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OZET

Mataract Kara E. Cesitli antibiyotiklerin Klebsiella pneumoniae biyofilmi lizerine
etkilerinin in-vitro kateter modelde arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Farmasotik Mikrobiyoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2016.

Gram negatif, genellikle kapsiillii, hareketsiz, sporsuz, comak seklinde bir bakteri olan
Klebsiella pneumoniae giiniimiizde toplum ve hastane kokenli enfeksiyonlarin 6nemli
etkenlerinden biridir. Bu bakteri kateter yiizeyinde bir mikrobiyal biyofilm olusturarak
kateter iligkili enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Kateter iligkili enfeksiyonlarin
tedavisinde en etkili tedavi yontemi enfekte kateteri ¢ikarmak ve sistemik antibiyotik
tedavisine baslamak olsa da bu igslem hastanin saglik durumu ile ilgili nedenlerle her
zaman yapilamamaktadir. Enfekte kateterin ¢ikartilamadigi hastalarda sistemik
antimikrobiyal tedavi ile birlikte yardimci bir tedavi segenegi olarak antibiyotik kilit
tedavisi kullanilmasi Infectious Diseases Society of America ve Centers for Disease
Control and Prevention gibi saglik kuruluslar tarafindan 6nerilmektedir. Calismamizin
amaci, biyofilme gomiilii K. pneumoniae susuna karsi kolistin, siprofloksasin,
tobramisin, doripenem ve tigesiklinin tek baslarina ve klaritromisin veya esomeprazol
ile olan kombinasyonlarinin kilit soliisyonu olarak 24 saatlik in-vitro etkisinin
arastirilmasidir.  Antibiyotik kilit soliisyonlarinin etkinlikleri bir in-vitro Kkateter
modelde, kateter ucundan izole edilmis K. pneumoniae suslarina karsi arastirilmistir.
Calismamizda, doripenem ve tobramisinin kilit soliisyonu olarak kullanilmalar1 sonucu
gliclii bakterisidal etkiye sahip olduklar1 gézlemlenmistir. Kolistin, klaritromisin veya
esomeprazol ile kombinasyon halinde kullanildiginda iki sug ile sinerjist etki elde
edilirken; tobramisin, doripenem, tigesiklin ve siprofloksasin, Kklaritromisin ve
esomeprazol ile kombinasyon halinde kullanildiklarinda ise tiim suslara kars1 aditif etki
gOriilmiistiir. Antagonist etki saptanmamistir. Sonug¢ olarak, bulgularimiz, K.
pneumoniae'nin etken oldugu kateter enfeksiyonlarinda antibiyotik kilit ¢ozeltileri
olarak denen antibiyotiklerin ve kombinasyonlarinin in-vitro etkinligi konusunda
onemli bilgiler icermektedir.

Anahtar Kelimeler: Santral vendz Kkateter; Klebsiella pneumoniae; Biyofilm;
Antimikrobiyal Kilit Tedavisi; Kombinasyon.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 31167
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ABSTRACT

Mataract Kara E. Investigation of the effects of various antibiotics against Klebsiella
pneumoniae biofilms on in-vitro catheter model. istanbul University, Institute of Health
Science, Pharmaceutical Microbiology Department. PhD Thesis. Istanbul. 2016.

Klebsiella pneumoniae which is a gram negative, generally capsulated, non-moving,
non-sporing bacteria, continous to be an important cause of community-acquired and
nosocomial infection. This bacteria can cause catheter related infections by forming
biofilm on the surface of catheter. The most effective treatment method of catheter
related infection is to remove infectious catheter and start antibiotic treatment but this
process can't be practiced in all cases due to the patients’ health conditions. Infectious
Diseases Society of America and Centers for Disease Control and Prevention suggest
that systemic antibiotic therapy and antibiotic lock therapy, as an adjuvant therapy, for
patients whose infectious catheter can't be removed. The aims of our study is, to
determine the in-vitro stability and efficacy of colistin, ciprofloxacin, tobramycin,
doripenem and tigecycline alone or in combination with clarithromycin or esomeprazole
as 24 hour lock solutions against biofilm-embedded K. pneumoniae strains. The
efficacy of antibiotic lock solutions was tested in an in-vitro catheter biofilm model
against K. pneumoniae isolated from catheter tip. In our study, we observed that the use
of doripenem and tobramycin as a lock solution had potent bactericidal effects. When
colistin was wused in combination with clarithromycin or esomeprazole, the
combinations had a synergistic effect on two strains, tobramycin, doripenem,
tigecycline and ciprofloxacin were used in combination with clarithromycin or
esomeprazole, the combinations had an additive effect on all strains. No antagonistic
effect was observed. Consequently, the findings of our study have important
informations for effectiveness of tested antibiotic lock solution with these antibiotics
alone or in combination in the catheter related infections with K. pneumoniae.

Key Words: Central venous catheter; Klebsiella pneumoniae; Biofilm; Antimicrobial
lock theraphy; Combination.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 31167



1. GIRIS VE AMAC

Klebsiella pneumoniae, Gram negatif, genellikle kapsiillii, hareketsiz,
sporsuz, ¢comak seklinde bir bakteridir. Dogada 6zellikle su ve toprakta bol miktarda
bulunmakla birlikte, saglikli insanlarda gastrointestinal sistem, gozler, solunum
sistemi ve iirogenital sistem florasinda yerlesim gostermektedir (184). Tim viicut
bolgelerinde enfeksiyona neden olmakla birlikte, 6zellikle pndmoni, bakteriyemi gibi
ciddi enfeksiyona da neden olabilmektedir (9, 131). Giiniimiizde toplum kokenli ve
hastane enfeksiyonlarin 6nemli bir etkeni olan K. pneumoniae, 1993-2004 yillari
arasinda Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde Gram negatif bakterilerin etken
oldugu yogun bakim enfeksiyonlarini kapsayan bir aragtirmaya gore bu
enfeksiyonlarm % 15'inden sorumlu oldugu ortaya koyulmustur (90). Israil'de
intravaskiiler kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonlar1 iizerine yapilan
epidemiyolojik bir ¢calismada ise K. pneumoniae, Staphylococcus aureus'tan sonra bu
enfeksiyonlardan sorumlu en yaygin ikinci etken olarak tespit edilmistir (152). Roma
merkezli hastane enfeksiyonu etkenlerinin arastirildigi bir diger ¢alismada ise K.
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa'dan sonra en sik rastlanilan ikinci onemli
Gram negatif bakteri olarak rapor edilmistir (111). Diger yandan yapilan
caligmalarda hastanelerde Klebsiella kolonizasyonunun da yiiksek oranda goriilmekte
oldugu ve bunun en 6nemli sebebinin hastane ortaminda artmig antibiyotik kullanimi
oldugu ortaya koyulmustur. Ayrica, hastanede kalma siiresinin uzamasina bagh
olarak da kolonizasyon orani artmaktadir. Bu konuda yapilan ¢alismalarda hastanede
iki hafta yatistan sonra Klebsiella kolonizasyon oranlarinda 2-4 kat artis oldugu
saptanmistir (59, 131, 176, 184). 2013 yilinda ABD'de yapilan bir ¢aligmada K.
pneumoniae'nin etken oldugu hastane enfeksiyonlarmna uzun siireli yogun bakim
tedavisi uygulanan hastalarda daha sik rastlanildigi rapor edilmistir (176). Bu
enfeksiyonun yayilmasinda ise Ozellikle mekanik solunum aletleri gibi tibbi
cihazlarin kontaminasyonu, Kan firlinleri, hastalarin gastrointestinal sistemleri ile
hastane personelinin ellerinin rol oynadig: goriilmiistiir (9, 176).

Son yillarda K. pneumoniae suslarinda artan direng oranlar1 endise verici
rakamlara ulagmistir. K. pneumoniae'de antibiyotik direncinden sorumlu olan
genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimlerinin varliginin yani sira

karbapenemaz etkinligi olan enzimlerin aktivitesindeki artis, tedavi seceneklerini



onemli oranda azaltmaktadir (9). Karbapenem direngli K. pneumoniae'lerin etken
oldugu enfeksiyonlarda kullanilacak antibiyotik tedavi se¢eneklerinin sinirli olmasi
nedeniyle bu enfeksiyonlarda yiiksek mortalite oranlar1 dikkat ¢ekmektedir (62).
Bununla birlikte karbapenemaz aktivitesi pozitif olan suglarin diinya ¢apinda hizh
yayilimi, 6liimciil bir “pandemi korkusunu” da beraberinde getirmektedir (9, 131).
Diger yandan, kazanilan yeni diren¢ mekanizmalar1 nedeniyle ortaya ¢ikan “goklu
ilag direnci” gelisen enfeksiyonlarin tedavisi konusunda endiseleri daha da
artirmaktadir  (131). Giiniimiizde Ozellikle beta laktam grubu antibiyotiklere,
karbapenemlere ve kinolon grubu antibiyotiklere direngli K. pneumoniae suslarina
tilkemiz kliniklerinde de siklikla rastlanmaktadir (131).

Bu bakteri ile yasanan tibbi zorluklarin bir nedeni de K. pneumoniae'nin sahip
oldugu polisakkarit kapsiil, lipopolisakkarit (LPS) ve tip 1 ve 3 fimbriyalar1 gibi
viriilans faktorleri yardimiyla olusturdugu biyofilm olusturma yetenegidir (176).
Modern tip her gecen giin biraz daha fazla olarak biyofilmler ve biyofilm
enfeksiyonlar1 ile karsi karsiya kalmaktadir. Tibbi uygulamalarda kalic1 tibbi
araglarin  kullaniminin artisi biyofilm enfeksiyonlarindaki artist da beraberinde
getirmektedir. Ilk donemde genellikle asemptomatik olan biyofilm enfeksiyonlars,
konake1 direnci diistiigiinde biyofilmden periyodik olarak kopup ayrilan planktonik
mikroorganizmalar nedeniyle akut enfeksiyona yol agabilir. Antibiyotigin kullanim
dozlar1 bu mikroorganizmalar1 kontrol ettigi halde biyofilmi etkilemez. Kateter gibi
tibbi cihazlar tizerinde gelisen biyofilmler siirekli bir enfeksiyon odagi olusturarak
enfeksiyonun kan yoluyla yayilimi agisindan da bir risk kaynagi sayilmaktadirlar.
Santral veno6z kateter (SVK) gibi cerrahi girigsimlerle yerlestirilmeyen tibbi cihazlarin
kolonizasyonu siklikla cihazin girdigi yerdeki cilt dokusundan kaynaklanmaktadir.
Bu tiir cihazlarin kolonizasyonu ayrica hastane kaynakli da olabilmektedir (50, 169).

Geleneksel antibiyotik duyarlilik testleri sonuglarina bagli olarak yapilan kateter
iligkili bakteriyemi gibi enfeksiyonlarin tedavilerinde basarisizlik goriilmekte ve bu
enfeksiyonlarin tedavisi son derece karigik ve zor olmaktadir. Bu durum biyofilme
gomiilmiis bakterilerin planktonik sekillerine kiyasla antimikrobiyal ajanlara 100
kattan fazla diren¢ gostermesiyle agiklanabilir. Kateter yiizeyinde biyofilm
gelistiginde en etkili yontemin enfekte kateteri ¢ikarmak ya da degistirmek oldugu
bilinmektedir. Ancak, hastada koagulopati, trombositopeni, nd&tropeni, siirekli

parenteral ilag kullanimi, total parenteral beslenme zorunlulugu, damar giriginin



siirli olmasi gibi durumlarin varliginda, bu uygulma hayati1 tehdit edici ciddi
sakincalar icerebilir. Enfekte kateterin ¢ikarilmasimnin sakincali oldugu hasta
grubunda Infectious Diseases Society of America (IDSA) ve Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) gibi saglik kurumlar1 kateter iligkili enfeksiyonlarin
tedavisinde sistemik tedaviye ek etkili bir yardimci tedavi segenegi olarak
antimikrobiyal kilit tedavisi (AKT) ni 6nermektedirler. Kateter enfeksiyonlarindan
korunmada profilaksi amaciyla da kullanimi Onerilen AKT ile kateter liimeni
icerisine yiiksek konsantrasyonda antimikrobiyal maddenin doldurulmas: ve saatlerce
ya da giinlerce tutulmasiyla biyofilme gomiilii mikroorganizmalarin Sldiirtilmesi
amaclanir. Kateter iligkili bakteriyel enfeksiyonlara baslica S. aureus gibi Gram
pozitif ~ bakteriler neden oldugundan AKT arastirmalarinin  ¢ogu bu
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlara odaklanmistir. Ancak K.
pneumoniae gibi Gram negatif bakterilerin de kateter iligkili enfeksiyonlara neden
oldugu g6z ardi edilmemelidir (5, 88, 98, 136).

Bu amagcla ¢alismamizda, olusturulan in-vitro kateter biyofilm modeli {izerinde
SVK enfeksiyonundan izole edilen 4 adet K. pneumoniae susu ile biyofilm
olusturdugu bilinen standart K. pneumoniae susuna karsi antimikrobiyal Kkilit
coOzeltisi olarak kolistin, tigesiklin, doripenem, siprofloksasin ve tobramisinin tek
baglarina ve klaritromisin veya esomeprazol ile kombinasyonlarimin etkinligi
incelenmistir. Caligmamiza klaritromisin, biyofilm pargalayici 6zelligi nedeniyle
ilave edilmistir (78). Bir proton pompa inhibitérii (PPI) olan esomeprazoliin
calismamizda secilme nedeni ise yeni saptanan antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle

umut vaat edici olmasidir (154).



2. GENEL BILGILER

2.1. K. pneumoniae’nin Genel Ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesine ait Klebsiella cinsi iginde yer alan tiirler yapilan
caligmalar sonucinda, K. pneumoniae’nin alt tiirleri olarak kabul edilmistir. Bu tiirler;
K. pneumoniae subsp. pneumoniae (K. pneumoniae), K. pneumoniae subsp.ozaenae,
K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis, K. oxytoca, K. ornithinolytica, K. planticola,
ve K. terrigena’dir. Bunlar arasinda, K. pneumoniae, Gram negatif, hareketsiz,
sporsuz, kisa, uglart yuvarlak, 1-2 um boy ve 0.5-0.8 um ende ¢omak seklinde bir
bakteridir. Normal florada kolonize olup, hastane enfeksiyonlarma neden olabilen
Oonemli bir patojen mikroorganizmadir. Genellikle uzun siire hastanede yatan
hastalarin florasina hakim olmaktadir. K. pneumoniae'nin kanser hastalari, seker
hastalari, kronik alkolikler, yeni dogan ve uzun siireli hastanede yatan immiin sistemi
baskilanmis kisilerde firsat¢1 enfeksiyon yapma egilimi tasidigr bilinmektedir (4,
131). Bu bakteri yara enfeksiyonu, iiriner sistem enfeksiyonlar1 gibi hastaliklarin
yant sira hayatr tehdit eden pndémoni, bakteriyemi ve cerrahi operasyon sonrasi
gelisen menenjit gibi hastane kokenli enfeksiyonlara da siklikla neden
olabilmektedir. Ozellikle, farkli nedenlerle mekanik solunum cihazina bagli olmak,
damar i¢i ya da idrar yolu kateteri kullanimi, uzun siireli sistemik antibiyotik
kullanim1 hastayr K. pneumoniae enfeksiyonu gelisimi agisindan riskli hale
getirmektedir (51, 70, 184).

K. pneumoniae'yi tedavi agisindan sorunlu bakteriler arasina sokan
antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 esasen Escherichia coli ile biyiik benzerlikler
gostermektedir. K. pneumoniae suslarinda genellikle ¢oklu ilag direnci goriilmekte ve
bu durum siklikla plazmit araciligiyla gelismektedir. K. pneumoniae'de plazmit
aracili direncin yani sira sahip oldugu kromozomal SHV beta-laktamazi nedeniyle
aminopenisilinlere de dogal direng goriilmektedir. Avrupa'da ve iilkemizde GSBL
oranlariin artmasi ile Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinda yaygin olarak
karbapenemler klinik kullanima girmistir. Bunun sonucunda K. pneumoniae
izolatlarinda karbapenem direnci giderek artan oranlarda goériilmeye baglanmistir. K.
pneumoniae'de karbapenem direncinden sorumlu en O&nemli mekanizma ise

karbapenemleri de hidrolize edebilen beta-laktamazlar olan karbapenemaz



enzimlerinin tiretimidir. Giiniimiizde, sirasiyla Ambler siniflandirmast A, B ve D’de
yer alan li¢ enzim; KPC, NDM ve OXA-48, farkli iilkelerden koken alip tim
diinyaya yayilmistir (179). Bunlar arasinda iilkemiz i¢in en 6nemlisi OXA-48dir.
Ulusal Antimikrobiyal Direng Siirveyans Sistemi (UAMDSS)’nden elde edilen
verilere gore, tilkemiz Kliniklerinde 2013 yilinda 7120 adet K. pneumoniae susu izole
edilmis, bu suslarin 1655 tanesi ilk izolat olup, antibiyotik degerlendirmelerinde bu
suslar goz Oniine alinmis ve buna gore invaziv K. pneumoniae izolatlarinda direng
oranlar1 degerlendirildiginde en yiiksek direng oraninin 3. kusak sefalosporinler ile (>
% 50), en diisiik direng¢ oranini ise amikasine ile (% 10.9) oldugu goriilmistiir. Bu
calisma ile tlkemiz genelinde invaziv K. pneumoniae suslarinda karbapenem
direncinin % 15’1 astigi rapor edilmektedir (imipenem % 16.00, meropenem %
15.40). Siirveyans verilerinden elde edilen bilgiler dogrultusunda 2013 yilina ait K.
pneumoniae suslarinin GSBL pozitiflik oran1 % 49.90 olarak belirlenirken bu oranin
2012 yili siirveyans verilerinde % 47.50 oldugu belirtilmektedir. Cografi yakinlik
nedeniyle Avrupa Antimikrobiyal Direng Siirveyans Agi (EARS-Net, 2013) Raporu
ile UAMDSS 2013 Siirveyans verileri birlikte degerlendirildiginde; EARS-Net 2013
raporunda invaziv K. pneumoniae izolatlarinda ii¢iincii kusak sefalosprorinlere direng
oran1 Avrupa ortalamasi % 30 olarak bildirilmistir. Ulkemizde ise seftazidim direnci
% 59, sefotaksim/seftriakson direnci % 55 olarak saptanmistir. Florokinolon direng
oranlari ise EARS-Net 2013 raporunda Avrupa ortalamasi % 29.20 iken UAMDSS
2013 verilerinde siprofloksasin direnci % 43.00, levofloksasin direnci ise % 39
olarak bulunmustur. Ulkemizde K. pneumoniae izolatlarinda amikasine kars1 direng
oran1 % 10.90, gentamisine ise % 32.20 olarak saptanmis iken bu oran Avrupa
tilkelerinde biiyiik farkliliklar gostermektedir. EARS-Net 2013 yili verilerine gore K.
pneumoniae izolatlarinin aminoglikozit direncinde Avrupa ortalamasi % 24.50 olarak
saptanmug Ve bu oranin % 0 (izlanda) ile % 64.0 (Slovenya) arasinda degistigi tespit
edilmistir. K. pneumoniae izolatlarinda karbapenem direncinde ise Avrupa
ortalamasi % 8.30 olarak tespit edilirken, tilkemizde imipenem direnci yukarida da
belirtildigi gibi % 16.00, meropenem direnci ise % 15.40 olarak saptanmistir (2,
170).



2.2. K. pneumoniae'nin Biyofilm Olusturma Ozelligi

Biyofilm, canli veya cansiz bir yiizeye yapisarak olusturdugu polimerik
matriks igerisinde birbirleriyle haberleserek varliklarinin devami igin gerekli
islevlerini yerine getiren bakteri toplulugunun olusturdugu organize bir yapidir (35,
95). Biyofilm igeriginin % 97'den fazlasini1 su, mikrobiyal hiicreler (gesitli tiirler igin
% 2-5), polisakkaritler (% 1-2), proteinler (< % 1 veya 2), deoksiriboniikleik asit
(DNA), riboniikleik asit (RNA) (% 2 veya < % 1), demir ve cesitli minareller
olusturur (165). Biyofilm yapisi, kendisini olusturan bakteri topluluklarina
planktonik yapida olanlara gore 6nemli yararlar saglamaktadir. Biyofilmlerin sahip
olduklar1 polimerik matriks, karbon, nitrojen ve fosfat gibi cevredeki besin
kaynaklarinin yakalanip, konsantre edilmesini sagladigi gibi bakterilerin birbirine
fiziki olarak yakin olmalari, genlerin yatay (horizontal) gecisini ve metabolik yan
tirtinlerin paylasimini da kolaylagtirmaktadir. Biyofilm yapisinin bakteriye sagladigi
diger yararlardan bazilar1 antimikrobik maddelere ve bozulmayi 6nleyici ajanlara,
konagin savunma mekanizmasma ait oksijen radikalleri ve proteazlara karsi da
diren¢ saglamalaridir. Antimikrobik etkili faktorlere karsi olan bu dogal direng,
biyofilmin olusturdugu bariyerin yani sira, derine gomiilmiis bakterilerin ¢ok diisiik
seviyede metabolik aktivite gostermeleri ve ¢ok diisiik hizda tiremelerinden de
kaynaklanmaktadir. Diger yandan biyofilmin yapistigi yerden kopup ayrilmasi
sonucunda yayilma potansiyeli de olusturmaktadir. Biyofilmin sahip oldugu bu
ozellikler antimikrobik etkili maddelere ve konagin savunma sistemine direncli
bakteri kaynagmnin siirekliligine izin verdigi gibi ayni zamanda kaynak gorevinide
iistlenmektedir (39, 95, 151).

K. pneumoniae'de biyofilm olusumu; geriye doniisiimlii baglanma, geriye
doniislimsiiz baglanma, olgunlagsma-1, olgunlasma-2 ve dagilma seklinde bes

asamada incelenebilir (144).

2.2.1. Geriye Doniisiimlii Baglanma

Biyofilm gelisimindeki ilk asama, hareket eden planktonik bakteri ile yiizey
arasindaki etkilesimdir. Birka¢ dakika siiren bu asamada bakterilerin bir kismi
yilizeye kisa bir siire icin yapisir, sonra ayrilirlar. Kosullar biyofilm olusumu ig¢in
uygun degilse, bakteri hiicresi kendisini ylizeye baglayan kuvvetlerin iistesinden

gelerek, tekrar planktonik faza geger ve yeni yiizey ¢evrelerinin arayisina girer (167).



2.2.1.1. K. pneumoniae Tip 1 Ve 3 Pili Hareketi

Enfeksiyon olusumunda ilk kritik adim mikroorganizmanin konak mukozal
yilizeye miimkiin oldugunca yaklagsmasi ve konak hiicrelerine yapisarak bu yakinligi
koruyabilmesidir. Enterobacteriaceae ailesinde bu adezyon yetenegi genellikle
degisik tiirdeki pililer yardimiyla olmaktadir. Pililer bakterinin yiizeyindeki flagel
yapisinda olmayan filamentdz olusumlardir. Bu yapilar 10 um boyunda 1-11 nm
capinda olup 15-26 kDa molekiiler agirliginda polimerik globuler protein alt
tinitelerinden (pilin) olusmaktadir (9, 131).

