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I.Projenin Türkçe Adı: 

Efluks Pompa İnhibitörünün,  Çok İlaç Dirençli  Escherichia coli  İzolatlarında  
Kinolon , Makrolid ve  Nalidiksik Asit  MİK  Değerlerine Etkisi 
 
Projenin İngilizce Adı:  

The Effect of Efflux Pump Inhibitor on MIC values of Nalidixic Acit, 
Flouroquinolones and Macrolide of Multidrug Resistant Escherichia coli   
 
II.Amaç ve Kapsam: 

Çok ilaç dirençli E. coli izolatlarında nalidiksik asit, kinolon ve makrolid MİK 
değerleri üzerine MC-207,110’ un (PAβN)  değişen konsantrasyonlarda etkisinin araştırılması 
amaçlanmıştır. Bu doğrultuda çalışma kapsamında, izole edilen çok ilaç dirençli E. coli 
suşlarında efluks pompa inhibitörünün etkisine bakılması hedeflenmiştir. 
 
III:Materyal ve Yöntem: 

Çalışma süresi bakterilerin izole edilmesinden sonra 6 aylık bir peryodu 
kapsamaktadır. AÜTF Klinik Bakteriyoloji ve İnfeksiyon Hastalıkları ABD, Klinik 
Bakteriyoloji laboratuarına gelen klinik örneklerden konvansiyonel, gerekirse 
enteric/nonfermenter ID kit gibi yöntemlerle tespit edilen E. coli izolatlarına disk difüzyon 
yöntemi uygulanarak antibiyotik duyarlılıkları belirlenmiştir. Ocak 2004 – Mayıs 2004 
tarihleri arasında farklı klinik örneklerden izole edilen ve çok ilaç direnç paterni gösteren ( 
yapısal olarak farklı 3 antibiyotiğe direnç ) Escherichia coli olarak raporlanan 100 suş 
çalışmaya dahil edildi. 

Efluks pompası yönünden incelenmek üzere organik solvent tolerans testi yapıldı.  
Toleran suşlar üzerinde araştırılacak olan antibiyotikler  ( nalidiksik asit, siprofloksasin, 
levofloksasin,  eritromisin, ) için MIC değerleri agar dilüsyon yöntemi ile belirlendi. Sonraki 
aşamada 20µ/ml’dan başlayıp, değişen konsantrasyonlarda MC-207,110 (PAβN ) varlığında, 
aynı antibiyotiklerin MIC değerleri broth mikrodilüsyon yöntemi ile çalışıldı. 



MIC değerlerinde 2 veya daha fazla kat  azalmalar çalışmanın  primer sonlanım noktası olarak 
kabul edildi.. 
MIC değerleri mikrodilüsyonla belirlenirken ATCC 25922 kontrol suşu olarak kullanılmıştır. 
Çalışmada izole edilen suşlarda organik solvent toleransı gösteren suşların AcrAB –TolC 
pompasını overeksprese etmesinden yola çıkarak bu suşların çalışılacak antibiyotikler ile olan 
MIC değerlerinin pompa inhibitör varlığında 2 veya daha fazla kat azalması çalışmanın 
sonucunun başarı ölçütü olarak değerlendirilmiştir.. 
 
IV:Analiz ve Bulgular: 

Araştırmaya dahil edilen 100 suşun, 56’sı idrar, 18’i abse-yara, 12’si kan, 8’i 
trakeal aspirat ve 6’sı gayta kültüründen elde edildi.  

Çalışmaya başlamadan önce bütün izolatın çok ilaç direnç fenotipi, disk difüzyon 
yöntemi ile tekrar değerlendirildi. 100 suşun 48’i seftriakson, 86’sı gentamisin ve hepsi 
ampisilin, siprofloksasin, levofloksasin, nalidiksik asit ve trimetoprim- sulfametaksazole 
dirençliydi. Yani çalışılan tüm izolatlar çok ilaç direnç fenotipi gösteriyordu. 

