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OZET

Ataman M. Antimikrobiyal Peptidlerin Cesitli Enfeksiyon Etkenlerine Karsi in
Vitro Antibakteriyel Aktivitelerinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi, Saglhk
Bilimleri Enstitiisii, Farmasétik Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul,
2016.

Gliniimiizde kliniklerde yogun bir sekilde kullanilan antibiyotiklere kars1
bakterilerin yiiksek oranda diren¢ gelistirmesi nedeniyle yasanan sorunlar
aragtirmacilart yeni antimikrobik etkili kaynaklarin arayigina yoneltmistir. Bunlarin
arasinda en fazla 6ne ¢ikan grup, canlilarin ¢evrelerini kusatan mikroorganizmalara
kars1 savunmalarinda etkili olan dogal bagisikligin 6nemli unsurlarindan olan
antimikrobiyal peptidlerdir. Bu maddeler mikroorganizmalardan insanlara kadar her
tirlii canlidan elde edilebilmekte olup gerek tek baslarina, gerekse antibiyotiklerle
kombinasyonlar1 halinde Gram pozitif ve Gram negatif bir¢cok bakteriye, ayrica
mantarlar, zarfli virlisler ve protozoonlar gibi ¢esitli mikroorganizmalara karst etki
gostermektedirler. Calismamizda, AMP’lerden temporin A ve apidaesin 1B’nin
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli suslarina karsi tek baslarina ve sik kullanilan
antibiyotiklerle kombinasyon halindeki etkileri in-vitro kosullarda arastirilmistir. MSSA
suglarina kars1 mikrodiliisyon yontemi ile belirlenen minimum inhibit6ér konsantrasyonu
MiKgo degerleri temporin A, doksisiklin, eritromisin, klindamisin, linezolid ve
vankomisin i¢in sirastyla 8, 125, 0.5, 0.125, 2 ve 0.5 ug/ml olarak; MRSA suslarina
kars1 MIKgo degerleri siras1 ile 8, 4, 16, 0.25, 2 ve 1 pg/ml olarak bulunmustur. E.coli
suslarina karst MiKgo degerleri apidaesin 1B, piperasilin, sefotaksim, meropenem,
gentamisin ve levofloksasin igin sirasiyla 16, >256, 2, 0.016, 1 ve 16 pg/ml olarak;
MDR E.coli suslarina kars1 MiKgo degerleri ise sirasiyla 16, >256, >256, 0.031, 128 ve
32 ug/ml olarak saptanmistir. AMP’lerin minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK)
degerleri ise genellikle MIK degerlerine esit veya iki kati konsantrasyonlarda
bulunmustur. Calismada AMP’lerin antibiyotiklerle kombinasyon halindeki etkileri
mikrodiliisyon “checkerboard” yontemi ile arastirilarak fraksiyonel inhibitor
konsantrasyonu indeksine gore degerlendirilmistir. Buna gore en fazla sinerjist etki
goriilen kombinasyonlar apidaesin 1B-gentamisin %33 en az sinerjist etki goriilen
kombinasyonlar ise apidaesin 1B-meropenem %17 olarak tespit edilmistir.
Kombinasyonlarin higbirinde antagonist etki saptanmamistir. Ayrica AMP’lerin tek
baslarina ve antibiyotiklerle kombinasyon halindeki etkileri de zamana bagli 6ldiirme
yontemiyle belirlenmistir. Elde ettigimiz bulgularin, antimikrobiyal peptidlerin ilag
haline getirilerek klinik kullanima girebilmeleri i¢in yapilan calismalara yardimci
olacag inancindayiz.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobik peptid, Temporin A, apidaesin 1B, checkerboard,
zamana bagl 6ldiirme

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 52354
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ABSTRACT

ATAMAN, M. In Vitro Antibacterial Activities of Antimicrobial Peptides
against Several Infectious Agents. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Pharmaceutical Microbiology, Post graduate thesis, Istanbul, 2016.

Recently, because of the problems about rise in a antibiotic resistance in
bacteria, researchers tend to the search for a new antimicrobial sources. Among these
sources, the most remarkable group is the antimicrobial peptides which are the
important component and major players in the innate immune response. Since these
agents can be obtained from various kind of organism from microorganisms to
humanbeings, whether alone or in combination with antibiotics, they active against
many Gram positive and Gram negative bacterias as well as fungi, enveloped viruses
and various microorganisms like protozoons. In our study, the activities of apidaecin 1B
and temporin A alone and in combination with commonly used antibiotics tested against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli strains. The MICqo values of temporin A,
doksisiklin, eritromisin, klindamisin, linezolid, vankomisin aganist MSSA strains were
8, 125, 0.5, 0.125, 2 and 0.5 ug/ml, respectively. Aganist MRSA strains 8, 4, 16, 0.25, 2
and 1 ug/ml, respectively. The MICgo values of apidaecin, piperacillin, cefotaxime,
meropenem, gentamicin and levofloxacin aganist E.coli strains were 16, >256, 2, 0.016,
1 and 16 pg/ml, respectively. Aganist MDR E.coli strains 16, >256, >256, 0.031, 128
and 32 ug/ml, respectively. The MBCs were equal or twofold greater than those of the
MICs. In our study, we investigated the activities of antimicrobial peptides in
combination with some antibiotics using the microdilution “checkerboard” method and
the findings were evaluated with FIC indexes. Synergistic interactions were mostly seen
with apidaecin 1B-gentamicin combination (33% of tested strains), whereas the least
synergistic interactions were observed with apidaecin 1B-meropenem combination
(17% of tested strains). No antagonism was observed with any combination. We believe
that our findings will helpfull for the investigations to improve the use of antimicrobial
peptides in clinics as therapeuthic agents.

Key Words: Antimicrobial peptides, temporin A, apidaecin 1B, checkerboard,
time killing curve

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 52354



1. GIRIS VE AMAC

Gegtigimiz ylizyilin baslarinda, c¢agin en biiyiikk kesiflerinden biri olan
antibiyotiklerin bulunmasi ve tiretimi, tip tarihindeki en biiylik basarilardan birini tegkil
etmektedir (1). 1940’11 yillarin baslarinda penisilinin - kullanima sunulmasi ve
antibakteriyal ila¢ eldesinde ortaya ¢ikan biiyiik gelismeler ile enfeksiyon hastaliklari ile
ilgili olaylarin gidisatin1 biitiiniiyle insanligin lehine gevrilmistir (2). Her ne kadar
1945°de Sir Alexander Fleming, aragtirmalarindan elde ettigi verilerle The New York
Times’a yaptig1 bir roportajda, penisilinin uygunsuz kullaniminin direncli mutantlarin
secilimine sebep olacagina dair ilk uyarisini yapmis olsa da (3) higkimse, antibiyotiklere
kars1 mikroorganizmalarin bu kadar hizli ve farkli mekanizmalar kullanarak direng
gelistirebilecegini  ongorememistir (1). Ancak giliniimiizde, gerek artan insan
popiilasyonu nedeniyle antibiyotige maruz kalan mikroorganizma sayisindaki artis,
gerekse besin Uretim tesislerinde yanlis ve fazla antibiyotik kullanimi ile direncin besin
zincirine de gecisi, yanlis dezenfektan kullanimi, antimikrobiyal etkili maddelerin su ve
topraga karisarak hali hazirda direngli genlere kaynaklik eden mikroorganizmalara yeni
savunma mekanizmalar1 kazandirmalar1 gibi nedenlerle her gegen giin antibiyotiklere
kars1 goriilen direng miktar1 daha da artmakta ve halk sagligi agisindan gittik¢e biiyiiyen
bir tehdit olusturmaktadir (3-5).

Antibiyotik direncinin giderek artmasi, mevcut antibiyotiklerin sinirli sayida
olmas1 ve ticari firmalarin 1985 yilindan beri yeni antimikrobiyal gelistirme
calismalarina giderek daha az katiliyor olmasi, igerisinde bulundugumuz antibiyotik
cagini ciddi bir sekilde tehdit etmektedir (6). 2013 Diinya Ekonomik Forumu’nun 50
kiiresel tehdit listesinde dahi antibiyotik direnci ilk sirada yer almis ve yakin zamanda
diinyanin “antibiyotik sonrasi donem” diye adlandirilan ve en basit enfeksiyon
hastaliklarinin bile tedavisinde kullanilacak ila¢ bulunamayacak bir doneme girecegi
konusuna dikkat g¢ekilmistir (7). Bakteriler arasinda giderek artmakta olan direng
problemi, hem toplum kokenli, hem de hastane kdkenli enfeksiyonlarin tedavisinde
sorun olmakta ve 1990’11 yillarin basindan itibaren, ¢ok ilaca direngli suslarin oraninin
giderek artmakta oldugu bildirilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’de
bulunan Enfeksiyon Hastaliklari Dernegi (IDSA)’nin verilerine gore bu iilkedeki

hastanelerde her yil iki milyon kisi bakteriyel enfeksiyonlara yakalanmakta ve bunlarin



90 bini kaybedilmektedir. Enfeksiyon etkenlerinin de % 70’inin en az bir

antimikrobiyale kars1 direngli oldugu vurgulanmaktadir (8, 9).

Antibiyotiklerle ilgili olarak yasanan bu sorunlar arastirmacilari yeni
antimikrobik etkili kaynaklarin arayisina yoneltmis olup bu kaynaklar arasinda en fazla
one c¢ikan ve gelecek vaat eden grup antimikrobik peptidler (AMP)’lerdir (10).
Calismamizin da dayanak noktasi olan bu AMP’ler yeni ilaglarin olas1 bilesikleri olup

gosterdikleri sira dig1 aktivite ve segicilikleri ile umut kaynagi olarak goriilmektedir
(112).

Biitiin canlilar, mikroorganizmalara kars1 kendilerini korumak amaciyla, dogal
bagisiklik sistemlerinin bir pargasi olarak cesitli AMP’ler iiretmekte ve bu peptidler
yardimiyla meydana gelecek olan enfeksiyonlara karsi 6zel bir immiin yanit olusturarak
mikroorganizmalar1 etkisiz hale getirmektedirler. AMP’ler mikroorganizmalardan
bitkilere, siiriingenlerden memelilere kadar her tiirli canli organizma tarafindan
sentezlenebilmekte ve Gram pozitif / Gram negatif bakteriler, mantarlar, bazi parazitler
ve virlisler de dahil olmak {izere cesitli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
aktivite gostermektedirler (12). Bu maddeler 6zellikle solunum yolu gibi mukozayla
kapli yilizeylerde bulunan epitel hiicreleri ve fagositik hiicreler tarafindan diisiik
enerjiyle seri bir sekilde sentezlenmekte ve kolaylikla biiyiik miktarlarda
saklanabilmektedir. Depo edildigi yerde hazir bekleyen bu peptidler enfeksiyondan kisa
bir siire sonra yiiksek miktarlara ulagsarak bir¢cok mikroorganizma tiirliniin {iremesini
hizla inhibe etmektedir (13, 14). Giiniimiizde, izole edilen yeni AMP dizileri ve
etkinliklerine dair birgok makale yayinlanmakta olup dogal kaynaklardan elde edilen ve
2100’4 askin AMP, Antimikrobiyal Peptid veritabaninda listelenmektedir (15).

AMP’ler hidrofobik ve hidrofilik kisimlar1 olan 12-50 aminoasitten olusan
pozitif yiiklii molekiillerdir. Bu o6zellikler, molekiillerin su iceren ortamlarda
¢ozlinebilmesini ve lipidden zengin membranlara girebilmesini saglamaktadir (16).
AMP’ler, mikroorganizmalarin membranlari ile etkilesime girdikten sonra hiicrelerin
dis cevreyle aralarindaki dengeyi bozmak suretiyle hiicrenin o6liimiine neden olarak
antibakteriyal ya da antifungal etki gostermektedirler. Ancak son zamanlarda yapilan
calismalarda AMP’lerin, membranla olan etkilesimleri disinda spesifik membran
proteinlerinin veya oksidatif stres proteinlerinin sentezinin durdurulmasi, DNA

sentezinin durdurulmasi, DNA ile etkilesim, hidrojen peroksit olusumu, okaryotik



hiicrelerde apoptozu tetikleme veya bakteriyal hedeflerde otolizi tetikleme gibi farkli
etki mekanizmalarin1 da kullandiklar1 6ne siiriilmektedir (10).

AMP’ler bakteriler {izerine genellikle diisiik minimum inhibitér konsantrasyonu
(MIK) degerlerinde etki ederler ve olusturduklart 6ldiiriicii etki kisa siirede
gerceklestiginden minimum bakterisit konsantrasyonuna ait degerleri de genellikle MIK
degerlerinin iki katint ge¢memektedir. Bu maddelerin klinik kullanimda olan
antibiyotiklere kars1 direncli veya duyarli olan suslar iizerine olusturduklar1 MIK
degerleri arasinda ise 6nemli bir fark bulunmamaktadir. Gosterdikleri bu antimikrobik
etki, birgok antibiyotigin Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Stenotrophomonas maltophilia gibi direngli mikroorganizmalar ya da metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA), vankomisine direngli enterokoklar (VRE), genis
spektrumlu B-laktamaz tireten (GSBL+) Escherichia coli, MDR Gram negatif bakteriler
gibi yliksek antibiyotik direnci gosteren tiirler lizerine olan etkileri ile yarisabilecek
diizeydedir (17). Cok hizli ve genis spektrumlu oOldiirme kinetiklerinin yanisira
AMP’leri etkileyebilen diren¢ mekanizmalar1 da ¢ok azdir ve bunlar genellikle MiK
degerini sadece 2-4 katina ¢ikarabilmektedir. Bununla birlikte Burkholderia cepacia ve
Serratia tiirleri gibi az sayida mikroorganizma AMP’lere karsi dogal olarak direng
gostermektedir (18). Giiniimiizde LL-37, indolicidin, melittin gibi pek ¢ok dogal veya
sentetik AMP’nin in vitro aktivitesi ile ilgili olarak gerek iilkemizde gerek yurtdisinda
birgok ¢aligma yapilmakta ve umut verici sonuglar elde edilmektedir (19).

Gilinlimiizde gerek hastane ve gerekse toplum kaynakli enfeksiyon etkenleri
arasinda ilk siralarda yer alan ve olusturduklari enfeksiyonlarin tedavisi giic olan
patojenlerin basinda P. aeruginosa, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp,
Acinetobacter spp, gibi Gram negatif ve MRSA, VRE, Streptococcus pneumoniae gibi
Gram pozitif bakteriler gelmektedir. Calismamizda AMP’lerin tek baslarina ya da
kliniklerde sik olarak kullanilan g¢esitli antibiyotiklerle kombinasyonlar1 halinde,
kliniklerden izole edilmis Gram pozitif bakterilerden MRSA ve metisiline duyarli S.
aureus (MSSA) ile Gram negatif bakterilerden MDR / GSBL (+) ve GSBL (-) E. coli

suslarina karsi olan in vitro etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Konak savunma peptidleri olarak adlandirilan antimikrobiyal peptidler
(AMP)’ler ¢ok cesitli organizmalar tarafindan {iretilen ve dogal bagisiklik yanitinin
onemli komponentleri olan biyolojik molekiillerdir. Bu peptidlerin savunma sisteminde
rol alan ilk bagisiklik eleman1 olmalarinin yaninda, viicut direncine ve tepkisine gore
kendilerini adapte edebilmeleri ve diger savunma elemanlariyla ve mikroorganizmalarla
etkilesime girebilmeleri de diger oOnemli o6zelliklerindendir. AMP’ler, 6zellikle
mukozayla kapl ylizeylerde bulunan epitel hiicreler ve fagositik hiicreler tarafindan,
diistik enerjiyle seri bir sekilde sentezlenmekte ve kolaylikla biiylik miktarlarda
saklanabilmektedir. Depo edildigi yerlerde hazir bekleyen bu peptidler, enfeksiyondan
kisa bir siire sonra yiiksek miktarlara ulasarak ve birbirleri ile ya da lizozim, laktoferrin
gibi konaga ait diger dogal savunma faktorleriyle ve cesitli antibiyotiklerle de sinerjist
etki meydana getirerek bircok mikroorganizma tiiriiniin liremesini hizla inhibe

etmektedir (14, 20).

AMP’ler olduk¢a homolog genler tarafindan, her peptid i¢in bir gen bulunacak
sekilde kodlanmaktadir. Genlerde kodlanan bu peptidlerin ilk translasyon iiriinleri
prepropeptidler olup; bu prepropeptidler endoplazmik retikulumu hedef alan bir N-
terminal sinyal dizisi, bir pro segmenti ve antimikrobik aktivite gosteren kisim olan bir
C-terminal katyonik peptid olmak {izere {i¢ kisimdan ibarettir. Genellikle anyonik ytikli
olan Pro segmentinin biyolojik fonksiyonlari arasinda, C-terminalinin dogru bir sekilde
katlanmasi, hiicreleraras1 gegisin diizenlenmesi ve olgun peptidlerin aktivitelerinin
inhibe edilmesi yer almaktadir. Propeptidler hiicre igindeki siirecin ileri sathalarinda ya
da hiicre disina salgilandiktan sonra pargalanirlar. AMP’ler ya propeptid ya da olgun C-
terminal peptid seklinde depo edilebilirler (21).

