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Ozet

KLINiK ORNEKLERINDEN iZOLE EDIiLEN KOLISTIN DIRENCLI
KLEBSIELLA PNEUMONIAE SUSLARI UZERINDE GLISIiRHIZiK ASIT VE
KOLISTININ SINERJISTIK ETKINLiGININ ARASTIRILMASI

AMAC. Kolistin direncli Klebsiella pneumoniae enfeksiyonu tedavisine
yonelik calismalara katkida bulunmak amaciyla, kolistin direncli ve duyarh
Klebsiella pneumoniae’lar tuzerinde kolistin ile birlikte glisirhizik asitin

kombine etkinligini incelemektir.

YONTEM. Calismamiza Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe Egitim ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
30.06.2017-04.07.2019 tarihleri arasinda gelen klinik 6rneklerinden izole
edilmis, 30 adet kolistin duyarhh ve 30 adet kolistin direncli Klebsiella
pneumoniae izolat1 dahil edildi. Toplanan suslarda sivi mikrodiltisyon yéntemi
kullanilarak kolistin ve glisirhizik asit icin MIK degerleri belirlendi. Daha
sonra 60 izolat tzerinde Kkolistin-glisirhizik asit kombine etkinligi dama
tahtas1 yontemi kullanmilarak arastirildi. Elde edilen fraksiyonel inhibitér
konsantrasyon degerlerine gore fraksiyonel inhibitér konsantrasyon indeksi

hesaplamalan yapilarak kombine etkinlik degerlendirildi.

BULGULAR. Calisilan 60 adet sus fraksiyonel inhibitér konsantrasyon
indeksi degerlerine gore incelendiginde 13*tinde (%21,7) indiferans, 13inde
additif (%21,7), 9'unda (%15) sinerjistik, 21’'inde (%35) antagonizma saptandi,
4tinde (%6,7) ise fraksiyonel inhibitér konsantrasyon indeksi degeri

saptanamada.

Kolistin direncli grup incelendiginde n=19 (%63,3) antagonizma, n=6 (%20)
indiferans, n=3 (%10) additif etki saptanirken, 2 adet izolatta fraksiyonel
inhibitér konsantrasyon indeksi degeri saptanamamstir. Kolistin duyarh
suslar incelendiginde ise n=10 (%33) additif, n=9 (%30) sinerjizm, n=7 (%23)
indiferans, n=2 (%6,7) antagonizma saptanmis ve 2 adet izolatta fraksiyonel

inhibitér konsantrasyon indeksi degeri hesaplanamamuistir. Kolistin duyarh ve
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direncli grup kendi icinde degerlendirildiginde; kolistin duyarh grupta additif
ve sinerjistik etkinlik, kolistin direncli grupta ise antagonistik etkinlik diger
gruba oranla istatiksel olarak anlamh derecede yiliksek saptanmistir

(p=0,001).

Her bir sus icin sadece bir kuyucuk fraksiyonel inhibitér konsantrasyon
indeksi degeri hesaplamas1 tzerinden (fraksiyonel inhibitér konsantrasyon
indeksi hesaplanamayanlar disarida tutularak) duyarli ve direncli suslarin
fraksiyonel inhibitér konsantrasyon indeksi ortalamalar1 alindiginda direncli
grup 4,04, duyarli grup ise 1,05 olarak bulunup iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir(p=0,001).

Her bir sus icin fraksiyonel inhibitér konsantrasyon indeksi degeri
hesaplamasi yapilmis tiim kuyucuklar degerlendirilerek (fraksiyonel inhibitér
konsantrasyon indeksi degeri hesaplanamayanlar disarida tutularak) duyarh
ve direncli grup ortalamalar1 alindiginda; Direncli grupta 301 adet kuyucuk
ortalamasi 2,01 olurken, duyarlh grupta 171 kuyucukta 1,14 olarak
hesaplanmistir. ki grup arasindaki fark istatiksel olarak anlamh

bulunmustur (p=0,001).

SONUC. Bizim calismamizda kolistin direncli ve duyarli K.pneumonia suslari
uzerinde kolistin-glisirhizik asit kombine etkinligi degerlendirilmistir. Kolistin
direncli suslarda antagonizma, kolistin duyarli suslarda ise additif ve
sinerjistik etkinlik 6n planda saptanmistir. Buradan yola cikarak kolistin
direncli enfeksiyonlarda, gida sektdértinde tatlandirici olarak kullanimi yaygin
olan glisirhizik asitin kullamiminin kolistinin etkinliginde antagonistik
etkinlik gosterebilecegini sdyleyebiliriz. Buna karsin kolistin duyarl suslarda
sinerjizm ve additif etkinlik 6n planda oldugundan glisirhizik asit bilesigi

iceren maddelerin ttiketimi kolistinin etkinligini arttirabilir.

Son yillarda kolistin diren¢ sorununa yonelik calismalar yapilmaktadir. Coklu
antibakteriyel ajanlarla yapilan kombinasyon calismalarinda, birbiri ile
celiskili sonuclar gorulebilmektedir. Bazi calismalarda etkili gorulen
antibiyotik kombinasyonu, diger calismalarda etkisiz olarak
bulunabilmektedir. Bu farkliligin, kullanilan test metodu ve antibakteriyel

maddelerin standart bir prosediir icerisinde uygulanmamasindan



kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz. Ileriki calismalarin daha saghkli ve
tutarli sonuc¢ verebilmesi icin, direnc mekanizmalari molekiler olarak
ispatlanmis suslarla, aym 6zelliklere sahip etken maddeler kullanilarak invivo

ve invitro ¢calismalarin yapilmasi gerekli oldugu kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Kolistin, Klebsiella pneumoniae, Glisirhizik asit



Abstract

INVESTIGATION OF THE SYNERGIC EFFECTIVENESS OF GLYCYRRHIZIC
ACID AND COLISTIN ON COLISTIN-RESISTANT KLEBSIELLA
PNEUMONIAE STRAINS ISOLATED FROM CLINICAL SAMPLES

OBJECTIVE. The aim of this study is to investigate the combined efficacy of
colistin and glycyrrhizic acid on colistin-resistant and susceptible Klebsiella
pneumoniae in order to contribute to the studies on the treatment of colistin-

resistant Klebsiella pneumoniae infection.

METHODS. 30 colistin susceptible and 30 colistin resistant Klebsiella
pneumoniae  isolates  from = clinical samples received between
30.06.2017-04.07.2019 to the Medical Microbiology Laboratory of Goztepe
Training and Research Hospital of Istanbul Medeniyet University were
included in the study. MICs for colistin and glycyrrhizic acid were determined
using liquid microdilution method in the strains collected. Combined
efficiency of colistin-glycyrrhizic acid on these 60 isolates was investigated
using the checkerboard method according to the pre-determined MIC values.
Combined efficacy was evaluated by calculating fractional inhibitor
concentration index according to obtained fractional inhibitor concentration

values.

RESULTS. When 60 strains were examined according to their fractional
inhibitory concentration index values, 13 (21.7%) indifferent, 13 additive
(21.7%), 9 (15%) synergistic, 21 (35%) antagonistic effect were found and no

fractional inhibitor concentration index value was found in 4 (6.7%) patients.

When the colistin resistant group was examined, n = 19 (63.3%) antagonism,
n = 6 (20%) indifference, n = 3 (10%) additive effect were detected, but no
fractional inhibitor concentration index value was detected in 2 isolates.
When colistin susceptible strains were examined, n = 10 (33%) additive effect,
n =9 (30%) synergism, n = 7 (23%) indifference, n = 2 (6.7%) antagonism were
detected and fractional inhibitor concentration index value in 2 isolates could

not be calculated. When the sensitive and resistant group of colistin is
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evaluated within itself; additive and synergistic efficacy in colistin susceptible
group and antagonistic efficacy in colistin resistant group were statistically

higher than the other group significantly (p = 0.001).