İkinci aşamada tüm suşların agar dilüsyonla nalidiksik asit, siprofloksasin, 
levofloksasin ve eritromisin MİK değerleri çalışıldı. Siprofloksasin için çalışılan tüm 
suşların MİK değerleri 16 µg/ml’nin üzerinde ölçüldü. Nalidiksik asit için 2 suşun MİK 
değeri 32µg/ml, 13 suşun 64 µg/ml, diğerlerinin ise 128 µg/ml ve üzeriydi. Levofloksasin 
için ise 81 suşun MİK değeri 32 µg/ml ve üzerinde idi. Kalan 17 suşun  MİKdeğeri 16 
µg/ml ve 2 izolatın 8  µg/ml’di. Eritromisin için 65 suşun MİK değeri 204.8  µg/ml ve 
üzeri iken,  25 suşda 102.4µg/ml, 7’de 51.2 µg/ml ve 3’de 25.6  µg/ml olarak bulunmuştur.  

Organik solvent tolerans (OST) testinde, farklı heksen- sikloheksen oranlarındaki 
toleransa bakılmış olsa da, basitleştirmek için 1:1 oranındaki karışımda 5x103 koloni 
üremesi organik  solvent toleransı olarak tanımlandı. Daha önce de bahsedildiği gibi 
tolerans normalin üstünde efluks yapan AcrAB-TolC efluks pompa göstergesi olarak kabul 
edildi . 

 Organik solvent toleransı pozitif bulunan ve bulunmayan suşların başlangıç 
konsantrasyonları 4 kat artmış şekilde hesaplanarak broth dilüsyonla MİK değerleri, 
inhibitör madde eklenmiş ve eklenmemiş şekilde tekrar çalışılmıştır. Broth dilüsyonla MİK 
değerleri nalidiksik asitte, 2 suşda 512  µg/ml ve üzeri, 39 suşda 256 µg/ml, 44 suşda 128 
µg/ml bulunurken, kalan 13 suşun MİK değeri 64 µg/ml, 2 suşun ise 32µg/ml olarak 
ölçülmüştür. Siprofloksasin için 87 suşun MİK değeri 128 µg/ml ve üzeri ölçülmüştür. 
Kalan 11 suşun MİK değeri 64 µg/ml ve diğer 2’sininki ise 32 µg/ml olarak bulunmuştur. 
Levofloksasin için daha önce agar dilüsyonla 32 µg/ml ve üzerinde MİK değeri ölçülen 81 
suşun, 4’de broth dilüsyon yöntemi ile 128  µg/ml ve üzeri, 49’da 64 µg/ml, 28’de 32   
µg/ml  değerleri bulunmuştur. Kalan suşların broth dilüsyonla ölçülen değerleri ise, agar 
dilüsyon yöntemi ile tespit edilenler gibiydi. Eritromisin için 11 suşda MİK değeri 
819.2µg/ml ve üzeri iken, 26 suşda 409.6 µg/ml, 28 suşda 204.8  µg/ml ve 25 suşda 
102.4µg/ml olarak ölçülmüştür. Kalan 10 suşdan 7’de MİK değeri 51.2 µg/ml ve 3’de 25.6  
µg/ml olarak bulunmuştur.  

Çalışma kapsamındaki 100 suşdan 55’inde organik solvent tolerans testi pozitif 
bulunurken, kalan 45 suşda tolerans saptanmamıştır. Bunların yüzde değişimleri üzerinden, 
araştırmada kullanılan antibiyotiklerin MİK değerleri üzerine, inhibitörün etkisi Mann-
Whitney U testi ile çalışılmıştır. Hesaplamalar sonucunda p değeri 0.001’den küçük 
bulunan sonuçlar anlamlı olarak değerlendirilmiştir.  
  Organik solventlere karşı toleran suşların, nalidiksik asit MİK değerleri inhibitör 
eklendiğinde p değeri 0.232 olarak bulunmuştur. Siprofloksasin için ise 0.351 
hesaplandığından söz konusu iki antibiyotik için inhibitör olarak eklenen maddenin MİK 
değerleri üzerine etkisi gözlenmemiştir. 