AMP’ler 1939 yilinda Dubos tarafindan, Bacillus susundan bir antimikrobiyal
ekstrenin elde edilmesi ile kesfedilmistir. Bu ekstrenin fareleri pnomokok
enfeksiyonundan koruyabildigi gosterilmistir (22). Bundan bir yil sonra ise Hotchkiss
ve Dubos bu ekstrattan gramisidin olarak adlandirilan AMP’yi izole etmislerdir.
Yapilan caligmalarda, intraperitonal uygulama ile iliskili bazi toksisite raporlarina
rastlanmakla birlikte, gramisidinin yara ve ilserlerin topikal tedavisi igin etkili bir

madde oldugu bulunmustur (23). 1941 yilinda, bagka bir AMP olan tirosidinin hem



Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakterilere karsi etkili oldugu kesfedilmis, ancak
tirosidinin insan kan hiicrelerine toksik etki gosterdigi saptanmistir (24). Ik hayvan
kaynakli AMP ise 1956 yilinda tavsan l6kositlerinden izole edilen defensindir. Daha
sonraki yillarda, inek siitiinden laktoferrin, kurbaga derisinden bombinin, arilarin
venomundan melittin, ipek bdceginden sekropinler ve Giliney Afrika kurbagasinin
derisinden magaininler gibi peptidler tanimlanmis, ayni zaman zarfinda insan
l6kositlerindeki lizozomlarin  AMP igerdigi de kanmitlanmis ve memelilerin
16kositlerinden katelisidinler ile vertebralilar ve memelilerin nétrofillerinden defensinler

izole edilmistir (25).

Giintimiize kadar izole edilen ve {izerlerinde c¢aligmalar yapilan peptid
yapisindaki bu maddelerin sayis1 hizla artmis ve toplamda 5000'den fazla sayida dogal
ya da sentetik AMP kesfedilmistir (26). Bu AMP’ler insanlar da dahil olmak tizere
memelilerde, bircok bakteride, bocekler, siiriingenler, kuslar ve diger pek ¢ok
omurgasiz ve omurgali hayvan ve bitkilerde bulunmaktadir. Yiksek yapili
organizmalardaki AMP’ler makrofajlar, nétrofiller ve lenfositlerin yani sira dig cevreye
maruz kalan doku ve organlarin epitel hiicre duvarlar ile de iliskili olup, isgalci
patojenlere karsi immiin sistemin ilk basamaginda rol alirlar (12). Ribozomlarda
sentezlenen bu peptidler kiigiik, katyonik, amfifilik yapida, molekiiler agirligi <5 kDa
olan, 12-52 aminoasit igeren, genis spektrumlu mikrobisidal aktiviteye sahip
molekiillerdir (16). AMP’ler, antibiyotiklerden farkli olarak birgok Gram negatif ve
Gram pozitif bakterileri, mantarlari, HIV, herpes simplex ve influenza gibi baz1 zarfli
virlisleri ve parazitler gibi okaryot hiicreli canlilar1 da i¢ine alan ¢ok genis bir etki
spektrumuna sahiptirler (27). Bunun yanisira bazilarinin antitiimér, anti-endotoksik,
hemolitik, kemotaktik, mitojenik, immiinomodiilator, kontraseptif vb. aktiviteleri de
bulunabilmektedir (28).

2.1.  Antimikrobik peptidlerin yapisal 6zellikleri
Giliniimiize kadar ¢ok fazla sayida AMP molekiilii tanimlanmis olmasina

ragmen, bu peptidler sentez edildikleri bolgeye gore temel olarak iki gruba ayrilirlar
(29- 32):

1- Non-ribozomal olarak sentez edilen peptid antibiyotikler (6rnegin gramisidinler,

polimiksinler, basitrasinler, glikopeptidler vb.)



2- Ribozomal olarak sentez edilen peptidler (dogal peptidler)

Non-ribozomal olarak sentez edilen peptidler genellikle bakteriler tarafindan bol
miktarda tretilebilen ya da mantar ve Streptomyces’lerde bulunan karmasik yapidaki
antibiyotikler olup bazen de bu maddelerin modifiye edilmesi yoluyla yar1 sentetik
olarak elde edilmektedirler. Ribozomal olarak sentez edilen dogal AMP’lerin yapilari
ise net olarak tanimlanmustir. Bunlar bakterilerden insanlara kadar tiim canlilar
tarafindan sentezlenerek dogal bagisiklik sisteminin en 6nemli boliimlerinden birini
olusturmakta ve enfeksiyon etkenine karsi spesifik immiin yanitin olusturulmasina

kadar gegen siire iginde mikroorganizmalari etkisiz hale getirebilmektedirler.

AMP’lerin yapilart primer ve sekonder yapilar olmak iizere iki kisimda
incelenebilir. Bu peptidler primer olarak genellikle 12 - 50 aminoasit uzunlugunda,
yaklasik % 50 oraninda hidrofobik aminoasit i¢eren ve sahip olduklar1 bazik yapidaki
lizin ve arjinin amino asitlerinin etkisiyle pozitif yiiklii bir yapidadir. Bu pozitif yiik
genellikle +2 degerinde olup bazen +4, +6 ya da +7 olabilmektedir. AMP’lerin sekonder
yapist ise igerdikleri disiilfit baglarinin yardimiyla ya da bakteri membranina temas
etmeleri sonucunda kendi iizerlerine katlanarak {i¢ boyutlu amfipatik yapilarin olugmasi
suretiyle meydana gelir. Bu yapilar hem polar pozitif yiiklii aminoasitlerden olusan bir
hidrofilik kisim, hem de non-polar, ndtral aminoasit yan zincirleri i¢eren bir hidrofobik
kisimdan olugmaktadir. AMP’ler bu yapilari ile hidrofobik bir i¢ kisim ve negatif yiikli
hidrofilik dig gruplar1 bulunan bakteri membraniyla ¢ok iyi iligki kurabilmektedir (10).
AMP’lerin ii¢ boyutlu sekonder yapilar1 asagida belirtildigi sekilde gruplara

ayrilmaktadir.

2.1.1. a-helezonal peptidler

Bu gruptaki peptidlerin 6zellikleri, 20 - 40 aminoasit uzunlugunda olup sistein
icermeksizin lineer ya da o-helezon yapisinda olmalar1 ve genellikle molekiiliin
merkezinde zayif bir kivrim igermeleridir (Sekil 2.1A). a-helezonal peptidler arasinda
mellitin, magaininler, sekropinler, katelisidinler, buforin Il, LL-37 ve farkli canlilardan
izole edilmis miyeloid antimikrobik etkili peptidler olan PMAP (domuzdan), SMAP
(koyundan) ve BMAP (sigirdan) bulunmaktadir (25, 33, 34).



2.1.2. B seridi iceren peptidler
Bu gruptaki peptidlerin karakteristik 6zellikleri, 16 - 40 aminoasit uzunlugunda

olup sisteince zengin olmalar1 ve yapilarinda B seridi icermeleridir. Icerdikleri B seritleri
birbirine iki ya da daha fazla disiilfit kopriisii ile baglanmis antiparalel bir yapida
bulunmakta olup (Sekil 2.1B) bazen bu yapiya ilave olarak kii¢iik bir helezonal kisim da
igerebilirler (Sekil 2.1C) (33, 34). B seridi igeren peptidler bir¢ok bitki ve hayvan tiirii
tarafindan sentezlenebilmekte olup bir¢ogunun antibakteriyel oldugu kadar antifungal
aktiviteleri de bulunmaktadir. Bu gruptaki peptidler arasinda o ve [ defensinler,

protegrinler ve takiplesinler sayilabilmektedir (25).
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Sekil 2.1. Antimikrobiyal peptidlerin sekonder yapilari: A:o helezon yapisindaki
peptid, B: B seridi iceren peptid, C: a helezon B seridi yapilarinin karigimi peptid, D: halka
yapisindaki peptid, E: uzun zincirli peptid

2.1.3. Halka yapisindaki peptidler
Bu gruptaki peptidlerin en belirgin 6zelligi yapilarinda tek bir disiilfit, amid ya
da izopeptid bagi ile meydana gelmis bir halka igermeleridir (Sekil 2.1D). Halka

yapisindaki peptidler arasinda baktenesin ve tanatin bulunmaktadir (25, 34).

2.1.4. Uzun zincirli peptidler

Bu gruptaki peptidler 40 -80 aminoasit uzunlugunda olup yiiksek oranda pirolin
ya da glisin igerirler. Klasik sekonder yapilardan yoksun olan bu peptidler son
sekillerini aminoasitler arasindaki baglar yerine hidrojen ya da Van der Waals
baglariyla, membran lipitleriyle aralarinda gergeklesen etkilesim sonucu alirlar (Sekil
2.1E) (25, 34). Uzun zincirli peptidler arasinda indolisidin, PR 39 ve profeninler
bulunmaktadir (33).

Yukarida anlatilan sekonder yapilar arasindan dogada en yaygmn bulunanlar 3
seridi ve a-helezon igeren AMP’lerdir. Bununla birlikte yukarida s6z edilen gruplarin
disinda da bazi AMP’ler bulunmaktadir. Bunlar laktoferrin, bakterisidal permeabilite
arttiricr protein (BPI) ya da tavuk ovatransferrin gibi molekiil agirligi daha biiyiik olan
katyonik proteinlerin proteolitik olarak sindirilmeleri ile meydana gelebilirler. Bu tip
peptidlere 6rnek olarak laktoferrisin B verilebilir (33, 25).

2.2.  Antimikrobik peptidlerin etki mekanizmalar:

Antimikrobik etkili peptidlerin pozitif yiiklii ve hidrofobik yapida olmalari, bu
maddelerin bakteri membraniyla etkilesime girmeleri i¢in ¢ok onemlidir. AMP’lerin
birgogu bu 6zelliklerinden dolayr herhangi bir reseptdre ihtiya¢ duymaksizin direkt
olarak negatif yiiklii olan bakteri ylizeyine baglanarak etkisini gosterir. Bugiine kadar en
cok calisilan AMP’ler hedef hiicre zarina etki ederek iki tabakali lipit tabakasinin
parcalanmasina neden olan katyonik peptidlerdir. Bu AMP’lerin biiyiikk ¢ogunlugu hem
hidrofilik hem hidrofobik etki gosteren amfipatik karakterli maddeler olup bu tiir yapilar
AMP’lere, lipid bilesenlerine (hidrofobik kisim) ve fosfolipid gruplarina (hidrofilik
kisim) baglanma yetenegi saglamaktadir (35).



Arastirmacilar bazit AMP’lerin diislik konsantrasyonlarda membran biitlinliigiinii
bozmadan da mikroorganizmalar1 6ldiirebildigini kanitlamislardir. Bu AMP’ler hiicre
zar1 ile dogrudan etkilesmek yerine DNA replikasyonu ve protein sentezi gibi hiicre
icerisindeki bazi 6nemli mekanizmalar1 inhibe ederek mikroorganizmalar1 oldiiriirler
(36). Ornegin Buforin II, hiicrelere difiize olarak, hiicre membranima zarar vermeden,
DNA ve RNA ya baglanir (37). Bunun disinda drosocin, pyrhocoricin ve apidaesin de
bu tir AMP’lere 6rnek olanrak verilebilen, 18-20 aminoasit tasiyan ve hiicre igi
hedeflere kars1 aktif olan AMP’lerdir (38, 39).

Yapilan ¢esitli ¢alismalardan elde edilen bulgular dogrultusunda AMP’lerin etki
mekanizmalari, hiicrenin membran biitiinliiglinii bozmalar1 (negatif olarak yiiklenen
hiicre zar1 ile etkilesim) ve belirli hiicre i¢i hedeflerle etkilesime girmeleri seklinde ikiye

ayrilmaktadir.

2.2.1. Membran Aktif AMP’ler

AMP’lerin bir¢ogu pozitif yliklii ve hidrofobik olma 6zellikleri ile, herhangi bir
reseptore ihtiya¢ duymaksizin direkt olarak negatif yiiklii olan bakteri ylizeyine
baglanarak etkilerini gosterirler. Gram negatif bakterilerin dis membraninda bulunan
lipopolisakkarit (LPS) tabakasi ve Gram pozitif bakterilerde bulunan ve asidik bir
polisakkarit olan lipoteikoik asit, AMP’lerin baglanabilmesi i¢in gerekli olan negatif
yiikii temin eder. Ayrica bakterilerin fosfolipit yapisindaki i¢ membraninin da negatif

yiiklii olusu antimikrobik etkiyi kolaylastirmaktadir (40).

Memelilerde bulunan 6karyot hiicrelerin sitoplazma zari, bakteri hiicresinden
farkli olarak fosfatidilkolin ve sfingomiyelin gibi elektriksel olarak nétral, zwitteriyonik
fosfolipitlerden yapilmistir. Bakteri dis membrani ise negatif yiiklii fosfatidilgliserol ve
kardiyolipinden olugmaktadir. Ayrica memeli hiicrelerinde kolesterol bulunurken
bakterilerin dis membraninda bulunmamaktadir. Bu farkliliklar, AMP’lerin insan
hiicreleri iizerine onemli toksik etkileri olmaksizin bakteriler iizerindeki oldiiriicii

etkilerini agiklamaktadir (41).

Yapilan ¢alismalar gostermistir ki bircok AMP, bakteriler {izerindeki oldiiriicii
etkilerini yapilarina, hidrofobikliklerine, biiyiikliiklerine veya aminoasit dizilislerine
bagli olmaksizin kiigiik miktarda dahi gerceklestirebilmektedirler. Bu etki AMP’lerin
ortak bir mekanizma ile fosfolipit yapisindaki negatif yiiklii sitoplazma membranina

baglanmasi ve bakteriye niifuz etmesi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu etkilesimin
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sonucunda bakteri hiicresinin membraninda hiicre i¢i ile dig ortam arasinda iyonlar ve
stvilar i¢in bir gegis yolu meydana gelir. Ancak katyonik peptidlerin sitoplazma
membranina ulasabilmesi i¢in Oncelikle Gram negatif bakterilerin LPS igeren dis
membranini veya Gram pozitif bakterilerin lipoteikoik asit igceren hiicre duvarini

gecmeleri gerekmektedir (41, 42).
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Sekil 2.2. Antimikrobiyal peptidlerin bakteri dis ve sitoplazma membranindan gegisi:

A: AMP lipopolisakkarit tabakasina yapisir ve iki degerlikli katyonlari nétralize ederek
olusturdugu catlaktan igeri girer.

B: AMP lipopolisakkarit tabakasindaki iki degerlikli katyon baglanma noktalarina baglanarak
hiicre membranini bozar ve dig membrandan igeri girer.

C: AMP’ler sitoplazma membranina paralel olarak baglanirlar.

D: AMP’ler sitoplazma membraninda birikerek agregatlar olustururlar.

E: Sitoplazma membraninda fosfolipitlerin yiizey degisimi ve AMP’lerin kanallar olusturmast,

F: AMP’lerin sitoplazma membranindan gegerek hiicre igine taginmasi
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AMP’ler, Gram negatif bakterilerin LPS yapisindaki dis membranini gegcmek
icin aminoglikozitler ve polimiksinler gibi polikatyonik antibiyotiklerin hiicre icine
alinmak tizere kullandiklar1 yola benzer bir sekilde kendi gegislerini destekleyen yolu
kullanirlar. Bu yolla hiicre i¢ine girisin mekanizmasina gore pozitif yiiklii olan katyonik
peptid Sekil 2.2A’da goriildiigl gibi ilk olarak negatif yiiklii ve polianyonik bir yiizey
olan LPS ile etkilesir. AMP’lerin LPS’e olan afiniteleri iki degerlikli katyonlar olan ve
LPS’i bir arada tutan Ca*?> ve Mg*?’dan ii¢ kat daha fazla oldugu igin peptidlerle bu
iyonlar yarismali olarak yer degistirirler. Bunun sonucunda katyonik peptidler hiicre
yiizeyinde birikerek LPS’i kismen nétralize eder ve dis membranin normal bariyer
biitiinliglinii bozarlar. Biitiinliigiinii yitirmis dis membran bu sekilde hidrofobik yapilar,
kiiciik proteinler, antimikrobik maddeler ve en Onemlisi AMP’lerin kendisi i¢in
gecirgen hale gelir. Boylece katyonik peptidler kendi destekledikleri yolla dis
membrandan gegerek fosfolipit yapidaki sitoplazma membranina ulagsmis olurlar (43).
Bu mekanizma ayn1 zamanda AMP’lerin, LPS’lerin serbest sekilleri olan endotoksinlere
baglanip bunlar1 inhibe ederek nasil antiendotoksin aktivitesi gosterdiklerini ve

antibiyotiklerle ne sekilde sinerjist etki olusturduklarini da agiklamaktadir (44).

AMP’lerin kendi destekledikleri yolla bakterinin dis membranindan ge¢cmesi, bu
maddelerin oldiiriicti etkileri i¢in gerekli fakat yeterli degildir. Hem Gram pozitif hem
de Gram negatif bakteriler icin asil 6ldiiriicii olan AMP’lerin negatif yiiklii sitoplazma
membrant ile elektrostatik olarak etkilesmesidir. Bu olay sirasinda katyonik peptidlerin
hidrofilik gruplar1 ile membran fosfolipitlerinin hidrofobik zincirleri kars1 karsiya gelir,
peptidler sekil 2.2C’de goriildiigii gibi membrana paralel bir konum alarak membranin
biitiinligiinii bozan kanallarin olugmasina yol agarlar (Sekil 2.2E) (42). Bu olayi
aciklamak icin cok sayida model membran caligmalar1 yapilmis ve bu calismalar
sonucunda ¢esitli mekanizmalar tanimlanmistir. Bu mekanizmalardan baslicalar1 Tablo

2.1°de 6zetlenmis, Sekil 2.3°de gosterilmistir.



Tablo 2.1 Membran aktif AMP’lerin etki mekanizmalari
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Etkilesim modeli

Mekanizmasi

Referans

Kilim modeli

Membran

incelmesi

Migeller agregat

modeli

Toroidal model

Fi¢1 tahtast

modeli

AMP monomerleri membran yiizeyine baglanarak
membrant Orterler. Daha sonra AMP molekiilleri
cift tabakali lipit tabakada porlar olusturarak
deterjana  benzer bir etki ile membranin

parcalanmasina yol acarlar.