When inhibitor concentration index value was calculated for each strain
considering only one well (excluding those whose fractional inhibitor
concentration index could not be calculated), the fractional inhibitor
concentration index of the resistant and susceptible strains were found to be
4.04 and 1.05 respectively and the difference between the two groups was
statistically significant (p = 0.001).

When means for each strain was calculated considering all of the wells which
had a fractional inhibitor concentration index value (excluding those whose
fractional inhibitor concentration index value could not be calculated)
,sensitive and resistant group means were found ; the mean of 301 wells of
the resistant group and the mean of hte susceptible group were 2.01 and 1.14
respectively where the the difference between the two groups was statistically

significant (p = 0.001).

CONCLUSION. In our study, the combined efficacy of colistin- glycyrrhizic
acid on colistin-resistant and susceptible K.pneumonia strains were
evaluated. In colistin-resistant strains, antagonism, and in colistin-sensitive
strains, additive and synergistic efficacy were prominent. Regarding this we
can say that use of glycyrrhizic acid, which is widely used as a sweetener in
the food sector, may show antagonistic activity in colistin resistant infections.
However, since the synergism and additive efficiency on colistin susceptible
strains are prominent, consumption of substances containing glycyrrhizic

acid compound may increase the efficacy of colistin.

In recent years, studies have been conducted about the colistin resistance
problem. Contradictory results can be seen in studies with multiple
antibacterial agents combinations. Antibiotic combinations which are found
to be effective in some studies may be found ineffective in other studies. We
think that this difference may be due to the fact that the test methods and
antibacterial agents used in the studies are not applied in a standard

procedure. We believe that in order to obtain more robust and consistent



results, it is necessary to perform in vivo and in vitro studies including same
active ingredients wusing strains with resistance mechanisms proven

molecularly.

Keywords: Colistin, Klebsiella pneumoniae, Glycyrrhizic acid
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BOLUM 1

GIRIS ve AMAC

Klebsiella pnemoniae son yillarda nazokomiyal enfeksiyonlar arasmnda o6n
planda bulunmaktadir., WHO’nun (Dinya saghk orgatii) 2017 yilinda
yayinladigi1 yeni antibiyotik gelistirilmesine rehberlik ve tesvik etmek amach
bildiride karbapenem direncli Enterobacteriaceae, Acinetobacter baumannii ve
Pseudomonas aeroginosa kritik grupta yer almaktadir (1). Gunumitizde
karbapenem direncli bu koékenlere karsi 1960’larda nefrotoksisite yan etkisi
nedeniyle kullamilmasmma ara verilmis kolistin ve kombinasyonlar
kullamilmaktadir. 2015 yilinda Cin’de plazmid aracih MCR-1 (Mobilized
Colistin Resistance) geninin bildirilmesi kolistinin direncinin yatay olarak da
aktarilabildigini gostermis ve daha sonrada diinyanin cesitli yerlerinden
bildirilmistir (2, 3). Kolistin direncinin kuresel olarak artmasi kolistin

monoterapi ve kombine tedavilerinin basari sansim diistirmektedir.

Meyan koku (Glycyrrhiza glabra) ayurveda tibbinda yuzyillardir tedavi
amaciyla kullanilan bir bitkidir. Glycyrrhiza glabra 'nin anti-enflamatuar,
anti-tlser, anti-alerjik, antioksidan, anti-timér, anti-diyabetik ve
hepatoprotektif etkinliginin oldugu ¢calismalar bildirilmistir (4). Glisirhizik asit
(GA) meyan kokiinlin saponin fragmanlarindan tatlandirici 6zelligi olan bir

bilesiktir.

Bizim bu calismadaki hedefimiz, kolistin direncli Klebsiella pneumoniae
enfeksiyonu tedavisine yonelik calismalara katkida bulunmak, kolistin
direncli ve duyarh Klebsiella pneumoniae’lar tzerinde Kkolistin ile birlikte

glisirhizik asitin kombine etkinligini incelemektir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1. KLEBSIELLA
2.1.1 Taksonomi

Klebsiella pneumoniae prokaryot canlilar icerisinde, bakteriler aleminde,
proteobacter subesinde, gamma proteobacteria sinifinda, enterobacteriales
takiminda, Enterobacteriaceae ailesinde, Klebsielleae kabilesinde
smiflandinlir. Klebsielleae kabilesinde Klebsiella, Enterobacter, Hafnia ve
Serratia olmak tizere 4 major cins bulunmaktadir (5). Klebisella cinsi ise tur

diizeyinde 3 ana kiimeye boltintr (6).

1. ktime: K.pneumoniae, K.rinoskromatis, K.ozaena ve K. granulomatis
2. kiime: K. ornithinolytica, K. planticola, K. trevisanii ve K. terrigena

3. kiime: K. oksitoca

2.1.2 Tarihce

Enterobacteriaceae ailesindeki Klebsiella cinsi , Alman mikrobiyolog olan
Edwin Klebsi onurlandirmak adina Trevisan tarafindan adlandirildi (7).
Kapsulli basil olarak tarif edilen ilk Kiebsiella turt rinoskloremali bir
hastadan tanimlanmistir (8). Bu organizma Trevisan tarafindan “Klebsiella

rhinoscleromatis” olarak adlandirilmistir (9).

Abel, ozenasi olan hastalarin burun salgilarinda " Bacillus mucosus azaenae"
isimli kapstulli basil gozlemledi (10). Bakteri daha sonra Klebsiella cinsine

K.ozaenea olarak transfer edildi (11).

Friedlander 1982 yilinda pnémoniden 6len bir hastanin akcigerlerinde bir

bakteri tarif etmistir (12). Organizma daha sonra 1889 yilinda Schroeter
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Genel Bilgiler

tarafindan "Hyalococcus pneumoniae" ve 1887 yilinda Trevisan tarafindan

"Klebsiella pneumoniae" olarak adlandirilmistir (9).

Klebsiella 0,3-1 um capinda, 0,6-6 um uzunlugunda Gram negatif boyanma
ozelligi gosteren kapsulli basillerdir (13). Kapsulli olmasi nedeniyle
mikroskopik inceleme ile kalin basiller olarak gértiltirken, kati besiyerlerinde
urerken buytuk, mukoid koloni formasyonlari olusturur(5). Kanli agarda

ureme gosterirken hemoliz olusturmaz(14).

Faktiltatif anaerop uUreme oOzelligi gosterirler(15). Optimal Ureme sicakligl
35-37°C , pH degeri ise 7,2 dir. Klebsiella turleri diger Enterobacteriaceae
uyelerinin de Ureyebildigi nutrient agar, triptik soy agar, bromkrezol moru
laktoz agar, kanh agar gibi genel tiretici besiyerlerinde ve MacConkey agar ve
Eozin Metilen Blue (EMB) agar gibi secici besiyerlerinde kolayca treyebilir
(13). Mac conkey agarda pembe mukoid, EMB agarda morumsu, Hektoen
enterik agarda san turuncu, Ksiloz Lisin Deoksikolat (XLD) agarda sari,

Salmonella Shigella (SS) agarda pembe koloniler olustururlar (5, 16).

Klebsiella turlerinin huicre duvarlarinda lipopolisakkarit yapida bilesikler
bulunur. Lipopolisakkarit molekilti 3 temel kompenentten olusur; lipid A,
cekirdek bir polisakkarid, O-antijeni. 9 farkli O antijeni tipi tanimlanmistir ve

en ¢cok O-1 antijeni en sik gorulen tipidir (17).

Cogu Klebsiella tarti hidrofilik yapida polisakkarid kapstil bulundurur.
Kapstl yapis1 kati besiyerinde mukoid koloni olusmasimma sebep olmakla
birlikte, bakterinin serolojik olarak smiflandirilmasinda O antijeniyle birlikte
kullanilmaktadir. Bugtine kadar 77 farkhi ekzopolisakkarit kapstil antijeni

tanimlanmastir (18).
2.1.3 Biyokimyasal 6zellikleri

Klebsiellalar katalaz enzimine sahip olup, H20’yi su ve oksijene ayristirirlar.
Oksidaz testi negatif, , metil red testi negatifken Voges-Proskauer testi
pozitiftir. K.oxytoca disinda triptofandan indol olusturmaz, ¢ogu tura sitrath
besiyerinde ve potasyum siyantirli buyyonda urer. Lizini dekarboksile

ederken arjinin ve ornitini dekarboksile etmez. Laktoz, siikroz, sorbitol,
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adonitol, arabinoz gibi karbonhidratlar1 fermente eder. Hidrojen sulfit
olusturmaz, fenilalanini deamine etmez, treyi hidrolize eder (5, 16). Asagidaki

tabloda K.pneumoniae'nin biyokimyasal 6zellikleri 6zetlenmistir (19).