 Yine organik solventlere tolerans gösteren suşlar, göstermeyenlerle karşılaştırılıp, 
levofloksasin ve eritromisine inhibitör eklendiğinde MİK değerleri hesaplanmış, aradaki 
ilişkinin anlamlı olup olmadığına bakılmıştır. Mann-Whitney U testi ile levofloksasin ve 
eritromisinin her ikisine inhibitör eklenmesiyle hesaplanan MİK değerleri için p değeri 
0.000 bulunmuş olup, söz konusu iki antibiyotik için inhibitör etkisinin anlamlı olduğu 
sonucuna varılmıştır. 
 
 
V: Sonuç ve Örnekler: 

Çok ilaç direnci görülen 100 Escherichia coli suşu çalışmaya dahil edilmiştir. 
İncelenen 100 suşun agar dilüsyon yöntemi ile nalidiksik asit, siprofloksasin, levofloksasin ve 
eritromisin MİK değerleri tespit edildikten sonra tüm suşların organik solvent toleransına 
bakılmıştır. 

100 suşdan 55’nin organik solventlere karşı tolerans gösterdiği bulunmuştur. Yani 
çalışmaya dahil edilen suşların %55’inde efluks pompasının aşırı aktivasyonu gözlenmiştir. 
Toleran ve toleran olmayan suşlar inhibitör madde olarak PAβN eklendiğinde oluşan MİK 
değerleri broth dilüsyon yöntemi ile tekrar çalışılmıştır. 

İnhibitör eklendiğinde siprofloksasin ve nalidiksik asit için MİK değerlerinde anlamlı 
bir değişiklik saptanmazken, eritromisin ve levofloksasin için tam tersi gözlenmiştir. 

Sonuç olarak, PAβN eklendiğinde eritromisin ve levofloksasinin, çok ilaç direnç 
fenotipi gösteren klinik izolatlarda duyarlılıklarının arttığı gözlenmiştir.  

Çalışma sonucunda yüksek düzey levofloksasin direnci ile AcrAB efluks pompasının 
artmış ekspresyonu arasındaki ilişki, yüksek düzey direnç için efluks pompa katkısının 
gerektiği yönde olmuştur 

 PAβN-duyarlı efluks mekanizmasının Escherichia coli’de makrolid direncine de 
katkıda bulunduğu gösterilmiştir. 

Ayrıca levofloksasin ve eritromisin için, çalışmada kullanılan inhibitörün, faklı iki 
veya daha fazla efluks pompası üzerinde etkili olabileceği kanısına varılmıştır. Bu nedenle söz 
konusu iki ilaç için çalışmanın sonucu anlamlı bulunmuş olabilir düşüncesindeyiz. 

Ancak siprofloksasin ve nalidiksik asit için aynı sonuçların elde edilemeyişinin 
nedenlerinden biri suşlarda gözlenen yüksek düzey direncin (yani > 32 µg/ml), hedef genlerde 
iki veya daha fazla mutasyon gibi ek başka mekanizmaları gerektirmesidir. Ya da  substratı 
PAβN olmayan başka efluks pompalarının bu dirence sinerjik veya aditif katkılarının söz 
konusu olmasıdır. Çünkü, farklı yapısal özellikteki efluks pompaları aynı hücrede 
birleştiğinde, her bir pompanın tek başına  gösterdiği etkiden daha yüksek antimikrobiyal 
direnç gösterir. Ayrıca birkaç yayında çok ilaç dirençli klinik izolatlarda, efluks 
mekanizmasına, dış membran permeabilitesinde değişiklik ya da membrandaki major porin 
kaybının da eşlik ettiğine dair bildirimler yapılmıştır. Bizim çalışmamızda da siprofloksasin 
ve nalidiksik asitte MİK değerlerinde anlamlı düşüşler kaydedemeyişimizin sebebi bunlardan 
biri veya hepsi olabilir . 

