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[.Projenin Tiirk¢e Adi:
Efluks Pompa Inhibitériiniin, Cok ilag Direngli Escherichia coli 1zolatlarmda
Kinolon , Makrolid ve Nalidiksik Asit MIK Degerlerine Etkisi

Projenin Ingilizce Adu:
The Effect of Efflux Pump Inhibitor on MIC values of Nalidixic Acit,
Flouroquinolones and Macrolide of Multidrug Resistant Escherichia coli

II.Amag ve Kapsam:

Cok ilag direngli E. coli izolatlarinda nalidiksik asit, kinolon ve makrolid MiK
degerleri lizerine MC-207,110" un (PABN) degisen konsantrasyonlarda etkisinin arastirilmasi
amaglanmistir. Bu dogrultuda ¢alisma kapsaminda, izole edilen ¢ok ila¢ direncli E. coli
suslarinda efluks pompa inhibitdriiniin etkisine bakilmasi hedeflenmistir.

[II:Materyal ve Yontem:

Calisma siiresi bakterilerin izole edilmesinden sonra 6 aylik bir peryodu
kapsamaktadir. AUTF Klinik Bakteriyoloji ve Infeksiyon Hastaliklar1 ABD, Klinik
Bakteriyoloji laboratuarina gelen klinik Orneklerden konvansiyonel, gerekirse
enteric/nonfermenter ID kit gibi yontemlerle tespit edilen E. coli izolatlarina disk difiizyon
yontemi uygulanarak antibiyotik duyarliliklar1 belirlenmistir. Ocak 2004 — Mayis 2004
tarihleri arasinda farkli klinik 6rneklerden izole edilen ve ¢ok ilag direng paterni gosteren (
yapisal olarak farkli 3 antibiyotige direng ) Escherichia coli olarak raporlanan 100 sus
caligmaya dabhil edildi.

Efluks pompast yoniinden incelenmek iizere organik solvent tolerans testi yapildi.
Toleran suslar lizerinde arastirilacak olan antibiyotikler ( nalidiksik asit, siprofloksasin,
levofloksasin, eritromisin, ) icin MIC degerleri agar dilisyon yontemi ile belirlendi. Sonraki
asamada 20u/ml’dan baslayip, degisen konsantrasyonlarda MC-207,110 (PABN ) varliginda,
ayn1 antibiyotiklerin MIC degerleri broth mikrodiliisyon yontemi ile ¢alisildi.



MIC degerlerinde 2 veya daha fazla kat azalmalar ¢alismanin primer sonlanim noktasi olarak
kabul edildi..

MIC degerleri mikrodiliisyonla belirlenirken ATCC 25922 kontrol susu olarak kullanilmistir.
Calismada izole edilen suslarda organik solvent toleransi gosteren suslarin AcrAB —TolC
pompasini overeksprese etmesinden yola ¢ikarak bu suslarin ¢aligilacak antibiyotikler ile olan
MIC degerlerinin pompa inhibitor varliginda 2 veya daha fazla kat azalmasi ¢calismanin
sonucunun bagar1 6l¢iitii olarak degerlendirilmistir..

IV:Analiz ve Bulgular:

Aragtirmaya dahil edilen 100 susun, 56’s1 idrar, 18’1 abse-yara, 12’si kan, 8’1
trakeal aspirat ve 6’s1 gayta kiiltiiriinden elde edildi.

Calismaya baslamadan Once biitiin izolatin ¢ok ilag diren¢ fenotipi, disk difiizyon
yontemi ile tekrar degerlendirildi. 100 susun 48’i seftriakson, 86’s1 gentamisin ve hepsi
ampisilin, siprofloksasin, levofloksasin, nalidiksik asit ve trimetoprim- sulfametaksazole
direncliydi. Yani calisilan tiim izolatlar ¢ok ilag¢ direng¢ fenotipi gosteriyordu.

