirip mitokondriyal
depolarizasyona neden olarak ATP {iretiminin azalmasiyla hiicresel metabolizmaya

dolayl1 yoldan etki etmektedir (Padman ve ark., 2013; Osei ve Amoako, 2017).

CCCP’nin, tek bagina kullanildiginda veya antibiyotiklerle kombine
edildiginde Gram pozitif bakteriler izerinde antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir
(Lu ve ark., 2020). Ayrica karbapenemler ile de sinerji olusturdugu rapor edilmistir
(Sharma ve ark., 2019). CCCP’nin hiicresel ve molekiiler diizeyde etkileri tam olarak
aciklanamamakla birlikte antibiyotiklerle gosterdigi sinerjistik etkinin, DAP
aktivitesine etkisinden mi kaynaklandigi yoksa bakteri hiicresini metabolik olarak
inaktif hale getirmesinde mi kaynakli oldugu tartisitimaktadir (Junior ve ark., 2020;
Pages ve Amaral, 2009). CCCP, memeli hicrelerindeki sitotoksik etkisi nedeniyle,

yalnizca laboratuvar kullanimi ile sinirl kalmaktadir (Sharma ve ark., 2019).

2.4. Bakteriler

2.4.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, Micrococcaceae familyasinda yer alan Gram pozitif
bir bakteri olup nasus, vagina, farenks gibi bazi anatomik bolgelerin normal florasinda

bulunmaktadir (Limaverde ve ark., 2017; Akata, 2012).

S. aureus, toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli etkenlerinden
biri olup cilt enfeksiyonlari, alt solunum yollar1 enfeksiyonlari, pndmoni, osteomiyelit,
septik artrit, kardiyovaskiler enfeksiyonlar ve bakteriyemi gibi lokal ve sistemik
birgok hastaliga sebep olabilmektedir (Hernando-Amado ve ark., 2016; Aksaray ve
Arict, 2019). S. aureus’larda ilk kez 1930’1u yillarda ortaya ¢ikan antibiyotik direnci
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klinik kullanima giren siilfonamid grubu antibiyotiklerle baglayip giiniimiizde

glikopeptidlere kadar uzanmaktadir (Altun ve Sancak, 2010; Sancak, 2011).

Saglik kurumlarinda 6nemli bir sorun haline doniisen metisiline direngli S.
aureus (MRSA) suslar1 kullanimdaki antibiyotiklerin kisitlilig1 ve enfeksiyon kontrol
yontemlerinin yiksek maliyeti nedeniyle tim dlnyada ciddi bir saglik sorunu
olusturmaktadir (Aksaray ve Arici, 2019; Hernando-Amado ve ark., 2016). MRSA
suslar1, beta-laktam grubu tiim antibiyotiklere direncli olmakla birlikte makrolid,
linkozamid, kinolon ve aminoglikozid gibi antibiyotik gruplarina da direng
gOstermektedir (Aksaray ve Arici, 2019). Gilinlimiizde MRSA enfeksiyonlarinin
tedavisinde vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptid grubu antibiyotiklere ek olarak
linezolid, daptomisin ve tigesiklin en sik tercih edilen ilaglar arasinda yer almaktadir
(Sancak, 2011).

S. aureus’ta antibiyotik direnci kromozomal mutasyon, plazmid veya DAP ile
olusmaktadir (Lamut ve ark., 2019). S. aureus’un antibiyotik direncinde DAP’lar
onemli bir yer tutmaktadir (Sun ve ark., 2014). S. aureus’ta tanimlanan DAP’lardan;
MEFS ailesinden QacA pompasi ve SMR ailesine ait Smr pompasi kromozomal olarak;
MFS ailesi pompalar1 ise plazmid ile kodlanmaktadir. MFS ailesinden NorA, NorB,
NorC, NorD pompalari, S. aureus direncinde onemli rol oynamaktadir. NorA;
florokinolon, kinolon gibi antimikrobiyaller ile biyosit gibi maddelerin hicreden
atilmasinda gorev almaktadir. NorA ile %30 sekans benzerligi olan NorB, NorA
substratlarina ek olarak tetrasiklinlere direng saglamaktadir. NorC, NorB’ye %61
oraninda benzerlige sahiptir ve gesitli florokinolonlara direng saglamaktadir. NorD;
kinolonlara, tetrasiklinlere, polimiksin B’ye, trimetoprime ve daptomisine direng
gostermektedir (Kumar ve Schweizer, 2005; Kumar ve ark., 2008; Hernando-Amado
ve ark., 2016).

2.4.2. Enterococcus faecalis

Enterokoklar, Gram pozitif koklar olup tekli, ikili ya da kisa zincirler halinde

bulunmaktadir. Fakiiltatif anaerop olan enterokoklar, insanlarin bagirsak, tiretra, oral,
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vajen ve safra yollarinda mikrobiyota elemani olarak yer almaktadir (Y1ldirim, 2007;

Ozseven ve ark., 2011).

Insanlarda toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan enterokoklar;
triner sistem enfeksiyonlarina, yara enfeksiyonlarina, intraabdominal ve pelvik
enfeksiyonlarina; bakteriyemi, menenjit ve endokardite yol agan yaygin ve dnemli bir
patojendir. Nadiren seliilit veya diger derin doku enfeksiyonlarina sebep olmaktadir
(Iraz ve ark., 2012; Aktepe ve ark., 2011; Gulmez ve Hasgelik, 2011; Yildirim, 2007).
Enterokokal enfeksiyonlar igerisinde, diger tiirlere oranla Enterococcus faecalis ile

olusan enfeksiyonlar 10 kat daha fazla goriilmektedir (Y1ildirim, 2007).

Tlm dunyada giderek artan ¢oklu antibiyotik direnci, 6zellikle nozokomiyal
enterokok suslarinda ciddi sorunlara yol a¢maktadir. Antibiyotiklere karsi direng
gelisimi; transpozon, plazmid veya mutasyonla olusmaktadir (Baylan ve ark., 2011).
Klindamisin, trimetoprim-stifametoksazol, sefalosporin ve aminoglikozid grubu gibi
yaygin kullanilan antibiyotiklere karsi dogal direng gosteren bu bakteriler, diger
antibiyotiklere de kolaylikla direng gelistirebilmektedir (Gulmez ve Hasgelik, 2011;
Gok ve ark., 2020).

Enterokoklarin antibiyotik diren¢ oranlarindaki dramatik artisi tedaviyi de
giiclestirmektedir (Berktas ve ark., 2013). Enterokoklarin neden oldugu iiriner sistem
ve yara enfeksiyonlarinin ¢ogu ampisilin, penislin G ya da vankomisin gibi tek ilagla
tedavi edilebilmekteyken; enterokok endokarditi ve menenjiti i¢in hiicre duvarina
etkili ajanlarla kombinasyon tedavisinin uygulanmasi gerekmektedir. Bazi
vankomisine direncli enterokok (VRE) suslar1 penisilin G veya ampisiline duyarli
olabilecegi icin bu enfeksiyonlarin tedavisinde s6z konusu antibiyotikler

kullanilabilmektedir (Yildirim, 2007).

2.4.3. Klebsiella pneumoniae

Enterobacteriaceae familyasinin bir {iyesi olan Klebsiella pneumoniae,
insanlarin gastrointestinal sisteminde saprofit olarak bulunan ve ¢esitli enfeksiyonlara

neden olan firsat¢1 bir patojendir (Baltaci ve ark., 2020; Tekintas ve ark., 2017). K.
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pneumoniae sepsis, pnémoni, uriner sistem enfeksiyonlarina, kateter iliskili
enfeksiyonlara, cerrahi alan enfeksiyonlarina ek olarak hastane ve toplum kokenli
enfeksiyonlara da neden olmaktadir (Yoon ve ark., 2020; Baltaci ve ark., 2020). K.
pneumoniae enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla aminoglikozid ve beta-laktam grubu

antibiyotikler tercih edilmektedir (Kahraman ve ark., 2017).

Bir¢ok antibiyotige diren¢ kazanabilen K. pneumoniae nin, genellikle
ampisiline karst dogal dirence sahip oldugu bildirilmektedir (Kahraman ve ark., 2017).
Klebsiella tiirlerinde antibiyotik direncinin en Onemli mekanizmasi genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) uretimidir. Klebsiella tirleri, GSBL enzimleri ile
sefalosporinlere karsi direng gelistirmektedir. Bu ylzden K. pneumoniae ile iliski
enfeksiyonlarda siklikla karbapenemler tercih edilmeye baslanmis fakat takip eden
surecte bu antibiyotiklere karsi direng gelisimi, son yillarda diinyada ve iilkemizde
siklikla bildirilmeye baslanmustir (Baltac1 ve ark., 2020; Kahraman ve ark., 2017).
DAP’lar, K. pneumoniae izolatlarinda beta-laktam direncinde 0Onemli rol
oynamaktadir (Li ve Nikaido, 2009). K. pneumoniae’ye ait AcrAB ve OqxAB pompa
komplekslerinin klinik 6neme sahip oldugu bilinmektedir. AcrAB pompa kompleksi
piperatazosilin ve seftolozan-tazobaktam gibi genis spektrumlu yeni antibiyotikler de
dahil olmak tizere gesitli antibiyotiklerin disa atimindan sorumluyken OgqxAB ise
florokinolonlar, tigesiklin ve nitrofurantoinin disa atimini saglamaktadir (Davin-Regli
ve ark., 2021).

2.4.4. Pseudomonas aeruginosa

Diinya ¢apinda yiiksek mortalite ve morbitideye neden olan non-fermenter
Gram negatif bir basil olan Pseudomonas aeruginosa, firsat¢i bir patojendir (Durmaz
ve Ozer, 2015; Lamut ve ark., 2019). P. aeruginosa; bakteriyemi, menenjit, beyin
apsesi, pnémoni, otit, septik artrit, osteomiyelit, endokardit, diyare, deri ve yumusak
doku enfeksiyonlar; mekanik solunum destegi alan ve immin sistemi baskilanmig
hastalarda ciddi enfeksiyonlara, 6zellikle kistik fibrozis olgularinda kronik akciger

enfeksiyonlarina neden olmaktadir (Yilmaz ve ark., 2010; Oztiirk, 2002).
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P. aeruginosa enfeksiyonlarimin tedavisinde penisilinler, sefalosporinler
karbapenemler, monobaktamlar, aminoglikozidler, tetrasiklinler ve florokinolonlar
kullanilmaktadir (Altindis ve ark., 2015). P. aeruginosa, antistafilokokal penisilin,
ampisilin-sulbaktam, amoksisilin-kalvulanat, 1. ve 2. kusak sefalosporinler,
trimetoprim-sulfametaksazol ve nalidiksik asit gibi bir¢ok antibiyotige dogal direncli
olup kullanimda olan pek ¢ok antimikrobiyal ajana da hizla direng gelistirmektedir
(Durmaz ve Ozer, 2015; Berktas ve ark., 2011).

P. aeruginosa, dogal dirence ek olarak kromozomal mutasyon, plazmid,
transpozon ve integron araciligiyla birgok antibiyotige karsi da direng
gelistirebilmektedir (Karakece ve ark., 2014). DAP araciligiyla karbapenemler dahil
olmak tizere bir¢ok antibiyotige kars1 direng gelisimi gézlenmektedir (Berktas ve ark.,
2011). P. aeruginosa i¢in halihazirda tamimlanmig 12 adet DAP bulunmaktadir. TUmu
RND ailesine ait olan MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN ve MexXY -OprM
pompalart klinik agidan onemli pompalardir (Hernando-Amado ve ark., 2016).
Bildirilen ilk DAP olan MexAB-OprM pompa kompleksi; kinolon, makrolid,
tetrasiklin, beta-laktam gibi antibiyotik gruplariyla novobiyosin, kloramfenikol ve
linkomisin gibi antibiyotiklere karsi direngten sorumludur (Pesingi ve ark., 2019;

Kumar ve Schweizer, 2005).