AMP'ler lipid tabakasinin yalnizca bir yiiziine
yerlesirler. Bu zincir bolgesinde lipid molekiiller
arasinda bir bosluk meydana gelir. Bu bosluk, bir
kuvvet olusturur ve bunu doldurmak i¢in komsu

lipit molekiillerini ¢eker.

Degisik sayilardaki peptit molekiilii tarafindan
olugturulan topluluklar, konsantrasyonlarina ve
sitoplazma membraninin elektrik potansiyeline
bagli olarak membranda yeniden yerlesirler. Bu
topluluklar membran boyunca migellere benzeyen
bolgesel agregasyonlar meydana getirerek iyonlarin
gecisi icin normal olarak membranda bulunmayan

kanallarin agilmasina neden olurlar.

AMP’ler lipit membran i¢inde dikey olarak
bulunurlar. Hidrofobik bolgeleri membranin polar
gruplar ile yer degistirir. Membranin hidrofobik

kisimlarinda yariklar olusur.

Fi¢1 goriintiisiindeki peptid molekiilleri hiicre zarina
ilk olarak paralel hale gelir. Daha sonra fi¢1 sekli
olusturulur ve AMP'ler ¢ift kath membran

diizlemine dik olarak yerlesirler.

(45, 46)

(47)

(48)

(48, 49)

(50)




13

o880 oo, i F e
Y 11 ALRNAL A4 ST U L\TALE
WA YO AR

YT XYY TE ®e¢ c00e00

(B)

(D)

Sekil 2.3. Membran model mekanizmalari: A: Fi¢1 tahtasi1 modeli, B:Toroidal modeli,

C:Migel agregat modeli, D: Kilim modeli

2.2.2. Hiicre icinde etkili AMP'ler

Onceki ¢aligmalarda genellikle, AMP tarafindan bakteriyel hiicre zarmnin
gecirgen hale getirilmesinin, 6ldiirmenin asil mekanizmast oldugu disiiniilmiis ve
AMP'lerin yeterli konsantrasyonlarda kullanilmasi ile kanallar ve porlarin agilmasi
suretiyle hiicre zar1 yapisinin bozulmasinin mikroorganizmalar1  Sldiirebilecegi
gosterilmistir. Ancak bazi AMP'ler, minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) ve
iizerinde bu etkilerini gosterirken bazilarinin MIK’den daha diisiik miktarlarda hiicre
zar1 gegirgenligini bozdugu, bazilarinin ise hi¢ hiicre membranini etkilemeksizin hedef
hiicreleri &ldiirebildigi gosterilmistir. Ozellikle son yillarda yapilan galismalarda bir
grup AMP’nin 6zellikle hiicre ici etkinliginin bulundugu ve bunlarin membrandan

ziyade, hiicre i¢indeki hedeflerle etkilesime gegtigi bildirilmektedir (51).

Bir bakteri hiicresindeki toplam proteinlerin tigte biri hiicre zar ile ilgili olup bu
proteinler, besin maddelerinin etkin gecisi, solunum, protonlari harekete gecirme
kuvveti, ATP iiretimi ve hiicre i¢i iletisim gibi hiicre i¢in kritik olan bazi islevlere
sahiptir (52). Bu proteinlerin islevleri, hiicrenin AMP’lerle etkilesimi ile degisebilmekte

ve hiicre lizisi olugmasa dahi hiicre fonksiyonlarinda bozulma ve 6liim
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gerceklesebilmektedir. Bu nedenle AMP'lerin hizli 6ldiiriicti etkileri, yalnizca hiicre
membran biitiinliigiiniin bozulmasindan dolayr degil, aynt zamanda bazi islevsel
proteinlerin inhibe edilmesinden ileri gelmektedir. Ornegin, domuz bagirsagindan elde
edilen PR-39 prolitik etki ile protein ve DNA sentezini durdurarak, non-litik bir siireg
ile bakteri hiicresini 6ldiirmekte, indolisin ise stoplazmaya ge¢ip DNA’daki belirli bir
bolgeye baglanarak etki gostermektedir (53-55). Insan bagirsak sistemlerinden
salgilanan AMP’ler olan tPMP-1 ve aHNP-1, bakteri hiicresine girdikten sonra bir saat
icinde DNA ve protein sentezini inhibe etmekte olup apidaesin de benzer sekilde, por
olusturmak yerine protein aracili aktif tasinma ile stoplazmaya gegerek bir dizi

molekiiler etkilesimle protein sentezini inhibe etmektedir (56).

Bir grup hiicre i¢i etkinligi olan AMP, bakteriye ait proteaz enzimini inhibe
ederek etkinlik gostermektedir. Ornegin histatin 5 adli peptid, gingivaliste etkili olan
proteazi inhibe ederek bakterinin periodontal dokudaki yikimini durdururken (57),
eNAP-2’nin de mikrobiyal serin proteazlara karsin anti-proteaz etkinlik gosterdigi
bildirilmistir (58). Hiicre i¢i etkinligi olan AMP'lerden bazilar1 da ¢oklu hedeflere
sahiptir. Ornegin seminalplazmin, RNA polimerazi inhibe ederek bircok antimikrobiyal
maddeye oranla ¢ok daha diisiik konsantrasyonda RNA sentezini durdurabilmektedir
(59). Diger yandan, aynt AMP hedef hiicredeki otolizin proteinini etkinlestirerek
bakteriyi otolize yonlendirebilmektedir (60).

AMP'lerin yukarida bahsedildigi sekilde c¢esitli hiicre i¢i mekanizmalari
engelleyerek etki gosterebildiginin anlagilmasi ile bu AMP'lerin hiicre i¢ine alimi ile
ilgili ¢esitli teoriler gelistirilmistir (61). Bu mekanizmalar arasinda en fazla kabul goren
iki teori direk penetrasyon ve endositozdur. Jones'a (62) gore, AMP'lerin endositoz ile
hiicre icine girisinde makropinositoz ve reseptore bagimli endositoz mekanizmalar1 yer
almaktadir (Sekil 2.4). Makropinositozda hiicre zar1 ice dogru biikiilerek, dinamin
proteinlerinin de yardimi ile AMP’leri iglerine alan kabarcik seklinde olusumlar
meydana gelmektedir. Bu kabarciklar makropinozom olarak adlandirilir ve
etraflarindaki tek katmanli zar yapisi ile kiigiik hiicreler gibi goriiniirler (63). Reseptor
bagimli endositoz mekanizmasinda ise, zarin bir kismi ¢ukur olusturmakta ve ardindan
klatrin ve kaveolin proteinleri ile kaplanmaktadir. Daha sonra, bu proteinlere baglanan
AMP’leri de iclerine alan cukurlar, zardan hiicre i¢ine kadar gelismeye baslar ve

makropinositozda oldugu gibi kabarcik seklindeki yapilari olustururlar (62, 64).
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Genel olarak bir AMP, mikroorganizmalarin bakteri ya da mantar gibi sadece bir
smifina karst etkilidir. Fakat bazi AMP'ler ayn1 anda farkli tiirde mikroorganizmalara
kars1 farkli etki mekanizmalan ile etkili olabilmektedir. Ornegin, indolisidin bakteri,
mantar ve HIV’e kars1 etkilidir. Bu madde antifungal aktivitesini hiicre zarina zarar
vererek sergilerken, hiicre i¢ine girip DNA sentezini engelleyerek bakterilere, integraz
enzimini inhibe ederek ise HIV’e karsi etkinlik gostermektedir (65, 66). AMP’ler
genellikle ¢ok ilaca direngli bakterileri de antibiyotik direnglerinden bagimsiz olarak
oldiirebilmektedir. Ornegin, nisin de vankomisin gibi hiicre duvar sentezini
engelleyerek etki gostermesine ragmen, MRSA suslarinin vankomisine direngli iken

nisine kars1 ise duyarli olduklar bildirilmistir (67).

2.3. Antimikrobik peptidlere diren¢ mekanizmalar:

AMP’lerin antibiyotiklerden farkli etki mekanizmasi ve hedef aldig1 cesitli hiicre
ici yapilar nedeniyle bunlara kars1 direng¢ gelismesi kolay olmasa da bu durumun higbir
zaman meydana gelmeyecegini sOylemek gercekei degildir. Bununla birlikte bazi
mikroorganizmalar da yapisal 6zellikleri ile AMP’lere karst dogal olarak direnclidirler.
Bu sekilde AMP’lere dogal direng gosteren bakteriler arasinda Serratia, Proteus,
Providencia ve Burkholderia tiirleri sayilabilmektedir (18). AMP’lerin potansiyel klinik
kullanimlarin1 ve etki mekanizmalarimi sinirlayabilecek en 6nemli durumlardan bir
digeri de, bunlarin viicutta bulunan proteinazlarca inaktive edilmeleri ve bu nedenle

ortaya ¢ikabilecek diren¢li mutantlarin olusumudur (68).

Birgok ¢aligmada katyonik peptidlere kars1 gelisen direncin viriilans genleri ile
ilgili oldugu varsayiliyorsa da bu diisiince her zaman gecerli degildir (18, 69). Bu
konuda yapilan ¢alismalar, AMP'lere kars1 yapisal ve uyarilabilir direng olmak tizere iki
ana diren¢ mekanizmasinin bulundugunu gostermistir  (18). Yapisal direng
mekanizmalar1 arasinda elektrostatik koruma, hiicre biiyiimesinin farkli asamalarindaki
zar potansiyeli degisiklikleri ve biyofilm olusumunu yer almaktadir. Uyarilabilir direng
mekanizmalar1 ise zar molekiillerinin substitiisyonunun degisimini ve agillenmesini,
baz1 proteolitik enzimlerin aktivasyonunu, efflux pompasini ve hiicre i¢i hedeflerin
degisimlerini igerir (18, 70, 71). AMP’lere kars1 gelistirilen bu diren¢ mekanizmalari,

sekil 2.5'te sematize olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.5. AMP diren¢ mekanizmalarinin sematik gosterimi: (A) Gram-pozitif bakteriler,
teikoik asitin ve fosfolipitlerin modifikasyonu.(B) Gram-negatif bakterilerde lipopolisakkarit
molekiillerinden Lipit A’nin aminoarabinoz ya da agillenme modifikasyonu. (C) Bakterlerin
bazi pozitif yiiklii proteinler eksprese ederek bunlart membrana entegre etmesi.. (D) Bakterilerin
negatif yiiklii iyonlar tireterek bu iyonlar1 ekstraseliiler yapida saklayarak. (E) Efflux pompasi

ile disar1 atilarak(F) Hiicre i¢indeki AMP’lerin preteaz enzimleri ile degregasyona ugramasi.

Cesitli AMP’lere kars1 gelisebilmekte olan uyarilabilir diren¢ mekanizmalarina
ornek olarak S. aureus’un bazi AMP’lere olan direnci verilebilir. Bu AMP’lerin baz1 S.
aureus suslarma karst olan etkinligi, bakterinin hiicre yiizeyinde bulunan adezin
molekiillerinin inhibe edilmesiye gerceklesmektedir. Bu adezin molekiilleri, polimerik
substratlardir ve salgilandiktan sonra hiicre yiizeyinde kalan pozitif yiiklii polimerler

olduklar1 i¢in, yine pozitif yiiklii olan AMP'lere karsi elektriksel olarak itici bir gii¢
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olusturabilirler (72). Bir baska 6rnek olarak da Salmonella typhimurium’un AMP'lere
kars1 kendini savunmada kullandigi, genetik olarak kodlanan ve hiicre zarina bagh
bulunan bir lipid A degisim sistemi verilebilmektedir (73). Bu sistemde PhoQ, zara
bagli bir sensor kinaz ve PhoP ise, hiicre i¢i miidahale diizenleyicisidir. PhoQ, hiicre
disinda bulunan yiiksek miktardaki pozitif yiikiin varligi ile etkinlesir ve AMP
direnciyle iliskili olduklar1 belirlenen bazi genlerin yeniden diizenlenmesine neden olan
PhoP’yi fosforile eder. Bu sistem, Ca?*, Mg?* ve Mn?* gibi iki degerli katyonlarm hiicre

disindaki miktarlar diisiik yada normal oldugunda ise etkin degildir (74).

Bakteriler tarafindan AMP’lere kars1 gelistirilen direngte rol alan mekanizmalar
da antibiyotik diren¢ mekanizmalarinda oldugu gibi maddelerin hiicreye girisinin
engellenmesi, hiicreden disar1 atilmasini, enzimatik olarak inactive edilmesi yada

hiicredeki hedef molekiillerin degisiklige ugratilmasi gibi mekanizmalar1 icermektedir.

2.3.1. Hiicre i¢ine girisin engellenmesi

Gram negatif bakterilerde dis membranin ana bilesenini LPS’ler olusturur ve
katyonik peptidler etkilerini LPS’e baglanip kendi gegislerini denetleyen yolu
kullanarak bakteri hiicresine girmeleri sonucunda gosterirler. Katyonik peptidlerle LPS
arasinda elektrostatik olarak gergeklesen bu tanima ve baglanma olaymin engellenmesi
LPS’in bulunmamasi ile olabilir ki, buna 6rnek olarak baktenesine diren¢li Borrelia
burgdorferi suslari verilebilir (75). Bir diger direng gelisimi LPS’de bulunan fosfat
gruplarinin esterlenmesi ile negatif yiikiin azalmasi seklinde olabilir ki buna 6rnek
olarak da katyonik peptidlere kars1 dogal olarak direncli bakteriler olan Proteus ya da
Burkholderia tiirleri verilebilir (76, 77). Ayrica, Gram negatif bakterilerin dis
membranindan gecerken Onemli bir giris yolu olan LPS’e baglanmak yerine bazi
peptidlerin membranin diger bilesenlerini tercih etmeleri bunlarin etkisiz kalmalarina
neden olabilmektedir. Buna 6rnek olarak patojen Yersinia tiirlerinin defensinlere ve
poliLys, poliOrn, sekropin PI, melittin ve polimiksin B’ye kars1 gosterdikleri direng
verilebilir (78). Ayrica Haemophilus influenzae’nin dis membraninda yer alan LPS’in
yapisinda fosforilkolinin bulunmasinin, LL-37/hCAP18 peptidine karst direncin
gelismesine etkisinin oldugu gosterilmistir (79). Leishmania’da potasyum gradientinin
diisliriilmesi ile membranin elektriksel potansiyelinin degismesi sekropin A-melittin
hibritinin aktivitesini dilistirmekte (80), benzer sekilde yiiksek diizeydeki tuz

konsantrasyonu da elektrostatik etkilesmeyi inaktive etmekte ve oOzellikle P.
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aeruginosa’ya karsi basta polimiksinler olmak lizere ¢esitli AMP’lerin aktivitelerini
azaltmaktadir (81).

AMP’ler esas hedeflerine ulasabilmek i¢in Oncelikle bakterilerin peptidoglikan
tabakasini, anyonik yapidaki oligosakkarit zincirleri ya da oOkaryotik hiicrelerin
ekstraseliiler matriksi gibi ¢esitli bariyerleri gegmek zorundadir. Bunlardan ekstraseliiler
matriksin belli basli yapisini olusturan heparin, defensinlerin tiimdrisidal aktivitesini ve
sekropin A-mellitin hibritinin niifuz etme yetenegini inhibe etmektedir. Benzer sekilde
eritrositlerin membran glikoproteinlerinde bulunan siyalik asit, magainin ve mellitine
kars1 direncin olugsmasina neden olmaktadir (82). Gram pozitif bakteriler olan S. aureus
ve S. xylosus’un lipoteikoik asitlerinde bulunan D-alanin gruplarinin esterlenmesi
sonucu bu suslarin defensinler, protegrinler, takiplesin ve magainin II gibi cesitli
katyonik peptidlere kars1 direngli hale geldikleri bildirilmistir (83). Membranda bulunan
anyonik fosfolipitlerin diisiik miktarda bulunmalar1 da AMP’lere kars1 dogal olarak
direngli olan Serratia tirleri ya da gesitli Gram negatif bakterilerin spheroplast

sekillerinde goriilen direncin mekanizmasini agiklamaktadir (84).

2.3.2. Peptidlerin proteolizi

Peptidlerde bulunan yiiksek miktardaki bazik yapili aminoasitler, tripsin ve
benzeri proteinazlar tarafindan kolayca parcalanabilmektedir. Patojen bakteri tiirlerinde
bulunan proteinazlarin seviyesi ile bu bakterilerin viriilanslhiklar1 orantilidir. Ornegin,
baz1 P. aeruginosa tiirleri ve balarilarinda bulunan Bacillus larvae gibi patojenlerde
sekropine 0zgli parcalayici enzimler bulunmaktadir (85). Benzer sekilde
Salmonella’larda  magainine  karst  magaininaz  benzeri  aktiviteye  sahip
metalloproteinazlar ve S. enterica’da katelisidine kars1 etkili proteazlar tanimlanmigtir
(86). Ayrica E. coli ve S. aureus’da laktoferrisin B’ye karsi goriilen direncin de
proteazlarla baglantili oldugu gosterilmis, bunun yani sira S. aureus’da LL-37’yi

parcalayan areolizin adli metallaproteinaz tanimlanmustir (87, 88).