Ikinci asamada tiim suslarin agar diliisyonla nalidiksik asit, siprofloksasin,
levofloksasin ve eritromisin MIK degerleri calisildi. Siprofloksasin icin ¢alisilan tiim
suslarin MIK degerleri 16 pg/ml’nin iizerinde 6l¢iildii. Nalidiksik asit icin 2 susun MIK
degeri 32pg/ml, 13 susun 64 pg/ml, digerlerinin ise 128 pg/ml ve iizeriydi. Levofloksasin
icin ise 81 susun MIK degeri 32 pg/ml ve iizerinde idi. Kalan 17 susun MIKdegeri 16
ng/ml ve 2 izolatin 8 pg/ml’di. Eritromisin igin 65 susun MIK degeri 204.8 ug/ml ve
iizeri iken, 25 susda 102.4pg/ml, 7°de 51.2 pg/ml ve 3’de 25.6 pg/ml olarak bulunmustur.

Organik solvent tolerans (OST) testinde, farkli heksen- sikloheksen oranlarindaki
toleransa bakilmis olsa da, basitlestirmek icin 1:1 oramindaki karisimda 5x10° koloni
iiremesi organik solvent toleransi olarak tanimlandi. Daha 6nce de bahsedildigi gibi
tolerans normalin iistiinde efluks yapan AcrAB-TolC efluks pompa gostergesi olarak kabul
edildi .

Organik solvent toleransi pozitif bulunan ve bulunmayan suslarin baglangig
konsantrasyonlar1 4 kat artmis sekilde hesaplanarak broth diliisyonla MIK degerleri,
inhibitdr madde eklenmis ve eklenmemis sekilde tekrar ¢alisiimistir. Broth diliisyonla MiK
degerleri nalidiksik asitte, 2 susda 512 pg/ml ve iizeri, 39 susda 256 pg/ml, 44 susda 128
pg/ml bulunurken, kalan 13 susun MIK degeri 64 pg/ml, 2 susun ise 32pg/ml olarak
dleiilmiistiir. Siprofloksasin icin 87 susun MIK degeri 128 pg/ml ve iizeri dlciilmiistiir.
Kalan 11 susun MIK degeri 64 ng/ml ve diger 2’sininki ise 32 pg/ml olarak bulunmustur.
Levofloksasin icin daha 6nce agar diliisyonla 32 pg/ml ve iizerinde MIK degeri 6lgiilen 81
susun, 4’de broth diliisyon yontemi ile 128 pg/ml ve iizeri, 49°da 64 pg/ml, 28’de 32
pg/ml degerleri bulunmustur. Kalan suslarin broth diliisyonla 6l¢iilen degerleri ise, agar
diliisyon yontemi ile tespit edilenler gibiydi. Eritromisin i¢in 11 susda MIK degeri
819.2ug/ml ve fiizeri iken, 26 susda 409.6 pg/ml, 28 susda 204.8 pg/ml ve 25 susda
102.4pg/ml olarak dl¢iilmiistiir. Kalan 10 susdan 7°de MIK degeri 51.2 pg/ml ve 3’de 25.6
pg/ml olarak bulunmustur.

Calisma kapsamindaki 100 susdan 55’inde organik solvent tolerans testi pozitif
bulunurken, kalan 45 susda tolerans saptanmamaistir. Bunlarin yiizde degisimleri {izerinden,
arastirmada kullanilan antibiyotiklerin MIK degerleri {izerine, inhibitdriin etkisi Mann-
Whitney U testi ile calisilmistir. Hesaplamalar sonucunda p degeri 0.001°den kiiciik
bulunan sonuglar anlamli olarak degerlendirilmistir.

Organik solventlere karsi toleran suslarin, nalidiksik asit MIK degerleri inhibitor
eklendiginde p degeri 0.232 olarak bulunmustur. Siprofloksasin i¢in ise 0.351
hesaplandigindan séz konusu iki antibiyotik i¢in inhibitér olarak eklenen maddenin MIK
degerleri lizerine etkisi gézlenmemistir.