2.4.5. Escherichia coli

Escherichia coli, fakiltatif anaerob ve Gram negatif basil morfolojisinde olup
dogada yaygin olarak bulunabilen bir patojendir. E. coli suslarinin ¢cogu bagirsak
florasinda yaygin olarak bulunup bir¢ok doku ve organda ¢esitli enfeksiyonlara neden
olabilmektedir (Bozkir ve ark., 2020; Lamut ve ark., 2019; Sahin ve Altan, 2019).

Laboratuvarlarda sik¢a izole edilen E. coli toplum kokenli veya hastane
enfeksiyonlara sebep olmaktadir. E. coli, siklikla idrar yolu enfeksiyonuna neden
olmakla birlikte cerrahi alan enfeksiyonlarina, intraabdominal apselere, peritonite,
pnomoniye, bakteriyemiye ve ndrosirurji sonrasi gelisen menenjitlere yol

acabilmektedir (Sahin ve Altan, 2019).
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Bircok E. coli izolatinin ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit, norfloksasin,
sefuroksim, seftriakson ve ko-trimoksazol gibi antibiyotiklere direngli oldugu kabul
edilmektedir (Bozkir ve ark., 2020). E. coli suslarinin genom analizi sonucunda
AcrAB, AcrEF, AcrD, YhiUV, MdtABC ve TolC olmak tizere toplam yedi RND ailesi
pompasi bulundurdugu tespit edilmistir. AcrAB-TolC pompa kompleksi, E. coli igin
baskin DAP olarak tamimlanmistir. Cok genis bir substrat 6zgiilliigii olan bu pompa
kompleksi akriflavin, beta-laktamlar, florokinolonlar, makrolidler, kloramfenikol,
etidyum bromir, safra tuzlari, yag asitleri, organik ¢oziiciileri substrat olarak
kullanmaktadir (Kumar ve Schweizer, 2005). DAP’larin E. coli suslarinda goriilen
sefuroksim ve florokinolon direncinde de rol aldig1 gosterilmistir (Li ve Nikaido,
2009).

2.5. Antibiyotikler

2.5.1. Tetrasiklin

Streptomyces rimosus’dan 1940°l1 yillarda {iretilen tetrasiklin (TET), yar
sentetik bir antibiyotiktir (Poole, 2005; Chopra ve Roberts, 2001). Tetrasiklin, 30S
ribozomal alt birime baglanarak protein sentezini inhibe etmektedir (LaPlante ve ark,
2022).

Tetrasiklin, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere, klamidyalara,
riketsiyalara ve mikoplazmalara karsi aktiviteye sahip genis spektrumlu bir ajandir
(Eliopoulos ve Roberts, 2003). Cilt enfeksiyonlari, pnomoni, kemik ve eklem
enfeksiyonlari, intraabdominal enfeksiyonlar, riketsiya ve spiroketlerin olusturdugu
enfeksiyonlar; Yersinia pestis, Bacillus anthracis ve Francisella tularensis gibi
biyolojik ajanlarin olusturdugu hastaliklarin ve cinsel yolla bulasan hastaliklarin

tedavisinde kullanilmaktadir (LaPlante ve ark., 2022; Usluer, 2007).

Tetrasiklinin tedavilerde kullanilmaya baslanmasindan kisa bir siire sonra,
tetrasikline direngli patojenler tamimlanmaya baslanmistir. Genellikle plazmid,
transpozon ve integron araciligiyla diren¢ gelisimi gézlense de en yaygin olant DAP
ile gelisen direngtir (Eliopoulos ve Roberts, 2003; LaPlante ve ark., 2022). DAP’larin
cogu tetrasikline kargt direng olusturmaktadir (Chopra ve Roberts, 2001).

25



MFS ailesinde tetrasiklin direncine aracilik eden Tet pompasi ¢ogunlukla Gram
negatif bakterilerde rapor edilirken Gram pozitif bakterilerde ve mikobakterilerde de
tanimlanmistir. Tet pompalarinda plazmid, transpozon ve integron ile diren¢ gelisimi
g6zlenmektedir (Poole, 2005; Poole, 2007). Tetrasiklin direnci igin 20 farkli tipte Tet
pompasi bulunmaktadir (Poole, 2005). Baskin Tet aracil1 dirence sahip olan S. aureus
ve Helicobacter pylori Gram pozitif bakterilere; Salmonella spp., Shigella spp., E. coli
ve Acinetobacter spp. gibi bakteriler de Gram negatif bakterilere 6rnek verilmektedir
(Poole, 2007). Kazanilmis dirence ek olarak Providencia spp., Proteus mirabilis ve P.
aeruginosa gibi Gram negatif mikroorganizmalarin tetrasikline karsi dogal dirence
sahip oldugu bildirilmektedir (LaPlante ve ark., 2022).

2.5.2. Tigesiklin

Minosiklin tiirevi yar1 sentetik bir glisilsiklin olan tigesiklin (TGC), 1991°de
iiretilmis ve Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag¢ Dairesi (FDA) tarafindan 2005
yilinda onaylanmigtir (Yoon ve ark., 2020; Slover ve ark., 2007; Wilcox, 2006).
Tigesiklin, bakteri hiicresine aktif tasima ve pasif diflizyon yoluyla girerek yiiksek
afiniteli baglanma boélgesindeki ribozomal reseptoére baglanip aminoasil-tRNA’nin
ribozoma girisini bloke etmektedir. Boylelikle peptit zincirlerinin uzamasini

engellemektedir (Townsend ve ark., 2006; Pournaras ve ark., 2016; Wilcox, 2006).

Tigesiklin, komplike deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinin ve
intraabdominal enfeksiyonlarinin yani sira toplum kokenli bakteriyel pndmoninin
tedavisinde de kullanilmaktadir (Bender ve ark., 2018; Sun ve ark., 2013). Genel
olarak bakteriyostatik etki gosterirken bazi mikroorganizmalara karsi bakterisidal
aktivitesi oldugu da bildirilmistir (Calik ve Akova, 2007). intravendz kullanimda
%100 biyoyararlanima sahiptir (Acar, 2015).

Enterobacteriaceae ve Acinetobacter tirlerinde tetrasiklin direncinden
sorumlu Tet (A-E), Tet (M) ve stafilokoklardaki direncten sorumlu olan Tet (K)
pompalarindan etkilenmedigi i¢in tetrasikline kiyasla tigesiklinin etki spektrumu daha

genistir (Calik ve Akova, 2007; Peterson, 2008; Pournaras ve ark., 2016). Buna
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karsilik, MDR tipi DAP’1n asir1 ekspresyonu tigesiklin duyarliliginin azalmasina yol
acmaktadir (Slover ve ark., 2007).

Tigesiklin Gram pozitif mikroorganizmalardan S. aureus, MRSA, S.
epidermidis, metisiline direncli S. epidermidis, penisiline direncli St. pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecium, VRE ve Listeria monocytogenes’e
karg1 etkilidir. Tigesiklin, Gram negatif mikroorganizmalardan GSBL iireten suslar da
dahil olmak Uzere E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter, Serratia marcescens, A.
baumanii ve Stenotrophomonas maltophilia’ya etkiliyken P. aeruginosa, Morganella,
Proteus ve Providencia tiirleri i¢in etkinligi diisiiktiir. Bacteriodes fragilis gibi anaerob
mikroorganizmalarda ise tigesiklin tetrasiklinlerden daha etkilidir (Acar, 2015; Slover
ve ark., 2007; Ulusoy, 2006). Proteus, Morganella, Providencia ve Pseudomonas
tirlerinde, tigesikline karst RND tipi DAP’larin aracilik ettigi dogal direncin varligi

da bilinmektedir (Pournaras ve ark., 2016).

2.5.3. Gentamisin

Gentamisin  (GN), Micromonospora purpurea Ve Micromonospora
echinospora tarafindan tiretilen genis spektrumlu bir antibiyotiktir. FDA, gentamisinin
intramuskuler kullanimin1 1969°da, intravenoz kullanimini ise 1971°de onaylamistir
(Abou-Zeid ve Shehata, 1977). Gentamisin, 30S ribozomal alt birimdeki spesifik
reseptor bolgelerine baglanip polipeptid sentezini inhibe ederek bakterisidal etki

gOstermektedir (Appel ve Neu, 1978).

Gentamisin, hem S. aureus hem de S. epidermidis’e kars1 oldukga etkiliyken
Diplococcus pneumoniae, St. pyogenes gibi diger Gram pozitif koklara kars1 zayif etki
gostermektedir. Gram negatif mikroorganizmalarda ise ¢ogu Enterobacteriaceae
Uyesine ve P. aeruginosa susuna etkilidir ancak duyarlilik diizeyleri degiskenlik

gostermektedir (Appel ve Neu, 1978).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakteri Kdkenleri

Bu calismada, standart bakteri kdkenleri ile klinik 6rneklerden soyutlanmig
coklu antibiyotik direngli bakteriler (CIDB) kullanildi. Calisma kapsaminda Gram
pozitif bakteri olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis
ATCC 29212; Gram negatif bakteri olarak Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Escherichia coli ATCC 25922 kokenleri
secildi. CIDB olarak, Balikesir Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
T1ibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen klinik orneklerden izole edilmis S.
auerus CIDB, E. faecalis CIDB, K. pneumoniae CiDB, P. aeruginosa CIDB ve E. coli
CIDB kokenlerinden tger adet klinik izolat segildi.

3.1.1. Bakterilerin MiK Degerlerinin Belirlenmesi

Bakterilerin tanimlanmas1 ve antibiyotik duyarlilik testleri BD Phoenix 100
(Becton and Dickinson Company, ABD) cihazi ile yapildi. Antibiyotiklerin klinik sinir
degerleri icin EUCAST klinik sinir degerleri tablolar1 baz alindi (EUCAST, 2019).