Pililer ¢esitli hayvan tiirlerinde eritrositleri agliitine etme yeteneklerine
dayanarak gosterilirler. D-mannoz tarafindan reaksiyonun inhibe edilip edilmedigine
bagli olarak bu adezinler mannoz duyarli (Mannose sensible haemagglutinin-MSHA)
ve mannoz direngli (Mannose resistance haemagglutinin-MRHA) hemaglutininler
olarak adlandirilirlar. Enterobacteriaceae ailesinde farkl: tipte pililer tanimlanmakla

birlikte K. pneumoniae'de 2 tip pili dnem kazanmaktadir (131).

Tip-1 (Genel) pili bakteriyel adezinler i¢inde en iyi arastirilmis olanidir. Bu
pilide adezyon proteini fimbriyal govde {lizerine yerlesmistir ve konak
glikoproteinlerinin mannoz iceren trisakkaritlerine yapisma yetenegine sahiptir. Kisa
oligomannoz zincirler iceren seker yapilari glikoproteinlere N-glukozit bagiyla
baglidir. Bu pilinin bakteriyel viriilansa etkisinin esas olarak, lirogenital, solunum ve
sindirim yollarmin epitel hiicrelerine veya mukusuna bakterinin yapigmasin

saglamasiyla ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir (176).

Tip-1 pilinin driner sistem enfeksiyonlarinin  patogenezindeki rolii
cogunlukla E. coli iizerinde yapilan ¢aligmalarda gosterilmis olmasina ragmen, K.
pneumoniae’de de yapilan hayvan modelleriyle agiklanmistir (113, 131). Tip-1 pililer
primer olarak alt {iriner sistem enfeksiyonlarinin patogenezi ile ilgili olmakla beraber
aynt zamanda piyelonefritlerin patogenezinde de rol alirlar. Bu yapmin
piyelonefritlerde proksimal tiibiil hiicrelerine yapismay1 sagladiklari gosterilmistir
(175). Tip-1 fimbriyalar ayrica idrarda veya tiikriikkte bulunan Tamm-Horsfall
proteini gibi ¢Oziiniir mannozil igeren glikoproteinlere de yapisma yetenegine
sahiptir (11). Bu bulgular, Tip-1 pililerin bakterinin tirogenital ve solunum sistemine
kolonizasyonunda rol oynadigini ortaya koymaktadir. Bakterinin solunum sistemine

adezyonu iist solunum yolunda kolonizasyon direncinin bozulmasina yol agmaktadir.



Bunun sonucunda fakiiltatif bakterinin proliferasyonu gelismektedir. Bu bozulma
0zellikle uzun siireli mekanik solunum cihazina bagli hastalarda pnémoni geligimi ile
sonuglanabilmektedir. Tip-1 pilinin konak kolonizasyonu ig¢in 6nemli oldugu
bilinmekle birlikte patojenitenin sonraki adimlarindaki katkisi heniiz ¢ok agik

degildir (9, 131).

Tip-3 pili ise diger fimbriyalardan farkli olarak sadece tannin ile muamele
edilmis olan eritrositi aglutine eder. Admmin mannoz direngli Klebsiella benzeri
hemaglutinasyon =~ (MR/K-HA)  olmasma ve  bu  fimbriyal pilinin
sadece Klebsiella tarafindan sentez edildiginin ortaya konmus olmasina ragmen,
daha sonraki ¢aligmalar Tip-3 pilinin bircok enterik tiirlerde de goriildiigiinii ortaya
koymustur. Ustelik, serolojik galismalarin antijenik gesitlilik gdstermesinden dolay1,
Tip-3  pilinin Enterobacter’lerin  tim tlirlerinde tan1  koydurucu olmadigi
goriilmektedir (9). Tip-3 piliye sahip K. pneumoniae suslar1 endotelyal hiicrelere,
solunum sisteminin epiteline ve {iroepitelyal hiicrelere yapisirlar. Bu pililer,
bakterinin bobreklerde tiibiiler bazal membranlara, Bowman kapsiillerine ve renal
damarlara adezyonuna aracilik ederler. Patojenite siirecinde bu fimbiyal tipin roli
cogunlukla bilinmemektedir. Giinlimiize kadar, Tip-3 MrkD hemaglutinin ile hastalik
arasindaki iliskiyi kanitlayacak tek bulgu Tip-3 pilinin Providencia stuartii’nin
neden oldugu katater ile ilgili bakteriiirilerde ortaya ¢ikisinin gozlenmis olmasidir

(85, 145).

Tip-3 pilinin canli ve cansiz yiizeyler ile endotel ve mesane epitel hiicre
hattina yapisip biyofilm olusumuna da aracilik ederek katki sagladigi gosterilmistir.
Ozellikle, cansiz yiizeylerde K. pneumoniag'nin ¢ogalmasi MrkA tip 3 fimbriyal
protein tarafindan kolaylastirilirken, insan ekstraselliiler matriks ile kapl yiizeylerde
cogalma Tip-3 fimbriyal adezin MrkD'nin varhigimi gerektirir. Son zamanlardaki
aragtirmalar Tip-3 fimbriyal gen ekspresyonunun kismen siklik di-guanosin mono

fosfatin hiicre i¢i seviyeleriyle diizenlendigini dogrulamaktadir (85, 86, 145).

2.2.2. Geriye Doniisiimsiiz Baglanma

Biyofilm gelisimindeki ikinci asamada bakteri, yilizeye geriye doniisiimsiiz bir
sekilde baglanir ve hareketliligini kaybeder. Yaklasik iki saat siiren bu siirecin
sonunda yiizeye ve birbirine yapisan bakteriler mikrokoloni olusumunu baslatmis

olur (144). Yiizey kimyasi ve kosullarinin biyofilm olusumuna etkisi biiyiiktiir. Canli



ve cansiz ¢ok cesitli ylizeylerde gosterilmis olan bakteriyel biyofilmlerin en sik
olustugu canli yiizeyler arasinda safra kesesi, kalp kapakciklari, cigerler ve disler
sayilabilir (37, 49). Bakteri hiicre yiizeyi ile yapisma yiizeyi arasindaki etkilesimler
(6rn. hidrofobiklik) kolonizasyonda 6nemli bir rol oynar. Kuvvetler uygun degil ise
hiicreler ylizeye yakin olabilmek i¢in enerji bariyerinin iistesinden gelmelidir. Bazi
caligmalar ylizey hidrofobikliginin bakteriyel yapismay1 olumsuz olarak etkiledigini
sOylerken, digerleri mikroorganizmalarin ylizeye yapismayi siirdiirebilmek igin
hidrofobik etkileri degistirebildiklerini ve bu etkinin bakteriye avantaj kazandirdigini
ortaya cikarmiglardir (45, 49). Sivi ¢evredeki yilizey kosullart da bakteriyel
yapismada bir diger 6nemli faktordiir. Ayrica yilizey kosullar1 diger bakteri tiirlerinin
kolonizasyonuyla da uygun hale getirilebilmektedir. Ornegin, S. aureus ve
Haemophilus influenzae'nin adezyonu sonrasinda kistik fibrozlu hastalarda P.

aeruginosa dokuya invazyonu olasiligmin arttigi diisiiniilmektedir (43, 49).

2.2.3. Olgunlasma-1

Biyofilm gelisiminin iiclinci asamast olan olgunlasma-1’de, hiicre dis1
(ekstraseliiler) polisakkarit maddeler, hiicre dis1t DNA ve proteinlerden ibaret matriks
olusur. Biyofilm gelisiminin ikinci asamasinda baslayan mikrokoloni olusumu
artarak, ¢cok tabakali bir hal almaya baslar ve bu tabakalarin kalinlig1 10 um’ye kadar
ulasir (144). Bu asamada gerceklesen bir¢cok olay ancak belirli bir cogunluga ulasmis
bakteriler arasinda gergeklesebilen "Quorum sensing (QS)" denilen haberlesme

sisteminin kontrolii ve ¢evre kosullarinin etkisi altinda gergeklesmektedir (34).

QS sistemi ancak bakteri toplulugu kritik bir ¢ogunluga ulagtigi zaman,
yeterli konsantrasyonda salgiladiklar1 bilesiklere karsi gelisen bir oto-indiikleyici
yanittir (149, 151). Bu nedenle, belirli bir amaca yonelik olarak gelisen
fonksiyonunun olusabilmesi i¢in, bakteri hiicresinin belirli bir ¢cogunluga ulagmasi
gerekmektedir. Gram negatif bakteriler viriilans faktorlerinin  ekspresyonunu
diizenlemek i¢in agil-homoserin lakton (AHL) esasli QS sistemini kullanmaktadir
(125).

Yiizeylere bakterinin yapigmasi, besinlere erisim, ylizey kimyas1 ve konak
yanit1 gibi ¢esitli faktorler tarafindan etkilenen kompleks bir siirectir. Bunlarin yani
sira hidrodinamikler, oksijene erisim, tuz konsantrasyonlarmin varligr da biyofilm

olusumunda etkili olmaktadir. Biyofilm olusumunda besinlere erisim temel bir rol
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oynamaktadir. Ilk yapisma ve yiizeylere kolonizasyonun besin desteginden
etkilendigi bilinmektedir (43, 49).

Demir bakterinin tiremesi i¢in temel elementtir. Demir, bakterinin tiremesi
i¢in proteinlerin yapiminda; oksijen ve elektron transport sisteminde yer alan redoks
katalizorii olarak gorev yapan temel bir faktordiir (131). Konak dokuda bakterinin
cogalmasi sadece konak savunma mekanizmasiyla degil ayn1 zamanda kendi mevcut
demir kaynagiyla da sinirlandirilir. Demir hiicre iginde hemoglobiilin, ferritin,
hemosiderin, miyoglobine, hiicre disinda ise transferin gibi proteinlere bagh veya
yiikksek oranda baglanma egiliminde oldugundan, bakteri igin elverisli serbest
demirin konaktan saglanmasi giictiir. Enfeksiyonlarin patogenezinde konak
hiicresinde saglanan demirin belirgin etkisi Klebsiella i¢in gosterilmistir. Parenteral
olarak bir kobaya demir verilmesinden sonra Klebsiella enfeksiyonlarina olan
duyarhilikta dramatik olarak artis goriilmiistiir (25, 82, 131). Bir¢ok bakteri konakta
ihtiyaci olan demiri saglamayi, siderofor ad1 verilen, konak proteinlerine bagl demiri
alabilen yliksek duyarlikli, diisiik molekiil agirlikli selatlar ile olusturur. Konak ile
ilgili demir eksikligi durumlarinda Enterobacter’ler farkli iki kimyasal gruba ait
cesitli tipte siderofor sentezlerler. Bunlardan biri fenolat-tip, digeri ise hidroksimat-
tip sideroforlardir (9, 131).

Fenolat-tip sideroforlar, en ¢ok goriilen tiptir. Bir 2-3-dihidroksi-benzoil-serin
trimeri olan fenolat-tip sideroforlarin en ¢ok bilinen adi enterobaktin (ayn1 zamanda
enteroselin)’dir. Bu siderofor Enterobacter’lerin temel demir alim sistemini
olusturmakta olup klinik E. coli ve Salmonella tiirlerinin ¢ogunda sentez
edilmektedir (9).

Hidroksimat-tip sideroforlar arasinda ferrikromlar (sadece fungal etkenlerle
sentezlenirler), ferrioksaminler ve aerobaktin en onemlilerindendir. Enterobaktinin
aksine aerobaktinin bakteri viriilansin1 saglamaktaki rolii agik¢a ortaya konmustur.
Aerobaktin, stabilitesi ve daha 1iyi eriyebilirligi nedeni ile enterobaktinden daha fazla
etkilidir. Bunun haricinde, enterobaktin demir elde edilmesinden sonra bir esteraz ile
hidrolize  olurken, aerobaktin her demir transportundan sonra tekrar
kullanilabilmektedir (9, 40, 131).

Klebsiella tiirlerinde enterobaktin ve aerobaktin yapimi gosterilmistir.

Enterobaktin tiim suslar tarafindan sentezlenirken, aerobaktin-pozitif Klebsiella
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izolatlari, tiir veya izolat kaynagina bakmaksizin az gozlenir (131, 180). Aerobaktin
tireten Klebsiella’lar ilgili verilere bakildiginda, Klebsiella tiirlerinin patojenitesinde
asil rolii oynamadig goriilmektedir. Bununla birlikte kendisi aerobaktin iiretmeyen
Klinik K. pneumoniae izolatlarinin tek basmna demir kaynagi olarak disaridan
aerobaktin saglayabildiklerine dikkat c¢ekilmelidir. Bu suslar, yapisal olarak
aerobaktin reseptorli sentezleyerek, karisik enfeksiyonlardaki aerobaktin sentezleyen
bakterilere gbére bir avantaj sahibi olabilir. Aerobaktin aracili demir
alimi1 Klebsiella tiiriiniin patojenitesinde dolayli yoldan katki saglamaktadir (130,
131, 181).

Hastaya wuygulanan protein igerikli sivilarin  biyofilm iiremesini
destekleyici etkisinin yani sira, yaygin olarak recete edilen farmasotik ajanlart da
dikkate almak gerekir. Adrenalin, noradrenalin, dopamin gibi katekolamin
hormonlar1 intravaskiiler kateterlerde Gram negatif ve Gram pozitif tiirlerin
tiremesini tesvik ettigi gosterilmistir. Deneysel olarak bu bilesiklerin firsat¢i
patojenlere demir olanagi saglayarak bakteriyemi riskini arttirabilecekleri de ifade
edilmistir (49, 58).

Biyofilmin pH degisikligi gibi olumsuz ¢evre kosullarina Kkarsi
mikroorganizmayi korumasina ragmen, aslinda ortamin pH degisiminin biyofilm
yapisini 6nemli 6lglide etkiledigi gosterilmistir (140). Stoodley ve ark. pH'in 3 ile 10
arasindaki degisiminin biyofilm kalinliginda geriye doniilebilir bir genisleme veya
daralmaya neden oldugunu gostermislerdir. Bu geri doniilebilir etki hidrojen bag
yapistyla ilgilidir ve diisiik pH'da Gram negatif bakterilerin genellikle ekstraselliiler
polimerik maddesinde bulunan yiikli karboksilat gruplari arasinda itme kuvveti
degisimi meydana gelmektedir (158). pH'daki degisikligin ayn1 zamanda E. coli de
epitel hiicrelerine yapismay1 azaltarak biyofilm olusumunu etkiledigi de

gosterilmistir (41).

2.2.4. Olgunlasma-2

Biyofilm gelisiminin dordiincii agamasi olan olgunlagsma-2’de biyofilm
maksimum kalinligina ulasir (yaklagik 100 pm). Yapilan mikroskobik incelemelerde
kiimelenmis bakterilerin hareketsiz oldugu, mantar veya koni seklinde olusan bu
kiimelerin ulagabildikleri en biiyiik boyuta ulastiklar1 goriiliir. Bu asamanin 6nemli

0zelligi, olgunlagsma-2 fazindaki hiicreler planktonik hiicreler ile karsilastirildiginda
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800’den fazla proteinin ekspresyon seviyesinde alti kattan fazla degisimin
goriilmesidir, bu da neredeyse planktonik hiicrede eksprese edilen proteinlerin %
50’sinden fazlasini olusturmaktadir. Muhtemelen bu durum ortamda azalan oksijen
miktarina bagli olarak, ortama uyabilmek i¢in bakterinin eksprese ettigi ilave

genlerden kaynaklanmaktadir (95, 144).

2.2.5. Dagilma

Biyofilm gelisiminin besinci ve son asamasi ise dagilmadir. Bu asamada
biyofilmden bakteri kiimeleri koparak ayrilir ve sivimin akisiyla gittigi diger
bolgelerde, yapistigi bakir yiizeylerde yeni olgun biyofilmlerin olusumuna neden
olur. Bu donemin ilging yani, bakterilerin eksprese etmis olduklari proteinlerin
profiline bakildiginda olgunlasma-2 donemindeki bakterilerden ziyade planktonik
bakterilerle benzerlik gdstermesi ve biyofilmin olgunlagma sathalar1 boyunca siiren
yiikselen protein ekspresyonunun sadece bu donemde azalma gostermesidir (144).
Bu bulgular dagilma doneminde bakterinin biyofilmden planktonik fenotipine
gectigini  gostermektedir (23). Sekil 2.1°de bakteriyel biofilm gelisim evreleri
sematize sekilde gosterilmektedir. (95, 103).

Sekil 2-1: Biyofilm olusum asamalari. Planktonik hiicreler (1) dnce geriye doniisiimlii
daha sonra geriye doniisiimsiiz bir sekilde yiizeye baglamir (2) ve mikrokoloniler
olusarak olgunlasma-1 asamasi tamamlamir (3); Olgunlasma-2 sathasinda maksimum
kalinhga ulasan biyofilm (4) bundan sonra son asama olan dagilma safhasina girer (5)
ve baska yiizeylerde yeni biyofilm olusumunu baslatir (95, 103).
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2.3. Kateter Enfeksiyonlar1 Ve Biyofilm Tliskisi

Forssmann tarafindan ilk kez 1929 yilinda tanitilan SVK teknigi 1956 yilinda
kendisi ve iki ¢alisma arkadasina Nobel Tip odiiliinti getirmistir (146). Ardindan ilk
defa 1945 yilinda Meyer tarafindan kullanilmaya baslanan plastik damar igi
kateterler gliniimiizde hastada damar yolu saglamak, total parenteral beslenme, kan
ve kan iriinlerinin uygulanmasi, damar basinct 6l¢iimii, hemodiyaliz, kemoterapi
gibi s1v1 tedavileri, hasta izlemi, ¢esitli ilaglarin infiizyonu gibi pek c¢ok tibbi girisim
igin siklikla uygulanmaktadirlar (92). Cinslerine ve uygulandiklar1 viicut bolgesine
gore insan viicudunda birka¢ giin gibi kisa siireli ya da aylarca kalict olarak
uygulabilen tibbi cihazlar olan kateterlerin hem hastanedeki hem de evdeki hasta
bakimlarinda kullanimlar1 artmaktadir (32, 44, 51). ABD’de her yil yaklasik 150
milyon damar igi kateterin kullamldig1 bildirilmektedir (98). Ozellikle yogun bakim
tiniteleri kateter uygulamalarinin en yogun yasandigi birimler olarak dikkati
cekmektedir. Rutinde bircok tibbi uygulama i¢in olanak saglayan kateterler ayni
zamanda tromboemboliler, kanama, pnomotoraks ve enfeksiyonlar gibi c¢esitli
sorunlarin da kaynagi olabilmektedir. Kateterlere bagli enfeksiyonlar, hastalarin
hastanede kalis siirelerini, hastane maliyetlerini, hastaya ait mortalite ve morbidite
oranini arttirmaktadir (110, 118). CDC’nin 2002 yilinda yayimlanan kilavuzunda
ABD’de yilda 250.000’den fazla kateter iligkili enfeksiyon goriildiigii bildirilmistir
(109). Intravaskiiler kateterlere, kateter giris yeri, kateter birlesme yeri, kontamine
inflizyon sivist veya bagka bir enfeksiyon odagindan kan yoluyla yayilim olmak
lizere baglica dort sekilde ulasabilen mikroorganizmalar (92, 171), European
Prevalence of Infection in Intensive Care’in yaptigi bir ¢alismaya gore % 12’lik
siklikla tiim hastane enfeksiyonlar1 iginde en sik karsilagilan dordiincii enfeksiyon
cesidi olarak belirlenmistir (174). Bagka bir ¢calismada ise hastane kokenli primer kan
dolasim enfeksiyonlarinin % 85’inin kateterlere, 6zellikle SVK’e bagli oldugu
bildirilmektedir (110, 171). Gelisen SVK enfeksiyonlar1 hastanede yatis siiresini 7 ile
12 giin arasinda uzatip, hasta bakim maliyetinde 6nemli bir artisa neden olmaktadir
(44). Hastanelerde ozellikle yogun bakim ve yanik {niteleri, onkoloji-hematoloji
Kliniklerinde enfeksiyon kontrol onlemlerinin aksamasi ile birlikte Kkateter
enfeksiyonlarinin sikliklari belirgin olarak artmaktadir (33, 97). Kateter ile iliskili
enfeksiyonlar i¢in risk faktorleri hastanenin tipi ve biiyiikliigiine, {initenin tipine,

kateterin uygulama bolgesine, kateterin kalis siiresine, kateter bakim islemlerine,
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personelin egitimine, hastanin altta yatan hastaligina gore degisebilir. On giinden az
bir siire i¢in yerlestirilmis kateterlerde (kisa siireli kateterler) mikroorganizmalarin
cogunlukla dis ylizeylerde kolonize oldugu, uzun siireli kateterlerde ise (30 giinden
fazla) daha yogun olarak liimende kolonize olduklari rapor edilmistir (44, 165). Kisa
stireli kullanilan kateterlerde, kateterin deriden giris yeri en Onemli patojen
kaynagidir. Deriye giris yerinden gogle, deri altinda kalan kateter segmenti kolonize
olur, migrasyon ve kolonizasyon kateterin ucuna kadar devam eder. Tiinelli ve
hazneli olan, uzun siireli kullanilan kateterlerde veya implante portu olan kateterlerde
liimenin haznesi ve portun kendisi esas kaynaktir. Mikroorganizmalar bu bolgelere
temas halinde olan tibbi personelin elleriyle taginir (115, 163).

Oldukca genis spektrumda mikroorganizma kateter ile iligkili
enfeksiyonlara yol agabilir. Ozellikle stafilokoklar (koagiilaz negatif-KNS ve
pozitif), aerobik Gram negatif ¢comaklar ve Candida albicans bu enfeksiyonlarda 6ne
cikmaktadirlar. Stafikoloklar tiim kateter ile iliskili enfeksiyonlarin % 75-90’1m
olustururken KNS'ler ise bu enfeksiyonlarin % 35-50’sinden sorumludurlar. S.
aureus ise KNS’lerden sonra ikinci siradaki (% 15-20) en sik etkendir ancak bazi
merkezlerde Enterococcus tiirleri ikinci sirayr alabildigi gosterilmistir. Her iki
durumda da direng varligi (metisilin direngli S. aureus-MRSA, vankomisin direngli
enterokok-VRE) nedeniyle tehlikeli enfeksiyonlara yola agarlar. Gram negatif
bakterilerden; Gram negatif enterik bakteriler (E. coli, Enterobacter cloacae,
Klebsiella tiirleri, Citrobacter tiirleri), nonfermentatif Gram negatif bakteriler (P.
aeruginosa, diger psddomonas tiirleri, Acinetobacter tiirleri, Stenotrophomonas
maltophilia) etken olabilirler. Mikobakteriler 6zellikle atipik olanlar enfeksiyon
etkeni olarak karsimiza cikabilir. Mantarlardan Candida tiirleri ve Fusarium,
Malassezia furfur, Rhodotorula, Trichosporon tiirleri vb ozellikle bagisiklig
baskilanmis hastalarda 6nemli etkenler olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar (10, 163).
Kateterin takilma yeri ve tipine gore de enfeksiyon etkenleri degisebilmektedir.
Ancak KNS’ler tiim kateter tiplerinde en sik etkendir. Kasikta uygulanan SVK
enfeksiyonlarinda en sik Gram negatif comaklar ve enterokoklar, uzun siireli
SVK’larda KNS’yi takiben S. aureus, Gram negatif ¢omaklar ve Candida tiirleri
enfeksiyon etkenleri olarak ©one c¢ikmaktadir. Tiinelsiz kisa siireli SVK’lar ve

pulmoner kateterlerde KNS, S. aureus, ve enterokoklar en sik etkenlerdir. Uzun
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stireli tlinelli kateterlerde KNS, S. aureus, entokoklar, Gram negatif ¢omaklar,
Candida tiirleri ve kiifler 6ne ¢ikmaktadir (76, 137, 163).