2.3.3. Peptidlerin hiicre disina pompalanmasi

Bazi bakterilerde, hiicre disina pompa sistemi olarak adlandirilan ve protonlarin
itici giicline bagh olarak ¢esitli antibiyotiklere, organik boyalara ve dezenfektanlara
kars1 diren¢ gorlilmesine neden olan sistemler tanimlanmistir. Ayni sekilde
antimikrobik etkili katyonik peptidlerin de peptidin hiicre i¢ine girip oldiiriicii etkisini

gostermesine firsat vermeden hiicre disina pompalanmasini saglayan sistemler
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tamimlanmustir. Ornegin, Neisseria gonorrhoeae’da goriilen protegrin, takiplesin ve LL-
37 direnci, diger ¢ogul ilag direncini saglayan pompalar gibi ¢alisan ve mtr genine bagl
bir hiicre disina pompa sisteminden kaynaklanmaktadir. Yersinia tiirleri ve Stafilokoklar

i¢in de benzer bir mekanizma ortaya ¢ikarilmistir (18, 86, 89).

2.3.4. Hiicre icindeki hedeflerin degisiklige ugramasi

Bazi AMP’ler oOldiiriici etkilerini ¢esitli hiicre ic¢i bilesenlerini etkilemek
suretiyle gostermekte olup bu hedeflerde meydana gelebilecek degisiklikler AMP’lerin
etkisini engelleyebilmektedir. Ornegin, E. coli’deki gyrB geninde meydana gelen bir
mutasyon, mikrosin B17’nin hedef aldigit DNA giraz enziminde degisiklik yaparak
bakterinin bu maddeye karst duyarliligimi belirgin bir sekilde azaltmasina yol

a¢cmaktadir (18, 90).

Bilindigi gibi, ilk kesfedilen antibiyotik olan penisilinin klinik kullanima
girmesinden hemen sonra bu maddeye karsi direng gelisebildigi de ortaya konulmustur.
Penisilin, ila¢ olarak kullanilmaya baslandig: siralarda dogada kendisine karsi direncli
mutantlarin gelisimine izin verecek kadar fazla miktarda sentezlenmemekteydi. Ancak
penisilinlerin yaygin sekilde kullanilmaya baslanmasimin ardindan direngli suslar
secilerek hizla ¢cogalmaya baslamis, sonradan kesfedilen diger antibiyotik gruplari da
benzer bir akibete ugramiglardir. AMP’ler ise milyonlarca yildir dogada bir¢ok canli
tarafindan bol miktarda sentezlenerek kullanilmis ancak buna ragmen bu maddelere
karst 6nemli bir direng gelisimi s6z konusu olmamuistir. Cesitli bakterilerde AMP'lere
yonelik direng¢ saglayan bazi mekanizmalar bulunmasina ragmen, bakteri membraninin
genel cift tabakali lipid yapisi, bakterilerin AMP'lere kars1 tam bir direng gelistirmesini
zorlagtirmakta olup, bu nedenledir ki AMP'lere kars1 bildirilen direng, antibiyotik
direnci kadar giiclii ve yaygin degildir. Bu durum, gelecekte de AMP’lerin ciddi bir
direng problemi ile karsilasmaksizin 6nemli bir antibiyotik grubu olarak insanliga

hizmet edeceginin gostergesidir (91).

2.4. Antimikrobik peptidlerin klinik kullanimlar:

AMP’ler bakteriler, mantarlar, baz1 parazitler ve viriisleri de i¢ine alan ¢ok genis
bir etki spektrumuna sahip, ¢esitli patojenlere kars1 hizli oldiiriicii etki gosterebilen,
direng gelisme potansiyeli diisik ve hem dogal hem de kazanilmis bagisiklig
diizenleyici etkileri bulunan maddelerdir. Sahip olduklar1 bu avantajlari nedeniyle,

Ozellikle de antibiyotik direncinin tehdit edici boyutlara ulastifi su donemlerde,
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AMP’lerin tedavi edici potansiyellerinden yararlanmak i¢in Onemli c¢abalar
sarfedilmektedir. Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi amaciyla yeni antimikrobiyal
maddelerle ilgili arayista olan bir¢ok ilag sirketi, bu AMP’lerden biri yada birkagini bir
an Once pazara sokma gayreti i¢indedir. Son arastirmalar genellikle, dogal AMP'lerin
biyolojik olarak aktif olan g¢ekirdek bolgelerini igeren, nispeten kii¢iikk molekiillii ve
uygun maliyetli yar1 sentetik molekiiller iizerinde durmaktadir. Bu kapsamda birgok
firma tarafindan tretilen ¢esitli sentetik yada yar1 sentetik AMP tiirevleri, erken klinik
oncesi calismalardan klinik calismalarin faz III evresine kadar, ilag¢ gelisiminin gesitli

asamalarinda yer almakta olup bu maddelerle ilgili bilgiler tablo 2.2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2°de de goriildiigii gibi AMP’lerin klinikteki kullanim alanlarini
bulmakla ilgili ¢ok sayida calisma devam etmekle birlikte bu calismalardan bazilar
biraz daha 6n plana c¢ikmaktadir. Bunlar arasinda bir magainin tiirevi olan MSI-78
(Cytolex; Magainin Pharmaceuticals Inc., Plymouth Meeting. Pa/ MacroChem.) ile
yapilan faz III klinik ¢alismalarinda bu maddenin etkisi toplam 926 polimikrobik
diyabetik ayak iilseri bulunan hasta lizerinde topikal olarak denenmistir. Sonucta,
uygulanan bu tedavinin oral ofloksasin tedavisiyle esdeger oldugu ve ¢ok daha az yan
etkinin goriildigi bildirilmistir (92). Benzer sekilde Omiganan (MX-226/CSL-001) ile
yiiriitiilen iki ayr1 Faz III klinik caligmasi tamamlanmistir. 3000’den fazla hastada
kateter kolonizasyonunu azaltmak ve mikrobiyolojik olarak dogrulanan tiinel
enfeksiyonlarmin azaltilmasinda ilk kez istatiksel olarak anlamli etkinlik ortaya

koyulmustur (93).

Protegrin benzeri bir peptid olan 1B-367 ile yapilan faz I klinik ¢alismalarinda
bu madde, saglikli kisilerde agizdaki mukoza iltihabina neden olan mikroorganizmalar
{izerine lokal olarak kullanilmistir. Sonugta IB-367°nin Gram pozitif bakteri yiikiinii 103
kat diiglirdiigii, Gram negatif bakteri ve mayalarin sayisinda da belirgin bir azalma
meydana getirdigi, bunun yani sira herhangi bir yan etkisinin ise goriilmedigi
bildirilmistir (94). Ayn1 madde ile yapilan faz III klinik ¢aligmalarinda ise bu maddenin
aerosol formu saglikli kisilerde ve P. aeruginosa’nin etken oldugu akciger enfeksiyonu
bulunan kistik fibrozlu hastalarda denenmistir. Elde edilen bulgular IB-367’nin hasta
grubunda bulunanlarda bakteri yiikiinii olduk¢a azalttigini, bunun yani sira 6nemli bir

yan etkisinin bulunmadigini gostermistir (95).
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Peptid ad1 Tanim Kullanim amaci Sirketi Faz

calismasi

Omiganan (MBI- Indolisidin’in Kateter Migenix/BioWest  11/11

226, MX-226, CLS- sentetik analogu infeksiyonlarinin, theropeutics

001) siddetli akne ve Cutanea Life

roseceanin Sciences
onlenmesinde topikal
antiseptik

Pexiganan (MSI-78) Maganin 2’nin ~ Topical antibiyotik-  MacroChem I
sentetik analogu diabetik {ilserlerde

Iseganan (IB-367)  Protegrin 1 Oral mukozitten Ardea Biosciences 11l
tiirevi korunmada

LTX-109 Peptidomimetik  Topikal antibiyotik-  Lytic Biopharma /Il

Kolonize olmus nazal
MRSA

hLF1-11 Lactoferrin Bakteriyemi ve AM Pharma I/l
tiirevi mantar

enfeksiyonlarinda

OP-145 LL-37 tiirevi Kronik orta kulak Octoplus Il

tedavisinde

Novexatin - NP213 Siklik arginin  Fungusidal Novabiotics I
bazli heptamer

NVB302 B sinifi Clostridium difficile  Novacta (Welwyn |
lantibiotik Garden City, UK)

MU1140 Lantibiyotik Gram pozitif Oragenics (Tapma, Kilinik

bakteriler Florida) oncesi
(Clostridium difficile,
MRSA)

Arenicin 21 aaarjininve  Coklu direngli Gram  Adenium Biotech  Klinik
hidrofobik aa pozitif bakteriler Copenhagen oncesi
lerce zengin

Avidocin ve purocin Pseudomonas Dar spektrumlu AvidBiotics (S.San Klinik
aeruginosa’dan  antibiyotik Francisco, Oncesi
modifiye edilmis California)

R-tipi
bakteriyosinler

IMX 924 Sentetik 5- Gram pozitif ve Iminex (Coquitlam, Klinik
aminoasit peptidi negatif bakteriler British Columbia, Oncesi

Canada
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Lytixar (LTX-109), elektostatik etkilesimler ile hiicre lizizine ve Oliimiine
neden olur. MRSA‘larin nazal dekolonizasyonunun topikal tedavisinde etkinligini
kanitlamistir. Faz 1 ve 2 caligmalarinda 1yi tolerans ve asgari diizeyde bir sistemik
biyoyararlanim gdstermistir. Genis bir bakteri yelpazesine karsi in vitro antimikrobiyal
aktivitesi ile MRSA, VRE ve MDR Pseudomonas suslarina, aynt zamanda hifli
mantarlara ve maya mantarlarina karst ¢ok iyi bir etkinlik gostermektedir. Direng
gelisimine diistik egilim gostermektedir. Fungal ve bakteriyel biyofilmlerde kars: etkili

oldugu saptanmustir (96).

Siklik arginin bazli heptamer olan Novexatin (NP213) faz I ve faz Il caligmalari
devam eden fungisidal etkili maddedir. Novexatin onikomikoz tedavisi i¢in topikal
olarak formiilize edilmis olup, tirnak mantar1 enfeksiyonuna sebep olan mantarlari
oldiirerek tirnak goriintlisiinii hizh bir sekilde diizelttigi iddia edilmistir. Boyut, yiik,
hidrofiliklik ve siklik yap1 6zellikleri molekiile hizli penetrasyon saglarken, sistemik

olarak deri yoluyla emilimini de 6nlemektedir (97).

B tipi lantibiyotikler siifinin bir tiyesi olarak gelistirilen NVB 302 maddesi Faz
I ¢alismalarinda olup, 64 saglikli goniilliiniin katildig1 tek bir artan doz ve ¢oklu artan
doz c¢alismalarinda, sorunlu hiperviriilan suslar dahil olmak {izere Clostridium
difficile’ye kars1 giiglii etkinlik, normal bagirsak florasindaki C.difficile suslar1 igin
gelistirilmis secicilik gosterilmistir. Ayrica C. difficile ile olusturulmus hayvan
modellerinde etkin, hedef bolgede yiiksek seviyelere ulasan, iyi tolere edilen, dstiin

prognoz 6zellikleri ile umut verici bir aktivite sergiledigi gosterilmistir (98).

MU1140, Streptococcus mutans susundan tiiretilmis, tip A (1) lantibiyotiklere ait
bir peptidtir. Ribozomal olarak sentezlenir, 19 ila 34 amino asit arasinda degisiklik
gostererek genis translasyon sonrasi modifikasyon saglamaktadir. Belirleyici 6zelligi,
dogada fazla bulunmayan amino asitler ve diger islevsel gruplar olan lanthionine (LAN)
veya metillantiyonin (MeLan) tasimasidir. Klinik dncesi ¢alismalarda MRSA, VRE, C.
difficile, Mycobacterium tuberculosis ve sarbon da dahil olmak iizere, birgok patojen

Gram pozitif bakteriye kars1 etkinlik gostermistir (99).
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2.5. Calismada kullanilan antimikrobik peptidler

2.5.1. Temporin A

Temporin A Rana temporaria tiirii kurbagalarin (Kirmizi Avrupa kurbagasi)
epitel hiicrelerinde bulunan yiiksek derecede hidrofobik bir AMP ¢esididir. Temporinler
amfipatik o-helikal polipeptidler olup genellikle 10-14 amino asit uzunlugunda ve
yalmizca bir ya da iki adet pozitif yikli amino asit iceren peptidlerdir
(100). Hayvanlardan izole edilen en kiigiik AMP’lerden biri olan Temporin A, 21 amino
asit igeren temporinler grubunun bir iyesidir. Temporin A, hem Gram negatif hem de
Gram pozitif bakterilere karsi etkili bir madde olup bakterisidal aktivite gosterdigi
konsantrasyonlarda insan kirmizi kan hiicreleri lizerine toksik etkisi bulunmamaktadir.
Temporin A’nin bakteriler iizerine olan oldiiriicii etkisini agiklamak {tizere cesitli
hipotezler ortaya konulmustur. Buna goére once hiicre membraninin hidrofobik kor
kisminin i¢ine girmekte, bakteriyal fosfolipitlerin anyonik kisimlar1 ile etkileserek
DNA’ya baglanmak ya da enzim aktivitesini engellemek suretiyle etki gostermektedir
(101). Temporin A, sentetik olarak kati faz peptid sentezleme yontemleri ile
sentezlenebilmektedir. Yapilan klinik ¢calismalar gostermistir Ki, saf olarak elde edilen
bu sentetik peptid birgok Gram pozitif bakteri tiirline ve 6zellikle MRSA ve MSSA
suslarina kars1 orta / iyi derecede aktivite gostermekte, ancak Enterococcus faecium'un
VRE suslarina kars1 daha zayif bir aktivitesi bulunmaktadir. Yapilan ¢esitli calismalarda
da gosterilmistir ki, primer yada sekonder yapilart modifiye edilmis sentetik analoglar
tireterek dogal peptidler ile antimikrobik aktiviteyi arttirirken, ortaya cikabilecek

toksisite riskini de azaltmak miimkiin olabilmektedir (102).

2.5.2. Apidaesin 1B

Apidaesinler prolin ve arginin agisindan zengin AMP’ler arasindaki bugiine
kadar bilinen en yaygin grubu olusturmaktadir. Apidaesin IB’nin de igerisinde
bulundugu tiim apidaesin tiirii peptidler sigir nétrofilinde ve domuz bagirsaginda
bulunan ya da bocekler tarafindan iiretilen ve sekil 2.6’da da gortldigi gibi 18 ila 20
amino asit igeren molekiillerdir (56). Apidaesinler yapisal olarak iki bolgeden olusurlar.
Bunlardan biri genel antibakteriyel aktiviteden sorumlu olan sabit bolge, digeri ise

antibakteriyel etki spektrumunun genisliginden sorumlu olan degisken bolgedir.

Apidaesinlerin bakteriyel proteinler lizerinde sterospesifik etki ile bakterileri

oldiirdiikleri 6ne siiriilmekte olup etki mekanizmasi, peptidlerin bir dis zar bilesenine
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spesifik olmayan baglarla baglanmas: ile baslar. Apidaesinlerin kuvvetli pozitif yiikleri,
Gram negatif bakterilerin negatif yiiklii dig membranlart ile spesifik olmayan bir bigimde
etkilesime girmektedir. Bu baglanmayi periplazmik boslugun istilasinin takip ettigi ve
0zel bir reseptdor molekiilii ile geri doniisiimsiiz olarak baglanarak i¢c membranda
bulunan permeaz tipi bir tastyici sistemi yardimiyla peptidin, nihai hedefi olan hiicrenin
ic kismma yerlestigi diisiiniilmektedir. Ancak apidaesinlerin hiicrelere nihai olarak ne
sekilde girdikleri, hala {izerinde calisilan bir konudur.

Otvos ve ark. (38) apidaesin, pitriosin ve drososin adli AMP’lerin bakteriyel
LPS tabakasina, 70 kDa 1s1 sok proteini DnaK'ya spesifik bir sekilde, 60 kDa saperon
(proteinlerin katlanarak {i¢ boyutlu héale gelmesi isleminde yer alan refakatci proteinler)
GroEL'e ise non spesifik olarak baglandiklarini gézlemlemislerdir. Peptidin DnaK’ya
baglanabilmesinin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili olabilecegi diistiniilmektedir.
Bilindigi gibi DnaK proteini E.coli‘de, ATPaz ve otofosforilasyon aktivitesi ve
bakterinin yagamda kalmasi i¢in ¢ok dnemli olan DNA sentezinin baslangicinda gorev
almaktadir (103). Bu go6zlemler, DnaK proteininin apidaesinler i¢in nihai hedef
olabilecegini diistindiirmekte olup apidaesinler de dahil olmak {izere bir¢ok kiiciik
prolin agisindan zengin AMP’nin DnaK’nin iki ana islevini inhibe ederek bakterileri
oldiirdiikleri sonucuna varilmistir. Bu islevlerden biri ATPaz aktivitesi, digeri ise yanlis
katlanmis proteinlerin yeniden katlanmasini inhibe etmeleridir.

Apidaesinler, bitki ve hayvan hiicreleri icin toksik etki gostermediklerinden
dolay1, yeni antibiyotik ilaglarin bilesiminde yer almak i¢in olduk¢a uygun

molekiillerdir (104).
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Sekil 2.7 Apidaesinin etki mekanizmasi:

1: Apidaesin ilk dis membran komponentine (muhtemelen LPS tabakasina) non spesifik olarak
baglanir.

2: Periplazmik bosluga yayilir.

3: Sitoplazmik membran {izerindeki reseptdr molekiiliine (permeaz tipi tasiyici sistemin en
muhtemel birleseni) spesifik ve geri doniissiiz olarak baglanir.

4: Hiicre igine transloke olur.