3.2. DAPI’lerin Antibakteriyel Aktivitesinin Belirlenmesi

Antibakteriyel aktivite tayini icin Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile
inhibisyon zon c¢aplari, sivi mikrodiliisyon yontemi ile de minimum inhibitor

konsantrasyonu (MiK) ve minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) belirlendi
(CLSI, 2018).
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3.2.1. Disk Diftizyon Ydntemi

Verapamil, rezerpin ve CCCP stok soliisyonlart 128 mg/mL olacak sekilde;
verapamil icin distile su (DS), rezerpin ve CCCP i¢in ise dimetilsilfoksit (DMSO)
kullanilarak hazirlandi. DAPI soliisyonlarindan ¢apt 6 mm olan standart disklere,
miktart 2.56 mg olacak sekilde hesaplanarak 20 puL emdirildi. Besiyeri olarak %5
koyun kani ilave edilmis Mueller-Hinton agar (KKMHA) kullanildi (Becton and
Dickinson, ABD). Test edilecek bakteri kokenleri KKMHA'a ekilerek 37°C’de 18-24
saat inkiibe edildi. Taze kiiltiirlerden alinan bakteri kolonileri ile McFarland 0.5
yogunlugunda bakteri siispansiyonlar1 hazirlandi. Bakteri siispansiyonu tam saha ekim
yontemi kullamlarak steril silgi¢ ile plaklara ekildi. Ekim isleminde her bir bakteri
kokeni icin ayr1 bir KKMHA kullanildi. Plaklar, DAPI iceren disklerin KKMHA
yiizeyine yerlestirilmesinin ardindan 37 °C’de 18-24 saat inklbe edildi. Cozlci
kontrolii olarak DMSO emdirilmis disk kullanildi. Calismalar ii¢ kez tekrarlanarak,
inhibisyon zonu ortalamalari degerlendirmeye alind1 (CLSI, 2018).
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Bakteriyel . . .
silspansiyon llucl'llcr I-.Imtnn Agarin Test Ldlltcclkldlnkltr inhibisyon zon caplar:
yiizeyine yayilir yerlestirilir Slciliir

Sekil 3.1. Disk diflizyon yonteminin sematik goriintlisu
(El Guerraf ve ark., 2022).
3.2.2. MiK ve MBK Degerlerinin Belirlenmesi
DAPI’lerin MIK ve MBK degerleri sivi mikrodiliisyon yontemi ile 96

kuyucuklu U tabanli steril mikroplakalar kullanilarak belirlendi. Tiim ¢alismalar

Mueller-Hinton Broth (MHB) (Becton and Dickinson, ABD) besiyeri kullanilarak

29



yapildi. Mikroplakalardaki her bir kuyucuga 50 uL. MHB pipetlendi. DAPI’lerin seri
sulandirimlar1 256-0.125 pg/mL olacak sekilde hazirlandi. KKMHA’da iiretilmis her
bir bakteri kokeninden McFarland 0.5 yogunlukta olacak sekilde bakteri
siispansiyonlar1 (108 kob/mL) hazirlanarak, 1/100 oraninda seyreltildi (108 kob/mL).
Mikroplakalardaki her bir kuyucuga son konsantrasyonu 5x10° kob/mL olacak sekilde
bakteri siispansiyonundan 50 plL eklendi. Mikroplaka uUzerinde treme kontroli
(MHB+bakteri), cozicli kontroli (MHB+bakteri+DMSO/DS), besiyeri kontrolii
(MHB) ve sterilite kontrolii (MHB+DAPI) i¢in birer kuyucuk kullamldi.
Mikroplakalarin kapaklar1 kapatilarak 37°C’de 18-24 saat inkilibe edildi. Bakteri
iiremesinin gozle goriilemedigi en diisiik konsantrasyon, DAPI icin MIK degeri
olarak belirlendi. Tiim galigsmalar {i¢ kez tekrarlanarak, ortalamalar1 degerlendirmeye

alind1 (CLSI, 2018).
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Sekil 3.2. Sivi mikrodiliisyon yonteminin sematik goriintlisu

(Molchanova ve ark., 2017’den degistirilerek alinmistir).
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Sekil 3.3. S1v1 mikrodiliisyon yontemi ile MIK belirlenmesi.

MBK tespiti i¢in, MIK degerleri belirlendikten sonra mikroplaka iizerinde
bakteri iiremesi goriilmeyen kuyucuklarin her birinden 10 pL alinarak birbirine
karismayacak sekilde KKMHA’a pipetlendi. Besiyerleri 37°C’de 18-24 saat inkiibe
edildi. KKMHA (izerinde bakterinin %99,9’unu 6ldiiren en kiigiik konsantrasyon
MBK olarak kabul edildi (CLSI, 2018).

Kiiltiir ortamm Seri Sulandirim
Siaseaer

MiK

Bakteri Kiiltiiri

B jini Pt

l l MBK l
Ureme Ureme Ureme
var yok var

Sekil 3.4. MBK yonteminin sematik goriinttisi (Paiva ve ark., 2013).
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Sekil 3.5. KKMHA’da MBK testi.

3.3. DAPI’lerin MiK Degerleri Uzerine Etkisinin Arastirilmasi
3.3.1. Antibiyotiklerin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda kullanilacak antibiyotik etken maddelerinden gentamisin,
Bilim ila¢ firmasindan (Bilim Ilag, Tiirkiye); tetrasiklin (T7660) ve tigesiklin
(PZ0021), ise Sigma firmasindan (Sigma-Aldrich, ABD) ticari olarak temin edildi.

3.3.2. Antibiyotik Stok Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Antibiyotiklerin etken maddeleri ile gonderilen protokollerden uygun
¢oziicii/sulandirict  cesidi ve potens degerine ulasildi. Istenen antibiyotik
konsantrasyonunun hazirlanmasi Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
kriterleri (2018) dogrultusunda yapildi. Antibiyotikler hazirlanmirken ¢Ozlcl ve
sulandirict olarak su kullanildi. Antibiyotiklerin 2560 pg/mL’lik stok c¢ozeltileri

asagidaki formiile gére hazirlandi.

Agirlik (mg) = Hacim (mL) x Konsantrasyon (pg/mL) / Potens (ug/mg)
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Hazirlanan stok ¢ozeltiler 1 mL’lik miktarlarda ayri tiiplere konularak test
edilecekleri zamana kadar -20 °C’de saklandi. Sivi mikrodilusyon ve checkerboard
calismasi 6ncesinde hazirlanan antibiyotik stok soltisyonlari, 1/10 oraninda seyreltilip

256 pg/mL’lik ¢alisma soliisyonlari elde edildi.

3.3.3. DAPI’lerin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda DAPI olarak verapamil (V4629), rezerpin (R0875) ve
CCCP (C2759) segildi. DAPI’ler Sigma firmasindan (Sigma-Aldrich, ABD) ticari

olarak saglandi.

Sekil 3.6. Disa atim pompa inhibitorleri.

Disa atim pompa inhibitorleriyle birlikte gonderilen protokollerden uygun
¢oziicli cesidine ulasildi. Rezerpin ve CCCP DMSQO’da, verapamil ise distile suda

¢Ozulduralda.

3.3.4. DAPI’lerin Antibiyotikler ile Etkilesiminin Checkerboard

Yontemiyle Belirlenmesi

DAPI ve antibiyotikler arasindaki etkilesimin checkerboard yontemiyle
belirlenmesi amaciyla 2 adet 96 kuyucuklu “U” tabanli steril mikroplaka kullanildu.
Birinci mikroplakaya MHB’dan 50 pL dagitilhip DAPI MIK degerinin 2-3 sulandirim
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iistlinden baslayip 5-6 sulandirim altina kadar yukaridan asagiya dogru seyreltildi.
Ikinci mikroplakaya ise MHB’dan 50 uL dagitilarak antibiyotik MiK degerinin 2-3
sulandirim iistiinden 5-6 sulandirim altina kadar sagdan sola dogru seyreltildi. ikinci
mikroplakadaki sulandirim ilk mikroplakaya birebir ayni kuyucuga gelecek sekilde 50

uL aktarilarak her kuyucukta iki antibakteriyel maddenin farkli kombinasyonlari elde
edildi (Eliopoulos ve Moellering, 1996).

KKMHA'’da {iretilmis her bir bakteri kokeninden McFarland 0.5 yogunlukta
olacak sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonlart (108 kob/mL) 1/100 oraminda
seyreltildi (108 kob/mL). Mikroplakalardaki her bir kuyucuga son konsantrasyon
5x10° kob/mL olacak sekilde kontrol kuyucuklar hari¢ diger tiim kuyucuklara bakteri
stispansiyonundan 50 pL eklendi. Birinci mikroplaka tzerinde treme kontroli (MHB
+ bakteri), besiyeri kontrolti (MHB), ¢tzlcu kontrolti (MHB+bakteri+DMSO/DS) ve
sterilite kontrolii (MHB+DAPI) i¢in kuyucuklar kullanildi. Mikroplakalar 37 °C’de
18-24 saat inkiibe edildi. Tiim c¢alismalar {i¢ kez tekrarlanarak, ortalamalari

degerlendirmeye alindi. Checkerboard mikroplakalarmin hazirlik semalart Sekil 3.7,
Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°da gosterilmistir.

BIiRINCI MIKROPLAKA (DAPi MIKROPLAKAST)

DAPI SERi SULANDIRIM ALANI KONTROL ALANI A“fg,(\”

AB | DAPI

128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 | (JREME cozucy | 128 | 2560

64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | KONTROL | KONTROL | g4 ' 1280

32 |32 (32|32 13|32 |33 ]| (MHB+ | (DMSO+MHB | 55 [ 640
BAKTERI) | +BAKTERI)

16 | 16 | 16 | 16| 16 | 16 | 16 | 16 16 | 320

8 8 8 8 8 . . . 8 160
BESIYERI STERILITE

2 2 2 2 2 (MHB) 2 40

= N ||

8 8

4 | 4 | 41 4| 4| 4| 4| KONTROL | KONTROL | 4 || 80
2 2

1 1

(MHB+DAPI)
1 1 1 1 1 1 20
Sekil 3.7. Checkerboard metodunda birinci mikroplakanin hazirlik semasi.
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Antibiyotikler

ile

DAPI

arasindaki

etkilesim, fraksiyonel inhibitor

konsantrasyonu indeksi (FIKI) hesaplanarak belirlendi. Bu hesaplama i¢in asagidaki

formiil kullanild.

<0.5:

FiKi= FIK DAPI + FiK Antibiyotik

FIKi= (Kombinasyondaki DAPI MiK + Kombinasyondaki Antibiyotik MK

DAPI MiK

Antibiyotik MIK

Hesaplanan FIKI degerleri, smir degerlere gore yorumu yapildi. Etkilesimler
aditif;
>2.00: antagonizma olarak degerlendirilmeye alindi (EUCAST, 2000).

sinerji;

>0.50-1>:

>1.00-2.00>: etkisiz

(indifferent) ve

BOS ALAN

IKINCI MIKROPLAKA (ANTIBIYOTIK MIKROPLAKASI)
ANTIBiYOTIK SERi SULANDIRIM ALANI
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
20 {40,801 160 3201 640, 1280 | 2560
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560

Sekil 3.8. Checkerboard metodunda ikinci mikroplakanin hazirlik semasi.
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Checkerboard yontemi ile DAPI ve tetrasiklin kombinasyonunun S. aureus

CIDB kokeni igin sematik olarak gériiniimii Sekil 3.9°da verilmistir.

AB DAPI
_ 2 2 2 2 2 2 2 2
21 2 | 10| 20 | 4 | s 160 | 320 | 640 | 1280 | P | © | 4 | 2560
O 1 1 1 1 1 1 1 1
-E 1 10 | 20 | 40 80 160 320 | 640 | 1280 | P 6 2 | 1280
Z| o5 | 05 | 05 | 05 | 05 05 05 05 05 ] N
Z ' 10 20 40 80 160 320 640 | 1280 & 640
= 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 025 .
& 025 | 45 | 20 | a0 80 160 320 | 640 | 1280 | P ¢ | 05 | 320
0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125 | 0125
210125 M0 | 20 | 10 80 160 320 | 640 | 1280 | ¢ ¢ IR
s 0,062 | 0,062 | 0062 | 0062 | 0062 | 0062 | 0062 | 0,062
= 00621 "y | 0 | 40 80 160 320 | 640 | 1280 | 9 e iyl
< 0,031 | 0031 | 0031 | 0031 | 0031 | 0031 | 0031 | 0,031
< 0031 | ™50 | 20 | 40 80 160 320 | 640 | 1280 | 9 G e
%
= 0,015 | 0015 | 0015 | 0015 | 0015 | 0015 | 0015 | 0,015
0015 | ™57 | 20 | a0 80 160 320 | 640 | 1280 | ¢ G e
25 5 10 20 40 80 160 320
| ANTIBIYOTIK |

Sekil 3.9. Inkiibasyon sonrasi checkerboard mikroplakasinin gériiniim semasi.