Kateterlerin mikroorganizmalarla kolonizasyonu, kateterin derideki giris
yerinden hasta mikroflorasi araciligiyla, saglik personelinin elleri vasitasiyla saglik
calisaninin mikroflorasindan olabilecegi gibi kontamine infiizyon maddelerinden de
kaynaklanabilir (44, 165). Kontamine infiizyon sivisi, epidemik hastane kdkenli
bakteriyemilerin en sik nedenidir. Farkli parenteral sivilarda mikroorganizmalarin
treyebilme potansiyelleri farklidir; % 5  dekstroz  sollisyonunda bazi
Enterobacteriaceae iiyeleri (Klebsiella tiirleri, Enterobacter tiirleri, Citrobacter
tirleri); distile suda P. aeruginosa, Acinetobacter, Serratia tiirleri; laktatl ringer
soliisyonunda P. aeruginosa ve Enterobacter tiirleri hizli {ireme gosterir. Serum
fizyolojik soliisyonunda Candida tiirlerinin genellikle zor {iremesine ragmen bir¢ok
bakteri tiirii tireyebilmektedir. Aminoasit ve hipertonik glikoz igeren soliisyonlarda
Candida tiirleri iyi tirerken, bu sivi ¢ogu bakterinin {iremesini inhibe eder; % 10 lipid
soliisyonu da birgok mikroorganizmanin iiremesi ig¢in uygundur. E. cloacae, S.
marcescens, Achromobacter, Flavobacterium, Pseudomonas, Salmonella ve Yersinia

cinsi bakteriler kan ve kan tirlinlerini siklikla kontamine edebilmektedir (66, 115).

Sekil 2.2.’de kliniklerde en sik kullanilan kateter tiplerinden olan ve biiyiik
toplardamarin igerisine yerlestirilen (subklavyen, juguler, femoral) iki santral venoz

kateter gosterilmektedir.
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Sekil 2-2: Santral venoz kateterler

2.3.1. Antimikrobiyal Kilit Tedavisi (AKT)

Katetere bagli enfeksiyonlarin tedavisinde en etkili tedavi yontemi enfekte
kateteri ¢ikarmak ve sistemik antimikrobiyal tedaviye baslamak olsa da bu iglem
hastada trombositopeni, koagiilopati, total parenteral beslenme zorunlulugu, siirekli
intravendz ilag kullanimi, damar girisinin sinirli olmasi gibi hayati tehdit edici
sakincalar igerebilir (70, 92). Bu gibi tibbi sebeplerle kateteri ¢ikarilamayan hasta
gruplarinda sistemik antimikrobiyal tedavinin yaninda 7-14 giin siireyle kateter
liimeni igine yiiksek doz antimikrobiyal madde uygulamasi olan AKT, IDSA ve
CDC gibi birgok saglik kuruluslar tarafindan hazirlanan enfeksiyon tedavi
rehberlerinde, kateter iliskili enfeksiyonlardan korunma ve tedaviye yonelik 6nerilen
yardimct tedavi seklidir (56, 93, 98, 147, 157). Krishnasami ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢alismada kateter iligkili bakteriyemi gelisen hastalarda enfekte kateteri
¢ikarmadan sistemik antibiyotik tedavisi ile birlikte AKT uygulamasinin hastalarin %
64.5 'unda iyilesmeyi sagladigi rapor edilmistir (84). Benzer sekilde, Funalleras ve
ark. tarafindan yapilan bir bagka ¢aligmada ise Gram negatif bakteriyemi gelisen 37
hastada sistemik antibiyotik tedavisi ile birlikte AKT uygulamasimin % 95 oraninda

tedavi sagladig tespit edilmistir (60).
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Kateter liimenindeki biyofilm tabakada bulunan sesil mikroorganizmalarin
oldiirtilmesi i¢in gereken antimikrobiyal madde konsantrasyonu serbest (planktonik)
mikroorganizmalarin  Oldiiriilmesi igin gerckenden 100-1000 kat daha fazla
oldugundan, antimikrobiyal kilit uygulamasi kateter liimeninin yiiksek doz
antimikrobiyal madde soliisyonu ile doldurulup etkinligini gostermesi i¢in burada
belli bir siire bekletilmesi esasina dayanmaktadir (21, 22, 57).

Insan, hayvan ve in-vitro model sistemlerinin kullanildig1 laboratuvar
caligmalarindan elde edilen sonuglar bu teknikle biyofilmi yok etme olasiliginin
biyofilmdeki organizmanin cinsine, biyofilmin yasina ve tedavi uygulanis siiresine
bagli oldugunu gostermislerdir. Bu nedenle AKT igin segilecek etkili antimikrobiyal
ajanlarm biyofilmin hiicre dis1 polimerik madde iceren matriksinden az etkilenen,
hizli bakterisidal etkili ve organizmanin biiyiime hizina bagli olmayan bir etki
mekanizmasina sahip olmasi istenir. AKT i¢in yliksek konsantrasyonlarda kullanilan
bu ajanlarin dolasima difiize olmasi ya da yanlislikla karismasi1 durumunda, hasta
icin olas1 toksisiteye neden olarak yan etki olusturacagi tedavi boyunca akilda
tutulmalidir. Bu yiiksek konsantrasyonlarin  kullanimina  biyofilm iligkili
organizmanin antimikrobiyal ajanlara artan direnci neden olmaktadir. Bekleme
stiresinin uzunlugunu belirlemede ise ilacin farmakokinetik o6zelliklerden ziyade
kateterin kullanim siiresi gibi uygulama kosullar1 6ne ¢ikmaktadir (21, 44, 100, 178).

Gram pozitif bakterilerin biyofilmlerine karst en etkili oldugu tespit edilen
ajanlar vankomisin, teikoplanin, linezolid, rifampin ve siprofloksasin iken,
gentamisin, Gram negatif organizmalarin biyofilmlerine kars1 etkilidir. Farkli etki
mekanizmasina sahip antimikrobiyal ajanlarin kombinasyon halinde AKT’lerinde
kullanim1 da oldukga etkilidir. Ornegin, makrolidlerin biyofilmlerin ekstraselliiler
polisakkarit matriksini bozarak bu matriks boyunca kombinasyondaki diger
bakterisidal ajanlarin diflizyonunu arttirdigi bilinmektedir (44, 49, 78, 119, 120).
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2.4. Cahsmada Kullamlan Antibiyotikler ile Esomeprazol Hakkinda Genel
Bilgiler

2.4.1. Tigesiklin

2.4.1.1. Yapi-Aktivite iliskisi

ABD'de 1948 yilinda Streptomyces aureofaciens'den izole edilen
tetrasiklinler grubundan ilk antibiyotik olan klortetrasiklinin bulunmasindan sonra,
1953'te Klortetrasiklinin dehalojenasyonuyla tetrasiklin izole edilerek tedaviye
sokulmustur. Diger Streptomyces tiirlerinden izolasyon ya da yari sentetik yolla
degisik tetrasiklin tiirevleri elde edilmistir (46). Cogu 1950’lilerde bulunan
tetrasiklinlerin (oksitetrasiklin, tetrasiklin, demeklosiklin, doksisiklin ve minosiklin)
son tliyesi, yaklasik 20 yil aradan sonra, 2005’de kullanima girmis olan tigesiklindir.
Bir minosiklin tiirevi olan tigesiklin, Amerikan Ilag ve Gida Dairesi (FDA)
tarafindan 15 Haziran 2005 tarihinde onaylanan glisilsiklin grubundan ilk
antibiyotiktir ve 2008 yilinda da tilkemizde kullanilmaya baslanmistir (80, 116, 164).
Tigesiklin, yapica tetrasiklinlere benzer sekilde merkezde dort-halkali karboksilik
iskelete sahiptir ve D-9 pozisyonunda modifiye glikamido grubu bulundurur.
Minosiklinin 9-t-butilglikamido tiirevidir (Sekil 2.3, Sekil 2.4) (123).

Tigesiklin, yapisal olarak tetrasiklinlere benzerlik gostermesine karsin,
tetrasikline kars1 bakterilerin gelistirdikleri iki Onemli diren¢ mekanizmasindan
etkilenmemektedir. Bunlardan ilkinde tetrasikline 6zgiil pompa mekanizmasi i¢in,
tigesiklin zayif substrat 6zelligi gostermektedir. Ikinci direng mekanizmasi olan ve
bakteri ribozomlarinda tetrasiklin baglanmasini engelleyen Tet(M) proteininin neden
oldugu degisiklikten, tigesiklin etkilenmemekte ve ribozomlara baglanabilmeyi
stirdirmektedir (36).

H,C CH, H.C CH.
S 3 3
Nf KNf

Q ”“‘m/

Sekil 2-3: Minosiklinin kimyasal yapisi



19

H.'icx ~CH; H,C N*’IEH3

.AL?@M 3

Sekil 2-4: Tigesiklinin kimyasal yapisi
2.4.1.2. Etki Mekanizmasi

Tetrasiklin grubu antibiyotik olan tigesiklin bakteriyostatik etkiye sahiptir. Bu
etki bakteri hiicresi ribozomlarinin 30S alt iinitelerine geri doniilebilir bir sekilde
baglanarak, protein sentezi inhibisyonuyla meydana gelmektedir (20, 36, 164).
Tigesiklinin baglanma noktast tetrasiklinlerden farkli oldugu i¢in Tet(M)
proteininden etkilenmez ve tetrasiklinden bes kat daha giiglii olarak baglanir (15, 36).
Enterobacteriaceae ve Acinetobacter tiirlerinde tetrasiklin direncinden sorumlu
Tet(A-E) ve Stafilokoklardaki direngten sorumlu olan Tet(K) efluks pompalarindan
etkilenmedigi icin tetrasiklinlerden daha genis etki spektrumuna sahiptir (20). Genel
olarak bakteriyostatiktir ancak bazi mikroorganizmalara kars1 bakterisidal aktivitesi

oldugu da bildirilmistir (72).

2.4.1.3. Diren¢ Mekanizmasi

Tetrasiklinlere diren¢ primer olarak azalmig influks veya artmis efluks ile
hiicre i¢indeki antibiyotigin miktarinin azaltilmas: ile gelisir. Bu smiftan bir
antibiyotige direng gelisir gelismez, tipik olarak tiim tetrasiklinlere karsi direng
gelisir. Ancak bakteri tiirleri arasinda direngte farkliliklar vardir.

Diren¢ genleri plazmid veya transpozon gibi diger transfer edilebilen
elementler ile olusur. Diren¢ genlerinin bir ribozom koruyucu tipini tagiyan bakteriler
bir sitoplazmik protein {retirler. Bu proteinler ribozomlar ile iligki Kkurar ve
ribozomlar ilacin hiicre i¢inde yliksek seviyelerde olmasina ragmen protein sentezini

yapmasini saglarlar. Mobil tet genlerini alan bakteri efluks pompa proteinlerini
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sentezler (Ornegin; tet A-E, tet G-L) veya ribozomlar1 koruyan proteinleri kodlar
(Ornegin; tet M, tet O). AcrAB ¢ok ilag¢ igin olan efluks pompasinin asir1 {iretimi
tigesiklin duyarliligindaki azalmaya yol agan temel faktordiir (38, 128, 138, 164).
Tigesikline kars1t gelisen direngten bu "¢oklu ila¢ direngli" efluks pompalarmin
gelismesi sorumlu tutulmaktadir. Tigesiklinin faz 3 calismalarinda bes direngli sus
tanimlanmisir: Bunlarin ikisi K. pneumoniae, digerleri E. cloacae, Morganella
morganii ve A. baumannii'dir. Bu direnglerden kromozom-aracili efluks pompasinin
up-regiilasyonu sorumlu gibi gériinmektedir (36).

Tigesikline direng potansiyeli diisliktiir ve tim tetrasiklinleri etkileyen iki
diren¢ mekanizmasindan etkilenmez: ribozomal koruyucu proteinler ve efluks
pompalart. Bu nedenle tigesiklin tetrasiklinlere direncgli mikroorganizmalara da
etkilidir.

Glisilsiklin  smifi antibiyotikler tetrasiklinin dort halkali karboksilik
iskeletinde D halkasina biliyiik modifiye glisilamid parcasinin eklenmesi ile
gelistirilmistir. Bu degisim tigesiklinin hem efluks (eklenen biiyiik parca nedeni ile)
hem de ribozomal tip direncin (ribozomal mutasyona affinitenin diizelmesi)
istesinden gelmesini saglamistir. Bu nedenle tigesiklin ribozomun 30S alt {initine
baglanmasin1 ribozomal korunma mekanizmalarinin varliginda bile gerceklestirir
(128, 164).

Tigesiklin yapisi nedeni ile de bakteriler tarafindan sik kullanilan direng
mekanizmalarindan etkilenmez. Ancak A. baumannii’de tigesiklin MIK degerlerinde
hizla gelisen artis ve direng rapor edilmistir. Mekanizmasi tam belli olmamakla
birlikte A. baumannii iki efluks pompasina sahip olabilir (134). Bir ¢aligmada 82
klinik izolattan elde edilen 19 farkli klon saptanan ¢ok ilaca direngli A. baumannii
suglarinin % 66’smin tigesikline direngli ve % 12’sinin orta duyarli oldugu

gosterilmistir (91).

2.4.1.4. Etki Spektrumu

Tigesiklin aerobik Gram pozitif, Gram negatif ve anaerob patojenlere karsi
etkinlik gosterir. Tigesiklin in-vivo olarak metisiline duyarli ve direngli S. aureus
(MSSA, MRSA), Streptococcus agalactiae, Streptococcus anginosus, Streptococcus
pyogenes, vankomisine-duyarli Enterococcus faecalis, E. coli, Bacteroides fragilis,

Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae,
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Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides uniformis, Bacteroides vulgatus,
Clostridium perfringens, Peptostrepococcus micros tiirlerine karsi etkili bulunmustur
(36, 72). Yukarida sayilanlara ek olarak Enterococus avium, Enterococcus
casseliflavus, Enterococcus faecium, vankomisine direngli (VRE) ve duyarli E.
faecalis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus epidermidis (vankomisine duyarl
ve direngli), Staphylococcus haemolyticus, A. baumannii, Aeromonas hydrophilia,
Citrobacter koseri, Enterobacter aerogenes, Pasteurella multocida, Serratia
marcescens ve Stenotrophomonas maltophilia tiirlerine karsi da in-vitro etkinlik
gosterilmistir (89). GSBL sentezleyen E. coli izolatlarinda tigesiklin aktivitesinin
imipenem-silastatine benzer oldugu gosterilmistir. Uluslararasi, ¢cok merkezli bir in-
vitro duyarlilik arastirmasi olan ‘Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial
(TEST)’ calismasinda 3989 toplum kokenli ve hastane kékenli Gram pozitif ve Gram
negatif izolatta tigesiklin aktivitesi incelenmistir: Enterobacteriaceae tiirlerinin
cogunlugunda imipenem-silastatine benzer MiKgy degerleri goriilmiistiir. MRSA,
penisiline direngli Streptococcus pneumoniae ve VRE tiirleri de dahil bir ¢ok Gram
pozitif izolatta tigesiklin MIKgy degerleri daha diisiik saptanmistir (36, 102).
Acinetobacter tiirleri ¢oklu ilag direnci olan bir diger grup patojendir ve OXA
karbapenemaz veya metallo-beta-laktamaz enzim tiretimi sonucu karbapenemlere
direngli suslarin siklig1 artmaktadir (36, 121). Tigesiklin karbapenemaz iireten
Acinetobacter suslarina karsi etkili bulunmustur. Tigesiklin, Fusobacterium,
Prevotella, Peptostreptococcus ve Bacteroides tiirlerine karsi anareobik aktivite
gostermistir. Yiksek antimikrobial direncin oldugu bdlgelerde metronidazol,
imipenem, amoksisilin-klavulanat veya piperasilin-tazobaktama tigesiklin alternatif
olarak kullanilabilir. Tigesikline gentamisin eklenmesi ile VRE ve vankomisin
direngli S. aureus izolatlarinda daha iyi antibakteriyel aktivite gosterilmistir. Bu
verilerin klinik etkisini anlamak i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Tigesikline
kars1 P. aeruginosa ve Proteus tiirlerindeki direncin efluks pompalarindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. S. maltophilia’nin tigesiklin direnci levofloksasine
benzer ancak trimetoprim-sulfametoksazolden daha diisiiktir. Mycoplasma
pneumoniae ve Morexella catarrhalis’e karsi etkinligi vardir. Mycobacterium
marinum, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium abscessus ve Mycobacterium

chelonae kars1 MiKgo degerleri doksisikline gore oldukca diisiiktiir (6, 36, 79).
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2.4.2. Kolistin Siilfat

2.4.2.1 Yap1-Aktivite Tliskisi

Kolistin, siklik yapili katyonik polipeptit antibiyotikler olan polimiksinlerin
bir tyesidir. 1947 yilinda kesfedilen polimiksinler, 1962 yilindan itibaren Gram
negatif bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde parenteral olarak
kullanilmaya baslanmigtir. 1980'1i yillarda ciddi nefrotoksisiteleri nedeniyle
parenteral kullanimi terk edilen polimiksinler, sadece topikal ve oral yoldan
kullanimda kalmistir. Giiniimiizde ise coklu ila¢ direnci bulunan Gram negatif
bakteriler (P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae) ile olusan enfeksiyonlarin
sikligindaki artis ve tedavilerinde yasanan sorunlar polimiksinleri tekrar giindeme
getirmistir (46, 159).

Polimiksinler, Bacillus polymyxa subspecies colistinus tarafindan ribozom
dis1 sentez edilen iriinlerdir. Kimyasal olarak 5 farkli bilesikten (polimiksin A-E)
olusur. Klinikte ise sadece polimiksin B ve polimiksin E (kolistin) kullanilmaktadir
(46, 55). Kolistinin iki farkli ticari formu mevcut olup, bunlar kolistimetat sodyum ve
kolistin = siilfat olarak adlandinlir. Kolistin siilfat ve kolistimetat sodyum,
yapilarindaki yag asitlerine gore farkli 6zellikler tasir. Kolistimetat sodyum, kolistin
siilfata gore hem etkinligi (4 ya da 8 kat daha az aktif) hem de toksisitesi daha az
olan bir molekiildiir. Kolistin siilfat katyonik ve stabil bir molekiil olmasina ragmen,
kolistimetat sodyum kolistinin inaktif formu oldugu i¢in anyonik ve stabil olmayan
bir molekiildiir. Bir 6n ilag olan kolistimetat sodyum, viicuda girdikten sonra

hidrolize ugrayarak aktif form olan kolistine dontisiir (46, 55, 117) (Sekil 2.5).
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Sekil 2-5: Kolistinin kimyasal yapisi
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2.4.2.2. Etki Mekanizmasi

Kolistinin  hedef bolgesi bakteri membranidir. Bakterilerin  hiicre
membraninda bulunan anyonik lipopolisakkarit yapisindaki molekiiller, katyonik bir
peptit olan kolistin i¢in yiiksek bir baglanma bolgesi olusturur. Lipopolisakkarit
molekiillerini bir arada stabil halde tutan divalan katyonlarin (Ca*?, Mg*?) yerini
degistirerek, dis membranda bozulma ve permeabilite artisi sonucu bakterinin
6liimiine neden olur (55, 159).

Kolistin ayrica lipopolisakkaritin lipit A kismina baglanarak endotoksinin
etkisini de bloke eder. Bakterilerin kolistine duyarlilig1, hiicre membraninin igerdigi

fosfolipid miktar1 ve ortamda bulunan divalan katyonlarin diizeyi ile iligkilidir (55).

2.4.2.3. Diren¢ Mekanizmasi

Gram negatif bakterilerde kolistine karsi direng, mutasyon veya adaptasyon
mekanizmalartyla gergeklesir. Direng gelisimi, kolistinin hiicreye baglanma
alanlarinda ve dis membran polaritesinde azalmayla iligkilidir. Diren¢ gelisiminde
PmrA- PmrB ve PhoQ- PhoP regiilator sistemleri rol oynar. Ayrica polimiksinler
arasinda ¢apraz direng de goriilebilir (55, 159). Yunanistan'da 2007 yilinda yapilmis
bir ¢alismada, ¢oklu ilag direnci bulunan patojenlerle enfeksiyon nedeniyle kolistin
kullanilan yogun bakim hastalarinda kolistine direngli K. pneumoniae ile bronsiyal
ve bagirsak kolonizasyon oran1 % 37 olarak saptanmistir (3, 159). italya'da 2010-
2013 yillarin1 kapsayan bir aragtirmaya gore K. pneumoniae suslarinda kolistin

direnci % 36.6 olarak saptanmistir (132).

2.4.2.4. Etki Spektrumu

Kolistin, Acinetobacter spp., P. aeruginosa, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., E. coli, Shigellaspp., Salmonellaspp., Citrobacter spp.,
Haemophilus influenzae, Yersinia pseudotuberculosis ve Bordetella pertussis'e karsi
bakterisidal etkinlik gdosterir. Stenotrophomonas maltophilia'nin neden oldugu
enfeksiyonlarda genellikle etkin olmakla birlikte, duyarliliginin degisken olabilecegi
unutulmamalidir. Kolistine karsi bazi bakterilerde indiiklenebilir diren¢ gelisimi

izlenebilirken, basta Gram pozitif ve anaerob bakteriler olmak iizere bazi bakterilerde
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(Burkholderia  cepacia, Burkholderia  pseudomallei, Proteus  mirabilis,
Providencia spp., Morganella morgani, Neisseria spp., Brusella spp. ve Moraxella
catarrhalis) de dogal diren¢ goriiliir (46, 55, 159). Kolistinin bazi mikobakteri
tirlerine  (Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium  tuberculosis,
Mycobacterium  xenopi, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium phlei ve
Mycobacterium smegmatis) karsi da etkin oldugu bildirilmistir (55).

2.4.3. Siprofloksasin

2.4.3.1. Yapi-Aktivite iliskisi

Kinolonlar, sentez yoluyla elde edilen kinolein tiirevi antibiyotiklerdir.
1962'de nalidiksik asitin  Gram negatif (Enterobacteriaceae) idrar yolu
enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in piyasaya ¢ikarilmasindan sonra, benzer kimyasal
yapida dar spektrumlu ve sadece iiriner enfeksiyonlarda kullanilan kinolon bilesikleri
tedaviye sokulmuslardir. Nalidiksik asidin yapisindaki modifikasyon ile ilk
florokinolon  norfloksasin  gelistirilmistir. ~ Siprofloksasin,  kinolon  grubu
antibakteriyel ajanlarin florokinolonlar grubundandir ve norfloksasine gére Gram
pozitif etkinligi daha fazladir. Bununla birlikte siprofloksasinin solunum yolu
enfeksiyonlarinin en sik etkeni olan S. pneumoniae'ye etkisi zayiftir (46, 87, 161).