5: Hedef DnaK proteinine baglanir. ATPaz aktivitesini ve katlanan DnaK proteinlerinin yeniden
katlanma yetenegini inhibe eder (105).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Antimikrobik maddeler ve ¢ozeltileri

Calismamizda cesitli antibiyotikler ve antimikrobik etkili katyonik peptidler
kullanilmistir. Antimikrobik etkili katyonik peptidlerden temporin A (aktivitesi % 99)
ve apidaecin 1B (aktivitesi % 96) Anaspec tarafindan; antibiyotiklerden doksisiklin
(aktivitesi 992 pg/mg) Eczacibasi Ilag Sanayii ve Ticaret A.S., eritromisin (aktivitesi
850 ug/mg) Sigma-Aldrich, klindamisin (aktivitesi 862 ng/mg), piperasilin (aktivitesi
996 pg/mg) ve sefotaksim (aktivitesi 920 pg/mg) Bilim ilag San. ve Tic. A.S., linezolid
(aktivitesi 1000 pg/mg), vankomisin (aktivitesi 1000 ug/mg), meropenem (aktivitesi
997 ng/mq), gentamisin (aktivitesi 616 ng/mg) ve levofloksasin (aktivitesi 999 ug/mg)

Kocak Farma [la¢ ve Kimya San. A.S., tarafindan temin edilmistir.

Antimikrobik etkili katyonik peptidlerin stok ¢ozeltilerini hazirlamak tizere her
maddeden asagidaki formiillerden birine gore hesaplanan miktarda tartim yapilmis,

uygun ¢oziicii ile ¢oziindiliriilmiis ve seyrelticisi ile istenen hacime tamamlanmustir.

(A)
Tartilan antibiyotigin Coziiciiniin hacmi (ml) x Istenen konsantrasyon (ug/ml)
miktar1 (mg) =
Antibiyotigin aktivitesi (ug/mg)
(B)
Kullanilan ¢6ziiciiniin Antibiyotigin miktar1 (mg) x Antibiyotigin aktivitesi (ng/mg)
hacmi (ml) =

Istenen konsantrasyon (pg/ml)

AMP’lerden temporin A ve apidaesin 1B’nin 640 pg/ml; antibiyotiklerden
doksisiklin, eritromisin, klindamisin, piperasilin, sefotaksim, gentamisin ve
levofloksasinin 5120 ug/ml, vankomisinin 2560 pg/ml, linezolid ve meropenemin ise
1280 pg/ml’lik stok ¢ozeltileri A formiiliine gore hesaplanan miktarda tartimlari
yapilarak hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiler alt1 ay iginde deneylerde kullanilmak {izere —
80°C’lik derin dondurucuda saklanmis, meropenem ise B formiiliine gore hesaplanan

miktarda tartilarak gilinliik olarak hazirlanmigtir.  Antimikrobik maddelerin
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hazirlanmasinda ¢oziicii ve seyreltici olarak kullanilan maddeler tablo 3.1°de
bildirilmistir (106).

Tablo 3.1.Deneylerde kullanilan antimikrobik maddelere ait ¢oziicii ve seyrelticiler

Antibiyotik Coziicii Seyreltici
Doksisiklin Damitik su Damitik su
Eritromisin % 96 etanol Damutik su
Klindamisin Damitik su Damitik su
Linezolid Damitik su Damitik su
Vankomisin Damitik su Damuitik su
Piperasilin Damutik su Damitik su
Sefotaksim Damutik su Damitik su
Meropenem Damitik su Damitik su
Gentamisin Damuitik su Damitik su
Levofloksasin 1/2 hacim damuitik su, Damitik su
sonra eriyene kadar

0.1 mol/l NaOH damlatilir
Temporin A Damutik su Si1g1r serum albiimini®
Apidaecin 1B Damutik su S1g1r serum albiimini®

1 % 0.01’lik asetik asit i¢inde s1gir serum albiimininin % 0.2’lik ¢6zeltisi
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3.2. Besiyerleri

3.2.1. Triptik Soya Agar (Difco)

Toz haldeki triptik soya agardan (TSA) 40 g tartilip, 1000 ml damitik suda
¢Oziindiiriilmiis ve 5 ve 15’er ml’lik hacimlerde deney tiiplerine dagitilarak otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra 5’er ml besiyeri
igeren tiipler yatik durumda bekletilip sogutularak egik TSA besiyerleri elde edilmis; 15
ml TSA besiyeri iceren tiipler ise kullanilacagi zaman eritilerek petri kutularina

dokilmustir.

3.2.2. Mueller Hinton Buyyon (Difco)
Toz haldeki Mueller Hinton buyyonundan (MHB) 21 g tartilip, 1000 ml damitik
suda ¢oziindiirlilmiis ve deney tiiplerine 3’er ml, Erlen Meyer siselerine ise 200’er

ml’lik hacimlerde dagitilarak otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

3.3. Bakteri suslari

Calismamizda Bezmialem Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali rutin laboratuvarlarinda izole edilen, alti adet MRSA, Grup Florence
Nightingale hastanelerinin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda izole edilen alti adet
metisiline duyarli S. aureus (MSSA), altisar adet ¢ogul ila¢ direngli / GSBL (+) ve
duyarli E. coli susu kullanilmistir. Deney sartlarinin standardizasyonunu saglamak igin
ise S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 43300 (MRSA) ve E. coli ATCC 25922

standart suslar1 kullanilmistir.

3.3.1. Bakteri siispansiyonlarinin hazirlanmasi

Calismada kullanilacak bakteri suslarinin egik TSA besiyerlerinde bulunan saf
kiiltiirlerinden Petri kutularindaki TSA besiyerlerine azaltma yontemi ile ekim yapilmus,
37°C’lik etiivde bir gece inkiibe edildikten sonra meydana gelen kolonilerden ii¢ dort
tanesi alinarak igerisinde 3’er ml MHB besiyeri bulunan tiiplere ekim yapilmistir. Ekim
yapilan bu tiiplerin McFarland cihazinda (Biosan/DEN-1) 0.5 McFarland standardina
gdre bulaniklig1 ayarlanmis ve yaklasik 1 x 108 CFU/ml’lik bakteri siispansiyonlar1 elde
edilmistir. Uygulanis1 3.5.1 kisminda bildirilen Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) yontemi kullanilan mikrodiliisyon deneylerinde, 108 CFU/m1’lik bakteri, MHB
besiyerinde 1/100 oraninda seyreltilmis ve inokulum olarak kullanilacak olan 10°

CFU/mU’lik bakteri slispansiyonlari elde edilmistir (106).
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3.3.2. inokulumdaki bakteri sayisinin belirlenmesi

Hazirlanis1 3.3.1. kisminda bildirilen inokulum, steril fizyolojik tuzlu su ile 103
ve 10 oranlarinda seyreltilmis, her seyreltmeden 100 pl almip Petri kutularinda
bulunan TSA besiyerlerine tatbik edilerek tiim ylizeye yayilmis ve kurutulduktan sonra
37°C’lik etiivde bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin olusan koloniler sayilmus,
seyreltme faktorii de hesaba katilarak bakteri siispansiyonunun mililitresinde bulunan

bakteri sayis1 (CFU/ml) tespit edilmistir.

3.4. Diger malzemeler

Calismada polistiren (Greiner 650160) ve polipropilenden (Nunc 267334)
yapilmis U tabanli 96 kuyuluk steril mikroplaklar ve polipropilen tiipler kullanilmistir.
Besiyerlerinin, antimikrobik madde igeren ¢ozeltilerin ve bakteri siispansiyonlarinin
mikroplaklara tatbik edilmesinde tek kanalli (Gilson, PipetmanNeo) ve sekiz kanalli
(Gilson, PipetmanNeoMultichannel) otomatik pipetdr ve pipetorlere ait otoklavda steril

edilmis plastik uglar kullanilmustir.

3.5. Minimum inhibitér konsantrasyonu (MIiK) degerlerinin belirlenmesi

3.5.1. Deney kosullarimin standardizasyonu

Calismada kullanilan yoOntemlerin ve c¢alisma kosullarinin uluslararasi
standartlara uygun olup olmadiginin belirlenmesi i¢in Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) tarafindan bildirilen S. aureus ATCC 29213 ve E. coli ATCC 25922
standart suslar1 kullanilmistir (106). Bu amagla antibiyotiklerin MHB besiyeri i¢inde
3.5.2. kisminda anlatildig: sekilde bir seri diliisyonlart yapilmis ve bu sekilde piperasilin
ve gentamisinin 256 - 0.25 ug/ml, sefotaksimin 256 - 0.016 pg/ml, levofloksasinin 256 -
0.008 pg/ml, meropenemin 8 — 0.004 pg/ml, eritromisinin 128 — 0.062 pg/ml,
doksisiklin, klindamisin, linezolid ve vankomisinin ise 32 — 0.031 pg/ml arasinda
degisen konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Daha sonra kuyulara hazirlanan bakteri
stispansiyonlar1 ilave edilmis, mikroplagin {izeri steril bir kapakla kapatilarak,
buharlasmay1 engellemek iizere naylon bir kilifin igine yerlestirilmis ve 37°C’lik etiivde
18 - 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Ertesi giin tiremenin goriilmedigi en diisiik

antibiyotik konsantrasyonlart MIK degerleri olarak kabul edilmistir.
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3.5.2. Calismada kullamlan antimikrobik peptidlerin MIiK degerlerinin
saptanmasi

AMP’lerin cam ya da polistiren yilizeylere yapismasini dnleyerek temporin A ve
apidaecin 1B’nin gercek MIK degerlerinin saptanmasi amaciyla modifiye CLSI yontemi
kullanilmistir (107). Her asamasinda polipropilenden yapilmis malzemeler kullanilan bu
yontemde, hazirlanisi 3.1 kisminda anlatilan temporin A ve apidaecin 1B’nin stok
¢ozeltilerinin % 0.2 oraninda si1g1r serum albiimini i¢eren % 0.01’lik asetik asit ¢ozeltisi
ile diliisyonlar1 yapilarak deneyde kullanilan peptid konsantrasyonlarina ulagilmistir.
Daha sonra yapilist 3.5.3 kisminda bildirilen CLSI yontemindeki gibi caligilarak
AMP’lere ait MIK degerleri tespit edilmistir.

3.5.3. CLSI yontemi ile ¢calismada kullamlan antibiyotiklerin MIiK degerlerinin
saptanmasi

Calismada kullanilan antibiyotiklerden doksisiklin, eritromisin, klindamisin,
linezolid ve vankomisinin S. aureus; piperasilin, sefotaksim, meropenem, gentamisin ve
levofloksasinin ise E. coli suslarina karst MiK degerleri CLSI tarafindan yayinlanmis
olan mikrodiliisyon yontemi ile tespit edilmistir (106). Bu amagla polistiren mikroplagin
1 numarali kolonu disindaki tim kuyularina hazirlanig1 3.2.2. kisminda bildirilen MHB
besiyerinden 50’ser pl tatbik edilmis, 1 ve 2 numarali kolonlara MHB besiyerinde
hazirlanmis antibiyotik ¢ozeltileri ¢alisilacak en yiiksek konsantrasyonlarin iki kati
konsantrasyonda olacak sekilde 50’ser ul ilave edilmis ve pipetdr yardimiyla 2’den 11
numarali kolona kadar bir seri diliisyon yapilmistir. Daha sonra mikroplagin A
sirasindaki 12 numarali kuyu digindaki tim kuyulara, hazirlamigi 3.3.1. kisminda
anlatilan bakteri slispansiyonundan 50’ser ul ilave edilmis ve bu sekilde 1-11 numarali
kuyularda antibiyotiklerin istenilen son konsantrasyonlarmna ulasilmistir. Bu
konsantrasyonlar piperasilin ve gentamisin igin 256 - 0.25 pg/ml, sefotaksim igin 256 -
0.016 pg/ml, levofloksasin i¢in 256 - 0.008 pg/ml, meropenem igin 8 — 0.004 pg/ml,
eritromisin i¢in 128 — 0.062 ug/ml, doksisiklin, klindamisin, linezolid ve vankomisin
i¢in ise 32 — 0.031 ug/ml arasinda olacak sekilde hazirlanmistir. Icerisine yalniz MHB
besiyeri konulan A sirasindaki 12 numarali kuyu (negatif kontrol) steriliteyi, diger 12
numaralt kuyular ise (pozitif kontrol) bakteri suglarimin tiremesini kontrol etmek
amaciyla kullanilmistir. Ekim yapilan mikroplaklar steril bir kapakla kapatilarak,

buharlasmay1 engellemek iizere naylon bir kilifin igine yerlestirilmis ve 37°C’de 18-24
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saat inkiibe edilmistir. Ertesi giin bulamiklifin goriilmedigi en diisiik antibiyotik

konsantrasyonlart MiK degerleri olarak kabul edilmistir.

3.5.4. Caliymada kullamlan suslarin antibiyotiklere duyarhlik oranlarinin
belirlenmesi

CLSI’'nin, antibiyotiklerin ¢esitli bakteri suslarina karst duyarlilhik ve direng
oranlarini belirlemek tlizere yayimladigi sinir degerler esas alinarak ¢alismada kullanilan
12°ser adet S. aureus ve E. coli susunun duyarlilik yiizdeleri belirlenmistir. CLSI
tarafindan bildirilen sinir degerler Tablo 3.2 ve 3.3’de gosterilmistir (108).

Tablo 3.2. S. aureus suslar icin CLSI’da belirtilen duyarhhk sinir degerleri

MIK (ug/ml)
Antbiyotikler Duyarh Orta duyarh Direngli
Doksisiklin <4 8 >16
Eritromisin <05 1-4 >8
Klindamisin <0.5 1-2 >4
Linezolid <4 - >8
Vankomisin <4 8-16 >32

Tablo 3.3. E. coli suslar1 icin CLSI’da belirtilen duyarhlik simir degerleri

MIK (ug/ml)
Antibiyotikler Duyarh Orta duyarh Direngli
Piperasilin <16 32-64 >128
Sefotaksim <1 2 >4
Meropenem <1 2 >4
Gentamisin <4 8 >16

Levofoksasin <2 4 >8
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3.6. Minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) degerlerinin belirlenmesi
Calismada kullanilan bakteri suslarma kars1 AMP’lerin MIK degerleri
mikrodiliisyon yontemi ile saptandiktan sonra MBK degerleri arastirilmistir. Bu amacla
AMP’lerin MIK degerleri bulunduktan sonra iireme goriilmeyen kuyulardan otomatik
pipetor ile iki kez 10’ar ul’lik 6rnek alinarak Petri kutusundaki TSA besiyerlerinin
yiizeyine tatbik edilmis ve kurutulduktan sonra 37°C’lik etiivde bir gece inkiibe
edilmistir. Ertesi giin meydana gelen koloniler sayilmis ve 3.3.2. kisminda bildirildigi
sekilde CFU/ml’si belirlenen inokulumun % 0.1’ini temsil eden rejeksiyon degerine esit
veya altinda olan sayr tayin edilmistir (109). Bu sekilde rejeksiyon degeri esas
alindiginda inokulumun % 99.9’unu Oldiiren en disik antimikrobik madde

konsantrasyonu MBK degeri olarak kabul edilmistir.

3.7. Antimikrobik maddelerin kombinasyon halinde olusturduklar1 etkinin
mikrodiliisyon “checkerboard” yontemi ile belirlenmesi

“Checkerboard” yonteminin esasi, dikey diizlemde birinci antibiyotigin, denenen
susa kars1 saptanan MIK degerinin iki kati konsantrasyondaki cdzeltilerinin bir seri
kuyu icinde yukardan asagiya dogru MIK degerinin dort diliisyon altina kadar, yatay
diizlemde ise ¢alismada kullanilan diger antibiyotigin ayni susa kars1 6nceden saptanan
MIK degerinin iki kat1 konsantrasyondaki ¢ozeltilerinin bir seri kuyu i¢inde sagdan sola
dogru antibiyotigin MIK degerinin dért diliisyon altina kadar seyreltilerek her kuyuda
her iki antibiyotigin farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerini igeren kombinasyonlarinin
elde edilmesidir (110). Bu ydnteme gore, denenen antibiyotiklere ait MIK degerlerinin
katlar1 olan konsantrasyonlarin kullanilmasiyla iki antibiyotigin kombinasyon halinde

dilisyonlarinin elde edilisi Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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A Antibiyotigi
ug/ml 1 2 3 4 5 6 7
16/0 16/4 [16/8
16 A
5], PO 8/2
4 C
2 D |2/0 2/1
1 E
0.5 F 0.5/8
Q) 0/4 B Antibiyotigi

ug/ml

0 0.25 0.5 1 2 4 8

A ve B Antibiyotiklerinin MIK Degerleri

Sekil 3.1.  Mikrodiliisyon “Checkerboard” yontemi ile iki antibiyotigin kombinasyon

halinde elde edilen konsantrasyonlari.

Bu c¢alismada dikey diizlemde antibiyotikler (doksisiklin, eritromisin,
klindamisin, linezolid, vankomisin, piperasilin, sefotaksim, meropenem, gentamisin ve
levofloksasin) ile yatay diizlemde AMP’ler (temporin A ve apidaecin 1B) olmak iizere,
yukarida agiklanan “checkerboard” yontemine gore mikroplaktaki kuyulara uygulanarak

elde edilen farkli kombinasyonlar bakteri suslar1 tizerinde denenmistir.

Bunun icin MHB besiyerinde incelenecek iki antimikrobik etkili maddenin
denenecek konsantrasyonlarinin dort kati konsantrasyondaki cozeltileri hazirlanarak
bunlardan 25’er pl alinmis ve mikroplaktaki kuyulara yukarida anlatildigr sekilde tatbik
edilmistir. Daha sonra 3.3.1. kisminda anlatildig1 sekilde hazirlanan 1x10% CFU/ml’lik
bakteri siispansiyonlarindan 50’er ul alinarak kuyulara ilave edilmis ve her kuyuda

toplam 100 pl hacminde karigim elde edilmistir.