Bakteri Greyen kuyucuklar yesil, bakteri tiremeyen kuyucuklar beyaz ve FiKi hesaplanacak kuyucuklar
pembe renk ile temsil etmektedir, ®DAPI ve antibiyotigin MIK degeri, ®Ureme kontrolil
(MHB+Bakteri), °Coziicii kontrolii (MHB+ Bakteri+DMSO/DS), “Besiyeri kontroli (MHB), ¢Sterilite
kontrolii (MHB+DAPI), DAPI: Disa Atim Pompa Inhibitérii, AB: Antibiyotik
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4. BULGULAR

4.1. Bakterilerin Antibiyotik Duyarhlik Sonuglari

Calismada ¢oklu ila¢ direncli Gcer adet S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae,
P. aeruginosa ve E. coli klinik izolati ile S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC
29212, K. pneumoniae ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC 27853 ve E. coli ATCC
25922 olmak Uzere 5 adet ATCC susu kullanilmustir. S. aureus izolatlarindan ikisi
metisiline direngliydi. Klinik izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 BD Phoneix 100

(Becton, Dickinson and Company, ABD) cihaziyla belirlendi.
Bu galismaya alinan iki S. aureus izolat: tetrasikline direngli iken diger izolat
duyarli, tim izolatlarin ise gentamisine duyarli oldugu bulundu. S. aureus izolatlarina

ait direng profilleri Tablo 4.1’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. S. aureus izolatlarinin ¢esitli antibiyotiklere karsi direng profili.

izolat No Tetrasiklin Gentamisin
Izolat No.1 52 <=1
(MRSA)

Izolat No.2 >0 <=1
(MRSA)

Izolat No.3 <=0.5 <=1

Bu c¢alismaya alinan tim E. faecalis izolatlar1 tetrasikline ve gentamisine
direncli bulundu. E. faecalis izolatlarina ait diren¢ profilleri Tablo 4.2°de

gosterilmistir.
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Tablo 4.2. E. faecalis izolatlarinin gesitli antibiyotiklere kars1 direng profili.

izolat No

Tetrasiklin Gentamisin
izolat No.1 >2 >4
izolat No.2 >2 >4
izolat No.3 >2 >4

Bu ¢alismaya alinan K. pneumoniae’nin bir izolat1 tigesikline kars1 direncli
iken diger iki izolati duyarli, tim izolatlar: ise gentamisine kars1 direngli bulundu. K.
pneumoniae izolatlarina ait direng profilleri Tablo 4.3’te gdsterilmistir.

Tablo 4.3. K. pneumoniae izolatlarinin gesitli antibiyotiklere karsi direng profili.

izolat No

Tigesiklin Gentamisin
izolat No.1 <=1 >8
izolat No.2 1 >8
izolat No.3 <=1 >8

Bu ¢alismaya alman tim P. aeruginosa izolatlar: tigesikline direncli bulundu.
P. aeruginosa’nin iki izolati gentamisine duyarli iken diger izolat1 direncliydi. P
aeruginosa izolatlarina ait direng profilleri Tablo 4.4’te gosterilmistir.

Tablo 4.4. P. aeruginosa izolatlarinin ¢esitli antibiyotiklere kars1 direng profili.

Izolat No Tigesiklin Gentamisin
Izolat No.1 >2 <=2
Izolat No.2 >2 <=2
Izolat No.3 >2 2

Bu ¢aligsma kapsamindaki tiim E. coli izolatlar1 tigesikline karst duyarl iken iki

E. coli izolati gentamisine karsi direngli, diger izolat ise duyarli bulundu. E. coli
izolatlarina ait direng profilleri Tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Tablo 4.5. E. coli izolatlarmin gesitli antibiyotiklere kars1 direng profili.

izolat No Tigesiklin Gentamisin
Izolat No.1 <=1 <=2
Izolat No.2 2 >8

Izolat No.3 2 >8

4.2. DAPI’lerin Antibakteriyel Etkinliginin Belirlenmesi

4.2.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemiyle DAPI’lerin
Antibakteriyel Etkinliginin Belirlenmesi

DAPI’lerin disk difiizyon galismalari, CLSI (2018) kriterleri dogrultusunda
yapildi. REZ ve CCCP tiim bakteri gruplarinda inhibisyon zonu olustururken VER ’in,

S. aureus harig diger bakteri gruplarinda inhibisyon zonu olusturmadigi goriildii.

VER’in S. aureus’a karsi olusturdugu inhibisyon zonu 6-8 mm araliginda,
REZ’in 6-7 mm araliginda ve CCCP’nin 17-26 mm oldugu saptandi. VER ve REZ’in,
S. aureus izolatlarinda benzer inhibisyon zonu olusturdugu gézlendi. CCCP ise diger
DAPI’ler ile kiyaslandiginda S. aureus izolatlarinda inhibisyon zonunun 3-4 kat daha
genis oldugu gozlendi. S. aureus izolatlarina ait disk difiizyon sonuglar1 Tablo 4.6’da

gosterilmistir.

Tablo 4.6. S. aureus izolatlarma karst DAPI’lerin inhibisyon zonu 6lgtimleri.

) Zon Capi Degerleri (mm)
Izolat No

VER REZ CCcCP
ATCC (29213) 9 7 26
Izolat No.1 7 7 25
[zolat No.2 7 7 17
Izolat No.3 8 7 22

VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil siyanid 3-klorofenil-hidrazon
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REZ’in E. faecalis’e kars1 olusturdugu inhibisyon zonu 6-8 mm araliginda,
CCCP’nin ise 9-14 mm oldugu saptandi. E. faecalis izolatlarinda VER’in inhibisyon
zonu olusturmadigi, CCCP’nin olusturdugu inhibisyon zonunun ise 11-14 mm
arasinda olup REZ’e kiyasla iki kat genis oldugu goriildi. E. faecalis izolatlarina ait

disk diflizyon sonuglar1 Tablo 4.7’ de gosterilmistir.

Tablo 4.7. E. faecalis izolatlarina karst DAPI’lerin inhibisyon zonu 6l¢timleri.
Zon Capi Degerleri (mm)

izolat No REZ ccop
ATCC (29212) 8 9
Izolat No.1 7 14
[zolat No.2 7 14
Izolat No.3 7 11

REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil siyanid 3-klorofenil-hidrazon

REZ’in K. pneumoniae’ye karsi olusturdugu inhibisyon zonu 6-7 mm
araliginda, CCCP’nin ise 8-9 mm oldugu saptandi. K. pneumoniae izolatlarinda
VER’in inhibisyon zonu olusturmadigr gézlendi. CCCP ve REZ’in benzer inhibisyon
zonu olusturdugu ancak CCCP’nin 1-3 mm daha genis zon olusturdugu saptandi. K.

pneumoniae izolatlarmna ait disk diflizyon sonuglar1 Tablo 4.8”de gosterilmistir.

Tablo 4.8. K. pneumoniae izolatlarina karst DAPI’lerin inhibisyon zonu 6l¢timleri.

) Zon Capi Degerleri (mm)
Izolat No

REZ CCCP
ATCC (7006003) 7 8
Izolat No.1 7 8
izolat No.2 7 9
izolat No.3 7 8

REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil siyanid 3-klorofenil-hidrazon

REZ’in P. aeruginosa’ya karst olusturdugu inhibisyon zonu 6-8 mm
araliginda, CCCP’nin ise 7-9 mm oldugu saptandi. P. aeruginosa izolatlarinda VER’in
inhibisyon zonu olusturmadig saptandi. Her iki DAPI’nin de benzer inhibisyon zonu
olusturdugu gozlendi. P. aeruginosa izolatlarina ait disk diflizyon sonuglari Tablo

4.9°da gosterilmistir.
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Tablo 4.9. P. aeruginosa izolatlarma karst DAPI’lerin inhibisyon zonu 6lgtimleri.

Zon Capi Degerleri (mm)
izolat No
REZ CCCP
ATCC (27853) 7 8
Izolat No.1 8 8
Izolat No.2 7 7
Izolat No.3 7 9

REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil siyanid 3-klorofenil-hidrazon

REZ’in E. coli’ye karsi olusturdugu inhibisyon zonu 7-8 mm araliginda,
CCCP’nin ise 8-11 mm oldugu saptandi. E. coli izolatlarinda VER’in inhibisyon zonu
olusturmadig saptandi. CCCP’nin olusturdugu inhibisyon zonu ise 8-11 mm arasinda
olup bir izolat disinda REZ ile benzer oldugu gorildi. E. coli izolatlarina ait disk
diflizyon sonuglar1 Tablo 4.10°da gdsterilmistir.

Tablo 4.10. E. coli izolatlarina kars1 DAPI’lerin inhibisyon zonu élgtimleri.

Zon Capi Degerleri (mm)
izolat No
REZ CCCP
ATCC (25922) 7 8
[zolat No.1 7 11
[zolat No.2 8 8
Izolat No.3 7 8

REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil siyanid 3-klorofenil-hidrazon

4.2.2. Siv1 Mikrodiliisyon Yéntemiyle DAPI’lerin Antibakteriyel

Etkinliginin Belirlenmesi

VER, REZ ve CCCP’nin antibakteriyel aktivitesi, sivi mikrodiliisyon yontemi
ile belirlendi. DAPI’lerin s1vi mikrodiliisyon sonuglar1 incelendiginde tim bakteri
izolatlarina karst VER’in MIK degerleri >64-64 pg/mL arasinda degisirken REZ’in
MIK degerleri >64-4 pg/mL arasinda ve CCCP’nin MIK degerleri ise 64-1 ug/mL

arasinda bir dagilim gosterdi.
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S. aureus izolatlarma karst VER’in, MiK ve MBK degerleri >64-64 pg/mL
arasinda olup benzer dagilim gdstermistir. Tiim izolatlara karst REZ’in MIK degeri 32
ug/mL, MBK degeri >64 ug/mL olarak saptandi. CCCP’nin ise tiim izolatlara karsi
MIK degeri 1 pg/mL, MBK degeri 8-16 pg/mL arasinda dagilim gésterdigi saptand.
DAPI’lere ait MiK ve MBK degerleri Tablo 4.11°de verilmistir.

Tablo 4.11. S. aureus izolatlarina karst DAPI’lerin MiK ve MBK degerleri (ug/mL).

. VER REZ CCCP
Izolat No . . .

MIK MBK MIK MBK MIK MBK
ATCC (29213) 64 64 32 64 2 4
[zolat No.1 >64 >64 32 >64 1 8
[zolat No.2 64 64 32 >64 1 16
[zolat No.3 >64 >64 32 >64 1 8

VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil siyanid 3-klorofenil-hidrazon, MiK: Minimum
inhibitor konsantrasyonu, MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyon

E. faecalis tiim izolatlarina kars1 VER’in, MiK ve MBK degerleri >64 pg/mL
oldugu saptand:. Tiim izolatlara karst REZ’in MIK degeri 4 pg/mL iken MBK degeri
16-64 pg/mL arasinda dagilim gosterdigi saptandi. CCCP’nin ise tlim izolatlara karsi
MIK degeri 1 pg/mL, MBK degeri 4-8 ug/mL arasinda dagilim gosterdigi saptand.
DAPI’lere ait MIK ve MBK degerleri Tablo 4.12°de verilmistir.

Tablo 4.12. E. faecalis izolatlarina karst DAPI’lerin MiK ve MBK degerleri

(Mg/mL).
. VER REZ CCCP
Izolat No . . .
MIK MBK MIK MBK MIK MBK

ATCC (29212) >64 >64 4 32 8 32
Izolat No.1 >64 >64 4 32 1 8
Izolat No.2 >64 >64 4 16 1 8
Izolat No.3 >64 >64 4 64 1 4

VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil siyanid 3-klorofenil-hidrazon, MiK: Minimum
inhibitér konsantrasyonu, MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyon
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K. pneumoniae tiim izolatlarina karsi VER’in, MiK ve MBK degerleri >64
pg/mL oldugu saptandi. REZ’in MiK degeri 16-64 pg/mL arasinda iken MBK degeri
>64-32 ug/mL arasinda dagilim gosterdigi saptandi. Tum izolatlara karst CCCP’nin
MIK degeri 64 pg/mL, MBK degeri >64 pg/mL arasinda dagilim gosterdigi saptandi.
DAPI’lere ait MIK ve MBK degerleri Tablo 4.13’te verilmistir.