Kinolonlarin temel c¢ekirdegi iki halkadan (nafridin) olusmaktadir. Birinci
pozisyonda (N), iiclincii pozisyonda (COOH) ve dordiincii karbon atomunda (O)
iceren temel yapi antibakteriyel etki i¢in sarttir (87, 114). Tiim yeni kinolonlarda C6
pozisyonunda antibakteriyel aktivite i¢in gerekli olan bir flor (F) bulunur (Sekil 2.6).
Bu degisiklik Gram negatif mikroorganizmalara etkinligi arttirirken, kinolonun hiicre
i¢cine girisini kolaylastirir. Florokinolon halkasindaki bu yap1 degisikligi kinolonlarin
etkinligi, farmakokinetik 6zellikleri ve yan etki profillerinde degisiklige neden olur.
Siprofloksasinin 7. konumundaki piperazin halkasi hiicre gecirgenliginden sorumlu
olarak Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1 (6zellikle de P. aeruginosa)

aktivitenin artmasini saglamaktadir (31, 46, 87).
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Sekil 2-6: Siprofloksasinin kimyasal yapisi
2.4.3.2. Etki Mekanizmasi

Kinolonlar duyarli bakteri suslar1 iizerine bakterisidal etkiye sahiptirler.
Antimikrobiyal etki igin kinolonlarin hiicre igine girmesi gerekir ve bu gecis basit
difiizyon iledir. Ayrica Gram negatif mikoorganizmalarda dis membrandaki porinler
araciligiyla da hiicre i¢ine alinirlar (46, 87). Kinolonlar mikroorganizmada DNA
sentezini bozarlar. Bakteriyel biiylime ve reprodiiksiyon sirasinda DNA-giraz
(topoizomeraz II) ile etkileserek bakteriyel DNA'nin replikasyonunu inhibe ederler.
Topoizomerazlar, DNA zincirini siiper sarmal durumuna getirerek DNA'nin
konfigiirasyonunu ya da topolojisni degistiren enzimlerdir. Boylece ¢cok uzun olan
DNA'nin hiicre igine yerlesmesi saglanir. DNA-giraz enzimi gyrA tarafindan
kodlanan A ve gyrB tarafindan kodlanan B olmak {izere 2 alt bdliimden olusur.
Kinolonlar, topoizomeraz II tiirii olan DNA-giraz enziminin A-alt {initesi iizerine
etkileyerek, DNA'nin siiper sarmal olusmasini engellerler. Bunun sonucu DNA
tizerinde negatif siiper sarmal olugsmadigindan, bakteri hiicresinde DNA replikasyonu
ve transkripsiyonu mekanik olarak meydana gelmez, hiicre anormal bir sekilde
uzayarak parcalanir. Bunun sonucu kinolonlarla karsilasan bakteriler boliinemezler
ve anormal sekilde uzayarak oliirler (87, 114, 161). Kinolonlar ayrica topoizomeraz
IV'e de etkilidir. Topoizomeraz IV gyrA ve gyrB'ye benzeyen parC ve parE
genlerinden olusur. Gram negatif bakterilerde birincil hedef DNA-giraz
(topoizomeraz 1) ikincil hedefi ise topoizomeraz IV iken, Gram pozitif bakterilerde
tam tersi s6z konusudur. Insan hiicresinde de topoizomerazlar vardir ancak DNA
stiper sarmal1 olusumuna yol agmadigindan ve bakteri topoizomerazina gore afinitesi
diisiik oldugundan kinolonlar bakteri hiicresinde gosterdikleri etkiyi insan hiicresinde

olusturamazlar (63, 87, 114, 161).
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Kinolonlar diisiik konsantrasyonda DNA-giraz sentezini inhibe ederek
bakterisidal etki gosterirken, yiiksek konsantrasyonda protein sentezini inhibe ederek

bakteriyostatik etki gostermektedirler (87, 106).

2.4.3.3. Diren¢ Mekanizmasi

Bakterilerde kinolonlara karsi direng bakteri hiicresindeki DNA-girazin alt
tinitesinde meydana gelen degisiklik (kromozomal mutasyon), hedef enzimin
degisiklige ugramasi ve Gram negatif bakterilerin hiicre duvar1 gecirgenligini kontrol
eden proteinlerin (porinler) azalmasiyla ila¢ molekiiliiniin bakteri hiicresi icine
girememesi sonucu olusmaktadir. Kinolonlar arasinda g¢apraz direng de
olusabilmektedir. Ancak florokinolonlara karsi diren¢ olusumuna, genellikle daha az
rastlanmaktadir (46, 69, 106, 161).

Mutasyon sonucu ya hedef enzim (DNA-giraz) degisimi veya bakteriyel
membranda gegirgenlik azalmasi sonucu direng ortaya c¢ikmaktadir. Bu tip
kromozomal mutasyonlar kinolon direncinde hala en sik ve en temel mekanizmadir.
Direng sorunu dzellikle baslangic MIK degerleri yiiksek olan P. aeruginosa ve S.
aureus gibi suslarda sorun olmaktadir. Ozellikle kronik enfeksiyon, tekrarlayan ve
uzun siireli kullanim, yabanci cisim varligi, suboptimal konsantrasyonlarda kullanim
direng gelisiminde rol oynayan Onemli faktorlerdir. Ayrica profilaktik olarak
siprofloksasin kullanilan kanser hastalarinda kan izolat1 E. coli suslarinda da direng
bildirilmektedir (161).

Kinolon diren¢ mekanizmalar1 arasinda lizerinde en fazla calisilani, hedef
enzimlerdeki degisimlerdir. Bu degisimler, enzim alt {initesini kodlayan genlerdeki
spontan mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Gram negatif bakterilerdeki kinolon
direncinin daha ¢ok GyrA iinitesindeki degisimlere bagli oldugu belirlenmistir.
Direngli bakterilerin GyrA alt iiniteleri ele alindiginda, dirence neden olan aminoasit
degisimlerinin genellikle amino ucundaki enzim aktif bélgesinde bulunan (Tyr-122)
molekiiliiniin ¢evresinde yer aldigi goriilmektedir (63, 73). Bu bolgeye kinolon
direncini belirleyen bolge (quinolone resistance determining region; QRDR) adi
verilmektedir. QRDR, E. coli suslarinda GyrA'nin 67-106. aminoasitleri arasinda
bulunmaktadir. Bu bolge, E. coli yanisira Acinetobacter spp., Salmonella spp., P.
aeruginosa ve basta S. aureus olmak iizere Gram pozitif koklarda, tiire bagh

degisimler disinda, yiiksek diizeyde korunmustur. parC, GyrB ve parE alt
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tinitelerinde de benzer QRDR bdlgelerinin varligi gosterilmistir (73). Gram negatif
bakterilerde ilacin birincil hedefi DNA-giraz iken, Gram pozitif bakterilerde
topoizomeraz IV'tiir (63, 166). Kinolon direnci, her biri MIK diizeylerini yiikselten
birka¢ mutasyon sonucunda gelismektedir (63).

Florokinolonlarin hiicre ig¢inde etkin konsantrasyona ulagsmasini engelleyen
temel mekanizma aktif pompa sistemleridir (73). Kinolon grubu antibiyotiklerin
atilmu ile ilgili pompalar, E. coli, P. aeruginosa, B. cepacia, S. maltophilia, S.
aureus, S. pneumoniae gibi insan saghg agisindan bir¢ok Onemli tiirde
bulunmaktadir. Gram negatif bakterilerin kinolon pompa sistemleri RND
(Resistance- Nodulation division), Gram pozitif bakterilerde ise genellikle MFS
(Major family superfamiliy) st ailesinde yer almaktadir. Kinolon direncinin
goriilebilmesi i¢in genellikle pompa sistemlerinin asir1 tiretilmesi gerekmektedir. Bu
da pompa proteinlerinin ekspresyonunu arttiran ve kontrol genlerini ilgilendiren
kromozomal bir mutasyondan kaynaklanmaktadir. Pompa sistemlerinin indiiklenmesi
ile sadece florokinolonlara degil, pompanin substratlari olan beta laktamlar,
kloramfenikol, tetrasiklinler, trimetoprim gibi farkli antibiyotiklere karsi ¢ogul direng
goriilmektedir (mar-multi antimicrobial resistance-fenotipi) (126). Kinolon grubu
ajanlarin  yapilarma  bagli  olarak pompa sistemlerinden etkilenmeleri
degisebilmektedir. Hidrofobik ve C7 pozisyonunda biiyiik bir grup tasiyan
kinolonlarin, pompa sistemlerinden daha az etkilendigi bildirilmektedir (63, 69).

Kinolonlarda plazmit aracili direncin varligr ise ilk kez 1998 yilinda
Martinez-Martinez ve ark. tarafindan Alabama Universitesi’ndeki bir hastanin idrar
orneginden 1994 yilinda izole edilen siprofloksasine direngli K. pneumoniae susunda
gosterilmistir. Kinolonlara direngte yeni bir donem acgan bu ¢alismada susta saptanan
pMG252  plazmidinin  kinolonlara, beta laktamlara,  aminoglikozitlere,
siilfonamidlere, trimetoprim ve kloramfenikole direng genlerini tagidigir goriilmistiir
(94). Benzer plazmit ayn1 zamanda ve aym kurumda izole edilen bagka bir K.
pneumoniae ve E. coli susunda da saptanmistir. pMG252 plazmidinin klonlanmasi
sonucu, 218 aminoasitten olusan tekrarlayan pentapeptit ailesine ait bir proteini
kodlayan ve gnr (quinolon resistance; gnrA1l) ismi verilen gen bolgesinin, plazmit
aracili kinolon direncine neden oldugu belirlenmistir. In-vitro calismalarla
saflastirilmisg gnr proteininin E. coli DNA-girazini siprofloksasinin inhibisyonundan

korudugu gosterilmistir. qnr proteini tek basina diisiik diizey kinolon direncine neden
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olmasina ragmen, kromozomal farkli mekanizmalarin birlikteligi ile yiiksek diizey
kinolon direncine yol agabilmektedir (94, 106). Daha sonraki yillarda gnr geni, yeni
varyantlarinin  bulunmasi ile (gnr, qnrA, gqnrAl gibi) tekrar isimlendirilmistir.
Ardindan yapilan ¢alismalarla 2005 yilinda gnrS, 2006 yilinda gnrB, 2008 yilinda
gnrC, 2009 yilinda da qnrD genlerinin varlig: bildirilmistir (106).

Genel olarak gnr proteinleri nalidiksik aside dirence ve norfloksasin,
siprofloksasin, levofloksasin gibi florokinolonlarin duyarliliginda azalmaya neden
olmasma ragmen qnrD pozitif suslarin siprofloksasine azalmis duyarlilik
gosterdikleri, nalidiksik asite ise duyarli olduklart bildirilmistir. gnr genleri, SHV,
CTX-M, FOX, KPC, VEB, OXA, DHA gibi bircok farkli tipte beta laktamazla
birlikte bulunmalar1 yaninda, aadA 1, aadA2, dfrA1l, dfrA12, cmlAl, catB2, aac(6’)-
Ib-cr, sull gibi birgok farkli antimikrobiyal direng geni ile de iligskilendirilmistir (77,
139).

Diger plazmit aracili kinolon direncine neden olan gepA (quinolon efflux
pump) geni ise 2007 yilinda Japonya ve Belgika’da E. coli suslarinda gosterilmistir.
gepA geni 14 transmembran geri atim pompalarinin MF (major facilitator) ailesiyle
iligkili olan 511 aminoasitlik bir proteini kodlayarak norfloksasin ve siprofloksasin
gibi hidrofilik kinolonlarin hiicre disina pompalanmasina neden olmakta, bdylece bu
antibiyotiklerin MIK lerini arttirmaktadir. Bundan bir yil kadar sonra Fransa’dan
gepA’nin bir varyantt olan epA2’nin varligi bildirilmistir (46, 69, 106). Yakin
zamanda ise Velasco ve ark. Serratia marcescens suslarinda kromozom kaynakli
smagnr genini kesfetmisler, bu genin kinolon ve florokinolonlarda azalmis
duyarliliga neden oldugunu gostermislerdir (173). Bugiline kadar yapilmig
caligmalara bakildiginda, plazmit aracili kinolon direnci genlerinin sikliginin % 1 - %
50 gibi genis bir aralikta degistigi goriilmektedir. Bu durum, ¢alismalarda belli ve
farkli 6zellikte bakterilerin se¢ilmesinden kaynaklanmaktadir. Plazmit aracili kinolon
diren¢ genlerinin kinolonlara duyarl bakterilerde bulunabildigi gosterilmis olmakla
birlikte, ¢alismalarin ¢ogunda kinolonlara direngli bakteriler -Enrerobacteriaceae
tiyeleri- incelenmistir (69, 106).

Tiirkiye’de ilk plazmit aracili kinolon direnci geni, gnr, 2005 yilinda Nazik ve
ark. tarafindan bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismada 49 GSBL pozitif susta gnrA geni
varligi arastirllmis, bir E. cloacae ve bir C. freundii susunda (% 4) bulundugu

gbsterilmistir. Daha sonra, Istanbul, Ankara, Izmir, Kuzey Dogu Anadolu'dan
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plazmitte kodlanan c¢esitli (qnrA, gnrB, gnrS, aaa(b)-1b-cr) kinolon direng genleri
bildirilmistir (106).

2.4.3.4. Etki Spektrumu

Siprofloksasin, tlim florokinolonlar gibi enterik Gram negatif ¢omaklar (cogul
direng gosteren Enterobacteriaceae ailesindeki cinslere) da dahil aerobik Gram
negatif gomaklara oldukea diisiik konsantrasyonlarda (< 1 mg/L) hatta in-vitro olarak
diger kinolonlardan daha diisiik konsatrasyonlarda etkilidir (46). N. gonorrhoeae, N.
meningitidis, M. catarrhalis gibi Gram negatif koklara kars1 ise ¢ok etkili oldugu
gosterilmistir. P. aeruginosa'ya en etkili kinolondur. Hastane enfeksiyonu kokenli iki
Gram negatif patojen S. maltophilia ve Acinetobacter calcoacetius ise degisken
duyarlilik  gostermektedir. Ayrica Mycobacterium, Chlamydia pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae'ya orta diizeyde ve Legionella pneumophila'ya ise olduk¢a
etkilidir. Ofloksasinle birlikte ikinci basamak antitiiberkiiloz ajanlar arasinda kabul
edilmektedir. Gram pozitif bakterilere etkinlik iyi olmamakla birlikte, MSSA ve
Staphylococcus sapprophytiicus gibi koagiilaz negatif (KNS) bazi stafilokoklara
etkilidir., MRSA suslarinin ise florokinolonlara karsi hizla direng kazandiklar
bilinmektedir. Streptokoklar az duyarhdir, enterekok duyarliligi degiskendir, anaerob
etkinligi ise yoktur.

Antibakteriyel etkinlik, aminoglikozitler gibi konsantrasyona bagimlidir.
Ayrica 1-2 saatlik bir post antibiyotik etkileri de s6z konusudur. Diger
antibiyotiklerle kombinasyon genellikle herhangi bir etkilesime yol agmamaktadir.
Rifampisin ile kombinasyonlar1 ise S. aureus' a antogonistik etki gostermektedir (46,
161).

2.4.4. Tobramisin

2.4.4.1. Yap1-Aktivite Tligkisi

[lk aminoglikozit grubu antibiyotik olan streptomisin, 1944 yilinda
Streptomyces griseus’un fermentasyonu ile elde edilmis ve tiiberkiiloz tedavisinde
onemli bir gelismenin baslangicina neden olmustur (28). Gram negatif bakterilerin
etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde aminoglikozitlerin kullanilmasi ise ilk
olarak 1957’de kanamisinin kesfedilmesiyle baslamis, daha sonra bunu etki

spektrumlarina P. aeruginosa’nin da dahil oldugu aminoglikozitler izlemistir.
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Aminoglikozitler santral bir hekzoza glikozit baglariyla bagh genellikle iki
aminosekerden olusmus aminoglikozitik aminosiklitollerdir. Tobramisin (1967),
kimyasal olarak kanamisin B'ye benzemekte, iki hidroksil grubu yerine hidrojen
girmesiyle yapisi olusmaktadir. Tobramisin, P. aeruginosa lizerine gentamisinden
daha aktiftir. Ancak Enterekoklar lizerine fazla aktivitesi yoktur. Tobramisinin

oftalmik preparatlar1 da vardir (19, 28, 46) (Sekil 2.7).
HO

H2N’r.. _‘\\OH

Sekil 2-7: Tobramisinin kimyasal yapisi
2.4.4.2. Etki Mekanizmasi

Aminoglikozitler mikoorganizmalarin protein sentezini geri doniisiimsiiz bir
sekilde inhibe ederek bakterisit bir etki olustururlar. Bakteri hiicresinin periplazmik
araliginda porlu kanallara kadar girerler. Sitoplazmik membrana penatrasyonlari
aktiftir ve enerji ile oksijen varligi gerektirir. Aminoglikozitlerin ilk hedefi
ribozomlarm 30S alt tnitesidir. Streptomisin hari¢ diger aminoglikozitler 30S alt
tinitesi lizerinde birgok bolgeye ve ayni zamanda ribozomun 50S alt iinitesine de
baglanirlar. Ribozomun deformasyonu protein sentezinin baslangi¢ fazini bozar.
Aminoglikozitler ayni zamanda mRNA'nin yanlis okunmasina neden olarak
aminoasitlerin degisimine yol acarlar (46, 65). Aminoglikozitler ribozomdaki
hedeflerine ulagmak icin bakterilerin 6nce dis membranlarini sonra da sitoplazmik
membranlarin1 agsmak zorundadirlar. Bu gegis genellikle oldukca hizli bir sekilde
olmaktadir. Dig membrana baglandiktan sonra, aminoglikozitler Gram pozitif
bakterilerin dis membranlarinin peptidoglikan araliklarina ya da Gram negatif
bakterilerin dis membranlarindaki porlarina sizarak pasif transportla gecis yaparlar.
Ribozomlara aktif transportla bir enerjiye dayali olarak taginabilmek i¢in sitoplazmik
membrana baglanirlar. Enerji bagimli olan bu faza EDP (energy dependent phase 1)

adi verilir. Ribozomlarin baglanma alanlar1 aminoglikozit molekiilleriyle
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doydugunda antibiyotigin serbestlenmesi hizlanir. Bu ikinci faz tam olarak
aydinlatilmis degildir, fakat bir enerjiye (EDP;) bagli olarak meydana geldigi ve
antibiyotigin bakterisit etkisinin ortaya ¢ikmasmi sagladig belirtilmektedir.
Sitoplazmik membranda K* iyonlarmin, niikleotitlerin ve olasilikla proteinlerin

serbestlenmesi esliginde degisiklikler olustugu gosterilmistir (19, 28, 46, 65).

2.4.4.3. Diren¢ Mekanizmasi

Aminoglikozitlere karsi gelisen diren¢ 3 mekanizma ile olusabilmektedir.
Bunlar, bakteri ribozomundaki hedef bolgelerin degisimi, antibiyotigin hiicre icine
permeabilitisindeki azalma ve enzimatik direngtir (46, 65).

Aminoglikozitlerin ribozomlarda baglandiklart bolge olan 30S alt birimi 21
protein ve tek bir 16S RNA molekiiliinden olusmaktadir. Bir ribozomal proteinde
olusan tek bir aminoasit degisikligi, o ribozomun antibiyotige diisiikk afinite
gostermesine yol agmaktadir. Bu tip direncin en iyi 6rnegi, streptomisine karsi olusan
direncte gozlenmektedir. Bu sekilde streptomisine direng gelistirmis suslarda diger
aminoglikozitlere kars1 ¢apraz direng goriilmemektedir (65).

Aminoglikozitlerin hiicre membranindan transportu, oksijene bagimli, enerji
gerektiren bir olaydir. Anaerobik organizmalar ve anaerobik kosullarda treyen
fakiiltatif organizmalar bu nedenle aminoglikozitlere dogal bir direng
gostermektedirler. Bu tip direncte diren¢ diizeyinin yiiksek olmamasina karsin tiim
aminoglikozitlere diren¢ olugmaktadir. Klinikte permeabiliteye bagli direncin en sik
gozlendigi bakteriler P. aeruginosa suslaridir. Enterokoklarda aminoglikozitlere
kars1 gozlenen direngte bu tiptir. Permeabiliteye bagl diger tiirde bir direng¢ te EDP-
I'in engellendigi suslarda gozlenmektedir. Bu suslara Klinikte de rastlanmaktadir (24,
46, 65).

Aminoglikozitlere direngli klinik izolatlarda en sik gozlenen mekanizma,
plazmit kontroliinde sentezlenen enzimler ile bu antibiyotiklerin inaktive edilmesidir.
Bu enzimler hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde bulunmaktadirlar
ve 3 gruba ayrilmaktadirlar. Bunlar, aminoglikozit molekiiliindeki hidroksil grubunu
fosforile eden fosfotransferazlar (APH), hidroksil grubunu adenile eden
adeniltransferazlar (ya da niikleotidil transferazlar ANT) ve amino grubunu asetile

eden asetiltransferazlardir.
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Aminoglikozitleri inaktive eden enzimlerden bazilar1 sadece yapisal olarak
iliskili bilesikleri etkilemektedir. Ornegin, Gram pozitif bakterilerde bulunan
APH(2") enzimi 4,6-deoksistreptaminleri inaktive etmektedir. Buna karsin bazi
enzimler birbiriyle iliskili olmayan bilesiklere etki gosterebilmektedir. Ornegin,
Gram pozitif bakterilerin APH (3") (5")-1l enzimi hem 4,5 hem de 4,6
deoksistreptaminleri inaktive etmektedir. Enzimlerin substrat profillerinin benzer
oldugu durumlarda ayni bilesik farkli enzimler tarafindan inaktive edilebilmektedir.
Ayrica bir bakteride aminoglikozitleri modifiye eden birden fazla enzim
sentezlenmesi, bazi enzimlerin substratlari olmayan antibiyotikler kullanildiginda
bile seleksiyona ugrayacagimi gostermektedir. Bu enzimler bakterilerde konstitiitif
olarak sentezlenmekte ve konakc¢iya bagli bir diren¢ fenotipi gdstermektedir.
Ornegin, AAC(6') enzimi Pseudomonas'ta genis bir direng spektrumu gosterirken, E.
colide sadece kanamisine diren¢ olusturmaktadir. Ayrica bu enzimlerin
dagilimlarinda da bir 6zgiillik s6z konusudur. Omegin, ANT(2") Klebsiella
tiirlerinde daha yaygindir. Aminoglikozitleri inaktive eden enzimler transpozonlarca
da tasmnabilmektedir. Aminoglikozit antibiyotiklere direncin sikligi bu ilaglarin
kullanimina bagl olarak degismektedir. ANT(2"), tobramisine kars1 olusan direngten
sorumlu enzimdir. Tobramisine kars1 gelisen direng kullanis sikligina ve uzunluguna
bagl olarak artmaktadir (24, 26, 46, 65, 148).