Deney yapilirken ¢alisma sartlarinin ve besiyerinin sterilite kontroliinii yapmak

tizere her mikroplaktaki bir kuyuya yalniz MHB besiyeri konmus, mikroplagin A
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sirasindaki 1 numarali kuyu ise bakteri suslarinin {iremesini kontrol etmek icin
kullanilmistir. Ekim yapilan mikroplaklar steril bir kapakla kapatilarak buharlagmayi
engellemek iizere naylon bir kilifin igine yerlestirilmis ve 37°C’de 18 - 20 saat inkiibe
edilmistir. Ertesi giin iireme goriilmeyen kuyularda bulunan iki antimikrobik etkili
maddenin konsantrasyonlar1 saptanmis ve sonuglar fraksiyonel inhibitdr konsantrasyonu
(FIK) indeksine gore belirlenmistir (Sekil 3.2).

(a) Additif (b) Sinerjist (c) Antagonist

Sekil 3.2. Mikrodiliisyon “Checkerboard” ydéntemiyle antibiyotik kombinasyonlarinin

degerlendirilmesi

Her antimikrobik maddenin FIK degeri iireme antimikrobik maddelerin
kombinasyon halinde bulundugu, lireme goriilmeyen kuyudaki en diisiik antimikrobik
madde konsantrasyonunun, o maddenin tek basmna aym susa karsi saptanan MIK
degerine boliinmesi ile elde edilmistir (110). FIK indeksi ise, her iki antimikrobik
maddeye ait FIK degerlerinin toplanmas1 sonucunda elde edilmistir. Buna gére,

A B

y _— = FiKa + FiKg = FIK indeksi
MIK a MiK 5

A A antibiyotiginin, B antibiyotigi ile kombinasyon halinde iiremeyi durdurdugu

kuyudaki en diisiik konsantrasyonu
MIKa : A antibiyotiginin tek basina denenen susa karsi saptanan MIK degeri

FIKa : A antibiyotiginin fraksiyonel inhibitdr konsantrasyonudur.

Ayn1 tanimlar B, MIKg ve FiKg i¢cin de gecerlidir.
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Bu hesaplamalara gére ¢alismada elde edilen sonuglar FiK indeksi esas alinarak

asagidaki sekilde degerlendirilmistir (111).
- FIK indeksi < 0.5 olan kombinasyonlar sinerjist,
- FIK indeksi = 0.5 — 4.0 olan kombinasyonlar additif,

- FIK indeksi > 4.0 olan kombinasyonlar antagonist.

3.8. “Time-kill curve” yontemiyle antibiyotiklerin kombinasyon halinde
olusturduklanr etkilerin saptanmasi

3.8.1. Antibiyotiklerin kombinasyon halinde etkilerinin arastirilmasi

“Time kill curve” (zamana bagl 6ldiirme) yontemi ile deneylerde kullandigimiz
antimikrobik etkili peptidlerin tek baslarina ve antibiyotiklerle kombinasyon halindeki
etkileri CLSI’da bildirilen esaslara gore belirlenmistir (109). 3.5.2. bolimde anlatildigt
sekilde antimikrobiyal peptidlerin ¢alisilan suslara karsi saptanan 1xMIK ve 1/2xMIK
degerleri ile tiim antibiyotiklerin 1xMIiK konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri kombine
edilerek kullanilmistir (107).

Calismamizda temporin A‘nin tek basina ve antibiyotiklerden doksisiklin,
eritromisin, klindamisin, linezolid ve vankomisin ile olan kombinasyonlarinin bir
MSSA ve bir MRSA olmak iizere iki adet S. aureus susuna karsi; apidaecin 1B‘nin ise
tek basina ve antibiyotiklerden piperasilin, sefotaksim, meropenem, gentamisin ve
levofloksasin ile kombinasyonlarinin bir GSBL (+) / MDR ve bir GSBL (-) olmak tizere

iki adet E. coli susuna kars1, zaman 6liim egrileri aragtirilmigtir.

Bu amacgla calismada kullanilan ve hazirlanist 3.1 bdliimiinde anlatilan
antimikrobik maddelerin stok ¢ozeltilerinden 10xMIK degerindeki ¢ozeltileri
hazirlanmis, bunlardan birer mililitre alinarak igerisinde 8 ml, kombinasyon
deneylerinde ise 7 ml MHB bulunan deney tiiplerine ilave edilmistir. Bu tiiplere
hazirlanist 3.3.1. boliimiinde anlatilan inokulumdan MHB igerisinde 107 CFU/ml olacak
sekilde elde edilen bakteri siispansiyonundan 1’er ml ilave edilmistir. Bu sekilde her
tiipte antimikrobiyal peptidlerin 1xMIK ve 1/2xMIK konsantrasyonlarinda tek baslarina
ve 1xMIK konsantrasyonundaki antibiyotiklerle kombinasyon halindeki ¢ozeltileri ve
suslarmn 10° CFU/ml’lik siispansiyonlarin1 igeren toplam 10 ml’lik hacimler elde
edilmistir. Kontrol igin ise sadece 1 ml 10’ CFU/mI’lik bakteri siispansiyonu ve 9 ml

MHB besiyeri igeren tiipler hazirlanmistir. Bu tiipler 37°C’de, 70 devir/dakika hizindaki
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calkalayict su banyosunda inkiibasyona birakilarak 0, 1, 2, 4, 6, 8 ve 24. saatlerde bu
tiplerden alinan Orneklerde canli bakteri sayimi yapilmistir. Alinan Ornekler ya
dogrudan ya da uygun oranlarda steril fizyolojik tuzlu su ile seyreltildikten sonra her
seyreltmeden 100’er pl olmak iizere Petri kutusundaki TSA besiyerinin yiizeyine
yayilmis, kuruduktan sonra 37°C’lik etiivde bir gece bekletilmistir. Ertesi giin olusan
koloniler sayilmis, seyreltme faktorii dikkate alinarak silispansiyonun mililitresinde
bulunan bakteri sayist (CFU/mI) tiim Petri kutularinda belirlenen sayilarin ortalamasi

(Y34

alinarak saptanmigtir. Elde edilen degerler zaman “x” ekseninde, bakteri sayisinin

logaritmik degeri “y” ekseninde olacak sekilde gosterilerek zaman-olim egrileri

c¢izilmis, sonuglar CLSI verilerine gore asagidaki sekilde yorumlanmistir.

a) Sinerjist etki: AMP’ler ve antibiyotiklerin 24. saatte kombinasyon halinde
olusturdugu etki sonucu elde edilen bakteri sayisinin, kombinasyonda bulunan
antibiyotiklerden daha aktif olanin tek basina olusturdugu etki ile elde edilen bakteri
sayisina gore 100 kat ya da daha fazla (> 2 logio) azalmis olmasi sinerjist etki olarak

kabul edilmistir.

b) Additif etki: AMP’ler ve antibiyotiklerin 24. saatte kombinasyon halinde
olusturdugu etki sonucu elde edilen bakteri sayisinin, kombinasyonda bulunan
antibiyotiklerden daha aktif olanin tek basina olusturdugu etki ile elde edilen bakteri
sayisina gore <10 kat (1 logio) azalmis ya da artmis olmasi additif etki olarak kabul

edilmistir.

c) Antagonist etki: AMP’ler ve antibiyotiklerin 24. saatte kombinasyon halinde
olusturdugu etki sonucu elde edilen bakteri sayisinin, kombinasyonda bulunan
antibiyotiklerden daha az aktif olanin tek basina olusturdugu etki ile elde edilen bakteri
sayisina gore 100 kat ya da daha fazla (> 2 logio) artmis olmasi antagonist etki olarak

kabul edilmistir. Bu degerlendirmelere ait grafik drnekleri Sekil 3.3’de gosterilmistir.

3.8.2. Antibiyotiklerin bakterisidal etkilerinin arastirilmasi

3.8.1. boliimiinde anlatilan time kill curve deneylerinde temporin A ve apidaesin
1B’nin tek baslarina ve antibiyotiklerle olan kombinasyonlarinin iki adet S. aerus ve iki
adet E.coli susu iizerine gostermis olduklar1 > 3 logio’luk azalma CLSI verilerine gore
bakterisidal etki olarak yorumlanmistir (109). Bakterisidal etkinin gosterilmesine ait

ornek grafik Sekil 3.4’de gosterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Minimum inhibitér konsantrasyonu (MIiK) degerlerinin saptanmasmna ait

bulgular

4.1.1. Deney kosullarinin standardizasyonuna ait bulgular

Calismada, deney kosullarinin standardizasyonu amaciyla standart sus olarak S.
aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 43300 (MRSA) ve E. coli ATCC 25922 suslar
kullanilmistir. Calisma boyunca mikrodiliisyon yontemi ile doksisiklin, eritromisin,
klindamisin, linezolid, vankomisin, piperasilin, sefotaksim, meropenem, gentamisin ve
levofloksasinin bu suslara karsi saptanan MIK degerleri CLSI tarafindan onerilen
siirlar igerisinde kalmistir (106). Calismada kullanilan antibiyotikler ve AMP’lerin

standart suslara kars1 saptanan MiK degerleri sirasiyla tablo 4.1 ve 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Antibiyotiklerin standart suslara karsi saptanan MiK degerleri

MIK (ng/ml)

S. aureus MRSA E. coli
Antibiyotik ATCC 29213 ATCC 43300 ATCC 25922
Doksisiklin 0,125 0,062 -
Eritromisin 0,25 >128 -
Klindamisin 0,062 >32 -
Linezolid 2 2 -
Vankomisin 1 2 -
Piperasilin - - 2
Sefotaksim - - 0,062
Meropenem - - 0,008
Gentamisin - - 0,5
Levofloksasin - - 0,031

- Denenmemistir
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Tablo 4.2. AMP’lerin standart suslara karsi saptanan MiK degerleri

MIK (ng/ml)
Antimikrobiyal S.aureus MRSA E.coli
peptidler ATCC 29213 ATCC 43300 ATCC 25922
Temporin A 8 8 -
Apidaesin 1B - - 16

- Denenmemistir

4.1.2. Cahsmada kullanilan AMP’ler ve antibiyotiklerin MIK degerlerine ait

bulgular

Calismada 3.1 bolimiinde bildirilen AMP’lerden temporin A ve apidaesin 1B ile
antibiyotiklerin altisar adet MRSA, MSSA, MDR/GSBL+ E. coli ve GSBL (-) E. coli
suslarina kars1t MiK degerleri mikrodiliisyon yontemiyle belirlenmistir. Bu calismalarin
sonucunda AMP ve antibiyotiklerin toplam 12’°ser adet S. aureus ve E. coli susuna kars1
saptanan MIK araliklar1 ile suslarin % 50’sini ve % 90’11 inhibe eden en diisiik

antibiyotik konsantrasyonlarina ait bulgular sirasiyla tablo 4.3 ve 4.4°de gosterilmistir.

Tablo 4.3.Antimikrobik maddelerin 12 adet S. aureus susuna karsi saptanan MIiK
arahklari, MiKso ve MiKoo degerleri (ug/ml)

MSSA (n:6) MRSA (n:6)

MiK arahg  MiKs, MiKgo MiK arahgi  MiKs, MiKg

Temporin A 8 8 8 8 8 8
Doksisiklin 0.062 -2 0.125 0.125 0.25-4 4 4
Eritromisin 0.25-0.5 05 0.5 0.125->128 0.5 16
Klindamisin 0.062-0.125 0.125 0.125 0.125-0.5 0.125 0.25
Linezolid 2 2 2 2 2 2
Vankomisin 0.5 0.5 0.5 0.5-2 0.5 1

n: Calismada kullanilan sus sayisi
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Tablo 4.4.Antimikrobik maddelerin 12 adet E. coli susuna kars1 saptanan MiK
araliklar,, MiKso ve MiKoo degerleri (ug/ml)

E.coli (n:6) MDR E.coli (n:6)

MiK arahgi  MiKs MiKys MiKaraign MiKsy MiKg

Apidaesin 1B 16-32 16 16 8-32 16 16
Piperasilin 1->256 4 >256 128->256 >256 >256
Sefotaksim 0.031->256 0.062 2 64->256 128 >256
Meropenem 0.008-0.062 0.016 0.016 0.008-4 0.016 0.031
Gentamisin 0.5-2 1 1 1-256 2 128
Levofloksasin 0.016-256 0.062 16 16-32 16 32

n: Calismada kullanilan sus sayisi

4.1.3. Cahsmada kullanilan suslarin antibiyotiklere duyarhihk oranlarinin

belirlenmesine ait bulgular

Calismada kullanilan 12’ser adet S. aureus ve E. coli susunun CLSI’nin
yayinladigi sinir degerler esas alinarak belirlenen antibiyotiklere duyarlilik oranlari

sirasiyla Tablo 4.5 ve 4.6°da bildirilmistir.

Tablo 4.5. 12 adet S. aureus susunun antibiyotiklere duyarhhk oranlari (%)

MSSA (n:6) MRSA (n:6)
Antibiyotik Du Od Di Du Od Di
Doksisiklin 100 - - 100 - -
Eritromisin 100 - - 50 16,67 33,33
Klindamisin 100 - - 100 - -
Linezolid 100 - - 100 - -
Vankomisin 100 - - 100 - -

Du: Duyarli, Od: Orta duyarli, Di: Direngli, n: sus sayisi
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Tablo 4.6. 12 adet E. coli susunun antibiyotiklere duyarhlik oranlari (%)

E. coli (n:6) MDR E. coli (n:6)
Antibiyotik Du Od Di Du Od Di
Piperasilin 66,67 - 33,33 - - 100
Sefotaksim 66,67 16,67 16,67 - - 100
Meropenem 100 - - 83,33 - 16,67
Gentamisin 100 - - 50 - 50
Levofloksasin 66,67 - 33,33 - - 100

Du: Duyarli, Od: Orta duyarli, Di: Direngli, n: sus sayist

4.2. Minimum bakterisidal konsantrasyonun (MBK) saptanmasina ait bulgular
Calismada kullanilan AMP’lerin 12’ser adet S. aureus ve E. coli susuna karsi

MBK degerleri CLSI’da bildirilen esaslara gore belirlenmis, tespit edilen MBK

araliklar ile suslarin % 50°sini ve % 90’11 6ldiiren en diisiik AMP konsantrasyonlarina

ait bulgular tablo 4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4.7.Antimikrobiyal peptidlerin 12 adet S. aureus ve E. coli susuna karsi
saptanan MBK araliklari, MBKso ve MBKogo degerleri (ug/ml)

Temporin A Apidaesin 1B

MBK arallgl MBKso MB Kgo MBK al‘allgl MBK50 MB Kgo

MSSA (n:6) 8-16 8 16 - - -
MRSA 8 8 8 - - -
E. coli - - - 16-32 16 16
MDR E. coli - - - 8-16 16 16

- Denenmemistir
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4.3. Mikrodiliisyon “checkerboard” yontemi ile AMP’lerin kombinasyon
halindeki etkilerine ait bulgular

Calismada kullanilan AMP’lerden Temporin A’nin doksisiklin, eritromisin,
klindamisin, linezolid ve vankomisin ile olusturulan ikili kombinasyonlarinin S. aureus
suslarina kars1 etkileri; apidaesin 1B’nin ise piperasilin, sefotaksim, meropenem,
gentamisin ve levofloksasin ile olusturulan ikili kombinasyonlarmin E. coli suslarina
kars1 etkileri mikrodiliisyon “checkerboard” yontemi ile arastirilmis, elde edilen
bulgular FIK indeksine gore degerlendirilmistir.

MIK degerleri >128 pg/ml olarak saptanan antibiyotikler ile ¢alistlan suslarin dahil
edilmedigi checkerboard deneylerinde suslarin hicbirine karst antagonist etkinin

goriilmedigi saptanmis olup elde edilen sonuglar tablo 4.9 ve 4.10°da gosterilmistir.