Tablo 2.1: K.pneumoniae'min biyokimyasal 6zellikleri

Biyokimyasal 6zellik K.pneumoniae

Katalaz +
Oksidaz -
Metil- Red -
Voges-Proskauer +
Indol -
Sitrat +
Ornitin s
Lizin +
Ure +
ONPG it
Malonat +

2.1.4 Viriilans o6zellikleri

2.1.4.1 Kapsiil

Klebsiellalaruun en c¢ok arastirilan virtlans faktorlerinden olan kapstl
polisakkarid yapidadir. Kapsiil yapist hem antimikrobiyal peptidlerin
bakteriye ulasmasim engeller hem de nétrofil ve makrofajlarin fagositik

aktivitesini énler (20).
2.1.4.2 Pili

Enfeksiyon olusumu stirecinde ilk adim bakterinin konak hiticrenin epitel
yuzeyine tutunmasidir. Bu tutunma surecinde pililer 6énemli fonksiyon
gortrler. Pililer bakteri ytizeyinden disa dogru uznanan, proteinéz yapida, tiy
benzeri, uzun, esnek yapilardir. K.pneumoniae en sik gorulen pili tipler Tip 1
ve Tip 3’ tur. Tip 1 pili daha ¢ok idrar yollarn enfeksiyon stireclerinde, Tip 3
pili ise biyofilm olusumu ve solunum yollarindaki enfeksiyon streclerinde

adezyon faktori olarak rol oynar (21).
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2.1.4.3 Lipopolisakkarit

K.pneumoniae nin bir diger virtilans faktéri de dis membran tizerinde
bulunan lipopolisakkarid (LPS) yapisidir. 3 komponentten olusur O-antijen,
cekirdek oligosakarit ve lipit A. O-antijenin en o6nemli rolii kompleman
kaynaklh o6ldirmeden korunmaktirr Bu koruma icin, O-antijen zincir
uzunlugu o6nemli gibi gértunmektedir. C3b hucrelerin ytlizeyinde kolayca
birikir, ancak hiticreyi lizise ugratmasi beklenen membran atak kompleksi,
uzun O zincirinin sterik bir etkisinden dolay1 bakteriden uzakta olustugu icin

bakteriyi 6ldtiremez (22).

Lipopolisakkarid yapis1 ayrica endotoksik aktivitiden sorumludur. Gram
negatif bakterilerde bulunan bu yapir bakteri hiicresinin parcalanmasiyla
olusur ve Toll benzeri reseptér-4 (TLR-4) tzerinden proinflamatuar

sitokinlerin tiretimine neden olur (17)
2.1.4.4 Siderefor

Demir bakteri tiremesi icin temel bir elementtir (23). Temel olarak elektron
transport sisteminindeki proteinlerde redoks katalizérti olarak islev gortr.
Serbest, biyoyararlanilabilen demir seviyesi normal bakteri Uremesi icin
gereken miktardan binlerce kat azdir. Klebsiella pnuemonia bu az miktardaki
serbest demiri baglayabilmek icin 4 farkli siderefor tretir, enterobaktin,
yersiniabaktin, salmokelin ve aerobaktin. Enterobaktin demir baglayicilar
icinde en ytiksek afiniteye sahip olan siderefordur ve ozellikle hipervirtilan

suslarda bulunur (24).

2.1.5 Epidemiyolojisi

K. pneumoniae dogada yaygin olarak ylizey sularinda, kanalizasyonda,
bitkilerde, insan ve hayvanlarin mukozal ytlizeylerinde bulunur. Sagliklh
bireylerde gastrointestinal tasiyiciik orani % 5-38 arasimnda degismektedir.
Nazofarenksin kolonizasyonu genel popuillasyonda hastanede yatan hastalara
gore daha az gorualir (% 1-6) ve cilt florasinin sadece gecici bir tiyesi olarak
kabul edilirr Hastanede yatan hastalar arasinda gastrointestinal ve
nazofarengeal kolonizasyon orani hastanede kalis stresi ve antibiyotik

kullanmimu ile orantili olarak ytikselmektedir (25).
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Hastane ortamindaki olasi1 bulasma yollarn kirli tibbi cihazlar, hastane
personelinin elleri ve hastalardir. Buiytik bir risk faktérii olan kolonizasyonun
yani sira (kolonize olan hastalar enfeksiyon gelisimi icin kolonize olmayanlara
oranla dort kat fazla risk tasirlar), baska bir¢cok predispozan faktér

tanmimlanmistir:

1. Bozulmus konak savunma mekanizmasi (diabetes mellitus, alkolizm,
malignite, hepatobiliyer hastalik, glukokortikoid tedavisi ve bdbrek
yetmezligi)

2. Antibiyotik kullanim siklig1

3. Kalic1 tibbi cihazlarin varlig1 (idrar kateteri, intravaskiiler kateter ve

endotrakeal tiip) (25, 26).

Centers for Disease Control (CDC) ve European Centre for Disease Prevention
and Control (ECDC) ile yapilan nokta yayginligi anketlerine gére pnémoni
vakalarinin %11,4-11,8inden, cerrahi alan enfeksiyonlarinin %6-13,6’sindan,
idrar yolu enfeksiyonlarimin %12-23,1'inden, dolasim yolu enfeksiyonlarinin
%8-9,8'inden K.pneumoniae sorumludur. K.pneumoniae saglik hizmetleriyle
iliskili enfeksiyonlar arasinda CDC ’ye gore tictinci ve ECDC’ye gore besinci

sirada yer almistir (27, 28).

Nazokomiyal enfeksiyonlarda ©6nemli bir etken olmas1 nedeniyle K.
pneumoniae kolonizasyonunu ve enfeksiyonunu engellemeye yonelik; iyi el
hijyeni, gereksiz invaziv prosedurlerden kac¢inma, akilci antibiyotik
uygulamasi, kalici tibbi cihazlarin uygun bakimi gibi standart 6nlemlerin

etkin bir sekilde alinmasi btliytik 6énem tasimaktadir.
2.1.6 Klinik

K.pneumoniae toplum kokenli idrar yolu enfeksiyonlari, pnémoni ve primer
karaciger apsesi gibi klinik tablolara neden olabilir. Nazokomiyal olarak ise
toplum kokenli enfeksiyonlara ek olarak ventilator iliskili pnémoni, cerrahi
alan enfeksiyonlari, peritonit, menenjit, beyin apsesi ve sepsis gibi klinik

durumlara neden olabilir (27, 28).
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1)

K.pneumoniae’'nin olusturudugu pnémoni 'Friedlander Hastaligi “ olarak da
bilinir. Alkoliklerde enfeksiyon gelisim riski artmistir. Genellikle akciger tst
loblar tutulur. Hastalarda ’frenk tiziimu jeli’ seklinde balgam ¢ikarma énemli
bir klinik bulgudur. Enfeksiyon, abseler olusturarak seyretme egilimindedir.

Radyografide fisstr isareti tamida yardimcidir (29).
2.1.7 Antibiyotik diren¢ mekanizmalari

Bakterilerdeki antimikrobiyallere diren¢ 2 farkl sekilde gortlir:

1. Dogal direng¢; bakteride yapisal olarak bulunan direngctir.
Antibakteriyelin =~ baglayabilecegi  hedef  molektliin  bakteride
bulunmamasi1 veya bakterinin ilacin hedef boélgeye ulasimim
engelleyecek mekanizmalara sahip olmasindan kaynaklanabilir. K.
pneumoniae, kromozomal olarak kodlanmis SHV beta-laktamazlarin
sayesinde ampisiline karsi dogal olarak direnclidir (30). Ancak yatay gen
transferi ve mutasyon yoluyla bircok ek antimikrobiyal icin direnc¢

kazanma kapasitesine sahiptir (31).