Tablo 4.13. K. pneumoniag izolatlarina karst DAPI’lerin MiK ve MBK degerleri

(Hg/mL).
] VER REZ CCCP
1zolat No . . .
MIK MBK MIK MBK MIK MBK

ATCC (700603) >64 >64 64 64 64 >64
Izolat No.1 >64 >64 64 >64 64 >64
Izolat No.2 >64 >64 64 >64 64 >64
[zolat No.3 >64 >64 16 32 64 >64

VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil siyanid 3-klorofenil-hidrazon, MiK: Minimum
inhibitér konsantrasyonu, MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyon

P. aeruginosa tiim izolatlarina kars1 VER ve REZ’in, MIK ve MBK degerleri
>64 pg/mL oldugu saptanirken CCCP’nin MIK degeri 64 pg/mL, izolatlarmn MBK
degeri >64-64 pg/mL arasinda dagilim gosterdigi saptandi. DAPI’lere ait MiK ve
MBK degerleri Tablo 4.14’te verilmistir.

Tablo 4.14. P. aeruginosa izolatlarina karst DAPI’lerin MiK ve MBK degerleri

(Mg/mL).
. VER REZ CCCP
Izolat No . . .
MIK MBK MIK MBK MIK MBK

ATCC (27853) >64 >64 >64 >64 64 >64
Izolat No.1 >64 >64 >64 >64 64 64
[zolat No.2 >64 >64 >64 >64 64 >64
[zolat No.3 >64 >64 >64 >64 64 >64

VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil siyanid 3-klorofenil-hidrazon, MiK: Minimum
inhibitér konsantrasyonu, MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyon
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E. coli tiim izolatlarina karst VER’in, MIK ve MBK degerleri >64 pg/mL
oldugu saptandi. REZ’in MIK degeri 16-64 ug/mL arasinda iken MBK degeri >64-32
pg/mL arasinda dagilim gésterdigi saptandi. Izolatin CCCP’nin MIK degeri 64-32
ng/mL, MBK degeri >64-64 ug/mL arasinda dagilim gosterdigi saptandi. DAPI’lere
ait MIK ve MBK degerleri Tablo 4.15’te verilmistir.

Tablo 4.15. E. coli izolatlarina karst DAPI’lerin MIK ve MBK degerleri (ug/mL).

. VER REZ CCCP
Izolat No . . .

MIK MBK MIK MBK MIK MBK
ATCC (25922) >64 >64 64 64 32 >64
Izolat No.1 >64 >64 64 >64 32 64
[zolat No.2 >64 >64 16 32 32 >64
[zolat No.3 >64 >64 16 32 64 >64

VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil siyanid 3-klorofenil-hidrazon, MiK: Minimum
inhibitor konsantrasyonu, MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyon

4.3. DAPI’ler ve Antibiyotikler Arasindaki Sinerjik Etkilesim

Checkerboard yontemi ile yapilan kombinasyon g¢aligmalari, inkiibasyonun
ardindan  checkerboard  mikroplakasinda  iireme olmayan en  diisik
konsantrasyonlardaki her kuyucugun hem DAPI hem antibiyotik i¢in hesaplanan
fraksiyonel inhibit6r konsantrasyon (FIK) degerleri toplanarak fraksiyonel inhibitor
konsantrasyon indeksi (FIKI) hesaplandi. En kiigiik FIKI degeri baz alinarak denenen

antibiyotik ve DAPI’nin kombinasyon sonuglari degerlendirildi.
TET’in tlim S. aureus izolatlarina kars1 VER veya REZ ile kombinasyonunda

sinerji saptandi. CCCP ile kombinasyonunda ise iki S. aureus izolatina karg: aditif etki

gorildu. Kombinasyon sonuglar1 Tablo 4.16’da verilmistir.
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Tablo 4.16. S. aureus izolatlarina kars: tetrasiklin ve DAPI’ler arasindaki sinerjik

etkilesim.
. VER REZ CCCP
Izolat : : :
No FIK ver/ .. FIK rez/ . . FIK cccr/ . .
. FIKI Etk . FIKI Etk. . FIKI Etk.
FIK et FIK ter FIK et
ATCC 0.25/ ... 0.03v . 0.248/ .
(29213) 0.50  Sinerji 0.531  Aditif 0.744 Aditif
0.25 0.50 0.496
izolat 0.125/ ... 0.125/ L 1/ L
0.25  Sinerji 0.25  Sinerji 1.125  Etkisiz
No.1 0.125 0.125 0.125
Izolat 0.125/ ... 0.007/ ... 0.496/ .
187 Sinerji Sinerji 0.746 Aditif
No.2 0.062 0.125 0.25
izolat 0.062/ ... 0.007/ ... 0.008/ .
0.125 Sinerji 0.132  Sinerji 0.508 Aditif
No.3 0.062 0.125 0.50

FIK: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu, FIKI: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi, TET:
Tetrasiklin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon, Etk.:
Etkilesim

TGC’nin tum S. aureus izolatlara karst CCCP ile kombinasyonunda ve iki S.
aureus izolatina karsi REZ ile kombinasyonunda sinerji saptanirken, diger
kombinasyonlarda aditif etki saptandi. Kombinasyon sonuglari Tablo 4.17’de

verilmistir.

Tablo 4.17. S. aureus izolatlarina kars: tigesiklin ve DAPI’ler arasindaki sinerjik

etkilesim.
. VER REZ CCCP
Izolat . . .
FIK / FIK / FIK / -
No U Etk. . Etk. . FIKi Etk
FIK 1cc FIK tcc FIK tcc
ATCC 0.25/ . 0.25/ » 0.124/ L
(29213) 0.50 0.75  Aditif 0,50 0.75  Aditif 0.125 0.249  Sinerji
Izolat 0.25/ . 0.125/ ... 0.248/ L
0.75  Aditif 0.25  Sinerji 0.498  Sinerji
No.1 0.50 0.125 0.25
Izolat 0.125/ . 0.007/ ... 0.031 L
0.625 Aditif 0.257  Sinerji 0.281  Sinerji
No.2 0.50 0.25 0.25
Izolat 0.25/ . 0.015/ . 0.25/ L
0.75  Aditif 0.515  Aditif 0.50 Sinerji
No.3 0.50 0.50 0.25

FiK: Fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu, FiKi: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi,

TGC: Tigesiklin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon,
Etk.: Etkilesim
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GN’nin iki S. aureus izolatina karst VER veya REZ ile kombinasyonlarinda ve
bir izolata karst CCCP ile kombinasyonunda sinerji goriildii. Kombinasyon sonuglari

Tablo 4.18°de verilmistir.

Tablo 4.18. S. aureus izolatlarina kars1 gentamisin ve DAPI’ler arasindaki sinerjik

etkilesim.
. VER REZ CCCP
Izolat . X .
No FIK ver/ . FIK rez/ ., . FIK cccp/ ..
. IKI Etk. . FIKI Etk. . FIKI Etk.
FIK &N FIK &N FIK cn
ATCC 0.25/ L 007/ . 0.50/ .
(29213) 0.95 0.50  Sinerji 0.507  Aditif 0.50 1 Aditif
izolat 0.015/ . 0.50/ . 0.496/ L
0.515 Aditif Aditif 0.499 Sinerji
No.1 0.50 0.50 0.003
Izolat 0.25/ yr 0.25/ ... 0.056/ .
0.50  Sinerji 0.50  Sinerji 0.556 Aditif
No.2 0.25 0.25 0.50
Izolat 0.25/ ... 0.25 ... 0112 .
0.50  Sinerji 0.375  Sinerji 0.612 Aditif
No.3 0.25 0.50

FIK: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu, FIKI: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi, GN:
Gentamisin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon, Etk.:
Etkilesim

TET’in bir E. faecalis izolatlarina karsi CCCP ile kombinasyonunda sinerji
saptanirken, diger tim kombinasyonlarda aditif etki goriildii. Kombinasyon sonuglar1

Tablo 4.19°da verilmistir.
TGC’nin bir E. faecalis izolatina karsi CCCP ile kombinasyonunda sinerji

saptanirken, iki izolatin REZ veya CCCP ile kombinasyonlarinda aditif etki goriildii.

Kombinasyon sonuglar1 Tablo 4.20°de verilmistir.
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Tablo 4.19. E. faecalis izolatlarina kars1 tetrasiklin ve DAPI’ler arasindaki sinerjik

etkilesim.
_ VER REZ cccpP
Izolat . . :
No FIK ver/ . . FIK rez/ . . FIK cccr/ ., .
. FIKI Etk. . FIKI Etk. . FIKI Etk.
FIK Tet FIK Tet FIK Tet
ATCC 0.015/ . 0.007/ . 0.015/ o
( 0.50 0.50
fzolat 0.50/ . 0.015/ . 0.25/ L
1 Aditif 0.515  Aditif 0.50 Sinerji
No.1 0.50 0.25
Izolat 0.015/ . 0.50/ . 0.062/ .
0.515 Aditif Aditif 0.562 Aditif
No.2 0.50 0.50
Izolat 0.50/ y 0.007/ i 0.50/ .
1 Aditif 0.507  Aditif Aditif
No.3 0.50 0.50

FIK: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu, FIKI: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi, TET:
Tetrasiklin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon, Etk.:
Etkilesim

Tablo 4.20. E. faecalis izolatlarina kars1 tigesiklin ve DAPI’ler arasindaki sinerjik

etkilesim.
. VER REZ CCcCP
Izolat . . .
No FIK ver/ . . FIK rez/ .. FIK cccp/
. FIKI Etk. . FIKI Etk. . FIKI Etk.
FIK tcc FIK tcc FIK tcc
ATCC 0.015/ o 0.007/ . 0.125/ .
29212) 0.515 Etkisiz 0.507 Aditif 0.625 Aditif
( 0.50 0.50
fzolat 0.50/ o 0.007/ . 0.062/ oL
Etkisiz 0.507 Aditif 0.312 Sinerji
No.1 0.50 0.50 0.25
Izolat 0.015/ o 0.007/ o 0.062/ o
0.515 Etkisiz 0.507 Aditif 0.562 Aditif
No.2 0.50 0.50 0.50
Izolat 0.50/ o 0.007/ . .
1 Etkisiz 1.007 Etkisiz 0.75 Aditif
No.3 0.50

FIK: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu, FIKI: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi,
TGC: Tigesiklin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon,
Etk.: Etkilesim

GN’nin iki E. faecalis izolatina karsi CCCP ile kombinasyonunda sinerji
saptanirken, bir izolatin VER ile kombinasyonu hari¢ diger tiim kombinasyonlarda

aditif etki gorldi. Kombinasyon sonuglar1 Tablo 4.21°de verilmistir.
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Tablo 4.21. E. faecalis izolatlarina kars1 gentamisin ve DAPI’ler arasindaki sinerjik

etkilesim.
. VER REZ CCCP
Izolat : : :
No FIK ver/ . . FIK rez/ .. FIK cccr/ . .
. FIKI Etk. . FIKI Etk. . FIKI Etk.
FIK cn FIK &N FIK &N
ATCC 0.003/ . 0.007/ . 0.125/ L
(29212) 0.503 Aditif 0.507 Aditif 0.375 Sinerji
0.50 0.50 0.25
izolat 0.015/ . 0.007/ . 0.007/ .
1.015  Etkisiz 0.507 Aditif 0.507 Aditif
No.1 1 0.50 0.50
Izolat 0.031/ . 0.007/ . 0.125/ o
0.531 Aditif 0.507 Aditif 0.375 Sinerji
No.2 0.50 0.50 0.25
izolat 0.25/ . 0.007/ . 0.062/ o
0.75 Aditif 0.507 Aditif 0.312 Sinerji
No.3 0.50 0.50 0.25

FIK: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu, FIKI: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi, GN:
Gentamisin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon, Etk.:
Etkilesim

TET’in tum K. pneumoniae izolatlarma karsi REZ veya CCCP ile
kombinasyonlarinda sinerji saptanirken, VER ile kombinasyonunda aditif etki

saptandi. Kombinasyon sonugclar1 Tablo 4.22°de verilmistir.