Tablo 4.8.Temporin A’min antibiyotiklerle olusturulan kombinasyonlarinin

S.aureus suslari iizerine etkileri

FIK indeksi
Suslar/
Antibiyotikler 0,5 0,625 0,75 1 15 2 3
MSSA (n:6)
Doksisiklin - - - - 3 3 -
Eritromisin - - - - - 5 1
Klindamisin - 1 - - - 4 1
Linezolid - - - 1 - 5 -
Vankomisin - 3 - 1 - 2 -
MRSA (n:6)
Doksisiklin - 2 2 1 - 1 -
Eritromisin - - - - - 6 -
Klindamisin - - - 1 - 3 2
Linezolid - 2 1 - 1 2 -

Vankomisin - 4 - 1 - 1 -
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Tablo 4.9.Apidaesin 1B’nin antibiyotiklerle olusturulan kombinasyonlarinin E.coli

suslar iizerine etkileri

Suslar/ Sinerjizm
o 025 0312 05 0625 075 1 125 2
Antibiyotikler oranlar1 %

E. coli (n:6)
Piperasilin 25 - 1 - -
Sefotaksim 20 1 - -

Meropenem - - - -

N NN

Gentamisin 33,33 - 1 1

N N N = =
[
[EEN
[N

Levofloksasin - - - - 1
MDR E. coli (n:6)

Piperasilin - - . E - £ - - -

Sefotaksim - - - - 2 . - - -

Meropenem 16,67 - 1 - 1 1 - - 3

Gentamisin 33,33 - - 1 2 - - - -

Levofoksasin - - - - - 2 2 - 2

4.4. Time Kill curve yontemi ile AMP’lerin kombinasyon halindeki etkilerine ait
bulgular

Calismamizda temporin A’nin birer adet MRSA ve MSSA olmak tizere iki adet
S. aureus; apidaesin 1B’nin ise birer adet MDR / GSBL (+) ve GSBL (-) olmak tizere
iki adet E. coli susuna karsi tek baslarina ve antibiyotiklerle kombinasyon halinde
olusturduklar etkiler time kill curve yontemi ile arastirilmis ve zaman-6liim egrileri

cizilmistir. Elde edilen bulgulara ait grafikler sirasiyla Sekil 4.1 ve 4.2 ‘te gosterilmistir.
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Sekil 4.1. MRSA ve MSSA suslarina kars1 Temporin A ve antibiyotik kombinasyonlarina

ait zaman 6lilm grafikleri
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5. TARTISMA

Insanlik tarihinin en 6nemli buluslarindan olan antibiyotikler, 6zellikle uygunsuz
ve gereksiz kullanimlar1 sonucu gelisen direng problemi nedeniyle etkilerini 6nemli
oranda kaybetmeye baslamiglardir. Giinlimiizde, tedavide kullanilabilecek higbir etkili
antibiyotigin bulunmadigi ¢oklu ve ekstrem direngli P. aeruginosa ve A. baumannii,
MRSA, vankomisine direngli S. aureus (VRSA) ve VRE, GSBL (+) / MDR E. coli ve
K. pneumoniae suslari ile bu suslarin basta hastane kaynakli enfeksiyonlar olmak iizere
toplum kaynakli enfeksiyonlarda da giin gectikge artan goriilme oranlari, antibiyotik
direncinin halk sagligi agisindan nasil ciddi bir tehdit olusturdugunu ve gelecekte de
olusturmaya devam edecegini gozler Oniine sermektedir. National Nosocomial
Infections Surveillance (NNIS) tarafindan bildirilen raporlarda da bu bakterilerin birgok
antibiyotige karsi, Ozellikle yogun bakim iinitelerinde, ¢ok yiiksek oranda direng
gelistirdikleri ve bu direng oranlarinin her yil daha da arttig1 belirtilmistir (112, 113).

S6z konusu olan bakterilerden S.aureus, Staphylococcus cinsi igerisinde yer alan
cok sayidaki tiir arasinda, giiniimiizde kullanilan birgok antibiyotige hizla direng
kazanmasi ve bu sebeple olusturdugu enfeksiyonlara daha sik rastlanmasi nedeniyle
insan enfeksiyonlarindaki en 6nemli patojendir (114). Stafilokoklar Micrococcaceae
ailesi igerisinde yer alan ve dogada yaygin olarak bulunan Gram pozitif koklardir.
Normal flora elemani olarak memelilerin deri ve mukoz membranlarinda bulunurlar.
Stafilokoklar ¢cogunlukla bulunduklar1 yerde iyi huylu ve simbiyotik bir iligskiye sahip
olmakla birlikte deri ve mukozal yaralanma, enjeksiyon veya cerrahi miidahaleler ile
tesadiifen doku i¢ine girmeleri sonucunda patojen hale gecebilirler (115). Patojen
stafilokoklar ¢evre kosullarina oldukg¢a direngli olmalari, fizyolojik olmayan cesitli
cevresel kosullarda dahi varliklarini siirdiirebilmeleri, kurumus ¢esitli materyallerden
aylar sonra bile izole edilebilmerinden dolayr major bir insan patojeni olmaya devam
etmekte ve enfeksiyon kontrol dnlemlerine ragmen her donem tip diinyasinda 6nemini
korumasi beklenmektedir.

S. aureus izolatlarinda goriilen en Onemli sorun, giderek artan oranlardaki
metisilin direncidir. 1961 yilinda Ingiltere’de ilk MRSA susu olan COL izolati, S.
aureus enfeksiyonlarmin tedavisinde antistafilokokkal penisilinlerden metisilin

kullanimimin baglamasindan sadece iki yil sonra tanimlanmigtir (116). Metisilin
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(oksasilin, nafsilin, kloksasilin, dikloksasilin) direncine sahip stafilokoklar, trettikleri
beta laktamaz enzimi sayesinde, sefalosporinler de dahil olmak iizere tiim beta-laktam
grubu antibiyotiklere kars1 direnglidirler. Bu direngten, mecA geninin kodladig: farkli
bir penisilin baglayan protein olan PBP2a tiretiminin sorumlu oldugu tespit edilmistir
(117). MRSA kokenlerinde genellikle fenotipik olarak hem tiim beta-laktam
antibiyotiklere hem de aminoglikozitler, linkozamidler ve makrolidlere karsi olmak
iizere cogul ilag direnci gozlenmektedir (118). ilk ortaya ¢iktiklar: tarihlerde sadece
hastane kaynakli enfeksiyon etkenleri olarak diisiiniilen MRSA’lar, giinlimiizde toplum
kaynakli enfeksiyon etkenleri arasinda da giderek artan oranda goriilmekte, ciddi
morbidite ve mortaliteye neden olmakta ve yiiksek bir ekonomik yilik olusturmaktadir
(119).

Giinlimiizde yogun bakim {iiniteleri basta olmak iizere hastane kaynakli S.aureus
suslarmin ¢ogu beta laktamaz tiretmekte ve MRSA suslar1 tiim diinyada yaygin olarak
goriilmekte olmakla birlikte, prevalansin iilkeler arasinda farkliliklar gosterdigi de rapor
edilmektedir (119). Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri'nde MRSA epidemiyolojisi
NNIS sistemi ile yillik degisiklikler bazinda takip edilerek kayit altina alinmakta olup
bazi yogun bakim {initelerinde MRSA izolasyon oranlarinin % 80’in iizerine ¢iktigi
bildirilmektedir (120-122). Bunun yanisira Klevens ve ark. (123) 1992-2003 yillarinda
yaptiklar1 bir aragtirmada, S. aureus suslar1 arasindaki MRSA oranmin yillik % 3.1
oraninda arttigin1 ve 2003 yilinda % 64 diizeylerinde oldugunu tespit etmislerdir.
Avrupa’da ise The European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS)
tarafindan antimikrobiyal duyarlilik verileri toplanarak kaydedilmektedir. EARSS
verilerine gore 2013 yili MRSA oranlar Kibris’ta % 32.5, Yunanistan’da % 40.3,
Bulgaristan’da % 19.2, Romanya’da % 64.5, Italya’da % 35.8, Almanya’da % 12.8,
Fransa’da % 17.1 ve Ingiltere’de % 13.8 olarak bildirilmistir (124).

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de MRSA’lar direngli hastane enfeksiyonu
etkenleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir (125). Tiirkiye genelindeki nozokomiyal
MRSA enfeksiyonlarinin orani ise Saglik Bakanligi’nin Ulusal Hastane Enfeksiyonlari
Siirveyans Agi (UHESA) Raporu’na gore 2011 yilinda % 55,3 ve 2012 yilinda ise %
53,9 olarak bulunmustur (126, 127). Derbentli (128) tarafindan 2000-2003 yillari
arasinda yapilan bir arastirmada MRSA prevalansi % 46.6 olarak bulunurken farkli
merkezlerde yapilan diger ¢alismalarda Aridogan ve ark. (129) tarafindan 2004 yilinda
% 41.0, Vardar-Unlii ve ark.’larinin (130) 2004-2005 yillar1 arasinda yaptig1 calismada
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% 53.6, Bozca ve ark.’lariin 2005-2006 yillarinda yaptigi calismada % 34, Kurutepe
ve ark. (131) tarafindan 2007 yilinda % 32.4 ve Duman ve ark. (132) tarafindan 2009
yilinda % 36.4 olarak tespit edilmistir.

Calismamizda Bezmialem Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali rutin laboratuvarlarinda izole edilen, alti adet MRSA ve Grup Florence
Nightingale hastanelerinin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda izole edilen alt1 adet MSSA
susuna karsi, gelecekte yeni ve etkili bir antibiyotik grubu olarak kullaniimaya
hazirlanilan AMP’lerden Temporin A’nin tek basina ve c¢esitli antibiyotiklerle
kombinasyonlar1 halindeki etkileri arastirilmigtir. Calismada kullanilan antibiyotiklerin,
CLSI’'nin bildirdigi mikrodiliisyon yontemine goére, MSSA ve MRSA suslarinin %
90’m1 inhibe eden konsantrasyonlari doksisiklin i¢in sirasiyla 0,125 ve 4 pg/ml,
eritromisin i¢in 0,5 ve 16 pg/ml, klindamisin i¢in 0,125 ve 0,25 pg/ml, linezolid i¢in 2
ve 2 ug/ml, vankomisin igin ise 0,5 ve 1 pug/ml olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara
gore antibiyotiklerden klindamisin ve vankomisinin MRSA suslarina kars1 olan MiKgo
degerleri MSSA suslarina gore iki kat, doksisiklin ve eritromisininkiler ise 32 kat daha
yiiksek olarak tespit edilmistir. AMP’lerden temporin A’nin ise, antibiyotiklere karsi
olan diren¢ durumlarindan etkilenmeksizin tim S. aureus suslarina karsi 8 pg/ml’lik

konsantrasyonda etkili oldugu belirlenmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore S. aureus suslarina karsi ¢alismamizda kullanilan
antibiyotiklerden tartim bazinda en etkili olanin klindamisin oldugu ve bu antibiyotigi
vankomisin ile linezolidin takip ettigi belirlenmistir. CLSI’min bildirdigi sinir
degerlerine gore calismada kullanilan antibiyotiklerin duyarlililk  durumlarina
bakildiginda MSSA suslar1 tiim antibiyotiklere % 100 duyarliyken MRSA suslar
eritromisine % 50, diger antibiyotiklere ise % 100 duyarli olarak bulunmuslardir.

Calismamizda kullanilan diger 6nemli hastane enfeksiyonu etkeni ise E. coli’dir.
Barsak florasinda yer alan ve bir¢cok patojen tiirli barindiran Enterobacteriaceae
ailesinin en 6nemli iiyelerinden olan E.coli, genellikle zararsiz bir kommensal olmasina
ragmen bazi suslar1 patojenik olup, besin kaynakli enteritlerin baglica etkeni olarak
bilinmektedir. Insanlarda hastalik yapabilen patojen E.coli suslar1 genellikle enterik /
diyarejenik ve barsak disi enfeksiyon etkenleri seklinde gruplanirlar. Patojen E.coli
suslar, diinya ¢apinda morbidite ve mortaliteye neden olan patojenler arasinda iist

siralarda yer almakta olup, enfeksiyonlarinin tedavisinde genellikle beta-laktam grubu
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antibiyotikler kullanilmaktadir. Ancak giiniimiizde, E. coli suslarinda bu antibiyotiklere
kars1 gittikge artan oranlarda direng goriilmesi nedeniyle, bu enfeksiyonlarin tedavisinde
biiyiik giicliikler yasanmaktadir (133).

Beta-laktam grubu antibiyotikler, basta Gram negatifler olmak iizere birgok
bakteri tarafindan sentezlenen ve sayilart bir hayli fazla olan beta-laktamaz enzimleri
tarafindan hidroliz edilerek inaktif hale getirilebilmektedir. Ozellikle genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) olarak adlandirilan beta laktamazlarin tiretimi, pek
cok antibiyotigin tedavide kullanimini sinirlandirmakta ve prognozu olumsuz yonde
etkilemektedir (134-136). Diinyada ilk kez 1983 yilinda ortaya ¢iktig1 bilinen GSBL
sentezleyen izolatlar, daha sonra diinyanin birgok iilkesinden bildirilmeye baslanmistir
(137, 138). GSBL iiretimi ozellikle E. coli ve Klebsiella tiirlerinde goriilmektedir.
Uygunsuz antibiyotik kullanimi1 ve hastane ortamindaki kolay yayilim nedeni ile tiim
diinyada hizla artan GSBL siklig1, 6zellikle genis spektrumlu sefalosporinlerin yogun
kullanildig1 hastanelerde daha fazla goriilmektedir (139-141).

E. coli suslari, hem toplum (% 80-85) hem de hastane (% 50) kaynakl {iriner
sistem enfeksiyonlarinin en sik izole edilen etkeni olup, GSBL iireten E. coli suslarinin
oranin1 belirlemek iizere birgok c¢alisma yiiriitiilmekte, ancak bu c¢alismalardan elde
edilen sonuclar gerek iilkeler, gerekse ayni iilkenin farkli bolgeleri arasinda farklilik
gostermektedir (142, 143-145). GSBL sikligin1 gosteren ¢alismalardaki farkli sonuglarin
baslica sebebinin ¢esitli bolgelerde farkli hasta sayilari, gruplar1 ve 6rneklerinin olmasi,
hastalarin farkli sosyoekonomik duruma sahip olmalar1 ve calismalarin yapildigi
bolgelerdeki antibiyotik kullanim  politikalar1  arasindaki  farkhiliklar  oldugu
distiniilmektedir.

Genellikle nozokomiyal enfeksiyon etkenleri olarak karsimiza ¢ikan GSBL(+)
mikroorganizmalarla meydana gelen enfeksiyonlar son yillarda toplum kaynakli olarak
da karsimiza ¢ikmaktadir. Her ne kadar bolgeler arasinda farkliliklar bulunsa da, hem
diinyada hem de iilkemizde GSBL ve antibiyotik diren¢ oranlarinda giderek artis
goriilmekte, 6zellikle toplum kdkenli {iriner sistem enfeksiyonlarma yol acan E. coli
izolatlarmin GSBL iiretimindeki g¢arpict artislar bu konudaki kaygilar1 arttirmaktadir
(146-148). Ispanya’da yapilan bir ¢alismada GSBL iireten E. coli oranm1 % 0,5 olarak
bulunmus, ayni calisma 6 yil sonra tekrar yapildiginda ise bu oranin % 4,1’e ¢iktig1
bildirilmistir (149-150). Yurdumuzda yapilan ve GSBL oranlarindaki artis1 gosteren

Akyar ve ark.’nin ¢alismasinda ise E. coli suslarinda saptanan GSBL oranlart 5 yil
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boyunca izlenmis ve 2004-2008 yillar1 arasindaki GSBL oranlar1 yillara gore sirasiyla
% 3.8, % 5.9, % 9.4, % 13.7 ve % 17.2 olarak bildirilmistir (151).

Calismamizda Grup Florence Nightingale hastanelerinin  mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda izole edilen altisar adet MDR / GSBL (+) ve duyarli / GSBL (-) E.
coli susuna karsi, AMP’lerden Apidaesin 1B’nin tek basina ve gesitli antibiyotiklerle
kombinasyonlar1 halindeki etkileri aragtirilmistir. Calismada kullanilan antibiyotiklerin
CLSI’nin bildirdigi mikrodiliisyon yontemine gore GSBL (+) ve (-) E. coli suslarinin %
90’m1 inhibe eden konsantrasyonlar1 piperasilin igin sirasiyla >256 ve >256 ug/ml,
sefotaksim i¢in 2 ve >256 pg/ml, meropenem igin 0,016 ve 0,031 pg/ml, gentamisin
icin 1 ve 128 pg/ml, levofloksasin igin ise 16 ve 32 pg/ml olarak tespit edilmistir. Bu
sonuglara gore antibiyotiklerden meropenem, levofloksasin ve piperasilinin GSBL (+)
E. coli suslarina kars1 olan MiKgo degerleri GSBL (-) E. coli suslarma gore en az iki kat,
gentamisin ve sefotaksiminkiler ise 128 kat ve daha yiiksek olarak tespit edilmistir.
AMP’lerden apidaesin 1B’nin ise, antibiyotiklere karsi olan diren¢ durumlarindan
etkilenmeksizin tiim E. coli suslarina kars1 16 pg/ml’lik konsantrasyonda etkili oldugu

belirlenmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore E. coli suslarina karsi ¢alismamizda kullanilan
antibiyotiklerden tartim bazinda en etkili olanin meropenem oldugu ve bu antibiyotigi
levofloksasin ile gentamisinin takip ettigi belirlenmistir. CLSI’nin bildirdigi simir
degerlerine gore c¢alismada kullamilan antibiyotiklerin duyarlilik durumlarina
bakildiginda GSBL (+) E. coli suslarmin piperasilin, sefotaksim ve levofloksasine %
100, gentamisin ve meropeneme kars1 sirastyla % 50 ve % 16,17 oranlarinda direncli
olduklari, GSBL (-) E. coli suslarinin ise piperasilin, sefotaksim ve levofloksasine %

66,67, gentamisin ve meropeneme ise % 100 duyarli olduklar1 belirlenmistir.

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi i¢in antibiyotik se¢imi yaparken genellikle
antibiyotiklerin inhibitor etkileri dikkate alimmaktadir. Ancak yetersiz tedavinin
genellikle mortaliteyle sonuclandigi ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde, bakterisidal
aktivitenin de bilinmesi 6nem tasimaktadir. Béyle durumlarda antimikrobiyal maddeye
ait MIK degerlerinin yan1 sira MBK degerlerinin de saptanmasi yarar saglamaktadir.
Calismamizda denenen AMP’lere ait MBK degerleri genellikle MIK degerlerine esit ya

da bu degerlerin iki kat1 konsantrasyonlarda bulunmustur.. Bu sonuglar, duyarli
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bakterilerle meydana gelen enfeksiyonlarin tedavisinde, AMP’lerle gerekli bakterisidal

etkinin saglanabilecegini gostermektedir.