2. Kazanmilmis direng; bakterinin kendisine karsi etkin olan antimikrobiyal
ajanlara zamanla diren¢ gelistirmesi durumudur. Direncin kazanilmasi,
spontan kromozomal mutasyonlar veya direnc¢ genleri tasiyan plazmid,
transpozon gibi ekstrakromozmal genetik materyalin kazanimi ile
gerceklesir. Genetik degisim sonucunda hayatta kalan direncli kokenler
gen aktarnrmmma devam etmekte ve direncin yayilmasmma neden

olmaktadir. Diren¢ mekanizmalar1 dort sekilde olusabilir.

a) Antimikrobiyalleri hedefinde degisiklik olmasi (PBP’lerin degisimi, ri-
bozomal hedefin degisimi)

b) Antimikrobiyal ajanin enzimatik olarak bozulmasi (B-laktamaz)

¢) Antimikrobiyalin bakteri hiicresi icindeki miktarinin azaltilmasi (po-
rin kanal mutasyonlari, aktif pompalama ile ilacin disar1 atilmasi)

d) Antimikrobiyallerin hedefinin disinda yeni bir metabolik yolun
kullanilmasi (Enterokoklardaki SXT direnci) (32, 33).

Penisilin ilk kez 1942 yilinda, Streptokokal kan dolasimi enfeksiyonunun
tedavisi amaciya Anne Miller adli bir hastada kullanilmistir. Fakat penisilinler
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hastalar tizerinde kullanmilmadan iki yi1l 6nce Edward Abraham ve Ernst
Chain, bakterilerin penisilinlere karsi gelistirmis olduklarn bir direnc¢
mekanizmas1 tamimlamislardir (34). Antibakteriyel kullammmi arttikea,
bakterilerin antimikrobiyallerin etkisini engellemek uzere sentezledikleri
enzimler daha da cesitlenmistir.Bakteriler tarafindan tretilen direnc¢
enzimleri, fonksiyonel o6zelliklerine ve enzimlerin molekiiler yapisina gore
cesitli siniflandirmalara tabi tutulmustur (35). Bu smmiflamalardan en 6nde

gelen ikisi Ambler ve Bush siiflamalaridir (36).

Wild-Type

Penicillins

p-lactamase (TEM-1, TEM-2, SHV-1)

f-lactam/fi-lactamase inhibitors; Cephalosporins

AmpC: ESBL (TEM, SHV, CTX-M)

Carbapenems

Carbapenemase (KPC, MBL)

Sekil 2.1: Klebisella pneumoniae antibiyotik kesif ve direnc gelisimi (32)

Penisilin turevi antibiyotikleri hidrolize eden bakteri kaynaklh TEM, SHV gibi
f-laktamaz enzimlerinin tedavi basarisizhiklarina neden olmasi1 tizerine,
B-laktam/ [-laktamaz inhibitérii kombinasyonlar1 ampisilin-sulbaktam ve
sefalosporinler gelistirilerek direncli bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullamilmistir. Bu yeni gelistirilen antibiyotikler TEM, SHV gibi
B-laktamazlarin mevcudiyetinde islev gormiuis olsalar da daha sonra bakteriler
tarafindan gelistirilen genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) ile
hidrolize olmuslardir bdylelikle diren¢ problemi tekrar ortaya cikmistir.
GSBLler ytuizlerce farkli alt tipi bulunan TEM ve SHV ailelerinin nokta
mutasyonlar ile olusmaktadir (37). Diinyadaki farkli cografi bolgelerinden

kromozoma lokalize olmus cok sayida B laktamaz ailesi CTX-M (37),0XA
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(38),PER (39, 40), VEB (41), GES (42, 43), BES (44), TLA (45), SFO(46), IBC
(47, 48) kesfedilmistir (49).

1996 yilinda Amerika Birlesik Devletlerine bagh Kuzey Carolina’da yatan bir
hastadan, karbapenemleri de hidrolize eden bir Klebsiella pneumoniae susu
izole edilmistir (50). Karbapenem grubu antibiyotiklere karsi direncten
sorumlu tutulan enzimin blaKPC geni tarafindan kodlandigi saptanmis ve
aktariminda transpozonlarin 6énemli rol oynadig1 gosterilmistir (51). Bunun
haricinde Klebsiella pneumoniae suslarinda karbapenemlere direncte rol alan

OXA-48, NDM, VIM ve IMP tipleride bulunabilir (52).

CDC tarafindan yaymlanan rapora gore, ABD’deki Enterobacteriaceae
enfeksiyonlarimin % 19'unun GSBL ureten organizmalardan kaynaklandig:
tahmin  edilmektedir. 2013 yilindaki verilere goére en yaygmn
Enterobacteriaceae tiurlerinden Klebsiella pneumoniae’da GSBL uretim orani

% 23 ve Escherichia coli'de enfeksiyonlarinin % 14 civarindadir (53).

Coklu ila¢ direncine sahip K.pneumoniae enfeksiyonlarinda tedavide son
secenek olarak tigesiklinler ve polimiksinler kullamilir (54-56). Ancak
tigesiklin ve polimiksinlere diren¢ K. pneumoniae’da da goérulmustir.
Tigesiklin  direnci, 0Ozellikle efflux pompalarim1 kodlayan genlerin
overekspresyonu ile ortaya cikmaktayken polimiksin B ve kolistin direncleri

kromozomal genler olan mgrB ve pmrB mutasyonlar ile gerceklesir (57-59).

K.pneumoniae enfeksiyonlarimin etkili ve wuygun tedavisi, bakterinin
gelistirmis oldugu diren¢ mekanizmalar nedeniyle oldukca gticlesmektedir.
Etkin virtilans faktorlerinin varligi, enfeksiyonlarimin yayginhgi, antibakteriyel
ajanlara olan yliksek direnci ile K.pneumoniae halk sagligina yonelik en

onemli bakteriyel tehditler arasinda sayilmaktadir (53).
2.2. KOLISTIN
2.2.1 Tarihce

Dogadan bircok farkli polimiksin izole edilmesine ragmen, klinik kullamim

alan1 bulabilen iki polimiksin: polimiksin B ve kolistin (polimiksin E)'dir.

1947°'de kesfedilen polimiksin B, bir toprak bakterisi olan Paenibacillus

polymyxa tarafindan tretilen bir antimikrobiyal peptittir (60). Ote yandan,
9
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kolistin, farkli bir Paenibacillus polymyxa colistinus alt tura tarafindan
uretilir. Kolistinin baslangicta polimiksinlerden farkli bir lipopeptid oldugu
dustunulmekteydi, ancak daha sonra yapilan calismalarla polimiksin E ile

ayni oldugu kanitlandi (61).

Polimiksinler ilk olarak 1950lerin sonunda Gram negatif bakteri
enfeksiyonlarini tedavi etmek icin kullanildi. Polimiksinlerin nefrotoksisite ve
norotoksisite yan etkileri nedeniyle 19607larda kullamimlarinda bir dusts
gozlendi. Ek olarak, alternatif antibiyotiklerin, 6zellikle de aminoglikozitlerin
mevcudiyeti, o zaman "daha giivenli" ve "daha etkili" olarak kabul edildi (62).
MDR hastane kaynakh enfeksiyonlarin yayilmasi ile Kkolistinin Kklinik
kullanimi tekrar o6n plana cikmistir. Antimikrobiyal ila¢ gelistirme
cabalarindaki azalma da, kolistinin tedavide son secenek olarak kullaniminin

devam etmesine neden olmaktadir (63).
2.2.2 Yapisi

Polimiksinler, ¢ok bilesenli katyonik lipopeptitlerdir. Siklik heptapeptid yapil
iskeletin N-terminal ucundan bir yag asidi ile asile edilmis bir tripeptid yan
zinciri birlesimi ile meydana gelir. Polimiksin B ve Kkolistin, ortak bir primer
sekans1 paylasir, ancak tek fark polimiksin B’deki D-fenilalanin olan
pozisyonda kolistinde D-16sin olmasidir (64). «, v diaminobiitirik asit (Dab)
primerleri aminleri, polimiksin molekullerinin fizyolojik pH’ta pozitif

olmasinda 6nemlidir (65).