Tablo 4.22. K. pneumoniae izolatlarina kars: tetrasiklin ve DAPI’ler arasindaki
sinerjik etkilesim.

. VER REZ CCCP
Izolat . . .
No FIK ver/ ., . FIK rez/ ., . FIK cccp/ ..
. FIKI Etk . IKI Etk. . FIKI Etk.
FIK et FIK et FIK et
ATCC 0.25/ . 0.062/ . 0.25/ L
(700603) 50 0.75  Aditif 0.50 0.562  Aditif 0.5 0.50 Sinerji
izolat 0.50/ . 0.062/ ... 0.062/ L
1 Aditif 0.312  Sinerji 0.187 Sinerji
No.1 0.50 0.25 0.125
Izolat 0.50/ o 0.007/ o 0.25/ L
1 Aditif 0.257  Sinerji 0.50 Sinerji
No.2 0.50 0.25 0.25
Izolat 0.25/ . 0.25/ ... 0.03v L
0.75  Aditif 0.50  Sinerji 0.156  Sinerji
No.3 0.50 0.25 0.125

FIK: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu, FIKI: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi, TET:
Tetrasiklin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon, Etk.:
Etkilesim

TGC’nin iki K. pneumoniae izolatina karst CCCP ile kombinasyonunda ve bir

izolatta VER ile kombinasyonunda sinerji saptanip, iki K. pneumoniae izolatina REZ
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ile kombinasyonunda etki goriilmezken, diger kombinasyonlarda aditif etki gortlurdu.

Kombinasyon sonuglar1 Tablo 4.23’te verilmistir.

Tablo 4.23. K. pneumoniag izolatlarina kars: tigesiklin ve DAPI’ler arasindaki
sinerjik etkilesim.

. VER REZ CCCP
Izolat : - :
No FIK ver/ . . FIK rez/ .. FIK ccce/ . .
. FIKI Etk. . FIKI Etk. . FIKI Etk.
FIK Ttcc FIK Tcc FIK 1cc
ATCC 0.007/ . 0.007/ .. 0.03v o
(700603) 459 0.507 Aditif 1.007  Etkisiz 0.5 0.281 Sinerji
izolat 0.007/ . 0.007/ .. 0.25/ o
0.507 Aditif 1.007 Etkisiz 0.375 Sinerji
No.1 0.50 0.25
izolat 0.007/ . 0.007/ . 0.25/ .
0.507 Aditif 1.007 Etkisiz 0.75  Aditif
No.2 0.50 0.50
Izolat 0.25/ i 07/ - 0.125/ o
0.50 Sinerji 0.507 Aditif 0.25 Sinerji
No.3 0.25 0.50 0.125

FiK: Fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu, FiKi: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi,
TGC: Tigesiklin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon,

Etk.: Etkilesim

GN’nin tim K. pneumoniae izolatlarina karst DAPI’ler ile kombinasyonlarinda

aditif etki saptandi. Kombinasyon sonuclari1 Tablo 4.24’te verilmistir.

Tablo 4.24. K. pneumoniae izolatlarina kars: gentamisin ve DAPI’ler arasindaki
sinerjik etkilesim.

. VER REZ CCcCP
Izolat : . :
No FIK ver/ . FIK rez/ - FIK ccc/ ., .
. 1 Etk. . FIKI Etk. . FIKI Etk.
FIK on FIK on FIK on
ATCC 0.50/ . 0.25/ N . N
(700603) 50 1 Aditif 0.95 0.5 Sinerji 0.95 0.312 Sinerji
Izolat 0.062/ o 0.50/ . 0.25/ .
0.562 Aditif 1 Aditif 0.75 Aditif
No.1 0.50 0.50 0.50
Izolat 0.50/ . 0.50/ . 0.125/ .
1 Aditif 1 Aditif 0.625 Aditif
No.2 0.50 0.50
Izolat 0.007/ . 0.25/ " .
0.507 Aditif 0.75 Aditif 0.531 Aditif
No.3 0.50 0.50

FIK: Fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu, FIKI: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi, GN:
Gentamisin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon, Etk.:

Etkilesim
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TET’in bir P. aeruginosa izolatina karsi REZ ile kombinasyonunda etki
goriilmemesi disinda diger tim kombinasyonlarda aditif etki goruldi. Kombinasyon

sonuclar1 Tablo 4.25’te verilmistir.

Tablo 4.25. P. aeruginosa izolatlarina kars: tetrasiklin ve DAPI’ler arasindaki
sinerjik etkilesim.

. VER REZ CCCP
Izolat . . :
No FIK ver/ . FIK rez/ ., . FIK cccr/ . .
. FIKI Etk. . FIKI Etk. . FIKI Etk.
FIK et FIK et FIK et
ATCC 0.50/ o 0.007/ o 0.125/ o
(27853) 0,50 1 Aditif 0.50 0.507 Aditif 0.50 0.625 Aditif
izolat 0.50/ o 0.50/ . 0.015/ o
1 Aditif 1 Aditif 0.515 Aditif
No.1 0.50 0.50 0.50
Izolat 0.50/ i 0.015/ . 0.031/ .
1 Aditif 0.515 Aditif 0.531 Aditif
No.2 0.50 0.50 0.50
Izolat 0.125/ . 0.015/ i 0.007/ .
0.625 Aditif 1.015 Etkisiz 0.507 Aditif
No.3 0.50 1 0.50

FiK: Fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu, FIKi: Fraksiyonel inhibitr konsantrasyon indeksi, TET:
Tetrasiklin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon, Etk.:
Etkilesim

Tum P. aeruginosa izolatlarma karst TGC’nin CCCP ile kombinasyonlarinda
sinerji saptanirken, bir izolatta REZ ile kombinasyonu disinda diger tim

kombinasyonlarda aditif etki saptandi. Kombinasyon sonuglari Tablo 4.26°da

verilmistir.
GN’nin bir P. aeruginosa izolatina kars1 VER ile kombinasyonu ve bir bagka

P.aeruginosa izolatina karst REZ kombinasyonu diginda diger tiim kombinasyonlarda

sinerji saptandi. Kombinasyon sonuglar1 Tablo 4.27’de verilmistir.
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Tablo 4.26. P. aeruginosa izolatlarina kars1 tigesiklin ve DAPI’ler arasindaki

sinerjik etkilesim.

. VER REZ CCCP
Izolat - : :
No FIK ver/ . FIKrez/ . . FIK ccce/ .
. ‘ Etk. . FIKI Etk. . FIKI Etk.
FIK Tec FIK Tcc FIK 1cc
ATCC 0.062/ . . 0.031/ .
(27853) 0.50 0.562 Aditif 0.531  Aditif 0.50 0.531 Aditif
izolat 0.062/ . . 0.062/ L
0.562  Aditif Aditif 0.312 Sinerji
No.1 0.50 0.25
Izolat 0.007/ . . 0.062/ L
Aditif 0.507  Aditif 312 Sinerji
No.2 0.50 0.25
izolat 0.031/ . . 0.062/ L
0.531 Aditif 1.007  Etkisiz 0.187 Sinerji
No.3 0.50 0.25

FIK: Fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu, FIKI: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi,
TGC: Tigesiklin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon,
Etk.: Etkilesim

Tablo 4.27. P. aeruginosa izolatlarina kars1 gentamisin ve DAPI’ler arasindaki

sinerjik etkilesim.

. VER REZ CCCP
Izolat : - -
No FIK ver/ . . FIK Rez/ . . FIK cccr/ . .
. FIKI Etk. ; FIKI Etk. . FIKI Etk.
FIK &N FIK cn FIK cn
ATCC 0.007/ .. 0.125/ L 0.007/ .
(27853) 0.50 0.507 Aditif 0.375  Sinerji 0.50 0.507 Aditif
izolat 0.50/ .. 0.25/ L 0.125/ L
1 Aditif 0.25  Sinerji 0.375 Sinerji
No.1 0.50 0.25
Izolat 0.125/ ... 0.125/ L 0.25/ L
0.375 Sinerji 0.375  Sinerji 0.50 Sinerji
No.2 0.25 0.25 0.25
Izolat 0.031/ L . 0.031/ L
0.281 Sinerji 1.015 Etkisiz 0.281 Sinerji
No.3 0.25 0.25

FIK: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu, FIKI: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi, GN:
Gentamisin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon, Etk.:
Etkilesim

TET nin bir E. coli izolatina karst VER ve CCCP ile kombinasyonunda sinerji
saptanip iki E. coli izolatina kars1 VER ile kombinasyonunda etki gériilmezken diger
kombinasyonlarda aditif etki saptandi. Kombinasyon sonuglari Tablo 4.28’de

verilmistir.
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Tablo 4.28. E. coli izolatlarina kars: tetrasiklin ve DAPI’ler arasindaki sinerjik

etkilesim.
. VER REZ CCcp
Izolat : : :
No FIK ver/ . . FIK rez/ .. FIK cccr/ , .
. FIKI Etk. . FIKI Etk. . FIKI Etk.
FIK et FIK et FIK et
ATCC 0.007/ 1007  Etkisi 0.007/ 0507  Aditif 0.25/ 0375  Sinefi
(25922) 1 . isiz 0.50 . iti 025 . inerji
izolat 0.125/ L 0.25/ . 0.50/ .
0.375 Sinerji 0.75 Aditif 0.75  Aditif
No.1 0.25 0.50 0.25
Izolat 0.007/ . 0.50/ . 0.125/ L
1.007  Etkisiz 1 Aditif 0.375 Sinerji
No.2 1 0.50 0.25
Izolat 0.50/ . 0.125/ . 0.25/ .
15 Etkisiz 0.625  Aditif 0.75  Aditif
No.3 1 0.50 0.50

FIK: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu, FIKI: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi, TET:
Tetrasiklin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon, Etk.:
Etkilesim

TGC’nin bir E. coli izolatina karsi CCCP ile kombinasyonunda sinerji
saptanirken diger tm kombinasyonlarda aditif etki saptandi. Kombinasyon sonuglari
Tablo 4.29°da verilmistir.

Tablo 4.29. E. coli izolatlarina kars: tigesiklin ve DAPI’ler arasindaki sinerjik

etkilesim.
. VER REZ CCcCP
Izolat . : .
No FIK ver/ ., . FIK rez/ ., . FIK cccp/ . .
. FIKI Etk. . FIKI Etk. . FIKI Etk.
FIK tcc FIK tcc FIK tcc
ATCC 0.062/ o 0.003/ o 0.062/ L
(25922) 0.50 0.562 Aditif 0.50 0.503  Aditif 0,062 0.124  Sinerji
izolat 0.007/ o 0.015/ o 0.25/ .
0.507 Aditif 1.015  Aditif 0.75  Aditif
No.1 0.50 1 0.50
Izolat 0.50/ . 0.50/ . 0.125/ L
1 Aditif 1 Aditif 0.375 Sinerji
No.2 0.50 0.50 0.25
Izolat 0.015/ . 0.25/ . 0.003/ .
0.515 Aditif 0.75 Aditif 0.503 Aditif
No.3 0.50 0.50 0.50

FIK: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu, FIKI: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi,
TGC: Tigesiklin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon,
Etk.: Etkilesim
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GN’nin iki E. coli izolatina karst1 VER ile kombinasyonunda ve bir E. coli
izolatina kargt CCCP ile kombinasyonunda sinerji saptanip, bir izolata karst VER ile
kombinasyonunda etki gériilmezken, diger tim kombinasyonlarda aditif etki goruldi.