Ayrıca, PAβN’nin farklı konsantrasyonları, organik solvent toleransı gösteren suşlarda 
tekrar çalışılmış ve 20 µg/ml ile elde edilen sonuçlardan farklı değerler elde edilmemiştir. Bu 
nedenle phenylalanine-arginine-beta-naphthylamide’in etkisinin çalışılan konsantrasyonlar 
için homojen olduğu ve doza bağlı etki göstermediği söylenebilir . 

Sonuç olarak, dünyadan ve ülkemizden çok ilaç dirençli gram negatif bakterilerde 
hedef ya da enzimatik modifikasyonun etkileri çok geniş bir alanda raporlanırken, çoklu ilaç 
efluks pompalarının bu çok ilaç direncine katkısı nadiren bildirilmiştir. Bu ve benzeri 
çalışmalarla efluks pompalarının her biri için özgül inhibitörlerin belirlenmesi ile, beta laktam 
/ beta laktamaz inhibitör kombinasyonları gibi bu ilaçların da klinikte kullanımı için önemli 



bir adım olacak, böylelikle dirençli olan antibiyotiklerin duyarlı hale gelebilmesi mümkün 
olabilecektir.  
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VII: Ekler: 
 a)Mali Bilanço ve Açıklamaları 
Proje için BAP’dan temin edilen bütçe ile aşağıdakiler temin edilirken gelir 4356YTL gider 
ise  3033YTL’dir.  
             1. BBL Crystal Enteric Non fermentative ID kit 1 kutuda 20 adet olmak üzere toplam 
100 suş için 5 kutu, 
             2. 25 mg. ‘lik birimlerde sunulan Phe-Arg-β-naphthylamidedihydrochloride ‘den 50 
mg 
             3. Erythromycin, ciprofloxacin ve nalidixic acid baz maddeleri 25 gramlık 
birimlerden 1’er adet  
             4. Levofloxacin baz maddesi 30 gr (10 gramlık birimlerden 3 adet) 
             5. LB Broth agar (organik solvent tolerans test ve broth dilüsyon için kullanılmıştır) 
da aynı firmadan 500 gramlık birimlerinden 2 adet 
 



 b)Makine ve Teçhizatın Konumu ve İleride Kullanımına Dair Açıklamalar(BAP 
Demirbaş numaraları dahil)  
 
 
 
 
 

c) Teknik ve Bilimsel Ayrıntılar (varsa Kesim III’de yer almayan analiz ayrıntıları) 
 

Organik Solvent Tolerans Testi: 

Test için  -20oC’de saklanan suşlar çalışma günü için %5’lik koyun kanı içeren 
kanlı agarda canlandırıldı.     

Bir gece Luria Broth’da (LB; bakterilerin üremesi için sıvı ortam) üreyen suşlar, 
yine LB’de 106 ve 107 cfu/ml olacak şekilde dilüe edildi. Hazırlanan bu dilüsyondan her 
biri toplam 5 µml. olacak şekilde beş farklı LBGMg’lu agara dökülerek ekim yapıldı. 
Büyüme kontrol plağına ek madde konmazken, kalan dört plak 5 mililiterlik saf heksen ya 
da 3:1, 1:1, 1:3 oranlarında karışımı yapılmış heksen-sikloheksen ile kaplandı. 
Buharlaşmayı önlemek için parafinlenmiş plaklarda 300C’de 20-48 saat inkübe edildiler. 
Ekimler farklı solvent konsantrasyonlarında skorlandı. Böylelikle farklı heksen-
sikloheksen oranlarındaki toleransına bakılmış olsa da, basitleştirmek için 1:1 oranındaki 
karışımda 5x103 hücre üremesi organik solvent toleransı olarak tanımlandı. Çalışmada 
pozitif tolerans normalin üstünde efluks yapan AcrAB-TolC efluks pompa göstergesi olarak 
değerlendirilmiştir .                                                      

 

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

and 25th International Congress of Chemotherapy 
Munich/Germany, 31 March - 3 April 2007 ‘da 2073 Numara ile poster olarak sunulmuştur. 
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e)Yayınlar(Hakemli bilimsel dergiler) ve tezler 