Yine organik solventlere tolerans gosteren suslar, gostermeyenlerle karsilastirilip,
levofloksasin ve eritromisine inhibitdr eklendiginde MIiK degerleri hesaplanmis, aradaki
iliskinin anlamli olup olmadigina bakilmistir. Mann-Whitney U testi ile levofloksasin ve
eritromisinin her ikisine inhibitdr eklenmesiyle hesaplanan MIK degerleri icin p degeri
0.000 bulunmus olup, s6z konusu iki antibiyotik i¢in inhibitér etkisinin anlamli oldugu
sonucuna varilmistir.

V: Sonug ve Ornekler:

Cok ilag direnci goriilen 100 Escherichia coli susu g¢alismaya dahil edilmistir.
Incelenen 100 susun agar diliisyon yontemi ile nalidiksik asit, siprofloksasin, levofloksasin ve
eritromisin MIK degerleri tespit edildikten sonra tiim suslarin organik solvent toleransina
bakilmistir.

100 susdan 55°nin organik solventlere karsi tolerans gosterdigi bulunmustur. Yani
caligmaya dahil edilen suslarin %55’inde efluks pompasinin asir1 aktivasyonu gozlenmistir.
Toleran ve toleran olmayan suslar inhibitor madde olarak PABN eklendiginde olusan MiK
degerleri broth diliisyon yontemi ile tekrar ¢alisilmistir.

Inhibitdr eklendiginde siprofloksasin ve nalidiksik asit i¢in MIK degerlerinde anlamli
bir degisiklik saptanmazken, eritromisin ve levofloksasin i¢in tam tersi gozlenmistir.

Sonug olarak, PABN eklendiginde eritromisin ve levofloksasinin, ¢ok ila¢ direng
fenotipi gosteren klinik izolatlarda duyarliliklariin arttig1 gézlenmistir.

Calisma sonucunda yiiksek diizey levofloksasin direnci ile AcrAB efluks pompasinin
artmis ekspresyonu arasindaki iliski, yliksek diizey diren¢ i¢in efluks pompa katkisinin
gerektigi yonde olmustur

PAPBN-duyarli efluks mekanizmasinin Escherichia coli’de makrolid direncine de
katkida bulundugu gosterilmistir.

Ayrica levofloksasin ve eritromisin i¢in, ¢alismada kullanilan inhibitériin, fakli iki
veya daha fazla efluks pompasi iizerinde etkili olabilecegi kanisina varilmistir. Bu nedenle s6z
konusu iki ilag i¢in ¢aligmanin sonucu anlamli bulunmug olabilir diisiincesindeyiz.

Ancak siprofloksasin ve nalidiksik asit i¢in aymi sonuclarin elde edilemeyisinin
nedenlerinden biri suslarda gozlenen yliksek diizey direncin (yani > 32 pg/ml), hedef genlerde
iki veya daha fazla mutasyon gibi ek baska mekanizmalar1 gerektirmesidir. Ya da substrati
PAPBN olmayan bagka efluks pompalarmin bu dirence sinerjik veya aditif katkilariin s6z
konusu olmasidir. Ciinkii, farkli yapisal 0Ozellikteki efluks pompalar1 ayni hiicrede
birlestiginde, her bir pompanin tek basma gosterdigi etkiden daha yiiksek antimikrobiyal
diren¢ gosterir. Ayrica birkag yayinda c¢ok ilag direngli klinik izolatlarda, efluks
mekanizmasina, dis membran permeabilitesinde degisiklik ya da membrandaki major porin
kaybiin da eslik ettigine dair bildirimler yapilmistir. Bizim ¢alismamizda da siprofloksasin
ve nalidiksik asitte MIK degerlerinde anlamli diisiisler kaydedemeyisimizin sebebi bunlardan
biri veya hepsi olabilir .