Kombinasyon sonuglar1 Tablo 4.30’da verilmistir.

Tablo 4.30. E. coli izolatlarina kars1 gentamisin ve DAPI’ler arasindaki sinerjik

etkilesim.
. VER REZ CCCP
Izolat . . .
No FIK ver/ . . FIK rez .. FIK cccr/ . .
. FIKI Etk. . FIKI Etk . FIKI Etk
FIK on FIK on FIK on
ATCC 0.007/ . 0.25/ ... 025 L
(25922) 1 1.007 Etkisiz 0.95 0.50 Sinerji 0.95 0.50  Sinerji
Izolat 0.007/ v 0.125/ 44 0.25/ L
1.007  Etkisiz 0.625 Aditif 0.50  Sinerji
No.1 1 0.50 0.25
Izolat 0.062/ L 0.125/ ... 0.062/ .
0.312 Sinerji 0.625 Aditif 0.562 Aditif
No.2 0.25 0.50 0.50
Izolat 0.125/ w 0.125/ ... 0.062/ L
0.25 Sinerji 0.625 Aditif 0.312 Sinerji
No.3 0.125 0.50 0.25

FiK: Fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu, FiKi: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon indeksi, GN:
Gentamisin, VER: Verapamil, REZ: Rezerpin, CCCP: Karbonil Siyanid 3-klorofenil-hidrazon, Etk.:
Etkilesim
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5. TARTISMA

Insanlik tarihinin en &nemli kesiflerinden biri kabul edilen antibiyotiklerin
yaygin ve bilingsiz kullanilmasi, antimikrobiyal dirence yol agarak direngli
mikroorganizmalarin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi sorunlara yol
a¢cmaktadir (Yiice, 2001; Sanl1 ve ark., 2021). Son yillarda ise antimikrobiyal direng,
biitiin insanlig1 tehdit edecek bir sorun haline gelmistir (Oztiirk, 2002). Diinya Saglik
Orgutii, antibiyotik direncinin, halk sagligmi tehdit eden en 6nemli sorunlardan biri
oldugunu bildirmistir. (WHO, 2020). Giiniimiizde hemen her bakteri, kullanimda olan
antibakteriyel ajanlara karsit belli bir oranda diren¢ gelistirmekte ve bu direng
durumunun giin gectikge daha da kétiiye gidecegi dngériilmektedir (Oztiirk, 2002;
Somer, 2010).

Bakterilerde gdzlenen antibiyotik direnci ile miicadele i¢in en 6nemli stratejik
yaklasimlardan biri olan DAP, ekzojen veya endojen kaynakli ¢esitli maddeleri hiicre
disina atan membran tagima proteinleridir (Mandal ve ark., 2014; Poole, 2005). Birgok
Gram pozitif ve Gram negatif bakteride tanimlanan DAP’lar, antibiyotiklerin hiicre i¢i
konsantrasyonunu azaltarak etkinliklerini artirmaktadir (Munita ve Arias, 2016; Laws
ve ark., 2019). DAP’lar florokinolon, beta-laktam, karbapenem ve polimiksin gibi

bircok antibiyotik grubunu etkilemektedir (Munita ve Arias, 2016).

DAP’lar1  hedefleyen DAPI’ler, antibiyotik etkinligini artirmadaki
potansiyelleri nedeniyle antibiyotik direncinde 6nemli ve umut verici bir strateji olarak
kabul edilmektedir (AlMatar ve ark., 2020; Handzlik ve ark., 2013). DAPI’lerin,
antibiyotik direng gelisimini yavaslatmasinin, ikili antibiyotik kombinasyonlari ile
tedavi sirasinda olusabilecek direncin engellenmesi ve mutant suslarin ortaya
¢ikmasinin énlenmesi ve klinik kullantmindan kaldirilmis olan antibiyotiklerin tekrar
kullanimi agisindan faydali olabilecegi bildirilmistir (Mahmood ve ark., 2016; Seukep
ve ark., 2020). DAPI’lere yonelik arastirmalar, 1976 yilindan giiniimiize dek yaygin
olarak arastirilsa da heniiz klinik kullanimi gergeklestirilememistir (AlMatar ve ark.,
2020; Mahmood ve ark., 2016).
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Antibiyotik direnci ile miicadelede antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin
tammlanmas1 ve bu mekanizmaya uygun DAPI’lerin kullanilmasinin klinik agidan
onemli olabilecegi diistiniilmektedir (Cetinkaya ve ark., 2008; Adabi ve ark., 2015).
DAPI’lerin, bircok bakteri kokenine karst antibiyotiklerle kombine edilerek
kullanmilmast ile antibiyotigin hiicre i¢i konsantrasyonunda artis gorildigi
bildirilmektedir. DAPI’ler aym zamanda, antibiyotigin bakterideki hedef bolge ile
etkilesimini artirarak, bu bolgelerin konformasyonunu degistiren bir adaptor olarak
islev gorebilmektedir (Mawabo ve ark., 2015). Kombinasyon c¢aligsmalarinda,
antibiyotigin etkinligini artirmak i¢in DAPI’lerin dozunun optimize edilmesi gerektigi
bildirilmistir (Ayaz ve ark., 2019).

Bu galismada VER, REZ ve CCCP’nin; S. aureus, E. faecalis, K. pneumoniae
P. aeruginosa ve E. coli’nin standart sus ve ¢oklu ilac direncli klinik izolatlarma kars1
antibakteriyel etkisi disk diflizyon ve sivi mikrodilisyon yontemi ile, cesitli

antibiyotiklerle sinerjistik etkilesimi ise checkerboard yéntemi ile incelenmistir.

5.1. S. aureus izolatlarina Karsi DAPI’lerin Antibakteriyel Etkinligi

Staphylococcus aureus hem toplum hem de hastane kaynakli enfeksiyonlarin
onemli bir nedeni olup, bu bakterinin direngli oldugu antimikrobiyal ajanlarin sayisi
giderek artmaktadir. Nozokomiyal patojenlerden biri olan MRSA, halk saglig: i¢in
biiytik bir tehdit olup, olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde yasanan sorunlardan
dolay1, onu halk sagligi i¢in biiyiik bir tehdit haline getirmistir (Sanli ve ark., 2021).
MRSA kokenleri makrolid, kinolon gibi antibiyotik gruplar1 ve gentamisin gibi ¢esitli
antibiyotiklere kars1 ¢oklu ilag direnci gostermektedir (Oztiirk, 2002). S. aureus’ta
MsrA pompasi makrolidlere, NorA pompasi florokinolonlara ve TetK pompasi ise

tetrasiklinlere karsi direng kazandirmaktadir (Gibbons ve Udo, 2000).

Bu calismaya alman S. aureus izolatlarinda CCCP’nin olusturdugu inhibisyon
zonunun diger DAPI’ler ile kiyaslandiginda 3-4 kat daha genis oldugu saptanmustir.
DAPI’lerin S. aureus’un izolatlarina karsi, tek basina etkisinin CCCP’nin diger

DAPI’lerden 16 kat daha diisiik oldugu mikrodiliisyon yontemiyle saptanmustir.
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TET’in ¢alismaya alinan S. aureus izolatlarina karst VER veya REZ ile
kombinasyonunda sinerji, CCCP ile kombinasyonunda c¢ogunlukla aditif etki;
TGC’nin VER ile kombinasyonunda aditif etki, REZ ile kombinasyonunda ¢ogunlukla
sinerji saptanirken, CCCP ile kombinasyonunda sinerji; GN’nin VER veya REZ ile
kombinasyonunda ¢ogunlukla sinerji ve CCCP ile kombinasyonunda ise ¢cogunlukla

aditif etki gozlenmistir.

Abreu ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada S. aureus izolatlarina karsi
TET’in REZ ile kombinasyonunda ¢ogunlukla sinerji goriildiigi bildirilmistir. Roy ve
ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada S. aureus’un iki adet ATCC susu ve bir adet izolatina
kars1 norfloksasinin, VER ile kombinasyonunda sinerji ve REZ ile kombinasyonunda
ise aditif etki saptadiklarini, Vidaillac ve ark. (2007) ise yaptiklar1 ¢alismada ise S.
aureus’un iki adet ATCC susuna karsi norfloksasinin VER ile kombinasyonunda
sinerji saptandigini bildirmistir. Parai ve ark. (2020) yaptiklari1 ¢alismada S. aureus’un
ATCC susuna karg1 siprofloksasin, gentamisin, eritromisin ve kloksasilinin VER ile
kombinasyonunda aditif etki goriildiigiinQ bildirmistir. Holler ve ark. (2012) yaptiklari
bir ¢alismada S. aureus’un iki adet ATCC susuna kars1 siprofloksasinin VER ile
kombinasyonunda sinerji saptandigi bildirmistir. Literatiirde S. aureus c¢aligsmalarina
ek olarak Gunics ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada S. epidermidis
izolatlarina karst TET’in VER ile kombinasyonunda ve GN’nin VER ile
kombinasyonunda etkisiz oldugu bildirilmistir. Yukarida belirtilen ¢alismalar ile bu
calismada kullamlan standart sus ve antibiyotik-DAPI kombinasyonlari birebir ayni
olmamakla birlikte sonuglar kiyaslanabilir goriinmektedir. S. auerus izolatlarinda
denenen antibiyotikleri substrat olarak kullanan DAP’larin aktif oldugu ve DAPI’lerin
antibiyotikler ile kombinasyonunda, antibiyotiklerin antibakteriyel etkinligini

giiclendirdigi diistiniilmektedir.

5.2. E. faecalis izolatlarina Kars1 DAPI’lerin Antibakteriyel Etkinligi

Enterococcus faecalis, enterokokal enfeksiyonlarin ¢ogundan sorumlu, firsatci
bir patojendir (Baylan ve ark., 2011; Taji ve ark., 2019). Ozellikle gentamisine ve
streptomisine karsi yiiksek diizeyde direngli suslarin goriillme sikligi artarken

penisiline ve kinolonlara kars1 da direng bildirilmektedir (Oztiirk, 2002).
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Bu calismaya alinan E. faecalis izolatlarinda, VER’in inhibisyon zonu
olusturmadigi, CCCP’nin olusturdugu inhibisyon zonunun ise 11-14 mm arasinda olup
REZ’e kiyasla iki kat genis oldugu gériilmiistiir. DAPI’lerin E. faecalis izolatlarina

kars, tek basina etki gostermedigi mikrodiliisyon yontemiyle saptanmustir.

TET’in ¢alismaya alinan E. faecalis izolatlarina karsi VER veya REZ ile
kombinasyonunda aditif etki, CCCP kombinasyonunda ise ¢ogunlukla aditif etki;
TGC’nin REZ veya CCCP ile kombinasyonunda ¢ogunlukla aditif etki; GN’nin CCCP
ile kombinasyonunda ¢ogunlukla sinerji, VER veya REZ ile kombinasyonunda ise

aditif etki saptanmustir.

Literatiirde, E. faecalis’e karst DAPI’lerin antibakteriyel etkinligi iizerine

yapilmis bir ¢alismaya rastlanilmamustir.