2.4.4.4. Etki Spektrumu

Aminoglikozitler doza bagimli etki gosterirler. Antibiyotigin konsantrasyonu
MIK degerinin altina diigse de in-vivo ve in-vitro antibakteriyel etki devam
etmektedir (post antibiyotik etki). Aminoglikozitler, anaeroblara, Streptokoklara ve
Listeria monocytogenes'e karsi etkili degillerdir. Ancak 6zellikle aerob Gram negatif
mikroorganizmalara kars1 giiclii bakterisit etkiye sahiptirler. Atipik mikobakteriler
ise bu grup antibiyotiklere direnglidirler. Tobramisin, P. aeruginosa'ya karsi en etkili
olan aminoglikozit grubu antibiyotiktir. Bu grup antibiyotikler beta laktam grubu
antibiyotiklerle kombine edildiklerinde Streptokoklara, Enterokoklara ve Metisiline

direncli Stafilokoklara kars1 sinerjist etki saglandigi goriilmiistiir (28, 46, 143).
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2.4.5. Doripenem

2.4.5.1. Yapi-Aktivite Tligkisi

Diger beta laktam grubu antibiyotiklerden farkli olarak karbapenemler beta
laktam halkasinin yaninda doymamis bes tiyeli bir halka ve bu halkada kiikiirt veya
oksijen atomunun yerine bir karbon atomu igerirler. Karbapenemler iizerine ilk
yapilan g¢aligsmalarda, C-1 pozisyonundaki bu karbon atomunun beta laktamazlara
kars1 karbapenemlerin stabiliteleri ve etki spektrumlarinda 6énemli bir rol oynadigi
goriilmiistiir (124). Imipenem ve meropenemin 1980°li yillardan bu yana ciddi
enfeksiyonlarda glivenle kullanimini takiben 2001 yilinda ertapenem ve daha sonra
doripenemin dahil olmasi ile karbapenem grubu genisleme gdstermistir. Karbapenem
grubunun 2007 yilinda FDA (Food and Drug Administration) onayi1 alan en son iiyesi
doripenem monohidrattir (46, 127, 160). Doripenem (S-4661) bir 1-beta-metil grubu
iceren sentetik bir analogtur (Sekil 2.8). Doripenem, diger karbapenemler gibi
konsantrasyona degil, zamana bagimli bakterisidal etki gostermektedir.

Karbapenemler hem plazmit kokenli hem de kromozom kokenli beta-
laktamazlara dayanikhidirlar. Ancak son donemlerde karbapenemleri pargalayan
metallo-beta-laktamaz ve serin karbapenemazlarin ortaya ¢ikisi  endise

uyandirmaktadir (46, 124).
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Sekil 2-8: Doripenemin kimyasal yapisi
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2.4.5.2. Etki Mekanizmasi

Beta laktam grubu antibiyotiklerin etkinligi bakteri hiicresinde kendilerine
afiniteleri olan penisilin baglayan proteinlerin (PBP) hiicredeki fonksiyonuna,
sayisina ve bulundugu bakterinin tiiriine gore degismektedir. Her bakteri farkli sayida
PBP tasimaktadir (46). PBP'lerden la, 1b, 2 ve 3 bakteri hiicresinin yasamasi igin
onemli fonksiyonlar1 istlenen biiyiik molekiil agirlikli molekiillerdir ve beta laktam
antibiyotikler i¢in 6ldiiriicii hedef olustururlar. Bunlardan PBP 1a, 1b, ve 2 bakteri
hiicresinin erimesine neden olurken, PBP 3 ise beta laktam antibiyotiklerle bloke
edildiginde hiicre boliinemediginden filaman seklini alir. Diisiik molekiil agirligina
sahip olan PBP'lerden PBP 4, 5 ve 6 ise karboksipeptidaz aktivitesine sahip olup
biiylik molekiil agirlikli PBP'ler kadar 6nemli degillerdir. PBP 4 ayrica hiicre icinde
endopeptidaz aktivitesine sahiptir. Doripenem, biitiin beta laktam antibiyotikler gibi
PBP'lere baglanarak bakterinin hiicre duvari sentezini inhibe eder. Doripenemin
oncelikle baglandig1 PBP'ler bakteriye gore degismekle birlikte, PBP 1a, 1b, 2 ve 3
oncelikli olarak baglandigi bolgelerdir. P. aeruginosa'da PBP 2,3 ve 4'e, E. coli'de
PBP 2 ve 4'e baglanirken S. aureus'ta ise PBP 1'e baglanir. Sonucta hiicre

morfolojisini degistirerek 6liimiine neden olur (46, 96, 160).

2.4.5.3. Diren¢ Mekanizmasi

Doripenem, AmpC ve GSBL’yi de igeren bir¢ok genisletilmis spektrumlu
kromozomal ve plazmid aracili beta laktamaz tarafindan hidrolize kars: stabildir. Ote
yandan diger karabapenemler gibi karabapenemazlara (smif A, B (metallo beta
laktamaz) ve D beta laktamazlar) kars1 duyarlidir. Stmif A (SME, IMI, NMC, GES,
KPC) ve D karbapenemazlar (OXA) serin bazli hidrolitik mekanizma ile
aktivitelerini gosterirken, simif B karbapenemazlar (IMP, VIM, SPM, GIM ve SIM)
ise aktivite gostermek i¢in ¢inko kullanirlar (13, 127, 160).

Tiim karbapenemlerin PBP 2a ve 5’e baglanma afiniteleri diisiiktiir. PBP 2a,
MRSA ve PBP 5 ise E. faecium i¢in hedef baglanma proteini olup, bu durum MRSA
ve E. faecium’un gerek doripenem gerekse de diger karbapenemlere direncini agiklar
(96, 160). Doripeneme Kars1 direng gelisimi i¢in birkag mekanizmaya ihtiyag¢ vardir.
Bu mekanizmalardan ilki OprD dis zar porin proteinlerinin yapiminin azalmasi veya
kaybolmasidir. Bu durumda doripenemin MIK degerlerinde artis izlenir. Ikinci

mekanizma, ilacin hiicre disina atilmasini saglayan efluks pompasi ekspresyonudur.
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Bu mekanizma doripenem ve meropeneme direng gelisiminde etkili iken, imipenem
bu mekanizmadan etkilenmez. Ugiincii yol ise bazi PBP’lerin degisime ugrayarak
direng gelisimine neden olmasidir (18, 127).

Doripeneme direng gelismesi igin birden fazla basamaga ihtiyag duyulmasi
nedeniyle direng gelisimi azdir. Ornegin doripenem ve meropenem P. aeruginosa’ya
kars1 imipenemden daha etkindir. Ciinkii direng gelisimi i¢in hem OprD dis zar porin
proteininde degisiklik olmasi, hem de efluks pompasi varlig1 seklinde 2 basamak
varlig1 gereklidir (96, 160).

2.4.5.4. Etki Spektrumu

Doripenemin Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi in-vitro
antimikrobik etkinlik spektrumu imipenem ve meropeneminkine benzer. Gram
pozitif bakterilerden metisiline duyarli S. aureus ve metisiline duyarli koagulaz-
negatif stafilokoklarin gesitli suglarina kars1 en etkin karbapenemdir. Doripenem, E.
faecalis suslarma ve E. faecium disi enterokok suslarina karst meropenem ve
ertapenemden iki kat daha etkin, imipenemden ise iki kat daha az etkindir. Ote
yandan vankomisine direngli E. faecium suslarinin tiimii doripeneme direnglidir.
Penisiline duyarli, orta duyarli ve direngli S. pneumoniae’ye, penisiline duyarli ve
direngli viridans streptokoklara ve cesitli beta-hemolitik streptokoklara kars1 in-vitro
etkinlik gostermektedir (12, 18, 81, 142). Karbapenem smift antibiyotikler,
karbapenemleri hidrolize eden enzimler disinda, genel olarak beta-laktamazlarca
parcalanmaya dayaniklidir. Doripenem, dereprese AmpC beta-laktamazlar ve
GSBL'lerce parcalanmaya kars1 yiiksek bir dayaniklilik gosterir.

Gerek dereprese AmpC ve GSBL olusturan, gerekse vahsi tipteki (GSBL
olusturmayan) Enterobacteriaceae suslarina karsi etkinligi, meropeneminkine
benzer. Doripenem, GSBL olusturan bakterilere karsi imipenemden 2-4 diliisyon
daha ustiindiir (142). Doripenem, H. influenzae ve Moraxella catarrhalis (beta-
laktamaz olusturan suslar dahil) gibi yaygin solunum yolu patojenlerine karsi da
etkinlik gosterir (18, 142). Doripenemin edinsel direng¢ mekanizmalar1 géstermeyen
(vahsi tipteki) P. aeruginosa suslarina karsi etkinligi, meropeneminkine benzer;
imipeneminkinden ise 2 dilusyon kadar {istiindiir. Ayrica imipenem ya da

meropeneme direngli Kimi P. aeruginosa suslari1 doripeneme duyarli olabilir.
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Laboratuar agisindan bakilacak olursa, imipenem ya da meropeneme orta
duyarli ya da direngli bulunan bakterilerin doripeneme duyarlilifinin ayrica test
edilmesi gerekir (14, 142). Doripenemin B. cepacia suslarina karsi etkinligi
degiskendir ve meropeneminkinden daha diisiik, imipeneminkine ise benzerdir. S.
maltophilia, doripenem dahil tiim karbapenemlere belirgin direng gostermektedir
(18, 142). Doripenem, Bacteroides tiirleri, Prevotella tiirleri, Clostridium tiirleri,
Fusobacterium tiirleri ve anaerob Gram pozitif koklar gibi klinik olarak onemli
anaeroblara kars1 iyi bir etkinlik gosterir (14).

MRSA, metisiline direngli koagiilaz negatif stafilokoklar (MRKNS), E.
faecium, S. maltophilia, Chryseobacterium indologenes, Elizabethkingia
meningoseptica (Chryseobacterium meningosepticum), Mycobacterium spp. ve

Sutterella wadsworthensis doripeneme direngli olan bakterilerdir (13, 18, 160).
2.4.6. Klaritromisin

2.4.6.1.Yap1-Aktivite Tliskisi

Filipinler’de topraktan izole edilen bir Saccharopolyspora erythraea (orijinal
ad1 Streptomyces erythreus) susundan 1952 yilinda elde edilen eritromisin,
makrolidlerin ilk liyesidir. On dort iiyeli makrosiklik lakton halkasi icermektedir. Bu
yapiya bir amino seker olan dezozamin ve bir notral seker olan L-kladinoz adli iki
seker molekiilii yar1 yariya baghdir (16). Adlarini makrosiklik lakton halkasindan
alan makrolid antibiyotikler, halka sayisina gore siniflandirilmaktadirlar (8, 16).
Eritromisinden baska on dort iiyeli diger makrolidler, roksitromisin, klaritromisin,
diritromisin, fluritromisin, on bes iiyeli azitromisin, on alti {liyelilerden spiramisin,
josamisin, midekamisin, rokitamisin, miokamisin sayilabilir. Klaritromisin, on doért
tiyeli halka yapisina sahip bir makroliddir. Eritromisinin lakton halkasinin C6
hidroksi grubu bir metoksi grubu igerecek sekilde degistirilmistir (Sekil 2.9). Bu
degisiklik ile mide asidine dayamklilhik ve oral biyoyararlanim arttirilmas,
gastrointestinal intolerans azaltilmistir. Klaritromisinin film kaph tabletleri, yavas
salmimli tablet, intravenéz uygulama icin flakon ve graniil seklinde oral

stispansiyonlar1 bulunmaktadir (185).
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Sekil 2-9: Klaritromisinin kimyasal yapisi
2.4.6.2. Etki Mekanizmasi

Tiim makrolidler bakterilerde RNA bagimli protein sentezini geri donlisiimlii
olarak inhibe ederek bakteriyostatik etki ederler. Bu etkinliklerini 70S ribozomun
50S alt iinitine baglanarak ayni yere t-RNA molokiiliiniin baglanmasin1 ve peptit
zincirinin uzamasin1  Onleyerek saglarlar. Makrolidler yiiksek intraselliiler
konsantrasyona erisip intraselliiler patojenlerin tedavisinde yararli sonuglar

vermektedir (8, 16, 112).

2.4.6.3. Diren¢ Mekanizmasi

Makrolidlere karst hiicre i¢ine giriste azalma veya ilacin disar1 atilmasinda
artma, hedef bolgede degisiklik ve antibiyotik inaktivasyonu ile direng
gelisebilmektedir. Enterobacteriaceae’de antibiyotigin hiicre duvarindan gegisi
yetersizdir. Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp. eritromisine karsi intrinsik
direng gosterirler. Bunlarin disinda makrolid grubu antibiyotiklere karst direng
gelisiminde degisik mekanizmalarin rolii vardir. Bakteri hiicre duvar permeabitesi
azalmasi, efluks pompa sistemi, 50S ribozom alt {initindeki mutasyon ve/veya 50S
ribozomal alt {nitindeki 23S ribozomal RNA’nin adenin metilasyonu ile tiim
makrolidlere direng gelisebilmektedir.  Mikroorganizmalarin makrolidlerle (M)
birlikte, linkozamidlere (L) ve streptograminlere (SB) de direncli hale gelmesinden
dolay1 bu direng bicimi, MLSB direnci olarak adlandirilir. Ornegin, S. epidermidis ve
S. aureus’da plazmit aracili msrA geni ile kodlanan eritromisin direnci, antbiyotigin
disar1 pompalanmasi ile gelismektedir (MLSB fenotipi). Diger bir efluks sistemi ise,

eritromisin ve diger 14 ile 15 iyeli makrolidler igin tanimlanmistir. Eritromisin
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direngli S. pyogenes, S. pneumoniae, grup C streptokok ve enterokoklarda
tanimlanan bu direng (M fenotipi), mefA geni tarafindan kodlanmaktadir (8, 16, 46).
Bakterinin 50S ribozomal alt iinitesinin 23S rRNA’sinda adeninin
dimetilasyonu ile olusan degisim ile eritromisin ve bir¢ok makrolid, linkozamidler ve
streptogramin B’ye kars1 direng gelismektedir (MLSB fenotipi). Bu direng, plazmid
tizerindeki erm genleri veya kromozomlar iizerindeki transpozonlar ile iligkilidir.
Eritromisin ve diger bazi 14, 15 ve 16 {yeli makrolid antibiyotiklerin

fosfodiesterazlarla enzimatik inhibisyonu da tanimlanmistir (16, 46).

2.4.6.4. Etki Spektrumu

Enterobacteriaceae grubu ile P. aeruginosa’ya etkili olmayan makrolid grubu
antibiyotikler bircok Gram pozitif mikroorganizmaya ve baz1 Gram negatiflere etkili
olmaktadirlar.  Makrolidlerin  etkili  olduklar1  mikroorganizmalar  gdzden
gecirildiginde penisiline duyarli S. pneumoniae, Streptococcus viridans, S. pyogenes,
H. influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Listeria
monocytogenes, M. catarrhalis, Bordetella pertussis, Legionella pneumophila,
Chlamydia pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Campylobacter jejuni, Mycoplasma
pneumoniae, Ureaplasma urealyticum, H. pylori, Borrelia burgdorferi,
Mycobacterium avium ve bazi1 Rickettsia suslari dikkat ¢ekmektedir. Gram pozitif
bakterilere eritromisinin etkinliginin en az iki kati oraninda klaritromisin ve
azitromisin etkinligi s6z konusudur. Klaritromisin ek olarak Mycobacterium
chelonae, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium leprae, Toxoplasma gondii ve
Babesia microti iizerine etkilidir (8, 46).

Klaritromisin ayrica biyofilm yapisini parcalayici 6zelligi vardir. Ozellikle P.
aeruginosa biyofilmlerine kars1i etkinligi ortaya koyulmasina ragmen diger
bakterilerle ilgili bu alanda yapilmis ¢ok fazla ¢alisma giiniimiizde mevcut degildir
(78).

2.4.7. Proton Pompasi Inhibitérii; Esomeprazol

1980’lerin baslarinda, paryetal hiicreden H" iyon sekresyonu i¢in H/K-ATPaz
(proton pompasi) gerekliligi gosterilmis ve proton pompasina etkili ilaglar
gelistirilmeye calisilmistir. 1988 yilinda ilk proton pompa inhibitdrii (PPI) olan

omeprazol, klinikte kullanilmaya baslanmistir. Bunu takiben diger PPi’ler olan
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lansoprazol (1995), pantoprazol (1997), rabeprazol (1999) kullanima sunulmustur.
En son omeprazolun bir izomeri olan esomeprazol (2001) gelistirilmistir. Proton
pompasi inhibitorleri, paryetal hiicredeki proton pompasinda bulanan H/KATPaz’1
inhibe ederek mide asidini baskilarlar. fla¢ kisa 6miirlii olmasma karsm, H/K-
ATPaz’1 geri donilisiimsiiz olarak inaktive ettiginden, etkileri uzun siireli olmaktadir.
Bu nedenle giinde tek doz kullanimlari, genellikle yeterli olmaktadir. PPI’ler, peptik
iilser ve komplikasyonlarinda, gastro6zefajial reflii hastaliklarinda, non-steroid
antiinflamatuvar ilaglarin kullanimina bagli gastrointestinal lezyonlarda, Zollinger
Elisson Sendromu’nda, dispepsi ve iki antibiyotik ile beraber Helicobacter pylori
enfeksiyonunda kullamilirlar (7, 83). Yaygin bir kullanim alani olan PPi’ler, yaklasik
20 yildir klinik kullanimda olup giivenilir bir goriintii sergilemektedirler (53).

PPI’ler, benzimidazol tiirevleridir ve 6n ilag &zelligi tasirlar. ilaglarin oral
yolla emilimi iyi olup, bagirsaktan emildikten sonra paryetal hiicrelerin salgilanma
kanalciklarinin asit ortaminda, aktif sekillerine doniisiirler. Aktif sekillerine, paryetal
hiicrede doniisebilmeleri i¢in bagirsakta dagilan kaplamali ila¢ seklinde alinmalari
gerekir. Aksi halde, midenin asit ortaminda aktif sekle doniisiir ve mide mukusu ile
besinler i¢indeki proteinlerin siilfidril grubuna baglanmasi neticesinde paryetal
hiicrelere yeterince ulasamazlar. Paryetal hiicrelerde, aktif siilfenik asit ve
stilfonamid tiirevlerine dontistiikten sonra, disiilfid baglariyla H/K-ATPaz’a kovalent
olarak baglanirlar ve 36 saat {izerinde, asit sekresyonunu inhibe ederler (141).
PPI’leri, proton pompalari aktif oldufu zaman daha etkili olmaktadirlar. Acken
midedeki proton pompalarinin % 5’1 aktitken yemek sonrast % 60-70°i aktif hale
gecmektedir. Bu nedenle PPI’lerin yemekten dnce alinmalari tavsiye edilir (182).

Omeprazol, S-omeprazol (esomeprazol) ve R-omeprazol olmak iizere iKi
enantiomerden olusur (150) (Sekil 2.10).
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Sekil 2-10: a) Omeprazoliin kimyasal yapisi b) Esomeprazoliin kimyasal yapisi
Omeprazol veya esomeprazol, yiiksek doz veya tekrar edilen dozlarda
alindiginda ilk gegis etkisinin ve sistemik eliminasyonunun azalmasi nedeniyle,
maksimum plazma konsantrasyonuna (Cmax) ulasmakta ve konsantrasyon-zaman
egrisinin altinda kalan alan (area under the maximal plasma concentration-time
curve)(AUC), lineer olmayan bir sekilde artis gostermektedir. Esomeprazol, R-
omeprazol ve omeprazol ile karsilastirldiginda, daha diisilk oranda metabolize
olmasi nedeniyle daha yiiksek AUC degerine sahiptir. Benzer olarak gastrotzefajial
refli hastalifi olan bireylerde, esomeprazolin 7. glin maksimum plazma
konsantrasyonu ve AUC degeri, 1. giine kiyasla % 50 den % 80 varan bir artig
gostermektedir (68). Esomeprazolun yaklasik her dozunun % 80’i metabolitlerine

dontistiiriilerek idrarla atilmaktadir (7, 83).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakteri Suslari

Calismamizda Istanbul Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon
Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali'min rutin laboratuvarlarinda
incelenip, SVK'lerden izole edilen dort adet K. pneumoniae susu kullanilmistir. API
20 E (BioMerieux) uygulanarak tanis1 yapilan bu suslar KP-1, KP-2, KP-3 ve KP-4
olarak isimlendirilmistir. Deney kosullarmin standardizasyonu igin antibiyotik
duyarlilik deneylerinde European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing'in (EUCAST) onerileri dogrultusunda E. coli ATCC 25922 standart susu
kullamilmistir  (54). Antimikrobiyal Kkilit modeli deneylerinde ise biyofilm
olusturdugu bilinen K. pneumoniae ATCC 700603 standart susu kullanilmis ve tiim
calisma boyunca KP-5 olarak isimlendirilmistir (75). Deneylerde kullanilan dort adet
K. pneumoniae susunun antibiyotik diren¢ profilleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) yontemi ile Istanbul Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon
Hastaliklart ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali'nda yapilmis ve KP-1, KP-2
suslart OXA-48 pozitif, KP-3 susu VIM pozitif olarak bulunmus, KP-4 susunda ise

diren¢ geni tespit edilmemistir.

3.2. Kullamlan Antibiyotikler 1ile Esomeprazolim Ve Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

Calismada kullanilan antibiyotiklerden tigesiklin Wyeth Ilag A.S. (aktivitesi
986 pg/mg), kolistin siilfat Sanofi Dif Ilag A.S. (aktivitesi 1008 pg/mg),
siprofloksasin Bayer Ilag A.S. (aktivitesi 992 ug/mg), tobramisin Nobel Ila¢ San. ve
Tic. A.S. (aktivitesi 993 pg/mg), doripenem Johnson & Johnson ilag A.S. (aktivitesi
998 ug/mg), Klaritromisin Abbott Lab. ith. ihr. ve Tic. Ltd. Sti (aktivitesi 999 pg/mg)
ve esomeprazol Astra Zeneca Ilag San. ve Tic. A.S. (aktivitesi 1000 pg/mg)

tarafindan temin edilmistir.

Antibiyotiklerin stok c¢ozeltilerini hazirlamak i¢in asagidaki formiilden

yararlanilmugtir.
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Tartilan Coziiciiniin hacmi (ml) x Istenen konsantrasyon (pug/ml)
antibiyotik miktar1 = .
(mg) Antibiyotigin aktivitesi (ug/mg)

Antibiyotiklerin her birinden uygun miktarlarda hassas terazide (Sartorius,
CP224S) tartilmis, yeterli miktarda uygun ¢oziiciide ¢oziindiiriildiikten sonra, steril

seyrelticisi ile stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Tigesiklin,  siprofloksasin, tobramisin, esomeprazol ve kolistinin
¢ozlindiiriilmelerinde ve seyreltilmelerinde steril damitik su, doripenem igin ise
¢oziicii seyreltici olarak % 0.85 serum fizyolojik kullanilmustir. Klaritromisinin
¢oziindiiriilmesinde metanol, seyreltilmesinde ise 0,1 mol/L pH 6.5 fosfat tamponu
kullanilmigtir. Kolistin, siprofloksasin, tobramisine ait stok g¢ozeltiler alt1 ay i¢inde
deneylerde kullanilmak tizere -80°C'de saklanmustir. Doripenem, klaritromisin,
tigesiklin ve esomeprazoliin ise her deney Oncesinde stok c¢ozeltileri taze olarak

hazirlanmistir.
3.3. Besiyerleri Ve Cozeltiler

3.3.1. Triptik Soya Agar

Toz halindeki triptik soya agardan (Difco) 40 g tartilmig, damitik suda
¢oziindiiriiliip, 1000 ml'ye tamamlandiktan sonra tiiplere 5 ml veya 15 ml olacak
sekilde dagitilmig, ardindan otoklavda 120°C'de 15 dakika steril edilmistir.
Sterilizasyonun ardindan S'er ml besiyeri igeren tiipler yatik durumda bekletilerek
sogutulmus ve egik triptik soya agar besiyerleri elde edilmistir. 15 ml triptik soya

agar besiyeri bulunan tiipler ise kullanilacagi zaman Petri kutularina dokiilmustiir.