Ayrica, PABN’nin farkli konsantrasyonlari, organik solvent toleransi gosteren suglarda
tekrar calisilmis ve 20 pg/ml ile elde edilen sonucglardan farkli degerler elde edilmemistir. Bu
nedenle phenylalanine-arginine-beta-naphthylamide’in etkisinin ¢alisilan konsantrasyonlar
icin homojen oldugu ve doza bagl etki géstermedigi sOylenebilir .

Sonug olarak, diinyadan ve iilkemizden ¢ok ilag diren¢li gram negatif bakterilerde
hedef ya da enzimatik modifikasyonun etkileri ¢ok genis bir alanda raporlanirken, ¢oklu ilag
efluks pompalarinin bu ¢ok ilag direncine katkisi nadiren bildirilmistir. Bu ve benzeri
caligmalarla efluks pompalarinin her biri i¢in 6zgiil inhibitorlerin belirlenmesi ile, beta laktam
/ beta laktamaz inhibitdr kombinasyonlar1 gibi bu ilaglarin da klinikte kullanimi i¢in 6nemli



bir adim olacak, bdylelikle direncli olan antibiyotiklerin duyarli hale gelebilmesi miimkiin
olabilecektir.
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VI1I: Ekler:

a)Mali Bilango ve Aciklamalari

Proje i¢in BAP’dan temin edilen biitce ile asagidakiler temin edilirken gelir 4356 YTL gider
ise 3033YTL dir.

1. BBL Crystal Enteric Non fermentative ID kit 1 kutuda 20 adet olmak iizere toplam

100 sus i¢in 5 kutu,

mg

2. 25 mg. ‘lik birimlerde sunulan Phe-Arg-B-naphthylamidedihydrochloride ‘den 50

3. Erythromycin, ciprofloxacin ve nalidixic acid baz maddeleri 25 gramlik

birimlerden 1’er adet

4. Levofloxacin baz maddesi 30 gr (10 gramlik birimlerden 3 adet)
5. LB Broth agar (organik solvent tolerans test ve broth diliisyon i¢in kullanilmistir)

da ayni firmadan 500 gramlik birimlerinden 2 adet



b)Makine ve Techizatin Konumu ve ileride Kullanimina Dair A¢iklamalar(BAP
Demirbas numaralar1 dahil)

¢) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar (varsa Kesim I1I’de yer almayan analiz ayrintilari)

Organik Solvent Tolerans Testi:

Test igin -20°C’de saklanan suslar ¢alisma giinii i¢in %35’lik koyun kani igeren
kanl1 agarda canlandirildi.

Bir gece Luria Broth’da (LB; bakterilerin iiremesi i¢in sivi ortam) iireyen suslar,
yine LB’de 10° ve 107 cfu/ml olacak sekilde diliie edildi. Hazirlanan bu diliisyondan her
biri toplam 5 uml. olacak sekilde bes farkli LBGMg’lu agara dokiilerek ekim yapildi.
Biiyiime kontrol plagina ek madde konmazken, kalan dort plak 5 mililiterlik saf heksen ya
da 3:1, 1:1, 1:3 oranlarinda karisimi yapilmis heksen-sikloheksen ile kaplandi.
Buharlasmay1 6nlemek igin parafinlenmis plaklarda 30°C’de 20-48 saat inkiibe edildiler.
Ekimler farkli solvent konsantrasyonlarinda skorlandi. Bdylelikle farkli heksen-
sikloheksen oranlarindaki toleransina bakilmig olsa da, basitlestirmek i¢in 1:1 oranindaki
karisimda 5x10° hiicre iiremesi organik solvent toleransi olarak tanimlandi. Calismada
pozitif tolerans normalin {istiinde efluks yapan AcrAB-TolC efluks pompa gostergesi olarak
degerlendirilmistir .

d)Sunumlar (Bildiriler ve teknik raporlar)
17" European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

and 25" International Congress of Chemotherapy

Munich/Germany, 31 March - 3 April 2007 ‘da 2073 Numara ile poster olarak sunulmustur.
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e)Yayinlar(Hakemli bilimsel dergiler) ve tezler