5.3. K. pneumoniae izolatlarina Kars1 DAPI’lerin Antibakteriyel Etkinligi

Enterobacteriaceae ailesine ait olan Klebsiella pneumoniae, insanlarin
gastrointestinal sistem mikrobiyotasinda bulunan firsat¢i bir patojendir (Navon-
Venezia ve ark, 2017). K. pneumoniae, hizli direng kazanmasi ve kazanilan direncin
izolatlar arasinda kolayca yayilmasi bakimindan diger bakteri tiirlerine gore daha fazla
onem tasimaktadir (Tekintas ve ark., 2017; Yis ve ark., 2021). K. pneumoniae 6zellikle
hastanelerin yogun bakim iinitelerindeki salginlar ve toplum kokenli enfeksiyonlar i¢in
onemli bir risk faktorl olarak kabul edilmektedir (Chevalier ve ark., 2000; Wang ve
ark., 2020). Bu bakteride beta-laktamaz ve genis spektrumlu sefalosporin gibi birgok
antibiyotige karsi diren¢ siklikla bildirilmektedir (Chevalier ve ark., 2000). Son
yillarda karbapeneme direngli K. pneumoniae suslarinin ortaya ¢ikmasi, diinya gapinda
bir tehdit olusturmaktadir (Yis ve ark., 2021).

Bu calismaya alman K. pneumoniae izolatlarinda VER’in inhibisyon zonu
olusturmadigi, CCCP ve REZ’in olusturdugu inhibisyon zonunun kayda deger
olmadig saptannustir. DAPI’lerin K. pneumoniae izolatlarina karsi, tek basina etki

gostermedigi mikrodiliisyon yontemiyle saptanmistir.
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TET’in ¢alismaya alinan K. pneumoniae izolatlaria kars1t REZ veya CCCP ile
kombinasyonu sinerji, VER ile kombinasyonunda aditif etki; TGC’nin CCCP ile
kombinasyonunda ¢ogunlukla sinerji, GN’nin tiim DAPI’ler ile kombinasyonlarinda

ise aditif etki saptanmustir.

Literatir incelendiginde, Dey ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
K. pneumoniae izolatlarina karst REZ’in TET ve GN ile kombinasyonunda ¢ogunlukla
sinerji goriildigi bildirilmistir. Bu ¢alismada, REZ’in GN ile kombinasyonundaki
aditif etki bulgusu izolat sayisindaki kisitliliktan kaynaklanmis olabilir.

5.4. P. aeruginosa izolatlarina Kars1 DAPI’lerin Antibakteriyel Etkinligi

Pseudomonas aeruginosa, non-fermentatif ve nozokomiyal firsat¢i bir
patojendir (Livermore, 2009). P. aeruignosa’da gorilen antibiyotik direncinin
temelinde; antibiyotige 6zgul enzimler, hiicre duvari gegirgenliginde degisiklikler ve
DAP’lar yer almaktadir (Aykan ve Ciftci, 2015). P. aeruginosa izolatlarinda cesitli
diren¢ mekanizmalarinin gelismesi ve direng oranlarinin giin gectikge artmasi ciddi
sorunlara yol agmaktadir (Mawabo ve ark., 2015). P. aeruginosa’nin direng gelistirme
potansiyelinin yiliksek olmasi, bu bakterinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
antibiyotik se¢iminin dogru ve uygun kombinasyonda yapilmasini gerektirmektedir
(Berktas ve ark., 2011). P. aeruginosa’da tetrasiklin, kloramfenikol ve norfloksasin
dahil olmak iizere c¢esitli antimikrobiyal ajanlara karsi bircok DAP tanimlanmistir

(Shinaberger ve ark., 2011).

Bu calismaya alinan P. aeruginosa izolatlarinda VER’in inhibisyon zonu
olusturmadigi, CCCP ve REZ’in olusturdugu inhibisyon zonunun kayda deger
olmadig1 saptanmistir. DAPI’lerin P. aeruginosa izolatlarina karsi, tek basina etki

gostermedigi mikrodiliisyon yontemiyle saptanmistir.

TET’in ¢alismaya alinan P. aeruginosa izolatlarina karst VER veya CCCP ile
kombinasyonunda aditif etki, REZ ile kombinasyonunda c¢ogunlukla aditif etki;
TGC’nin VER ile kombinasyonunda aditif etki, REZ ile kombinasyonunda ¢ogunlukla
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aditif etki, CCCP ile kombinasyonunda sinerji; GN’in VER veya REZ ile
kombinasyonunda c¢ogunlukla sinerji ve CCCP ile kombinasyonunda ise sinerji

saptanmigtir.

Gunics ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada TET ’in P. aeruginosa
izolatina karsi VER ile kombinasyonunda ve GN’nin VER ile kombinasyonunda
etkisiz oldugu gozlenirken Oloche ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
siprofloksasinin P. aeruginosa izolatlarina kars1 VER ile kombinasyonunda sinerji
gortildiigi bildirilmistir. Bu ¢alismada, literatiirden farkli olarak kombinasyonlarda
cogunlukla sinerji ve aditif etki gorulmiistiir. Bu veriler DAPI’lerin P. aeruginosa
izolatlarinda mevcut DAP’lara etki ederek antibiyotiklerin etkinligini giiglendirdigini

diistindirmektedir.

5.5. E. coli izolatlarina Kars1 DAPI’lerin Antibakteriyel Etkinligi

Enterobacteriaceae ailesinin bir (yesi olan Escherichia coli, insanlarin
gastrointestinal sisteminde yaygin olarak bulunan firsatg1 bir patojendir. E. coli beta-
laktam, kinolon ve aminoglikozid gibi bir¢ok antibiyotik grubuna direnclidir (Allocati
ve ark, 2013). Coklu ilag direncine sahip E. coli suslarinin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi giderek zorlasmaktadir (Vila ve ark., 2016). E. coli’de
CCCP’nin etki mekanizmasmin, adenilat siklaz aktivitesini inhibe etmesi
(Kasianowicz ve ark., 1984) veya hiicrenin iyon dengesinin etkilenerek DAP’1n
ekspresyonunu inhibe edildigi seklinde olabilecegi ileri siiriilmiistiir. (Sundaramorty
ve ark., 2019; Shinaberger ve ark., 2011). Ayrica CCCP varliginda E. coli suslarina
karg1 florokinolonlarm MIK degerinde azalma oldugu bildirilmistir (Shinaberger ve
ark., 2011).

Bu calismaya alinan E. coli izolatlarinda VER’in inhibisyon zonu
olusturmadig, bir izolat hari¢c CCCP ve REZ’in olusturdugu inhibisyon zonunun
kayda deger olmadig1 saptanmistir. DAPI’lerin E. coli izolatlarina karsi, tek basina

etki gostermedigi mikrodiliisyon yontemiyle saptanmustir.
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TET’in E. coli izolatlarina karst REZ veya CCCP ile kombinasyonunda
cogunlukla aditif etki, TGC’nin REZ ile kombinasyonunda aditif etki, CCCP ile
kombinasyonunda c¢ogunlukla aditif etki, GN’nin VER ile kombinasyonunda
cogunlukla sinerji gozlenirken, REZ ile kombinasyonunda aditif etki ve CCCP ile

kombinasyonunda ise ¢ogunlukla sinerji saptanmustir.

Gunics ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada E. coli izolatina karsi
TET’in VER ile kombinasyonunda ve GN’nin VER ile kombinasyonunda etkisiz
oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada da E. coli izolatlarinda farkli kombinasyonlarin

etkinliginin degiskenlik gosterdigi gézlenmistir.

Bu calismada, ¢oklu ilag direngli izolatlara karst DAPI’lerin tek basina
antibakteriyel etkinliginin ve antibiyotiklerle sinerjik etkilesiminin belirlenmesi
amaglanmustir.  Antimikrobiyal direncin (stesinden gelebilmek ve var olan
antibiyotiklerin aktivitesini artirmak i¢in diren¢ mekanizmalarinin tanimlanmasi ve
DAPI’lerin antibiyotikler ile etkilesiminin belirlenmesinin, direncin énlenmesinde

klinik agidan 6nemli olabilecegi diistinilmektedir.

Bu calismanin sonuglarina gore, tek basina kullamldiginda DAPI’lerin
antimikrobiyal 6zelliginin simirli oldugu ancak antibiyotikler ile kombine edilmesi
halinde antibiyotiklerin etkinligini artirarak adjuvan etki gosterdigi gortilmektedir.
Antibiyotikler ile DAPI kombinasyonlarinda sinerjik etkilesim gozlenen izolatlardaki
antibiyotik direncinin, DAP aracili olabilecegi diisiiniilmektedir. DAPI’lerin
antibiyotiklerle kombinasyonlarinda bazi izolatlara karsi herhangi bir etki
gbzlenmemistir. Bu izolatlardaki antibiyotik direncinin, farklit DAP varligma isaret
edebildigi gibi plazmid aracili veya kromozomal mutasyonlar sonucu olusan farkli

diren¢c mekanizmalarina bagli olabilecegi diistiniilmektedir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada disa atim pompa inhibitorlerinin, kullanilan
izolatlardaki disa atim pompalari ile olasi etkilesimi sonucu denenen antibiyotiklerin
minimum inhibitdr konsantrasyon degerlerini diisiirebildiginin gdsterilmesi, disa atim
pompa inhibitdrlerinin antibiyotiklerle kombine kullaniminin, antibiyotiklerin etki

spektrumunu artirabilecegine, bakterilerde antibiyotiklere karst direng¢ diizeyini ve
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direncin ortaya ¢ikma siklifim azaltabilecegine yonelik diisiinceleri ve DAPI’lerin

klinik kullanima girebilme potansiyelini desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

VER ve REZ’in disk difiizyon ydntemine gore antibakteriyel aktivitesinin
yetersiz oldugu, CCCP’nin ise diger DAPI’lere kiyasla sadece S. aureus

izolatlarinda 3-4 kat daha genis inhibisyon zonu olusturdugu gozlenmistir.

Denenen DAPI’lerin tek bagina kullanildiginda antimikrobiyal etkisinin sinirlt

oldugu gozlenmistir.

S. aureus ve P. aeruginosa izolatlarina karsi antibiyotik-DAPI

kombinasyonlarinin ¢ogunlukla sinerji veya aditif etki gdsterdigi saptanmuistir.

E. faecalis, K. pneumoniae ve E. coli izolatlarina kars1 antibiyotik-DAPI

kombinasyonlarinin ¢ogunlukla aditif etki gosterdigi saptanmustir.

Klinik 6rneklerden soyutlanmis, ¢cok sayida ve farkl tiirdeki bakteri kokenine
karst etkinligini belirlemek igin, DAPI’lerin farkli kaynaklardan elde edilen

biyoaktif maddeler ile sinerji calismalar1 6nerilebilir.

Molekiiler tabanli ¢aligsmalarla izolatlarda aktif olarak bulunan DAP varligi

belirlenerek, uygun DAPI’ler ile sinerji ¢alismalarinin planlanmasi 6nerilebilir.

Bu ¢alismada denenen antibiyotik-D API kombinasyonlarinin time-kill yontemi

ile desteklenmesinin yararli olabilecegi diistiniilmektedir.

DAPI’lerin antibiyotikler ile etkilesiminin deney hayvani modelleri ile

gOsterilmesi onerilebilir.
Antimikrobiyal maddelerle birlikte kullanilacak DAPI’lerin  biyolojik

aktiviteleri, sitotoksisitesi, farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerinin

belirlenmesi Onerilebilir.
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10- Sitotoksisitesi yiiksek DAPI’lerin kimyasal yapilari modifiye edilerek

caligmalarin yapilmasi Onerilebilir.
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