3.3.2. Triptik Soya Buyyonu

Toz halindeki triptik soya buyyonundan (Difco) 30 g tartilip, damitik suda
¢ozlindiriliip, 1000 ml'ye tamamlandiktan sonra tiiplere 3 ml ve Erlen Meyer
siselerine 200 ml olacak sekilde dagitilmis ve otoklavda 120°C'de 15 dakika steril

edilmistir.
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3.3.3. Mueller Hinton Buyyonu

Toz halindeki Mueller Hinton buyyonundan 21 g tartilip, 1000 ml damitik
suda c¢oziindiiriildiikten sonra, deney tiiplerine 3 ml, Erlen Meyer siselerine 200 ml

olacak sekilde dagitilmis ve otoklavda 120°C'de 15 dakika steril edilmistir.

Deneylerde katyon ilaveli Mueller Hinton buyyonu kullanilacagi zaman Erlen
Meyer siselerinde hazirlanan 200 ml'lik besiyerine iki degerli katyonlar olan
kalsiyum ve magnezyum tuzlarimin damitik sudaki ¢ozeltileri ilave edilmistir. Bu
amacgla MgCl,.6H,O ve CaCl,.2H,0'nun 10 mg'lik ¢ozeltileri hazirlanmis ve
membran filtreden (Sartorius 0.2 pm) gecirilerek steril edilmistir. Hazirlanan bu stok
cozeltiler +4°C'de saklanmistir. Mueller Hinton buyyonuna magnezyum iyonlarini
iceren stok ¢ozeltiden 25 mg/L, kalsiyum iyonlarini igeren stok ¢ozeltiden ise 50
mg/L olacak sekilde ilave edilerek katyon ilaveli Mueller Hinton buyyonu

hazirlanmstir.
3.4. Deneylerde Kullanilan inokulumlarin Hazirlanmasi

3.4.1. Mueller Hinton Buyyonunda 1x10° kob/ml'lik inokulum

Calismada kullanilacak K. pneumoniae suslarinin -80°C'de saklanan
kiltlirlerinden Petri kutusundaki triptik soya agar besiyerine azaltma yontemi ile
ekimleri yapilmig; 37°C'lik etiivde bir gece inkiibe edildikten sonra olusan birbirine
benzeyen 3- 4 koloniden i¢inde 3 ml Mueller Hinton buyyonu bulunan tiiplerde
bakteri silispansiyonlar1 hazirlanmistir. Ekim yapilan bu tiiplerdeki bakteri
slispansiyonlarinin  spektrofotometrede (Hitachi, U-1800) 600 nm'de 0.170
absorbsiyon veren, 1x10® kob/ml'lik siispansiyonlar1 elde edilmistir. Daha sonra
hazirlanan bu bakteri slispansiyonlari mikrodiliisyon deneylerinde kullanilmak tizere
hazirlanis1  3.3.3.'de bildirilen Mueller Hinton buyyonunda 1/100 oraninda
seyreltilerek inokulum olarak kullanilan 1x10° kob/ml'lik bakteri slispansiyonlari

elde edilmistir.

3.4.2. Triptik Soya Buyyonunda 5x10° keb/ml'lik inokulum

Calismada kullanilacak K. pneumoniae suslarmin -80°C'de saklanan
kiiltiirlerinden Petri kutusundaki triptik soya agar besiyerine azaltma yontemi ile

ekimleri yapilmis; 37°C'lik etiivde bir gece inkiibe edildikten sonra olusan birbirine
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benzeyen 3- 4 koloniden i¢inde 3 ml triptik soya buyyonu bulunan tiiplerde bakteri
stispansiyonlar1 hazirlanmistir. Ekim yapilan bu tiiplerdeki bakteri slispansiyonlarinin
spektrofotometrede (Hitachi, U-1800) 600 nm'de 0.170 absorbsiyon veren, 10°
kob/ml'lik siispansiyonlar1 elde edilmistir. Daha sonra hazirlanan bu bakteri
stispansiyonlar1 biyofilm c¢aligmalarinda kullanilmak {izere hazirlanis1 3.3.2.'de
bildirilen triptik soya buyyonunda 1/200 oraninda seyreltilerek inokulum olarak

kullanilan 5x10° kob/ml'lik bakteri stispansiyonlar1 elde edilmistir.

3.4.3. inokulumdaki Bakteri Sayisinin Saptanmasi

Hazirlanan inokulumlardaki bakteri sayisini saptamak amaciyla, 107, 10™
oranlarinda steril fizyolojik tuzlu su ile seyreltmeler yapilmis ve hazirlanan her
sayreltmeden 2 x 100'er pl alnarak, ayr1 Petri kutularindaki triptik soya agar
besiyerlerinin ylizeyine yayilarak tatbik edilmistir. Yiizeyi kuruyan Petri kutulari
37°C'lik etiivde bir gece bekletildikten sonra, ertesi giin olusan koloniler sayilmis,
seyreltme faktorl dikkate alinarak inokulumlarin mililitresinde bulunan bakteri sayist

(kob/ml) saptanmustir.

3.5. Deneylerde Kullanilan Suslarin Biyofilm Olusumu Yoniinden Incelenmesi

Calismamizda kullanilan antibiyotiklerin tek bagslarina ve klaritromisin veya
esomeprazol ile kombinasyon halinde olusturdugu antimikrobiyal etkilerin
biyofilmler tizerine etkisini saptamak amaciyla yapilan deneylere elverisli, istenen
bakteri yogunluguna sahip, diizglin ve tekrarlanabilir biyofilmler elde edilebilmesi
icin deneylerin 6ncesinde suslar biyofilm olusumu yoniinden incelenmistir. Bu
amacla mikroplaklarda en uygun statik biyofilmi olusturan kosullar belirlenmistir.
Bakterinin hazirlanis1 3.4.2.'de bildirilen triptik soya buyyonundaki kiiltiiriinden 24
kuyuluk mikroplaklara 500'er pl dagitilmis, 48 saat 37°C'de inkiibe edildikten sonra
iist s1v1 aliarak kuyular steril fizyolojik tuzlu su ile bir defa yikanmistir. Bu sekilde
elde edilen biyofilmin kiitlesi, kristal viyole deneyi ile belirlenmistir. Bu amacla,
kuyulara 500'er pl metanol ilave edilmis, 15 dakika bekleme siiresinin sonunda
biyofilm tespit edilmistir. Biyofilmler % 0,1'lik kristal viyole ¢ozeltisiyle 5 dakika
boyandiktan sonra, ¢gesme suyuyla boya fazlasi akitilmig, biyofilm olusumu kontrast
faz mikroskobunda (Olympus CKX 41) gozlemlenmistir. Biyofilme difiize olan

boyanin serbest birakilmasi amaciyla mikroplaklara % 95'lik etanol ilave edildikten
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sonra orbital calkalayicida 30 dakika tutulmustur. Biyofilm kiiltelerinin serbest
birakmis oldugu kristal viyolenin verdigi absorbans degerleri etanole kars1 mikroplak
okuyucusunda 595 nm'de (Bio-Rad 3550) olgtilmiistiir. Her sus i¢in deneyler {i¢ kez

tekrar edilmistir.

3.5.1. in-vitro Kateter Modelde Bakteri Biyofilminin Hazirlanmasi

Calismamizda in-vitro kateter modelde biyofilm olusturulmas: amaciyla 7
French 3 limenli SVK’lar (Fornia, Tirkiye) kullanilmistir. Bu amagla, aseptik
sartlarda kateterler 1'er cm olacak sekilde steril nester yardimiyla kesilmis, elde
edilen bu kateter segmentleri, bakterinin hazirlanigi 3.4.2.'de bildirilen triptik soya
buyyonundaki kiiltiirinde cam Petri kutular1 igerisinde 48 saat 37°C'de inkiibe
edilmistir. Daha sonra, bu kateter segmentleri steril pens yardimiyla alinarak steril
tuzlu su ile 10 kez yikanmis ve kateter biyofilmleri deneylerde kullanilmak {izere
hazirlanmistir (135, 136). Her kosul i¢in tiim deneyler boyunca tiger kateter segmenti

kullanilmis ve tiim deneyler ii¢ kez tekrar edilmistir.

3.5.2. Biyofilmdeki Bakteri Sayisinin Saptanmasi

Hazirlanan biyofilmdeki bakteri sayisint saptamak amactyla steril tuzlu su ile
yikanmig kateter segmentlerinden 3'er adet alinarak 1 ml steril tuzlu su iceren 15
ml'lik polipropilen tiipe aktarilmistir. Segmentler iizerindeki biyofilmi par¢alamak
amaciyla 5 dakika siiren sonikasyon (Bandelin Sonopuls HD 2200, 2. devir)
isleminin ardindan 1 dakika siireyle girdap karistiricida (Heidolph Reax Top)
calkalanmistir. Hazirlanan siispansiyon igerisindeki bakteri sayist (kob/ml), uygun

seyreltmeler yapilarak 3.4.3. kisminda bildirildigi sekilde belirlenmistir.

3.6. Diger Malzemeler

Calismamizda, Minimum inhibitdr konsantrasyonlarmin (MIK) deneylerinde
96 kuyulu, polistiren, U tabanli steril mikroplaklar (Greiner); biyofilm kiiltiirleri igin
ise 24 kuyulu, diiz tabanli polistirenden yapilmis steril mikroplaklar (Greiner), cam
malzemeden yapilmig steril Petri kutulari ile 15 ml'lik polipropilen tiipler (Greiner)
kullanilmistir. Besiyerlerinin, antibiyotik ¢ozeltilerinin ve bakteri siispansiyonlarinin
mikroplaklara ve kateter biyofilmlerine tatbik edilmesinde 8 kanalli otomatik pipetor

(Gilson, Pipetman) veya tek kanalli otomatik pipetorler (Gilson, Pipetman) ile
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pipetlere uygun, otoklavda 120°C'de 15 dakika steril edilmis pipetorlere ait
polipropilen uglar kullamlmistir. in vitro kateter modelde antimikrobiyal Kilit

deneyleri sirasinda ise 37°C'lik ¢alkalamali su banyosu kullanilmistir.
3.7. MiK Saptanmasi

3.7.1. Deney Kosullarinin Standardizasyonu

Calismada kullanilan yoOntemlerin uluslararas: standartlara uygunlugunun
saptanmasi amaciyla E. coli ATCC 25922 standart susu kullanilmistir (54). Bu
amagla hazirlanist1 3.3.3. kisminda belirtilen Mueller Hinton buyyonunda,
antibiyotiklerin 3.7.2. kisminda bildirildigi sekilde seri diliisyonlart yapilmis; bunun
sonucunda kolistin, tobramisin, siprofloksasin, klaritromisin ve doripenemin 256-
0.25 pg/ml, tigesiklinin 64-0.03 pg/ml ve esomeprazoliin 5000-2.44 pg/ml arasinda
degisen konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Daha sonra kuyulara E. coli ATCC 25922
susunun 3.4.1. kisminda belirtildigi sekilde hazirlanan siispansiyonu ilave edilmistir.
Mikroplagin iizeri steril bir kapakla kapatilarak, 37°C'lik etiivde 18-24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun sonunda iiremenin goriilmedigi en diisiik

antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edilmistir.

3.7.2. Cahsmada Kullamlan Antibiyotiklere Ait MIK Degerlerinin Saptanmasi

Calismada Istanbul Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon
Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali'nin rutin laboratuvarlarinda
SVK'li hastalardan izole edilen 4 adet K. pneumoniae ile biyofilm olusturdugu
bilinen ve KP-5 olarak isimlendirilen K. pneumoniae ATCC 700603 standart susuna
karst kolistin, tigesiklin, doripenem, tobramisin, siprofloksasin, klaritromisin ve

esomeprazoliin MIK degerleri arastirilmstir.

Mikrodiliisyon yontemiyle antibiyotiklerin MIK degerlerini saptamak igin,
mikroplagin 1 numaralt kolonu disinda kalan her kuyusuna hazirlanist 3.3.3.
kisminda bildirilen Mueller Hinton buyyonundan 50'ser pl dagitilmis, sonra 1 ve 2
numarali kolonlara antibiyotiklerin katyon ilaveli Mueller Hinton buyyonundaki son
konsantrasyonunun iki kat1 konsantrasyondaki ¢ozeltilerinden 50'ser pl ilave edilerek
2-11 numarali kuyular arasinda bir seri dillisyon yapilmigtir. Bundan sonra

mikroplagin A sirasindaki 12 numarali kuyusu disinda kalan tiim kuyularina,
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hazirlanis1 3.4.1.'de bildirilen bakteri siispansiyonundan 50'ser ul konularak, 1-11
numarali kuyularda gereken antibiyotik konsantrasyonuna ulasilmistir. A sirasinin 12
numarali kuyusu besiyerinin sterilite; mikroplaktaki diger 12 numarali kuyular ise
denenen suglarin ireme kontrolii i¢in kullanilmistir. Ekim yapilan mikroplagin {izeri
steril bir kapakla kapatilip, buharlasmayr Onlemek icin bir naylon kilif igine
yerlestirildikten sonra 37°C'de 18-20 saat inkiibe edilmistir. Ertesi giin {iremenin
goriilmedigi en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak kabul edilmistir. Her sus

i¢in deneyler ti¢ kez tekrar edilmistir (54).

3.8. In-vitro Kateter Modelde Antimikrobiyal Kilit Calismalarinin Yapilmasi

Bu amagla, hazirlanisi 3.2. kisminda bildirilen antibiyotiklerin (kolistin,
tigesiklin, doripenem, tobramisin, siprofloksasin) final konsantrasyonu 400 x MiK
olacak sekilde ¢ozeltileri hazirlanmistir (136). Klaritromisin 200 mg/ml (serum
konsantrasyonunun  yaklasik 10 kat1) ve esomeprazol ise 0.25 mM
konsantrasyonlarinda kullanilmislardir (119, 154). istenen konsantrasyonlarda
hazirlanan antibiyotik ¢ozeltileri tek baslarina ve klaritromisin veya esomeprazol ile
kombinasyon halinde olacak sekilde 15 ml'lik polipropilen tiiplere 1'er ml dagitilmus,
hazirlanig1 3.5.1. kisminda bildirilen biyofilmli kateter segmentlerinden 3'er adet
alimarak bu antibiyotikli tiiplere ilave edilmistir. Deney boyunca kontrol olarak
kullanilan kateter segmentleri ise iginde 1 ml triptik soya buyyonu bulunan tiiplere
koyulmustur. Tipler 24 saat boyunca 37°C'de calkalamali su banyosunda
tutulmustur. Her tlipten 0., 2., 4., 6. ve 24. saat araliklarla 3'er kateter segmenti
alinmis, bu segmentler 3 kez 1 ml steril tuzlu su ile yikanmis ve iginde 1 ml steril
tuzlu su bulunan 15 ml'lik polipropilen tiiplere aktarilmistir. Segmentler {izerindeki
biyofilmi parcalamak amaciyla 5 dakika siiren sonikasyon (Bandelin Sonopuls HD
2200 2.devir) isleminin ardindan 1 dakika siireyle girdap karistiricida (Heidolph
Reax Top) calkalanmistir. Hazirlanan siispansiyon icindeki canli bakteri sayisi
(kob/ml) uygun seyreltmeler yapilarak 3.4.3. kisminda bildirildigi sekilde
hesaplanmistir. Her kosul i¢in tiim deneyler boyunca 3'er kateter segmenti

kullanilmis ve tiim deneyler 3 kez tekrar edilmistir (119).
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3.9. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) Verileri
Dogrultusunda Antibiyotiklerin 24 Saatin Sonunda Géostermis Olduklar

Etkilerin Degerlendirilmesi

Calismamizin  3.8. bolimiinde anlatilan in-vitro kateter modelde
antimikrobiyal kilit deneylerinde Kkolistin, tigesiklin, doripenem, tobramisin,
siprofloksasinin tek baslarina ve klaritromisin veya esomeprazol ile olan
kombinasyonlarinin bes K. pneumoniae susu iizerine gostermis olduklar1 etkilerden
elde edilen degerler zaman "X" ekseninde, bakteri sayisinin logaritmik degeri "y"
ekseninde olacak sekilde gosterilerek zaman-6liim egrileri ¢izilmis, sonuglar NCCLS
verilerine gore (105) asagidaki sekilde yorumlanmustir.

a) Sinerjist etki: Antibiyotiklerin 24. saatte kombinasyon halinde olusturdugu
etki sonucu elde edilen bakteri sayisinin, kombinasyonda bulunan antibiyotiklerden
daha aktif olanin tek basina olusturdugu etki sonucu elde edilen bakteri sayisina gore
100 kat ya da daha fazla (> 2 logip) azalmis olmasi sinerjist etki olarak kabul
edilmistir.

b) Additif etki: Antibiyotiklerin 24. saatte kombinasyon halinde olusturdugu
etki sonucu elde edilen bakteri sayisinin, kombinasyonda bulunan antibiyotiklerden
daha aktif olanin tek basina olusturdugu etki sonucu elde edilen bakteri sayisina gore
<10 Kkat (1 logo) azalmis ya da artmis olmasi additif etki olarak kabul edilmistir

c) Antagonist etki: Antibiyotiklerin 24. saatte kombinasyon halinde
olusturdugu etki sonucu elde edilen bakteri sayisinin, kombinasyonda bulunan
antibiyotiklerden daha aktif olanin tek basina olusturdugu etki sonucu elde edilen
bakteri sayisina gore 100 kat ya da daha fazla (> 2 logjo) artmis olmasi antagonist
etki olarak kabul edilmistir.

Bu degerlendirmelere ait grafikler Sekil 3.1°de gdsterilmistir.

Antibiyotiklerin tek baglarma ve klaritromisin veya esomeprazol ile
kombinasyon halinde kombinasyon halinde gostermis olduklari > 3 log;o'luk azalma
ise NCCLS verilerine gore bakterisidal etki olarak yorumlanmistir. Bakterisidal

etkiye ait grafik Sekil 3.2'de gosterilmistir.
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3.10. In-vitro Kateter Model Uzerinde Antimikrobiyal Kilit Cozeltilerinin
Etkinliginin Taramah Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope-

SEM) ile Goriintiilenmesi

Calismamizda kullandigimiz ii¢ antibiyotigin, tobramisin, tigesiklin ve
kolistinin tek baslarina ve klaritromisin veya esomeprazol ile kombinasyon halinde
kateter biyofilmi {izerinde olusturduklar1 fiziki  degisiklikler SEM ile
goriintiilenmistir. SEM, ¢ok kiigik bir alana odaklanan yiiksek enerjili
elektronlarla yiizeyin taranmasi prensibiyle ¢alisan bir goriintiileme yontemidir. Bu
yontemde, elektronlar, numune ylizeyinin 10 nm veya daha diisiik derinliklerinden
gelerek, ozellikle numune yilizeyinin engebeli (topografik) yapisiyla iliskili yiiksek
¢Ozliniirliige sahip bir gorlintiisiinii  olusturmaktadirlar  (108). Bu nedenle
caligmamizda antibiyotiklerin kateter biyofilmi tizerinde olusturduklari degisimlerin
goriintiilenmesinde SEM tercih edilmistir. Goriintii cekimleri Istanbul Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi'nde hizmet alimi ile yapilmistir. SEM ¢ekimleri hizmet alimi
seklinde yapildigindan Kateter biyofilmleri {izerine benzer etkili bulunan
antibiyotiklerden birinin tercih edilmesi esas alinmis, bu nedenle doripenem ve

siprofloksasine ait sonuclarin fotograf ¢ekimi yapilmamaistir.

Goriintiileme ¢aligsmalarinda, 3.8. bolimiinde anlatildigi sekilde Kkateter
segmentleri aliiminyum altlik tizerine ¢ift tarafli karbon bant ile yapistirilmis,
hazirlanan 6rnekler kaplama cihazinda 90 saniye boyunca altin ile kaplanmistir. Altin

ile kaplanan 6rnekler SEM cihazina yerlestirilerek goriintii cekimi yapilmigtir.

3.11. istatistiksel Analiz

Calismamizda kolistin, tigesiklin, doripenem, tobramisin, siprofloksasinin tek
baslarina ve klaritromisin veya esomeprazol ile kombinasyon halinde bes adet K.
pneumoniae susuna karsi etkinliklerini gosteren bulgularin istatistiksel analizi ve elde
edilen sonuglarin kontrolle karsilastirilmasi igin tek yonlii varyans analiz testi olan

ANOVA ile birlikte Bonferroni'nin ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Enerji
https://tr.wikipedia.org/wiki/Elektron
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4. BULGULAR
4.1. MiK Saptanmasmna Ait Bulgular

4.1.1. Standart Susa Ait Bulgular

Deney kosullarinin standardizasyonu igin E. coli ATCC 25922 susuna karsi
mikrodiliisyon y&ntemiyle denenen antibiyotiklerin MIK degerlerinin EUCAST
tarafindan Onerilen sinirlar igerisinde olmasi esas alinmistir (54). Calisma siiresince
yapilan deneylerde antibiyotiklerin ve esomeprazoliin standart susa karsi saptanan

MIK degerleri Tablo 4.1'de gosterilmistir.

Tablo 4-1: Antibiyotikler ile esomeprazoliin E. coli ATCC 25922 susuna kars: saptanan
MIK degerleri (ng/ml)

Antibiyotikler

ve MiK
Esomeprazol
Siprofloksasin 0.008
Tobramisin 0.5
Doripenem 0.03
Tigesiklin 0.125
Kolistin 0.5
Klaritromisin 256

Esomeprazol > 512




52

4.1.2. Klinik Orneklerden izole Edilmis Ve Standart K. pneumoniae Suslarina
Ait Bulgular

Calismada kullanilan SVK'lerden izole edilen KP-1, KP-2, KP-3, KP-4
suslar1 ile standart KP-5 susuna kars1 mikrodiliisyon yontemiyle saptanan MIK
degerleri (ug/ml) siprofloksasin i¢in sirasiyla 128, 8, 2, 0.25, 0.25; tobramisin i¢in
sirasiyla 64, 16, 32, 0.5, 8; doripenem igin sirastyla 8, 2, 0.25, 0.5, 0.125; tigesiklin
igin sirastyla 4, 0.5, 0.06, 1, 0.5; kolistin i¢in sirasiyla 0.25, 0.125, 0.125, 0.125,
0.125; Kklaritromisin igin sirastyla > 256, 256, > 256, > 256, > 256 ve esomeprazol
i¢in sirastyla > 5000, 5000, 5000, > 5000, > 5000 olarak belirlenmis ve bunlara ait

sonuglar Tablo 4.2'de gdsterilmistir.