Asagida polimiksin B ve kolistinin kimyasal formtliindeki farkliliklan iceren
sekil bulunmaktadir. Kolistindeki D-Phe (fenilalanin) yerine polimiksin B’de D-
Leu (16sin) bulunur. Ayrica kolistindeki 6-metil-oktaonik asid yerine polimiksin

B’de 6-metil heptanoik asit bulunur (66).
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Sekil 2.2: Polimiksin B ve kolistin kimyasal yapisi (66)

Polimiksin B’nin ana bilesenleri, polimiksin Bl ve polimiksin B2’dir.
Polimiksin B1, terminusta 6-metil-oktanoik asit ile asillenir, polimiksin B2 ise
6-metilheptanoik asit ile asillenir (67). Ote yandan, iki ana kolistin bileseni
olan kolistin A ve kolistin B, sirasiyla 6-metiloktanoik asit ve
6-metil-heptanoik asit ile asile edilir (66). Bu yag asidi zincirleri, LPS’nin yag
asilleri ile etkilesime girmek icin polimiksin molekiillerinde hidrofobik bir

boélge olusturur (65).

Ticari olarak temin edilebilen iki kolistin formu, kolistin stilfat ve kolistimetat
sodyumdur (CMS). CMS, kolistinin formaldehit ve sodyum bisulfit ile
tepkimesiyle Ttretilir, bu da kolistinin primer aminlerine bir sulfometil
grubunun eklenmesine yol acar (68). CMS, daha az etkilidir ve aynm1 zamanda,
kolistin sulfattan daha az toksiktir (69, 70). Bu nedenle nefrotoksisiteyi
azaltmak amaciyla tedavide parenteral kolistin olarak CMS formu kullanilir

(71, 72).

Kolistin, fizyolojik pH’ta +5’lik bir net yuk ile katyonik sekilde bulunurken,
CMS fizyolojik pH'ta -5’lik bir ytike sahiptir ve anyonik formdadir. Kendisi de
negatif ytiikli olan CMS bu nedenle negatif ytuklii bakteriyel membran ile
etkilesime giremez. Inaktif bir 6n ilac olan CMS insan viicudunda etkin form

olan kolistine déntiserek etki gosterir (73).
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2.2.3 Etki mekanizmasi

Polimiksinlerinin ilk etkilesiminin bakteriyel dis membranla oldugu kabul
edilir (66, 74, 75). Polimiksin-LPS etkilesiminde, dis zarin negatif ytike sahip
olmasi ve hidrofobik 6zelligi buiytik 6nem arz eder. LPS, ti¢c parcadan olusur:
O-antijeni, kor polisakkaridi ve lipid A (76). Gram negatif dis zar
karakterizasyonu, lipid Anin 1. ve 4. pozisyonlardan fosforillenmis ve
genellikle kovalanet olarak bagh 3. bolgede hidroksiacil zinciri iceren B1-6
D-glukozaminden olusur (77). Lipit A'nin bu hidrofobik kismi, genel dis zar
yapisin stabilize etmek icin bir capa gorevi gortur (66). Hidrofobik kisminin
yan sira, lipit A'nin kendisi de fosforile edilir ve kor polisakkarit bolgesine
yakindan baglamir, bu nedenle genel LPS molekilleri ortak protein

cozeltilerinde net negatif bir ytik sergileyebilir (77).

Hem elektrostatik hem de hidrofobik etkilesimler, polimiksinlerin dis
membranla birlesmesi icin 6énemlidir (78). Lipit A'nin fosfat kisimlar1 dogada
polianyoniktir. Bu fosfat ve pozitif ytikli polimiksin aminlerin arasidaki
elektrostatik etkilesimin, LPS dis zarmmin dengelenmesinde gorevli 2 degerli
katyonlarin yerlerini degistirdigine (Ca™ ve Mg*? ) inamlmaktadir (79).
Polimiksin basmin katyonik kalintilann lipit A'min bu polar 6zellikleri ile
etkilesime girerken, polimiksinin lipofilik yag asidi kuyrugu, dis zarin
hidrofobik acil tabakasina erisir (66). Polimiksinin yagh acil kuyruklarimn
yerlestirilmesi zarin bozulmasina neden olur ve bu durum Lipid Anin yagh
acil kuyruklariyla hidrofobik temaslarin olusumunu tesvik eder. Bu
hidrofobik etkilesimler polimiksin-LPS komplex olusumu ile sonuclanir

(79-81).
2.2.4 Etki spektrum

Polimiksinler, Enterobacteriaceae (Proteus spp. ve Serratia spp. harig),
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii dahil olmak tizere genis
bir Gram negatif aktivite spektrumuna sahiptir. Bununla birlikte,
kullammmlarn  aminoglikozitler ve sefalosporinler gibi daha gtvenli

antimikrobiyallerin gelistirilmesiyle sinirlhh kalmistir.
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Polimiksin grubu antibiyotikler, oral biyoyararlanimlarinin diistik olmasi
nedeniyle bagirsak dekontaminasyonunda ve topikal olarak kullamilmislardir
(33). Sistemik kullanima 1990’ yillarin basinda kistik fibrozus hastalarinda
Pseudomonas enfeksiyonlarinin tedavisi icin tekrar baslanmistir (65). 2000’li
yillarda, polimiksinin sistemik kullamima yeniden girisi, diger antibiyotiklere
direncli olan coklu ila¢ direncli (MDR) Gram negatif basil ile gerceklesen
nozokomiyal enfeksiyonlarin ortaya cikmasimmdan kaynaklanmistir (82, 83).
CRE icin polimiksin tedavisinin ilk yaymlanmis basarilarindan biri
karbapenem direncli Klebsiella pneumoniae kaynakli kan dolasim
enfeksiyonu olan kritik durumdaki bir hastada yliz guldartct sonug

alinmasidir (84).
2.2.5 Yan etkileri

Ortaya konulan en 6nemli yan etkisi polimiksinlerin ytiksek doku ve htuicre
zar1 baglama Kkabiliyetlerinden kaynaklandigi dustintilen nefrotoksisitedir
(85). Nefrotoksisite, ttibtiler epitel hiicre zarindaki gecirgenligin artmasi
nedeniyle olusur. Bu artis katyon, anyon ve su akisina, sonunda hiicre
sismesine ve hiicre erimesine yol acar. Kolistin nefrotoksisitesi, kolistin
tedavisinin dozu, stiresi, diger nefrotoksik ilaclarin birlikte uygulanmasi ve
hastayla iliskili faktorler gibi bazi risk faktorlerinden etkilenir (86). Diger
bildirilen yan etkiler ates, eozinofili, deri doktintiileri, inhalasyon sonrasi
bronkospazm ve intratekal uygulamalarimi takiben meningeal irritasyondur
(82). Olumsuz etki olasiligimi artiran faktorler premorbid bobrek hastaliklari

(87), ileri yas (85) ve nefrotoksik ilaclarla birlikte tedavidir (88).
2.2.6 Direnc¢ mekanizmalar:

Gram negatif organizmalar arasmda bircok farkli polimiksin direnci
mekanizmasi vardir. Bunlardan en yaygin olam polimiksinin modifiye LPS ile
etkilesimin basarisizligindan kaynaklanir. Polimiksinlerin Gram-negatif
bakterilerle etkilesiminde, polimiksinlerin pozitif ytiklti Dab bélgeleri ile lipit
A’daki negatif yukla fosfat gruplan arasinda elektrostatik baglanma 6nemli
rol oynar (66). Bu nedenle lipit A utzerinde azalmis negatif ytukla fosfat
gruplari, polimiksinin LPS ile baglanma basarisizligina neden olur ve bu

durum polimiksin direnciyle sonuclanmir. Direncli K. pneumoniaemin LPS
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iceriginde duyarlh bir susa gore bes kat daha fazla
4-amino-4-deoksi-L-arabinoz (L-Ara4N) oldugunu bulunmustur. Bu durumun
Lipid A nin ve LPS'nin net negatif yukiinde azalmaya neden oldugu ve
boylelikle katyonik polimiksinlerle elektrostatik etkilesimi etkili bir sekilde

engelledigine inanilmaktadir (89).