Basit ve komplike olmayan enfeksiyonlarda genellikle tek antibiyotikle tedavi
rejimi tavsiye edilmesine ragmen, immiin yetmezlik ve kistik fibroz gibi belirli risk
gruplarinda bulunan kisilerde olusan enfeksiyonlarla endokardit, menenjit ve septisemi
gibi ciddi ve yasami tehdit eden enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotiklerin
kombinasyon halinde olusturduklart  olumlu etkilerden yararlanilmaktadir.
Antibiyotiklerin kombinasyon halinde kullanilmalarinin baglica amaglar1 arasinda
sinerjist etkilesim ile etki spektrumunu genisletmek, direncli subpopulasyonlarin ortaya
cikisin1 6nlemek veya geciktirmek, bakterisidal etkiyi arttirmak ya da hizlandirmak,
elde edilen sinerjist etki ile antibiyotiklerin daha diisiik dozda uygulanmasini saglamak
suretiyle toksik yan etkileri azaltmak ve polimikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisinde
basari ile kullanmak yer almaktadir (152).

Kombine antibiyotik tedavisi sirasinda antibiyotikler, birbirleri ile dort farkli
sekilde etkilesirler. Bunlar sinerjist, antagonist, additif ve indifferens etkilesimlerdir.
Pozitif bir etkilesim olan sinerjizmde, kombinasyonu olusturan antibiyotiklerin birarada
olusturduklar1 etki, her bir antibiyotigin tek basina kullanimi ile olusan etkilerin
toplamina gore 6nemli miktarda artmistir. Negatif bir etkilesim olan antagonizmde ise,
kombinasyonda yer alan antibiyotiklerin birlikte olusturduklar1 etki, her bir ilacin tek
basina kullanimi1 sonucunda olusan etkilere gore onemli Ol¢lide azalmistir. Kismi bir
sinerjiyi ifade eden additif etki, kombinasyondaki antibiyotiklerin birarada
olusturduklart etkinin, antibiyotiklerin ayr1 ayr etkilerinin toplamina esit olmasi olarak
tanimlanirken; ilaclarin birbiriyle etkilesmemesi olarak da tanimlanan indifferens etkide
ise antibiyotik kombinasyonunun etkisi, daha etkili olan antibiyotigin tek basina
meydana getirdigi etki ile esit diizeydedir (153).

Deneysel olarak sinerjist etki, kombinasyonu olusturan her bir antibiyotigin MIK
degerinde en az dort kat diislis olmasi ile belirlenir (154). Kombinasyonlardaki sinerjist
etkilesim ti¢ farkli mekanizma ile ortaya g¢ikabilmektedir (155). Bu mekanizmalar
arasinda -laktam + aminoglikozid kombinasyonunda oldugu gibi antibiyotiklerin farkli
yollarla farkli hedef bolgeleri inhibe etmesi (156), trimethoprim + siilfonamid
kombinasyonunda goriildiigii gibi ayni yolla farkli hedeflerin inhibisyonu (157) ve
oritavansin (klorobifenil / vankomisin) drneginde goriildiigii gibi farkli yollarla aym
hedef bolgenin inhibisyonu yer almaktadir (155, 158). Antagonist etki ise deneysel
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olarak, kombinasyonu olusturan her bir antibiyotigin MIK degerinde en az dért kat artis
olmasi ile belirlenmekte ve farkli mekanizmalar sonucu ortaya g¢ikabilmektedir.
Kombinasyon tedavileri sirasinda kesinlikle istenmeyen bir etki olan antagonizmin olasi
mekanizmalar1 arasinda ilacin baglandig1r yapilar icin rekabet, diger antibiyotik ile
baglanma noktasinin degistirilmesi, yada diger ilacin yarattigi uyari ile antibiyotigin
inaktivasyonu sayilabilmektedir (159).

Kombinasyon tedavisine karar verilirken tedavide kullanilmasi diisiiniilen iki
antibiyotigin etken mikroorganizmaya karsi olan etkisinin bilinmesi gerekir. Uygun bir
kombinasyonun se¢imi i¢in, deney hayvanlari ve insana ait bulgularin elde edilmesinde
yasanan giicliikler nedeniyle in vitro bilgiler esas alinarak sinerjist etkinin varlig1 ve
antagonist etkinin bulunmadigi arastirilmis olmalidir. Antibiyotiklerin kombinasyon
halindeki in-vitro etkilerini tayin etmek igin kalitatif sonu¢ veren mikrodiliisyon
“checkerboard’’ (dama tahtasi) ve kantitatif sonu¢ veren “time kill curve” (zaman 6liim

egrisi) yontemleri gelistirilmistir (106,110,111,160).

Calismamizda, antibiyotik kombinasyonlarinin etkisini 6lgmek igin bircok
arastirmaci tarafindan tercih edilen, kolay uygulanan ve hizli sonug veren geleneksel bir
yontem olan mikrodiliisyon checkerboard teknigi ile AMP’lerden temporin A’nin
doksisiklin, eritromisin, klindamisin, linezolid ve vankomisin ile kombinasyonlarinin S.
aureus; apidaesin 1B’nin ise piperasilin, sefotaksim, meropenem, gentamisin ve
levofloksasin ile kombinasyonlarinin E. coli suslarina kars1 etkinligi aragtiritlmigtir. Elde
edilen sonuglara gore S. aureus suslarina karsi temporin A’nin i¢inde bulundugu
kombinasyonlarin tiimiiniin, E. coli suslarina karsi ise apidaesin 1B’nin iginde
bulundugu kombinasyonlarin ¢ogunun additif etkili olduklari, sinerjist etkinin ise % 17
- 33 oranlar1 arasinda bulundugu tespit edilmistir. Calisilan kombinasyonlarin higbiri ile
antagonist etki goriilmemistir.

Bir¢ok arastirmaci tarafindan yiiriitilen ve AMP’lerin antibiyotiklerle
kombinasyon halinde gerek in vitro, gerekse in vivo antibakteriyal etkilerinin
arastirildig1 cesitli ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin, Giacometti ve ark. (161)
tarafindan yapilan caligmada, temporin A + linezolid kombinasyonunun metisiline
direngli S. epidermidis suslarinin olusturdugu subkutanoz fare gozalti torbasi enfeksiyon
modelinde bakteriyel yiikii biiyiik oranda diistirdiigii gosterilmistir. Yine Giacometti ve
ark.’nin (162) yiriitmiis oldugu bir baska c¢alismada, temporin A’nin hastane

enfeksiyonu etkeni E. faecalis suslarin1 1-16 pg/ml’lik konsantrasyonda inhibe ettigi ve
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imipenem yada amoksisilin + klavulanik asit ile olan kombinasyonlarinin sinerjist etkili
olarak bulundugu bildirilmistir. Anabilim Dali’mizda Doésler ve ark. tarafindan
yiiriitiilen bir ¢calismada AMP’lerden nisin ve melittinin hem MSSA hem de MRSA
suglarin1 sirasiyla 0,5-4 ve 2-32 pg/ml’lik konsantrasyonda inhibe ettikleri, nisin +
ampisilin ya da daptomisin ve melittin + vankomisin kombinasyonlarinin gerek MSSA
ve MRSA, gerekse E. faecalis suslarina kars1 sinerjist etkili olduklart gosterilmisir (163)
Yine Dosler ve ark. (164) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise katyonik peptid
yapidaki bir antibiyotik olan kolistin ve melittinin E. coli suslarini sirasiyla 0,125-1 ve
4-16 pg/ml’lik konsantrasyonlarda inhibe ettikleri ve kolistin + imipenem ya da
seftazidim kombinasyonlari ile melittin + imipenem yada amikasin kombinasyonlariin

E. coli ve K. pneumoniae suslarina kars1 sinerjist etki gosterdikleri bildirilmistir.

AMP’ler kendi gegislerini destekleyen yolla bakteri digs membranindan gegerken
kendileriyle birlikte diger antibiyotiklerin de hiicre icine girmesine olanak
saglamaktadir. Bu durum, dis membrandaki gegirgenligin azalmasi sonucunda cesitli
antibiyotiklere kars1 direng gelistiren bakterilerin yeniden duyarh hale gelmelerini ve bu
sekilde antibiyotiklerle AMP’lerin birbirlerinin etkilerini arttirmalarin1 saglamaktadir.
Bu da AMP’lerin enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde tek baslarmma veya diger
antibiyotiklerle olusturduklar1 sinerjist etkileri ile gilivenle kullanilabilecegini

gostermektedir.

Antibiyotik kombinasyonlarinin in vitro aktivitesini belirlemede kullanilan
checkerboard yontemi basit, giivenilir ve kolay uygulanabilir bir yontem olmakla
birlikte antibiyotiklerin etkinliginin zamanlamasiyla ilgili bilgi verememektedir. Bu
durumu asmak tizere ¢alismamizda time kill curve yontemi kullanilarak antimikrobik
maddeler ve kombinasyonlarinin zaman igindeki aktivitelerine ait profilleri ortaya
¢ikarilmistir. Bu amagla S. aureus suslar1 arasindan birer adet MSSA ve MRSA, E. coli
suslar1 arasindan ise birer adet GSBL (+) ve (-) olan sus segilerek ¢alismada kullanilan
AMP’ler ve antibiyotiklerin tek baglarina ve kombinasyon halinde olusturduklar

etkilerin 0-24. saat arasindaki zaman 6liim grafikleri elde edilmistir.

Zamana bagl dldiirme grafiklerinden elde edilen bulgulara gére MSSA susuna
kars1 denenen AMP + antibiyotik kombinasyonlarindan temporin A + doksisiklin ile
temporin A + klindamisinin sinerjist etkili olduklari, buna karsilik her iki

kombinasyonun da checkerboard deneylerinde aditif etkili bulunduklar1 belirlenmistir.
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Bununla birlikte FIK indeksleri gdzoniine alindiginda temporin A + klindamisin
kombinasyonu, zamana bagli 6ldiirme deneylerinde goriilen sinerjist etkiye benzer
sekilde 0,625 gibi diisiik FIK indeksine sahipken, temporin A + doksisiklin
kombinasyonunun FiK indeksinin ise 1,5 oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde MRSA
susuna kars1 denenen kombinasyonlardan temporin A + doksisiklin ile temporin A +
eritromisin, zamana bagl oldiirme deneylerinde sinerjist etkili olarak bulunmus olup
checkerboard deneylerinde aditif etkili olarak bulunan bu kombinasyonlarin FIK

indeksleri sirasiyla 0,625 ve 2 olarak belirlenmistir.

GSBL (-) E. coli susu ile elde edilen zamana bagli 6ldirme grafiklerinin
sonuclaraina gore apidaesin 1B + gentamisin ile apidaesin 1B + sefotaksim
kombinasyonlarinin sinerjist etkili olduklari, ayni kombinasyonlarin checkerboard
deneyi sonuglarma bakildiginda FiK indekslerinin sirasiyla 0,625 ve 0,25 oldugu
gozlenmistir. GSBL (+) E. coli susu ile elde edilen zamana bagh O6ldiirme deneyi
sonuclaraina gore ise yalnizca apidaesin 1B + gentamisin kombinasyonunun sinerjist
etkili oldugu, ayn1 kombinasyonun checkerboard deneylerinde de 0,5’lik FiK indeksi ile
sinerjist etki gosterdigi belirlenmistir. Buna karsilik checkerboard deneylerinde 0,312
gibi diisiik FIK indeksi ile GSBL (-) ve (+) E. coli suslarina karsi sinerjist etkili
olduklar1 saptanan sirasiyla apidaesin 1B + piperasilin ve apidaesin 1B + meropenem
kombinasyonlarinin zamana bagl 6ldiirme deneylerinde ise aditif etkili olduklart tespit

edilmistir.

Cesitli aragtirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalar incelendiginde AMP’lerle
antibiyotiklerin kombinasyon halinde olusturduklar1 etkinin zamana bagl oOldiirme
grafikleri yoluyla gosterildigi ¢aligma sayisi oldukg¢a sinirlidir. Bu arastirmalar arasinda
yer alan Gunderson ve ark.’nin (165) c¢alismasinda kolistin + seftazidim
kombinasyonunun MDR P. aeruginosa suslarina karsi sinerjist etkili oldugu
bildirilmistir. Benzer sekilde Lee ve ark. (166) da yaptiklari ¢alismada kolistin +
rifampin kombinasyonunun MDR A. baumanii suslarina karsi sinerjist etkili oldugunu
bildirmiglerdir. Dosler ve ark. (167) tarafindan yiritilen bir bagka c¢alismada
AMP’lerden nisinin konsantrasyona bagl olarak hizli bakterisidal aktivite gosterdigi ve
gerek siprofloksasinle gerekse vankomisinle olan kombinasyonlarinin hem MSSA hem

de MRSA suslarina kars1 sinerjist etkili oldugu tespit edilmistir.
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Gerek calismamizda elde edilen, gerekse diger arastirmacilar tarafindan
bildirilen sonuglardan da goriilebilecegi gibi antimikrobik maddelerin kombinasyon
halindeki etkilerini belirlemede kullanilan checkerboard ve zamana bagli 6ldiirme
deneyleri, genellikle paralel sonuglar verseler de her zaman i¢in aym1 kombinasyonlar
ile ayn1 etkiler gézlenememektedir. Bu nedenle aragtirmacilar tarafindan ¢alismalarina
en uygun yontemin titizlikle belirlenmesi ve elde edilen sonuclarin daha fazla sayida
bakteri susu ile kanitlandiktan sonra mutlaka in vivo deneylerle de desteklenmesi

gerektigi kanaatindeyiz.

Tim olumlu o6zellikleri géz oniine alindiginda AMP’lerin gelecekte yeni ve
etkili bir antibiyotik grubu olarak ilk siralarda yer alacaklar1 bircok arastirmact
tarafindan bildirilmektedir. Ancak bu maddelerin ilag olarak patent alip klinik kullanima
girebilmeleri i¢in  antimikrobik aktivitelerinin yam1 sira farmakokinetik ve
farmakodinamik 6zelliklerinin belirlenmesi, olasi stabilite ve toksisite gibi problemlerin
giderilmesi ve uygun formiilasyonlarinin hazirlanmasi gerekmekte olup bu amagla
yiriitiilen gerek hayvan modeli ¢alismalar1 gerekse insanlar tizerinde yapilan faz Il, faz
IIT klinik c¢alismalarinda alinan sonuglar son derece iimit vericidir. Ancak yine de bu
caligmalarin sayilar1 heniiz ¢cok sinirlidir ve daha pek c¢ok in vivo ve in vitro ¢alisma ile
desteklenmeleri gerekmektedir. Calismamizda elde edilen bulgularin da, AMP’lerin
klinik kullanima girebilmesi i¢in yapilan ¢aligsmalara yardimeir olarak yerini alacagi ve
AMP’lerin yakin gelecekte tek baslarina ya da antibiyotiklerle kombinasyonlar1 halinde

klinik kullanima girecekleri diisiincesindeyiz.
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SONUCLAR

Calismamizda kullandigimiz bakterilerden MSSA ve GSBL (-) E. coli suslarinin
denenen antibiyotiklere kars1 diren¢ oranlar1 % 0 - % 33 arasindayken, MRSA ve
GSBL (+) / MDR E. coli suslarininin ise denenen antibiyotiklere karst % 17 - %

100 oranlarinda direncli olduklar1 saptanmustir.

Caligmamizda kullanilan AMP’lerden temporin A ve apidaesin 1B’nin, ¢aligilan
S. aureus ve E. coli suslarinin antibiyotiklere karsi duyarli ya da direngli
olmalarindan etkilenmeksizin, tiim suslara karst ayn1 konsantrasyonda (sirasiyla 8

ve 16 pg/ml) etki ettikleri gozlenmistir.

Calismamizda kullanilan AMP’lerin MBK degerleri de belirlenmis, bu degerlerin
MIK degerlerine esit ya da en fazla iki kat:i konsantrasyonlarda oldugu

belirlenmistir.

AMP’lerden temporin A’nin doksisiklin, eritromisin, klindamisin, linezolid ve
vankomisin ile kombinasyonlarinin mikrodiliisyon checkerboard yontemi ile S.
aureus suslarina karsi olan etkilerini arastirdigimzda, FIK indeksi degerlerinin
0,625 - 3 arasinda bulundugu, bu degerlere gore tiim kombinasyonlarin aditif

etkili olduklar1 saptanmustir.

AMP’lerden apidaesin 1B’nin piperasilin, sefotaksim, meropenem, gentamisin ve
levofloksasin ile kombinasyonlarinin mikrodiliisyon checkerboard yontemi ile E.
coli suslarma kars1 etkinligi arastirildiginda, FIK indeksi degerlerinin 0,25 - 2
arasinda bulundugu, bu degerlere gore ¢alisilan kombinasyonlarin % 17 - % 33

oranlarina sinerjist etkili olduklar1 saptanmustir.
Calisilan kombinasyonlarin higbiri ile antagonist goriilmemistir.

Zamana bagli 6ldiirme deneyleri ile temporin A’nin antibiyotikler ile birer adet
MSSA ve MRSA susuna karsi olan etkilerini arastirdigimizda, MSSA susuna
karst temporin A’nin klindamisin ve doksisiklin ile kombinasyonlarinin, MRSA
susuna karsi ise doksisiklin ve eritromisin ile olan kombinasyonlarinin sinerjist

etkili olduklar1 belirlenmistir.

Zamana bagl 6ldiirme deneyleri ile apidaesin 1B’nin antibiyotikler ile birer adet
GSBL (-) ve GSBL (+) E. coli susuna kars1 olan etkilerini arastirdigimizda, GSBL

() E. coli susuna kars1i apidaesin 1B’nin gentamisin ve sefotaksim ile
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kombinasyonlarinin, GSBL (+) E. coli susuna kars1 ise apidaesin 1B’nin yalniz

gentamisin ile olan kombinasyonunun sinerjist etkili oldugu belirlenmistir.
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