EUCAST'in mikrodiliisyon duyarlilik kriterlerine gore siprofloksasin igin
duyarli sinirlar1 < 0.5 pg/ml ve direngli sinir1 > 1 pg/ml; tobramisin i¢in duyarli sinir
<2 pg/ml ve direngli sinir1 > 4 pg/ml; doripenem ve tigesiklin i¢in duyarl sinir1 < 1
pug/ml ve direngli smirt > 2 pg/ml; kolistin i¢in duyarl siirt < 2 pg/ml ve direngli
smirt > 2 pg/ml olarak kabul edilmektedir. Bu veriler dogrultusunda, ¢alismamizda
kullanilan ve OXA-48 direng geni tasidig: tespit edilen KP-1 susunun doripenem,
siprofloksasin, tobramisin ve tigesikline kars1 direngli, OXA-48 direng geni tasidigi
tespit edilen KP-2 susunun ise doripenem, siprofloksasin ve tobramisine karsi
direngli, VIM direng geni tasigidi tespit edilen KP-3 susunun da siprofloksasin ve
tobramisine direngli oldugu tespit edilmistir (54). KP-4 susu c¢alisilan tiim
antibiyotiklere karst duyarli iken KP-5 susu ise tobramisine karsi direngli
bulunmustur. K. pneumoniae'nin tedavi protokoliinde yeri olmayan klaritromisine
kars1 tiim suslarda yiiksek MIK degerleri saptanmistir. Bir PPI olan esomeprazol ile

5000 ve > 5000 pg/ml degerlerinde MiK saptanmistir.
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Tablo 4-2: Antibiyotikler ile esomeprazoliin K. pneumoniae suslarina karsi saptanan
MIK degerleri (ng/ml)

MiK

Bakteri  Direng

Sip Tob Dor Tig Kol Kla Eso
KP-1 OXA-48 128 64 8 4 0.25 > 256 > 5000
KP-2 OXA-48 8 16 2 0.5 0.125 256 5000
KP-3 VIM 2 32 0.25 0.06 0.125 > 256 5000
KP-4 - 0.25 05 05 1 0.125 > 256 > 5000
KP-5 - 0.25 8 0.125 0.5 0.125 > 256 > 5000

Sip: siprofloksasin, Tob: tobramisin, Dor: doripenem, Tig: tigesiklin, Kol: kolistin, Kla: klaritromisin,
Eso: esomeprazol.

4.2. In vitro Kateter Modelde Antimikrobiyal Kilit Calismalarina Ait Bulgular

4.2.1. Standart Susa Ait Bulgular

Calismada kullanilan ve KP-5 olarak isimlendirilen K. pneumoniae ATCC
700603 standart susuna ait biyofilm olusturma yetenegi 3.5. boliimiinde anlatildig gibi
calisilmis ve bu sus biyofilm pozitif olarak tespit edilmistir. Daha sonra bu susun in-
vitro kateter modelde hazirlanmis biyofilmlerine karsi denenen antibiyotiklerin 400 x
MIK konsantrasyonlar1 tek baslarna ve Kklaritromisin veya esomeprazol ile
kombinasyon halinde uygulanmistir. Antibiyotiklerin tek baslarina ve klaritromisin ile
kombinasyon halindeki sonuglar1 Sekil 4.1'de; esomeprazol ile olan kombinasyonlar ise
Sekil 4.2'de gosterilmistir. Buna gore, calisilan tiim antibiyotikler tek baslarina
uygulandiklarinda, in-vitro kateter modelde hazirlanmis biyofilmdeki canli bakteri
sayisin1 24 saat sonunda > 3 logo azaltarak bakterisidal etki gostermislerdir (p < 0.001).
Ayrica KP-5 susuna karsi tobramisin tek basina uygulandigi kilit ¢ozeltisinde ise 24
saatin sonunda biyofilmin tamamen eradike oldugu ve canli bakteri sayisinin tespit

edilemedigi goriilmistiir. Calisilan tiim antibiyotiklerin klaritromisin veya esomeprazol
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ile olan kombinasyonlarmin ise additif etki gosterdikleri tespit edilmistir.

KP-5
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—e— Tigesiklin
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Tobramisin
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Sekil 4-1: Antibiyotiklerin tek baslarina ve Kklaritromisin ile kombinasyon halinde KP-5
susuna karsi elde edilen zaman-6liim egrileri

Kol; kolistin, Tig; tigesiklin, Dor; doripenem, Tob; tobramisin, Sip; siprofloksasin, Kla; klaritromisin.
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Sekil 4-2: Antibiyotiklerin tek baslarina ve esomeprazol ile kombinasyon halinde KP-5
susuna karsi elde edilen zaman-6liim egrileri

Kol; kolistin, Tig; tigesiklin, Dor; doripenem, Tob; tobramisin, Sip; siprofloksasin, Eso; esomeprazol
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4.2.2. Klinik Orneklerden izole Edilmis K. pneumoniae Suslarina Ait Bulgular

Calismada kullanilan klinik kokenli suslarin in-vitro biyofilm olusturma
yetenegi 3.5. bolimiinde anlatildigr gibi ¢alisilmis ve biyofilm pozitif olarak tespit
edilmislerdir. SVK'lerden izole edilmis bu suslara, KP-1, KP-2, KP-3, KP-4, karsi
antibiyotiklerin tek baslarna ve klaritromisin veya esomeprazol ile kombinasyon
halinde olusturduklar1 antibakteriyal etkiler in-vitro kateter modelde hazirlanmig
biyofilmlere kars1 arastiritlmis ve elde edilen bulgular sirasiyla Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6,
4.7,4.8, 4.9, ve 4.10'da gosterilmistir.

Bulgularimiz dogrultusunda, tobramisin ve doripenem tek baslarina
uygulandiginda c¢aligilan tiim suslar i¢in 24 saat sonunda in-vitro kateter modelde
hazirlanmis biyofilmdeki canli bakteri sayisim1 > 3 logso azaltarak bakterisidal etki
gostermiglerdir (p < 0.001). Tobramisin ve doripenemin klaritromisin veya
esomeprazol ile kombinasyonlar1 additif etki gostermistir. Tigesiklinin tek basina
uygulandig kilit ¢ozeltisinde ise 24 saatin sonunda KP-1, KP-2 ve KP-4 suslar1 i¢in
in-vitro kateter modelde hazirlanmis biyofilmdeki canli bakteri sayisin1 > 3 logjo
azaltarak bakterisidal etki gosterdigi (p < 0.001), KP-3 susunda ise < 2 logjo etkili
oldugu tespit edilmistir (p > 0.001). Tigesiklinin klaritromisin veya esomeprazol ile
olan kombinasyonunun tiim suslar {izerinde additif etkili oldugu goriilmistiir.
Kolistinin tek bagina uygulandigi kilit ¢ozeltisinin ise 24 saatin sonunda in-vitro
kateter modelde KP-2 ve KP-3 suslari ile hazirlanmis biyofilmdeki canli bakteri
sayisint > 3 logyo azaltarak bakterisidal etki gosterdigi (p < 0.001), KP-1 ve KP-4
suglarinda ise < 2 logyo etkili oldugu tespit edilmistir (p > 0.001). Kolistinin
Klaritromisin veya esomeprazol ile olan kombinasyonlarinin ise KP-1 ve KP-4 suslari
icin sinerjist, KP-2 ve KP-3 suslari igin ise additif etki gosterdigi tespit edilmistir.
Siprofloksasinin tek basina uygulandig kilit ¢ozeltisinde ise 24 saatin sonunda KP-1
susu hari¢ calisilan tiim suslar i¢in in-vitro kateter modelde hazirlanmis biyofilmdeki
canli bakteri sayisin1 > 3 logyg azaltarak bakterisidal etki gosterdigi (p < 0.001), KP-1
susunda ise > 2 logip etkili oldugu tespit edilmistir (p > 0.001). Siprofloksasinin
Klaritromisin veya esomeprazol ile olan kombinasyonunun ise g¢aligilan tiim suslar

icin additif etki gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4-3: Antibiyotiklerin tek baslarina ve Kklaritromisin ile kombinasyon halinde KP-1
susuna karsi elde edilen zaman-6liim egrileri
Kol; kolistin, Tig; tigesiklin, Dor; doripenem, Tob; tobramisin, Sip; siprofloksasin, Kla; klaritromisin.
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Sekil 4-4: Antibiyotiklerin tek baslarina ve esomeprazol ile kombinasyon halinde KP-1

susuna karsi elde edilen zaman-6liim egrileri

Kol; kolistin, Tig; tigesiklin, Dor; doripenem, Tob; tobramisin, Sip; siprofloksasin, Eso; esomeprazol
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Sekil 4-5: Antibiyotiklerin tek baslarina ve klaritromisin ile kombinasyon halinde KP-2
susuna karsi elde edilen zaman-6liim egrileri

Kol; kolistin, Tig; tigesiklin, Dor; doripenem, Tob; tobramisin, Sip; siprofloksasin, Kla; klaritromisin.
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Sekil 4-6: Antibiyotiklerin tek baslarina ve esomeprazol ile kombinasyon halinde KP-2
susuna karsi elde edilen zaman-6liim egrileri

Kol; kolistin, Tig; tigesiklin, Dor; doripenem, Tob; tobramisin, Sip; siprofloksasin, Eso; esomeprazol
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Sekil 4-7: Antibiyotiklerin tek baslarina ve klaritromisin ile kombinasyon halinde KP-3
susuna karsi elde edilen zaman-6liim egrileri

Kol; kolistin, Tig; tigesiklin, Dor; doripenem, Tob; tobramisin, Sip; siprofloksasin, Kla; klaritromisin.
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Sekil 4-8: Antibiyotiklerin tek baslarina ve esomeprazol ile kombinasyon halinde KP-3
susuna karsi elde edilen zaman-6liim egrileri

Kol; kolistin, Tig; tigesiklin, Dor; doripenem, Tob; tobramisin, Sip; siprofloksasin, Eso; esomeprazol
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Sekil 4-9: Antibiyotiklerin tek baslarina ve klaritromisin ile kombinasyon halinde KP-4
susuna karsi elde edilen zaman-6liim egrileri

Kol; kolistin, Tig; tigesiklin, Dor; doripenem, Tob; tobramisin, Sip; siprofloksasin, Kla; klaritromisin.
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Sekil 4-10: Antibiyotiklerin tek baslarina ve esomeprazol ile kombinasyon halinde KP-
4 susuna karsi elde edilen zaman-6liim egrileri

Kol; kolistin, Tig; tigesiklin, Dor; doripenem, Tob; tobramisin, Sip; siprofloksasin, Eso; esomeprazol
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Calismada kullanilan antibiyotiklerin tek baslarina ve kombinasyon halinde
deneylerimizde kullanilan bes K. pneumoniae biyofilmi {izerinde 24. saatte canli
bakteri sayisinda yaptigi azalmanin ortalamasini gosteren bir grafik Sekil 4.11'de

gosterilmistir.
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Sekil 4-11: Cahsmada kullanilan antibiyotiklerin tek baslarina ve kombinasyon halinde
bes K. pneumoniae biyofilmi iizerine 24 saatlik ortalama etkinlikleri

Kol; kolistin, Tig; tigesiklin, Dor; doripenem, Tob; tobramisin, Sip; siprofloksasin; Kla;

klaritromisin, Eso; esameprazol.
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4.3. In-vitro Kateter Model Uzerinde Antimikrobiyal Kilit Cozeltilerinin

Etkinliginin SEM ile Goriintiilenmesine Ait Bulgular

Calismamizda kolistin, tigesiklin ve tobramisinin tek basina ve klaritromisin
veya esomeprazol ile kombinasyon halinde kateter biyofilmi tizerinde olusturduklari
fiziksel degisimlerin incelenmesi amaciyla SEM kullanilarak elde edilen goriintiiler
Sekil 4.12'de gosterilmistir. Cekimlerde 5, 10 ve 50 pm'lik farkli oSlgekler
kullanilmigtir. Sekil 4.12'de ise denenen antibiyotik ve kombinasyonunun kateter
biyofilmi iizerinde yaptigi degisiklikleri en iyi ifade eden Olgeklerdeki fotograflar

secilmistir.
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Sekil 4-12: Tobramisin, tigesiklin ve Kolistinin tek baslarima ve Klaritromisin veya
esomeprazol ile kombinasyon halindeki kateter biyofilmi iizerine etkilerini gosteren
SEM goriintiileri. a, b, c: kontrol (kullanilan 6l¢ekler sirasiyla; 10, 5, 50 pm); d: tob (10
pm); e: tob-kla (50 pm); f: tob-eso (50 pm); g: tig (10 pm); h: tig-kla (50 pm); 1: tig-eso
(50 pm); j: kol (10 pm); K) kol-kla (50 um)s; 1) kol-eso (50 pm).

tob: tobramisin; kla: klaritromisin; eso: esomeprazol; tig: tigesiklin; kol: kolistin.
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4.4. Tstatistiksel Analize Ait Bulgular

Calismada kullanilan K. pneumoniae suslarina karsi Kkolistin, tigesiklin,
doripenem, tobramisin ve siprofloksasinin tek baslarina ve klaritromisin veya
esomeprazol ile kombinasyon halinde elde edilen verilerin istatistiksel analizi, tek
yonlii varyans analiz testi olan ANOVA ile birlikte Bonferroninin ¢oklu
karsilagtirma testi kullanilarak yapilmistir. p < 0.001 istatiksel olarak anlamli kabul
edildiginde sadece tobramisin ve doripenemin tek baslarina ve klaritromisin veya
esomeprazol ile kombinasyon halinde uygulandigi tiim kosullarda kontrole gore
anlamli sonuglar elde edilmistir. Diger antibiyotik degerlendirmelerinde ise bazi

kosullarda anlaml1 sonuglar (p < 0.001) saptanmustir.
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5. TARTISMA

Firsatg1 bir patojen olan K. pneumoniae yara enfeksiyonu, triner sistem
enfeksiyonu gibi daha basit enfeksiyonlarin yani sira hayati tehdit eden pnémoni,
bakteriyemi, cerrahi operasyon sonrasi gelisen menenjit gibi ciddi enfeksiyonlara da
neden olabilmektedir (9, 131). K. pneumoniae kullanimda olan tiim antibiyotiklere
Ozellikle karbapenemlere hizli bir sekilde diren¢ kazanmasiyla onemli bir hastane
enfeksiyonu etkeni olmay1 stirdiirmektedir. European Centre for Disease Prevention
and Control'iin (ECDC) 2013 verilerine gore K. pneumoniae'de kinolon direng orani
Ingiltere'de % 9, Almanyada % 15, Fransa'da % 29, Italya'da % 54, Yunanistan'da %
68; tigiincii kusak sefalosporinlere kars1 direng orami Ingiltere'de % 14, Almanya'da
% 16, Fransa'da % 28, italya'da % 55 ve Yunanistan'da % 70, karbapenemlere kars1
direng oran1 ise Ingiltere'de % 0.5, Almanya ve Fransa'da % 0.7, Italya'da % 34 ve
Yunanistan'da % 59 olarak tespit edilmistir (2). Prabash ve ark. tarafindan 2010
yilinda Hindistan'da yapilan bir ¢alismaya gore ise K. pneumoniae suslarinin %
63'tinin GSBL pozitif oldugu, bu suslarin ise % 63'iniin kinolonlara, % 71'inin
seftazidime ve % 46'sinin da amikasine direngli oldugu gosterilmistir (133). Sievert
ve ark. tarafindan ABD'de 2009-2010 yillarin1 kapsayan bir ¢aligmada ise hastane
enfeksiyonu etkeni K. pneumoniae suslarinin % 13'inde karbapenem direnci tespit
edilmistir (153). Ulkemizde ise Metan ve ark. tarafindan 2013 yilinda yapilan bir
caligmaya gore K. pneumoniae suslarinin % 25'inde  kinolonlara ve
piperasilin/tazobaktama kars1 direnc tespit edilmistir (101). Dokuz Eyliil Universitesi
Hastanesi'nde 2013 yilinda yapilan bir diger ¢alismada ise kan kiiltiiriinden tiretilen
K. pneumoniae izolatlarmin % 44'inde karbapenemlere direng goriilmiistiir ve bu
izolatlarm % 90'min OXA-48 direng geni tasidig1 saptanmistir (64). K. pneumoniae
suslarinda tiim antibiyotik siniflarina karst direng olusturan K. pneumoniae
karbapenemazi (KPC) tipi enzimlerin varliginin giinden giine artmasi bu etkenle
olusan enfeksiyonlarin tedavisinde yasanan zorluklari arttirmaktadir. Diger yandan
coklu ila¢ direngli Gram negatif bakterilerin tedavisinde kullanilabilecek yeni bir
antibiyotik smifinin ticari olarak yillardir kullanima girememis olmasi bu
mikroorganizmanin etken oldugu enfeksiyonlarin ciddiyetini daha da arttirmaktadir

(9, 131). Calismamizda kullandigimiz ve SVK ucundan izole edilmis ve rastgele
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secilmig dort K. pneumoniae susundan 3’linde siprofloksasin ve tobramisin, 1’inde
doripenem ve tigesiklin direci goriilmiistiir. Denenen dort susunda kolistine duyarli
oldugu saptanmistir. Bu suslarin hastanede yatan hastalardan izole edilmesi ve
ikisinin OXA-48, birinin VIM pozitif sus olmasi tilkemiz direng oranlariyla paralellik
arz etmektedir.

Kateterlerin hasta bakim ve tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmasina
paralel olarak kateter iliskili enfeksiyonlarinin sayisinda da ciddi artislar lilkemizde
ve diinyada rapor edilmektedir. ABD'de her yil 75000 kateter iliskili enfeksiyon
meydana geldigi tahmin edilmekte ve bu tedaviler i¢in 300 milyondan 2.3 milyar
dolara kadar ek harcama gerekmektedir. Ozellikle yogun bakim {initesindeki ve
immunsuprese hastalarda olmak iizere kateter iliskili gelisen bakteriyemilerde
mortalite oram1 % 13-25 arasinda degismektedir (99). Ulkemizde Kkateter
enfeksiyonlart ile ilgili olarak Bayraktar ve ark. yapmis olduklari bir ¢alismada
degerlendirilen 122 kateter ucu kiiltliriiniin 68'inde iireme saptanmis (% 56) ve
kateter kiiltiirlerinden en sik izole edilen etkenler sirasiyla Stafilokok tiirleri (% 56),
Pseudomonas tiirleri (% 10), Acinetobacter tiirleri (% 8) olarak bildirilmistir. Ayni
calismada MRSA % 11, metisilin duyarli KNS % 20 olarak bulunmustur (17). Pigkin
ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada ise kateter iliskili kan dolasimi1 enfeksiyonu olan
37 hastanin 18'inde etken Stafilokok tiirleri, 10'unda Enterobacteriaceae, 4'lnde
nonfermentatif Gram negatif comaklar, 3'tinde Candida tiirleri, birinde Enterokok ve
birinde alfa hemolitik Streptokok izole edilmistir (129). Gazi ve ark. yapmis oldugu
bir diger c¢alismada ise kateter wucu kiiltirlerinde en sik izole edilen
mikroorganizmalar KNS (% 22.8), P. aeruginosa (% 18.3) ve A. baumannii (% 17.3)
olarak tespit edilmistir (61).

Yiiksek diren¢ potansiyelinin yan1 sira hastada solunum cihazi veya damar igi
kateter gibi tibbi cihazlarin kullanimi da 6zellikle hastane iligkili K. pneumoniae
enfeksiyonlarmin goriilme sikligini arttirmaktadir (74). Bu amagla c¢alismamizda
SVK enfeksiyonlarindan izole edilen K. pneumoniae suslarmma karsi Kkolistin,
tigesiklin, doripenem, tobramisin ve siprofloksasinin tek baslarma ve klaritromisin
veya esomeprazol ile kombinasyon halindeki etkileri in-vitro kateter modelde
olusturulan biyofilm iizerinde incelenmistir. Calismamizda secilen antibiyotiklerin
400 x MIK'lik ¢dzeltileri kullanilmig ve Klaritromisin 200 mg/ml, esomeprazol ise

0.25 mM konsantrasyonlarinda deneylere ilave edilmislerdir.
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Klaritromisinin biyofilm yapisini pargalayict 6zelligi bizim ve diger bazi
aragtirmacilarin farkli bakteriler ile yaptigi Onceki ¢alismalarla ortaya konmus
olmasindan dolayr kombinasyon ¢alismalarimizda tercih edilmistir (78, 119, 120,
162). Ayrica Yasuda ve ark. klaritromisinin biyofilm pargalama mekanizmasiyla
ilgili olarak yapmis oldugu bir c¢alismada ise klaritromisinin S. epidermidis
biyofilmlerinde heksoz ve ekzapolisakkarit konsantrasyonlarmi azalttigt ve
boylelikle biyofilm igine ofloksasin veya sefotiaminin diflizyonunu arttirdigr da
gosterilmistir  (183). Kombinasyon ¢alismalarimizda  kullanilmak  tizere
esomeprazoliin segilmesinin nedeni ise, yakin zamanda PPI’lerini antimikrobiyal
etkisinin gosterilmis olmasidir (107, 154, 155). Bu konuda yapilan bir ¢aligmada
Sjostrom ve ark. benzimadazol’in H. pylori'ye karst direkt antimikrobiyal etkiye
sahip oldugunu tespit etmislerdir (155). 2005'te yapilan bir diger in-vitro ¢alismada
ise Nguyen ve ark. benzimidazoliin antibiyofilm etkinligini agiz streptokoklari
tizerinde gostermislerdir (107).