4-amino-4-deoksi-L-arabinoz ve fosfoetonolamin gruplan lipid A'nin negatif
yukiinde azalma modifikasyonu asagidaki sekilde gosterilmistir. Bu

modifikasyondan diistik pH'da aktive olan PmrA mutasyonu sorumludur (90).

Sekil 2.3: Diren¢ olusumuna neden olan Lipid A modifikasyonu (89)

Bakteriyel kapstil polisakariti (CPS)nin, K. pneumoniae’de polimiksin B
direncine neden oldugu belgelenmistir (91). Bununla birlikte, CPS'nin varlig:
tim K. pneumoniae suslarinda polimiksin-LPS etkilesimini énlememektedir.
Cheng ve dig. (2010), rcsBnin (CPS uretimi icin bir aktivatérti kodlayci)

silinmesinin, polimiksinlere kars1 K. pneumoniae direnci tizerinde kuictik bir
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etkisi oldugunu bildirmistir (92). Baska bir calismada, sadece anyonik
CPS'nin polimiksinin bakterisit aktivitesini bloke ettigi gozlenmistir (93). Bu
nedenle polimiksinlerin anyonik CPS tarafindan yakalandig: ve dis membrana

ulasan antibiyotik miktarlarinin azaldigi varsayilmaktadir (93).

Mobilize kolistin direnci (MCR-1) geni ilk olarak Cin’de domuzlardan izole
edilen E. coli'lerde tamimlanmistir (94). MCR-1 genin translasyonu, E coli’deki
LPS’'nin kor polisakkarit kalintisina bir fosfoetanolamin parcasimin eklenmesi
ve kolistin direnci ile sonuclanmistir. MCR-1’in yatay olarak aktarilabilen ilk
polimiksin diren¢ geni oldugu tespit edilmistirr Bu genin yatay olarak
aktariliyor olabilmesi global capli bir diren¢ sorunu potansiyeli oldugunu

isaret etmektedir.
2.3. GLYCYRRHIZA GLABRA (Meyan kokii)
2.3.1 Tarihce

Glycyrrhiza glabra kullanimi antik dénem tip uygulamalarina kadar dayanan
bir bitkidir. Geleneksel Cin tibbimin (TCM) temel felsefesi, i¢c enerji veya
vicudun “qi” dengesinin yenilenmesi yoluyla sagligi korumaktir. Bu dengeyi
saglamanin bir yolu da , insanlara ihtiyaclarmin oldugu bitkilerin
verilmesidir. TCM uygulamasinda, Cinli doktor, bir hasta ic¢in kisisellestirilmis
bir bitki karisimi recete edebilir veya bir Cin patent formulti kullanilmasi

onerilebilir (95).

Glycyrrhiza cinsi, Yunanca glykos (tath) ve rhiza (koék) kelimelerinden
taretilmistir. Glycyrrhiza (Fabaceae) cinsi, G. glabra, G. uralensis, G. inflata,
G. aspera, G. korshinskyi veya G. eurycarpa gibi yaklasik 30 tiirden olusur .
Glycyrrhiza glabra (meyan koku), Ayurveda antik tibbi tarihinin en yaygin
kullanilan bitkilerinden biridir. Hatta Misirlilar, Yunanhlar ve Romalilar

meyan kokitinu cok cesitli rahatsizliklar i¢in ilag¢ olarak kullandilar (96).

G. glabranmin antimikrobiyal aktivitesi, uzun yillardir hem tibbi olarak
arastinlmistir. Ayrica cilt, solunum sistemi ve uriner sistem uzerindeki
antibakteriyel etkinligi bildirilmistir (97). G. glabramin dogal bitki Urtnleri
antitusif, mukolitik, antiulser, antimutagenik, antimikrobiyal,

immunostimulan ve bir lezzet verici ajan olarak kabul edilir (98).

15



Genel Bilgiler

Glycyrriza'min kokleri, ilacin kaynagina ve islemine gore konsantrasyonu %

2.5 ile % 9 arasinda degisen yliksek miktarda glisirhizik asit icerir (96).
2.3.2 Yapisi

Glyciza glabra ¢cogunlukla triterpenler, saponinler ve flavonoidler’den olusur.
Meyan kokiinde saponinler glukuronitler olarak bulunurken, triterpen ve
saponinler tath tattan sorumlu olan temel karakteristik bilesenleridir (99).
Koklerin ana bileseni, primer aktif bilesen olan stikrozdan neredeyse 50 kat
daha tath olan bir saponin olan glisirizindir (100). Glycyrrhizin meyan koéki
kok agirhiginin yaklasik % 10'unu temsil eder, % 2 ila % 25 arasinda degisen
glisirhizik asidin potasyum, Kkalsiyum ve magnezyum tuzlarinin bir
karnisimidir (99). Oral uygulamadan sonra, glycyrrhizin intestinal bakteriler
tarafindan 18 glisiretik asit - 3 monoglukuronid ve glisiretik aside metabolize
edilir (101). Meyan kokiinin sar1 rengi flavonoid iceriginden

kaynaklanmaktadir (4).

Meyan kokunun kimyasal yapisi i¢in 6nemli bilesikler: Liquiritin, Isoliquiritin,
Glycyrrhizin, Liquiritigenin, Isoliquiritigenin, 183-Glycyrrhetinic acid,
Liquiritin apioside, Glycyrrhetic acid, Licochalcone A, Glabridin’dir (4).

Yaygin olarak dogal bir tatlandirici olarak uygulanan, kozmetik ve eczacilikta
kullanilan Glisirhizik asit (GA), Leguminosae familyasmnin glycyrrhiza

tarlerinin yillik bitkilerinin kéklerinden izole edilir (102).
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Sekil 2.4: Glisirhizik asit kimyasal yapis1 (103)

GA tureten Uc¢ ana tur, Glycyrrhiza glabra L., G. uralensis Fisch. ve G. inflata
Bataldir. Bu tirler agirhkh olarak Ispanya, Yunanistan, italya, Turkiye, Irak,
Iran, Mogolistan, Afganistan, Tiirkmenistan, Ozbekistan ve Pakistan gibi Orta
ve Guney Dogu Asya tlkelerinde bulunur (102).

2.3.3 Etki mekanizmasi

Glisirhizik asitin antibakteriyel etkinliginin mekanizmasi tam olarak
bilinmesede, bakteriyel hiicre membran gecirgenligini bozarak gerceklestirdigi

distintltyor (104).

Glycyrrhizin S. mutanslara bagh dis c¢lrameleri uzerinde yuksek
konsantrasyonlarinda bakteri Uremesini hafifce onler ve dusuk
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konsantrasyonlarinda bakteri plak olusumunu inhibe eder (96). Glycyrrhizin
stkroz varliginda bakteriler tarafindan dis plagi olusumunu inhibe etmesi bu

nedenle buytik ilgi cekmektedir (96).

Ulseratif kolitte glisirhizik asitin olas1 bir anti-enflamatuar etkisini arastirmak
icin, sican modeliyle yapilan deneylerde, immunohistokimya ile kolon

mukozasinda NF-xB, TNF-a ve ICAM-1 ekspresyonu sagladigi saptandi (105).

Bu farklh eylemler arasinda, glisirhizik asitin lenfositlerin mitojen ve sitokin
uretim tepkilerini benzersiz bir sekilde kontrol ettigi gosterilmistir ancak

mekanizma bilinmemektedir (106).

GAmnin anti-enflamatuar, anti-uilser, anti-alerjik, antioksidan, anti-tiimor,
anti-diyabetik ve hepatoprotektif gibi birden fazla terapotik oOzellige sahip
oldugu, premenstrual sendrom ve viral enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanmildig: bildirilmistir. Viral hepatit, insan immun yetmezIlik virtisti (HIV)

antiviral olarak etkinliginin degerlendirildigi virtislerden bazilaridir(107).

G. glabranin kok ekstraktlarimin ayrica anti-lipidemik ve anti-hiperglisemik

ajanlar olarak etki ettigi bilinmektedir(108).
2.3.4 Yan etkileri

Calismalar yuksek miktarlardaki meyan koku kullammminin bébrekten
sodyum tutulumu ve potasyum atimini arttirdigini, 6dem olusumuna yol
acabildigini, kan basmcim yukseltebildigini, kardiyak sikayetlere neden
oldugunu ve renin-angiotensin-aldosteron sisteminin depresyonuna yol

acabildigini gostermektedir (109).
2.3.5 icinde bulundugu maddeler

Dogal GA kaynagi olan meyan koku, geleneksel Japon Kampo ilaclarimin
vazgecilmez bir bilesenidir ve meyan kokui o6zleri kozmetik, gida katki

maddeleri, tiittin lezzetleri ve sekerleme tirtinlerinde kullanilir (102).
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BOLUM 3

YONTEM

Calismamiza Istanbul Medeniyet Universitesi Géztepe Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina 30.06.2017-04.07.2019
tarihleri arasinda gelen kan kultiirti, trakeal aspirat, bos kulturti, idrar
kulturti 6rneklerinden izole edilmis, 30 adet kolistin duyarli ve 30 adet
kolistin direncli Klebsiella pneumoniae izolati dahil edildi. Kolistin duyarh
gruptaki suslar sadece ampisilin dogal direncli, kolistin direncli gruptaki
suslar ise coklu ila¢c direncine sahip K.pneumoniae’lardan olusturulmustur.
Bakterilerin tanimlamalar1 VITEK® MS MALDI TOF (BioMeerieux, Fransa),
antibiyogramlan ise VITEK II® (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) otomatize
sistemleri kullanildi. Tiim suslar calisma tarihine kadar -20°C de %15lik
gliserin iceren stok besiyerlerinde saklandi. Kontrol suslar olarak ise E.coli
ATCC® 25922™  K.pneumoniae ATCC® BAA-1705™ ve K.pneumoniae ATCC®
4352™ calisilmistir.

3.1. Katyon Ayarli Mueller Hinton Broth Hazirlanmasi

Katyon ayarli Mueller Hinton siv1 besiyeri hazirlamak icin 6ncelikle hazir
olarak alinmis dehidre besiyerinin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 23 grami 1
litre distile su igerisinde co6zildi. Ardindan otoklavda 121°C de 15 dakika
sterilize edildi ve oda sicakligina gelene kadar sogutuldu. Katyon
ayarlamasmmin yapilmas:1 icinde kalsiyum Kklorur (Merck, Germany) ve
magnezyum Klorur (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) kullanildi. CaCls stok
cozeltisi hazirlamak icin ise 100 ml deiyonize suda 3,68 gram CaCl,
c¢oziindukten sonra filtre ile sterilize edildi. MgCl, stok c¢ozeltisi hazirlamak
icin ise 100 ml deiyonize suda 8,36 gram M gCl,; kulanildi. Sonrasinda her bir
litre Mueller Hinton Broth (MHB) icin 2,2 ml CaCl; stok cozeltisinden ve 1,1

ml MgCl, stok cozeltisinden eklenerek katyon ayarlamalar: yapildi.
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3.2. S1v1 Mikrodiliisyon (Broth Mikrodiliisyon Yontemi)

Calismada kullanacagimiz kolistin stlfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) ve
Glisirhizik asit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) toz formlarn turetici firmanmn
onerileri dogrultusunda hazirlandi. Antibiyotiklerin potens degerleri yine
uretici firmadan o6grenildi ve ml'de elde edilmek istenen konsantrasyonlari

sulandirimlar asagidaki formtile gore yapildi:
(Hacim(ml) = Agirlik(mg) x Potens(ug/mg) / Konsantrasyon(ug/ml)

Tam  antimikrobiyaller islem  gint  kullamilmak  tizere istenen
konsantrasyonlarda hazirlandiktan sonra steril ependorflarla -80°C deki

derin dondurucularda saklanda.

Mikrodiliisyon yontemi icin 96 kuyucuklu steril U tabanlhi mikroplateler
kullanildi. Kullanmilacak tim kuyucuklara 100 mikrolitre Katyon ayarh
mueller-hinton broth (KAMHB) Kkonuldu. Ardindan calisilacak olan
antimikrobik ajan ilk kuyucuga kolistin icin 64 pg/ml, glisirhizik asit icin
1600 pg/ml konsantrasyon olacak sekilde 100 mikrolitre konduktan sonra
seri halde 3-5 kez pipetaj yapildiktan sonra seri diltisyon yapilarak diltisyon
plaklar1 hazirlandi. Her bir platedeki kuyucuklardan bir tanesi pozitif tireme
kontrol, bir taneside negatif tireme kontrol olarak diistintilerek sadece 100 ul

KAMHB konuldu.

Calisma icin saklanan stok suslar mikrodiliisyon calismasi éncesinde oda
1s1sina cikartilp ardindan %5’lik koyun kanh agara (KKA) pasajlanarak 24
saat stireyle 37°C de inkiibe edildi. Ureyen koloniler tekrar pasajlanarak
calisma taze koloniler uzerinden gerceklestirildi. Saf ureyen bakteri
kolonilerinden alinarak 0,5 McFarland (1210® cfu/ml) bulaniklikta sulandirim
cozeltileri hazirlandi. Ardindan her bir mikroplate bakteri sayis1 (5x10° cfu
/ml) olacak sekilde sulandirim yapilarak pozitif kontrol kuyucugu dahil
butiin kuyucaklara 5ul aktarildi. Daha sonra plaklar 18-24 saat stureyle
etiivde inktibasyona kaldirildi ve Gremenin olmadig: ilk kuyucuk Minimum
Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degeri olarak kabul edildi. Elde edilen MiK
degerleri European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

(Eucast) onerileri dogrultusunda degerlendirildi.
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3.3. Dama tahtas1 yontemi (Checker Board)
3.3.1 Mikroplate hazirlig:

Dama tahtas1 (Chechker Board) yontemi icinde steril 96 kuyucuklu
mikroplateler kullanildi. Kullanilacak olan antimikrobik stok soltisyonlar
-80°C’deki derin dondurucudan cikartilarak oda 1sisinda ¢éztinmesi beklendi.
Kolistin direncli ve duyarli suslar icin ayn diltisyonda paneller hazirlandi.
Duyarl suslar i¢in kolistin 0,12-32 ug/ml araliginda, direncli suslar icin ise
kolistin 0,5-126 pg/ml araliginda calisildi. Glisirhizik asit icin ise doz
araligimiz sabit olacak sekilde 12,5-800 pg/ml olarak calisildi. Mikroplate
duzeneginde ilk stitun Glisirhizik asit MiK degerini, ilk satir ise kolistin MIK

degerini belirlemek tizere kullanildi.

Duyarl sus panelini hazirlanirken 2-9. Stitundaki kuyucuklara 50 ul KAMHB
konuldu, 10. Sttunun tamamina ise 64 pug/ml konsantrasyonunda son
sulandirnnmi KAMHB yapilmis kolistin ¢6zeltisi konuldu. Ardindan coklu pipet
yardimiyla 10. Stitundan 50’ser pl alinarak 2. Stituna kadar seri pipetaj
yapillarak kolistin icin sulandirimlarn hazirlandi.  Glisirhizik  asit
konsantrasyonlan ise ilk satir hari¢ her satir icin 2 kati olacak sekilde stok
cozeltiden hazirlandi ve tekli pipetaj yardimiyla 50 pl kuyucuklara aktarildi.
Al kuyucugu pozitif tireme kontrol H12 kuyucugu ise negatif tireme kontrol
olarak kullanmldi ve 100 ul KAMHB konuldu. Calisma giintine kadar -80°C de

saklandi ve ¢alisilacagl zaman oda sicakligina getirilerek kullanildi.