Calismamizda antimikrobiyal Kilit ¢ozeltisi olarak tobramisinin etkinligi
incelendiginde tek basina 400 x MIK’lik ¢dzeltisinin 24 saatlik temas siiresinin
sonunda denenen tiim suslar iizerinde biyofilmdeki canli bakteri sayisinda > 3
logio'luk azalma saglayarak kuvvetli bir bakterisidal etki olusturdugu tespit edilmistir
(Sekil 4.1-4.10). KP-3 susu hari¢ ¢alisilan tiim suslarda ise bu bakterisidal etkinin
biyofilmi tamamiyle yok ettigi ve bu orneklerde 24. saatte canli bakterinin tespit
edilemedigi goriilmistir. Bulgularimiz kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001). Tobramisinin, Kklaritromisin veya
esomeprazol ile kombinasyon halinde kullanimmin tek basma etkinligi ile
karsilastirildiginda ise additif etkili oldugu goriilmistiir. Bulgularimiza benzer
sonuclar bu konuda calisan diger arastirmacilar tarafindan da farkli Gram negatif
bakteriler ile elde edilmistir (30, 168). Chiu ve ark. tarafindan P. aeruginosa'nin
etken oldugu siniizit tizerine yapilan bir in-vivo ¢alismada deney tavsanin st ¢ene
kemigine yerlestirilen kateter boyunca degisik konsantrasyonlarda topikal tobramisin
uygulanmis, 400 x MIK tobramisin ile nazal yikama sonrasi bakterinin tam olarak
yok edildigi rapor edilmistir (30). Tre-Hardy ve ark. tarafindan yapilan bir diger
caligmada ise kistik fibrozlii hastadan izole edilen P. aerugionsa'min olgun
biyofilmine kars1 klaritromisin ve tobramisinin tek baglarina ve kombinasyon halinde

etkisi incelenmis, kombinasyon tedavisinin tobramisinin tek basina olan etkisine
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esdeger bir etki olusturdugu rapor edilmistir (168). Gentamisinin antimikrobiyal kilit
¢ozeltisi olarak kullanildigi bir g¢alismada ise bir giin i¢inde K. pneumoniae
biyofilmini yok etmekte oldukga etkili oldugu rapor edilmistir (44). Ceri ve ark.
(1999) ile Domingue ve ark. (1994) tarafindan yapilan c¢alismalarda ise P.
aeruginosa biyofilmine karsi tobramisin etkili bulunurken, gentamisin ve amikasin
ise etkisiz olarak rapor edilmistir (27, 42). Aminoglikozitlerin hiicre membranindan
diflizyonunun oksijene bagimli, enerji gerektiren bir olay oldugu bilinmesine (24,
104) ragmen Walters ve ark. 2003 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada pozitif
yiikli aminoglikozitlerin negatif yiiklii matriks bileseninden yavas difiizyonla P.
aeruginosa biyofilmine gecebildigini gostermiglerdir (177). Calismamizdan elde
ettigimiz bulgularda ise tobramisinin tek basina in-vitro kateter modeldeki K.
pneumoniae biyofilmlerini ¢ok etkili bigimde yok etmesindeki mekanizmanin da
benzer bi¢imde yiiksek diizey tobramisinin biyofilm matriksi igine difiize
olabilmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle giiglii bakterisidal etkisi
nedeniyle deneylerimizde kullanilan konsantrasyondaki tobramisin AKT olarak
gerekli goriildiigii kateter enfeksiyonlarinin tedavisinde oncelikle segilebilecek bir
antimikrobiyal ajan oldugu gorilmistir. Tobramisinin klaritromisinle ve
esomeprozol ile kombinasyon halinde kullaniminin ise tobramisine karsi direng
gelisiminin 6nlenmesi agisindan yararli olacagi diisiincesindeyiz.

Calismamizda antimikrobiyal kilit ¢ozeltisi olarak doripenemin tek basina ve
klaritromisin veya esomeprazol ile kombinasyon halindeki etkisi incelenmis,
doripenemin tek basina 400 x MIK’lik ¢dzeltisinin 24 saatlik temas siiresinin
sonunda denenen tiim suslar {izerinde biyofilmdeki canli bakteri sayisinda > 3 logio
azalma saglayarak giiclii bir bakterisidal etki olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 4.1-
4.10) . KP-1 susunda ise bu etki 6 saat gibi kisa bir siire sonunda gergeklesmis ve
biyofilmin yok edildigi bu ornekte 24. saate kadar da tekrar iiremenin tespit
edilmedigi gorilmiistiir (Sekil 4.3, 4.4). Bulgularimiz kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001). Bunun yani sira doripenemin
Klaritromisin veya esomeprazol ile kombinasyonlarinda tek basina olan etki ile
karsilastinlldiginda additif etki tespit edilmistir. Elde ettigimiz sonuclar benzer
caligmalarla da paralellik gostermistir. Chen ve ark. 2014 yilinda yapmis olduklari
calismada in-vitro statik akim kosullarindaki ¢oklu ila¢ direngli K. pneumoniae'nin

etken oldugu biyofilmlere karsi degisik konsantrasyonlarda imipenemin etkisini
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incelemis ve imipenemin 6.25 pg/ml ya da daha yiiksek dozlarinin biyofilmdeki canli
hiicre sayisinda > 3 logso azalma meydana getirdigini saptamislardir. Ayn1 kosullarda
25 ug/ml imipenem uygulamasi ise var olan K. pneumoniae biyofilmini 5 saatte
tamamiyle yok etmistir. Bu bulgular SEM goriintiileriyle de desteklenmis ve
mikroskop goriintiileri K. pneumoniae biyofilmlerinin imipenemle muamelesi
sonucunda biyofilmdeki hiicrelerin ¢omak morfolojiden kiiresel yuvarlak bir hale
gectiklerini de gostermistir (29). Beta laktam grubu antibiyotiklerin logaritmik tireme
fazindaki bakterilere hizlica etki ederek oldiirebildigi ancak duragan dénemde olan
ya da yavas ireyen mikroorganizmalara karsi bu etkilerinin azalabildigi
bilinmektedir (120). Bununla birlikte Eng ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada
meropenemin logaritmik fazda olmayan bakterilere kars1 da dnemli bir bakterisidal
aktivite gosterdigi goriilmiistiir (52). Elde ettigimiz bulgular da bu sonuglar uyum
gostermektedir ve biyofilme gomiilii K. pneumoniae hiicrelerinin tiimiiniin bir beta
laktam olan doripenemden bakterisidal olarak etkilendigi saptanmistir. Bu sonug,
gerekli durumlarda doripenemin kateter enfeksiyonlarinda AKT ¢ozeltisi olarak
tercih edilebilecegini ortaya koymaktadir. Doripenemin Kklaritromisinle ve
esomeprozol ile kombinasyon halinde kullaniminin ise doripeneme karsi direng
gelisiminin dnlenmesi agisindan yararli olacagi diistimcesindeyiz.

Siprofloksasinin ~ antimikrobiyal  kilit  ¢Ozeltisi  olarak  denendigi
calismalarimizda ise siprofloksasinin tek bagina 400 x MIK lik ¢ozeltisinin 24 saatlik
temas siiresinin sonunda KP-1 susu hari¢ calisilan tiim suslarda biyofilmdeki canh
bakteri sayisinda > 3 logjo bir azalma saglayarak bakterisidal etki olusturdugu tespit
edilmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.5-4.10). KP-2 susunda ise bu bakterisidal etkinin
biyofilmdeki bakterilerin tamamiyle yok edilmesini sagladigi ve bu drnekte 24. saatte
canli bakteri tespit edilemedigi goriilmiistiir (Sekil 4.5, 4.6). Bu bulgularimiz kontrol
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001). OXA-48
pozitif ve siprofloksasine direncli KP-1 susunda siprofloksasini tek basina igeren kilit
cozeltisi biyofilmdeki canli bakteri sayisinda > 2 logyg bir azalma gostermistir ancak
bu bulgu istatistiksel olarak kontrole karsi anlamli bulunamamistir (p < 0.001) (Sekil
4.3, 4.4). Siprofloksasinin klaritromisin veya esomeprazol ile kombinasyonlarinda
ise additif etkili oldugu tespit edilmistir. Lee ve ark. tarafindan yapilan bir
antimikrobiyal kilit ¢dzeltisi ¢alismasinda siprofloksasine duyarli K. pneumoniae

suslariin etken oldugu in-vitro kateter biyofilm modeli iizerinde siprofloksasinin 1
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mg/ml konsantrasyonun 72 saatlik uygulama siiresi sonunda biyofilmi yok
edebildigi, bu drneklerde canli bakteri sayisinin tespit edilemedigi gézlemlenirken,
siprofloksasine direngli K. pneumoniae suslarinda biyofilmin yok edilmesi i¢in 5
mg/ml konsantrasyona ihtiya¢ duyuldugu goriilmiistiir. Bu durum K. pneumoniae
biyofilmine kars1 antimikrobiyal kilit ¢ozeltisinin etkinliginin antibiyotik direnci ile
ilgili oldugu seklinde yorumlanmistir (88). Ancak bizim g¢alismamizda 24. saat
sonuglari esas alindiginda siprofloksasine hem duyarli KP-4 ve KP-5 hem de direngli
KP-2 ve KP-3 suslari ile bakterisidal etki gozlemlenirken, siprofloksasine ¢ok yliksek
oranda diren¢ gdsteren (MIK 128 pg/ml) KP-1 susunda ise > 2 log;o azalma tespit
edilmistir. Diger bir ¢alismada ise Droste ve ark. in-vitro kateter modelinde 0.8
mg/ml siprofloksasin ile 10000 U/ml heparin kombinasyonunun 24 saatlik ve 7
glinlik P. aeruginosa biyofilmlerinde eradikasyonu sagladigini tespit etmis ancak
ayni kosullarda daha diisik konsantrasyonlarda siprofloksasin (0.2 mg/ml)
uygulanmasinin biyofilmdeki hiicreleri inhibe edemedigi gostermislerdir (48). Ali-
Abdi ve ark. tarafindan 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada kateter pargalar1 {izerinde
olusan P. aeruginosa biyofilmlerinin 4 pg/ml siprofloksasin (16 x MiK) ve 32 pug/ml
ofloksasin (64 x MIK) uygulamasi ile 6 giinde ortadan kalktig1 rapor edilmistir (1).
Hiicrelerde DNA-girazin aktivitesini etkileyerek bakterisidal aktivite gosteren
florokinolon grubu antibiyotiklerin biyofilm i¢ine hizla difiize olabildikleri Vrany ve
ark. 1997 yilinda yapmis olduklari bir ¢alisgma ile gosterilmistir (172).
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglarimiz, florokinolon grubu bir antibiyotik olan
siprofloksasine duyarli ve direngli suslarin neden oldugu Kkateter iliskili
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek bir AKT segenegi olarak diisiiniilmesine
olanak saglamaktadir. Saptanan aditif etki nedeniyle Klaritromisin ve esomeprozol ile
kombinasyon halinde kullaniminin ise AKT igindeki siprofloksasine karsi direng
gelisiminin dnlenmesi agisindan yararli olacagi diisiincesindeyiz.

Tigesiklinin tek basina ve klaritromisin veya esomeprazol ile kombinasyon
halindeki etkinliginin incelendigi calismamizda ise tigesiklinin 400 x MIK’lik
¢Ozeltisinin 24 saatlik temas siiresi sonunda KP-3 susu harig¢ ¢alisilan tiim suslarda
biyofilmdeki canli bakteri sayisinda > 3 logjo bir azalma saglayarak bakterisidal etki
olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 4.1-4.6, 4.9, 4.10). Elde edilen bu sonuglar
kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001).

KP-3 susunda ise tigesiklinin tek basina oldugu kilit ¢ozeltisinin 24 saatin sonunda
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biyofilmdeki canli bakteri sayisinda < 2 logjo bir azalmaya neden oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.7, 4.8). Tigesiklinin klaritromisin veya esomeprazol ile kombinasyonlari tiim
suslar i¢in incelendiginde ise additif etkili oldugu goriilmiistiir. Tigesiklinin biyofilm
olusumuna etkisinin arastirildigi bir ¢calismada Song ve ark. bu antibiyotigin 1/4 X
MIK'lik ¢bzeltisinin A. baumannii biyofilminin olusumunu 48 saatlik temasin
sonunda % 85.5 oraninda inhibe ettigini tespit etmislerdir. Bu etkinin tigesiklinin
ribozomlar {izerinde etkisi sonucu QS mekanizmasinin yeniden diizenlenmesiyle
biyofilmde toksik maddeleri uzaklastirmakta oldukga aktif bir mekanizma olan
efluks pompalarindaki degisimden meydana geldigi diistiniilmiistiir (156). Raad ve
ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada ise in-vitro kateter modelde olgun MRSA
biyofilmine kars1 2 mg/ml tigesiklin igeren antimikrobiyal kilit ¢dzeltisinin 3 giin
boyunca giinde 4 saat uygulanmasiyla biyofilmdeki bakterilerin yok edildigi
gosterilmistir. Ayrica bu calismada tigesiklin, MRSA biyofilmine kars1 linezolid,
rifampin ve vankomisinden daha etkili olarak rapor edilmistir (135). Diger yandan
tetrasiklin grubu antibiyotiklere karsi biyofilm i¢inde yavas iireyen veya liremenin
duragan fazinda bulunan P. aeruginosa suslarinin duyarliligmin 6nemli 6lgiide
degistigi Drenkard ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir (47).
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar yiiksek konsantrasyon tigesiklinin tek basina
K. pneumoniae biyofilmine karsi 24 saatte bakterisidal ve antimikrobiyal etkili
oldugunu ancak higbir sus ile biyofilmi tam olarak yok edemedigini gostermistir. Bu
durumun biyofilm igindeki yavas tireyen hiicrelerden kaynaklandigi diistintilmustiir.
Bakteriyostatik bir antibiyotik olan tigesiklinin tek basina K. pneumoniae
biyofilmlerindeki bakteri varligini tam olark yok edemese de AKT olarak proflaksi
amaciyla kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. ~Saptanan aditif etki nedeniyle
Klaritromisinle ve esomeprozol ile kombinasyon halinde kullaniminin ise AKT
icindeki tigesikline kars1 direng gelisiminin Onlenmesi agisindan yararli olacagi
diisiincesindeyiz.

Calismamizda antimikrobiyal Kilit ¢6zeltisi olarak denenen son antibiyotik
olan kolistinin tek basma ve klaritromisin veya esomeprazol ile kombinasyon
halindeki etkisinin incelenmesi sonucunda, bu antibiyotigin tek basina 400 x MIK ’lik
¢oOzeltisinin 24 saatlik temas siiresinin sonunda KP-2, KP-3 ve KP-5 suslarinda
biyofilmdeki canli bakteri sayisinda > 3 logjo bir azalma saglayarak bakterisidal etki

olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.5-4.8). Bu bulgularimiz kontrol ile
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karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001). KP-1 ve KP-
4 suslarinda ise kolistinin tek basina oldugu kilit ¢ozeltisinin 24 saatin sonunda
biyofilmdeki canli bakteri sayisinda < 2 logjo bir azalmaya neden oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.3, 4.4, 4.9, 4.10). Bu bulgularimiz kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p > 0.001) Ancak Kkolistinin klaritromisin ile
kombinasyon halindeki etkisi incelendiginde KP-1 ve KP-4 suslari iizerinde sinerjist
etkili oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.3, 4.9) . KP-1 ve KP-4 suslar iizerinde kolistinin
esomeprazol ile kombinasyonlar1 ise klaritromisin ile kombinasyonuna benzer
sekilde sinerjist etkili bulunmustur (Sekil 4.4, 4.10). Kolistinin Klaritromisin veya
esomeprazol ile kombinasyonlarinin KP-1 ve KP-4 suslar1 hari¢ calisilan tiim suslar
tizerinde kolistinin tek basina olan etkisi ile karsilastirndiginda additif etki gosterdigi
tespit edilmistir. Bulgularimiza benzer olarak, Hengzhuang ve ark. tarafindan yapilan
bir ¢alismada P. aeruginosa'nin etken oldugu fare akciger enfeksiyonu biyofilm
modelinde kolistinin serum konsantrasyonunun 64 x MIK ¢ézeltisinin (128 mg/ml
doz) hiicre sayisinda 1 log;o azalmaya neden oldugu gosterilmistir (71). Pamp ve ark.
tarafindan 2008 yilinda yapilan bir baska ¢alismada ise P. aeruginosa biyofilminde
diisiik metabolizma hiz1 gosteren alt popiilasyonlarindaki hiicrelerin kolistine duyarl
oldugu ve kolistin uygulamasi ile oldiikleri gosterilirken, biyofilmin yiizeye yakin
kisminda yer alan yiiksek metabolizma hizi gosteren diger alt popiilasyonundaki
hiicrelerin ise kolistin tedavisine dayanikli olduklari gésterilmistir (122). Kolistinin
biyofilmdeki alt popiilasyonlar iizerindeki bu farkli etkinligi Haagensen ve ark.
PAOI1 biyofilmi iizerine yapmis olduklari galismayla da tespit edilmistir (67).
Calismamizda K. pneumoniae biyofilmlerine karsi kolistin uygulamasiyla elde
ettigimiz sonuglarda bakterisidal ve antimikrobiyal etkiler goriilmesine ragmen higbir
sus ile kateter biyofilmine gdmiilii hiicreler 24 saatte yok edilememistir. Bu durumun
biyofilme gomiilii farkli duyarlilik gdsteren popiilasyondaki hiicrelerden
kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. Saptanan sinerjist etki nedeniyle Kklaritromisin
veya esomeprozol ile kombinasyon halinde kullanimi ise AKT igindeki kolistinin
bakterisidal etkisini arttiracagini ortaya koymaktadir.

Diger yandan c¢alismamizda, 200 mg/ml konsantrasyonda c¢alisilan
Klaritromisinin tek basina denenen tiim suslar {izerinde 24 saatlik temas siiresi
sonunda biyofilmdeki canli bakteri sayisinda yaklasik 1 l0ogio'luk bir azalma yaptigi
tespit edilmistir (Sekil 4.1, 4.3, 4.5, 4.7, 4.9). Bulgularimiz kontrol ile



72

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir ~ (p > 0.001).
Biyofilmdeki canli hiicre sayisinda klaritromisinin sagladigi bu azalig, biyofilmin
ekstraselliiler matriksini bozmasi sonucu, hiicrelerin koparak ayrilmasina neden
olmasiyla agiklanmustir (78).

Calismamizda 0.25 mM konsantrasyonunda kullanilan esomeprazoliin tek
basina KP-2 susu hari¢ ¢aligilan tiim suslar {izerinde 24 saatlik temas siiresi sonunda
kontrolle karsilastirildiginda biyofilmdeki canli bakteri sayisinda bir degisiklige yol
acmadigi, KP-2 susunda ise esomeprazoliin tek basina kullanildigi antimikrobiyal
Kilit ¢ozeltisi biyofilmdeki canli bakteri sayisinda yaklasik 1 logio’luk bir azalma
meydana getirdigi tespit edilmistir (Sekil 4.6). Benzer olarak Singh ve ark. tarafindan
ABD'de yapilan bir ¢alismada P. aeruginosa ve S. aureus biyofilmlerine kars1 0.25
mM konsantrasyondaki esomeprazoliin 72 saat sonundaki etkisi incelenmis ve
biyofilmlerdeki canli bakteri sayisinda 1 logjg'luk azalma tespit edilmistir (154). Bu
bulgu calismamizda elde etmis oldugumuz degerle uygunluk gostermektedir.

Calismamizda tobramisin, tigesiklin ve kolistinin tek baglarma ve
klaritromisin veya esomeprazol ile kombinasyon halindeki 24 saatlik etkilerinin SEM
ile goriintiilenmesi yapilmistir. Goriintiileme calismalart Istanbul Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi'nde hizmet alimi1 yoluyla gerceklestirilmistir. Tobramisinin
tek basma ve klaritromisin veya esomeprazol ile kombinasyon halinde oldugu
kosullarda kateterlerdeki biyofilmler {lizerinde kontrol ile kiyaslandiginda par¢alanma
tarz1 bozulmalar (Sekil 4.12 d, e, f); tigesiklinin tek basina ve klaritromisin veya
esomeprazol ile kombinasyon halinde oldugu kosullarda kateterlerdeki biyofilmler
tizerinde kontrol ile kiyaslandiginda erime tarzi bozulmalar (Sekil 4.12 g, h, 1);
kolistinin tek basina ve klaritromisin veya esomeprazol ile kombinasyon halinde
oldugu kosullarda kateterlerdeki biyofilmler iizerinde kontrol ile kiyaslandiginda ise

kristallenme tarzi bozulmalar (Sekil 4.12 j, k, 1) meydana geldigi tespit edilmistir.
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Sonug olarak,

(i)

(i)

(iii)

(iv)

(v)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

tobramisin ve doripenemin kateter {izerinde olusturulmus biyofilmdeki tiim
K. pneumoniae suslarna bakterisidal etkili oldugu, tobramisinin galisilan
dort sus (KP-1, KP-2, KP-4, KP-5), doripenemin ise bir sus (KP-1) i¢in
biyofilmi tamamiyle yok ettigi;

siprofloksasin ve tigesiklinin kateter {izerinde olusturulmus biyofilmdeki dort
K. pneumoniae susuna bakterisidal etkili oldugu, siprofloksasinin bir susta
(KP-1) biyofilmdeki canli hiicre sayisinda > 2 log;o, tigesiklinin ise bir susta
(KP-3) biyofilmdeki canli hiicre sayisinda < 2 log;o azalma yaptigi,
kolistinin kateter tizerinde olusturulmus biyofilmdeki canli bakteri sayisinda
diger antibiyotiklerle kiyaslandiginda daha az etkili oldugu, {i¢ susta (KP-2,
KP-3, KP-5) bakterisidal etki, iki susta (KP-1 ve KP-4) ise biyofilmdeki
canli hiicre sayisinda < 2 log;o azalma yaptigi; hicbir biyofilmde canli bakteri
say1isini tamamen yok edemedigi;

tobramisin, doripenem, tigesiklin ve siprofloksasinin kateter {izerinde
olusturulmus biyofilme gomiilii K. pneumoniae suslarina karsi klaritromisin
ile kombinasyon halinde additif etkili oldugu;

tobramisin, doripenem, tigesiklin ve siprofloksasinin kateter {izerinde
olusturulmus biyofilme gomiilii K. pneumoniae suslarina karsi esomeprazol
ile kombinasyon halinde additif etkili oldugu;

kolistinin kateter iizerinde olusturulmus biyofilme gomiilii KP-1 ve KP-4
suslarina karsi1 klaritromisin ile kombinasyon halinde sinerjist etkili oldugu;
kolistinin kateter lizerinde olusturulmus biyofilme gomiili KP-1 ve KP-4
suslarina karsi esomeprozol ile kombinasyon halinde sinerjist etkili oldugu
gorilmiis;

Calismamizda denenen hi¢bir kombinasyon ile antagonist etki
saptanmamigtir.

Calismamizda tobramisin, tigesiklin ve kolistinin tek baslarina ve
klaritromisin  veya esomeprazol ile kombinasyonlarinin SEM ile
goriintiilenmesi ile de secili antibiyotik ve kombinasyonlarinin biyofilm
iizerinde kontrollerle karsilastirildiginda biyofilmin fiziksel yapisinda

bozulmalara neden olduklar goriilmiistiir.
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Bulgularimizin K. pneumoniae'nin etken oldugu kateter enfeksiyonlarinin
yardimci tedavisi olarak segilecek antimikrobiyal Kilit ¢ozeltilerinin belirlenmesi,
bunlarin kullanim konsantrasyonlari, siireleri ve etkinlikleri konusunda klinisyenlere

yol gosterici olacag diisiincesindeyiz.
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Prof. Dr. A. Yagiz URESIN | L1 it em kO B0 jum [em [u0 | -~
Prof. Dr. Berrin UMMAN Kardiyoloj ot oo varienmy. |0 [xm [e0 [um [em [0 [N\
= 7P NAA
Prof. Dr. Ahmet GUL I Tip Fakultesi em | kO EC |pym |[em D bw
Prof. Dr. Oguzhan GOBAN Néroloji Istanbul Tip Fakiiltesi Em | kDO EC) |ym |Em |H Q- /xu
1.U. Tstanbul Tip Fakiiltesi .
Dr. Sevda OZEL Biyolstatistik bt 0 [km |EO |um |Em | 0O %

* :Arastirma lle lligki
** Toplantida Bulunma

Bu karar arastirma projesinin etik agidan degerlendirme sonucunu bildirmektedir. Klinik ilag arastirmasi projeleri icin, etik kurulu
onayi sonrasinda, Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yonetmeligin 5/a .maddesi geregince, Saglik Bakanhgna da basvurulmas: ve gerekli

iznin almmasi gerekmektedir.

Sayfa 2
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Dilleri Anlama* g Puam
Puam
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(Diger) Puam
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