Direncli sus paneli hazirlanirken 4-11 stitunlardaki tiim kuyucuklara 50 ul
KAMHB konuldu. 12.sttunun tamamina ise 256 ug/ml konsantrasyonunda
son sulandirimlart KAMHB ile yapilmis kolistin ¢o6zeltisi konuldu. Ardindan
coklu pipetaj yardimiyla 12.stitundan 50’ser pl alinarak 4.stituna kadar seri
pipetajla diltisyon yapilarak kolistin i¢in sulandirimlar hazirlandi. Glisirhizik
asit asit konsantrasyonlan ise ilk satir haric her satir icin 2 kati olacak
sekilde stok cozeltiden hazirlandi ve tekli pipetaj yardimiyla 50 pul
kuyucuklara aktarildi. A1 kuyucugu pozitif tireme kontrol H3 kuyucugu ise
negatif ireme kontrol amaciyla kullanildi ve 100 ;1 KAMHB konuldu. Calisma
ginune kadar -80°C de saklandi ve calisilacagi zaman oda sicakligina

getirilerek kullanilda.
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3.3.2 Suslarin inokiilasyonlar1

Calisma icin saklanan stok suslar dama tahtas1 yontemi Oncesinde oda
1s1s1mna ¢ikartilip ardindan KKA’a pasajlanarak 24 saat stireyle 37°C de inktibe
edildi. Ureyen koloniler tekrar pasajlanarak calisma taze koloniler tizerinden
gerceklestirildi. Saf treyen bakteri kolonilerinden alinarak 0,5 McFarland
(1210® cfu/ml) bulamkhkta sulandiim cézeltileri hazirlandi. Ardindan
hazirlanan bu inokilumlar 10 kat sulandinm yapilarak son bakteri
yogunlugu (12107 cfu/ml) getirildi. Bu son sulandirimdan ise 5 pl alinarak
negatif ireme kontrol kuyucugu hari¢ diger tim kuyucuklara ekim yapildi
bdylelikle son kuyucuk konsantrasyonu (5210° cfu/ml) elde edilmis oldu.
Ardindan mikroplateler kapaklann kapatilarak 18-24 saat 37°C de

inktibasyona birakildi.
3.3.3 Sonuclarin incelenmesi

Sonuclar incelenirken tiremenin olmadigi kuyucuklara gére MIK degerleri
belirlendi. Antimikrobiklerin kombine etkilesimi ise Fraksiyonel inhibitor
konsantrasyon (FIK) ve fraksiyonel inhibitér konsantrasyon indeksi (FIKI)
hesaplanarak sinerji, additif, indiferens, antagonizma etkinlik durumlan

belirlendi.

FIK Kolistin = GA'min varhginda kolistin'nin MiK sayisal degeri/Tek basma

kolistin’'nin MIK sayisal degeri

FIK GA = Kolistin’nin varhginda GA'min MIK sayisal degeri/Tek basina GA'nin
MIK sayisal degeri

Dama tahtas1 yéntemi test sonuclarimin yorumlanmasi literatiirdeki veriler

1s1ginda 3 FIK indeksi degerlerine gére gerceklestirildi:
3" FIK indeksi = FiK kolistin + FIK GA

3 FiK indeksi 0,5: sinerji

3" FIK indeksi > 0,5 ve < 1: additif

> FiK indeksi 1 ve < 4: etkisiz (indiferens)

3 FIK indeksi > 4: antagonizma
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3.4.ISTATISTIK YONTEMLER

Istatistiksel degerlendirmeler, Istanbul Medeniyet Universitesi Biyoistatistik
Anabilim Dal'nin olanaklan kullanilarak yapildi. Veriler IBM SPSS, version
22,0 ( Armonk, NY:IBM Corp, USA) istatistik programi kullanmilarak analiz
edildi. Kolistin duyarl ve direncli K.pneumoniae’larda kolistin ile glisirhizik
asit kombine etkilerinin karsilastirlmasinda, iki grup arasmnda farkin
degerlendirilmesinde Fisher-Freeman-Halton testi kullamilmis. Istatiksel

anlamlilik olarak p=0,05 alind.
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BOLUM 4

BULGULAR

Calismamizda Istanbul Medeniyet Universitesi Géztepe Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina 30.06.2017-04.07.2019
tarihleri arasinda gelen 6rneklerden izole edilen 30 adet kolistin duyarl ve 30
adet kolistin direncli K.pneumoniae susu calismaya alinmistir. Kontrol suslari
olarak ise E.coli ATCC® 25922™ K pneumoniae ATCC® BAA-1705™ ve
K.pneumoniae ATCC® 4352™ calisilmistir. Kolistin duyarh suslar sirasiyla
Gastroenteroloji (n=5), Dabhiliye (n=5), Hematoloji-Onkoloji (n=4), Cocuk
Hemotoloji-Onkoloji (n=3), ["Jroloji (n=3), Cocuk Enfeksiyon (n=2), Nefroloji
(n=2), Yenidogan Premature (n=2), Ortapedi (n=1), Genel cerrahi (n=1),
Yenidogan Yogun Bakim (n=1), Noroloji (n=1) servislerinden gelen 6rnekler
orneklerden eldeedilmistir. Direncli suslar ise Anestezi yogun bakim (n=12),
Dahiliye yogun bakim (n=8), Acil poliklinik (sar1 alan) (n=3), Beyin cerrahi
yogun bakim (n=2), Genel cerrahi (n=2), Hematoloji- onkoloji (n=1), Nefroloji
poliklinik (n=1), Gastroenteroloji (n=1) servislerinden gelen 6rneklerden izole

edilmis olup, ytizdelik dagilimlarn asagidaki tablolarda verilmistir.
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Kolistin duyarh grup

M Gastroenteroloji (n=5)

B Dahiliye (n=5)

m Hematoloji-Onkoloji (n=4)

W Cocuk Hemotoloji-Onkoloji (n=3)
m Uroloji (n=3)

M Cocuk Enfeksiyon (n=2)
 Nefroloji (n=2)

M Yenidogan Prematiire (n=2)
 Ortapedi (n=1)

m Genel cerrahi (n=1)

® Yenidogan Yogun Bakim (n=1)

= Noroloji (n=1)

Sekil 4.1: Kolistin duyarh suslarin izole edildigi boltiimler

Kolistin direngli grup

®m Anestezi yogun bakim
(n=12)

m Dahiliye yogun bakim
(n=8)
m Acil poliklinik (sari alan) (n=3)
W Beyin cerrahi yogun bakim (n=2)
M Genel cerrahi (n=2)
m Hematoloji- onkoloji (n=1)

= Nefroloji poliklinik (n=1)

m Gastroenteroloji (n=1)

Sekil 4.2: Kolistin direncli suslarin izole edildigi boltiimler
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Duyarl ve direncli gruptan gelen érneklerin elde edildikleri servislere (yogun

bakim, klinik, poliklinik) gore dagilimlar asagidaki sekildedir.

Klinik tipleri

35

30

25

20

15

Duyarh-Direngli

10

5

: I

Yogun bakim Klinik Poliklinik
m Kolistin duyarh grup 1 29 0

M Kolistin direngli grup 22 4 4

Sekil 4.3: Servislere gore dagilim

Calismadaki suslar 55 kan, 2 trakeal aspirat, 1 Beyin omurilik sivis1 (BOS), 1
yara ve 1 idrar kulturtinden izole edilerek calismaya dahil edildi. Kolistin
duyarli o6rneklerin tamamini kan kultiirinden izole edilen oOrnekler
olusturmaktaydi. Kolistin direncli gruptaki suslarin ise 25’i kan, 2’si trakeal

aspirat, 1'i BOS, 1'i yara ve 1'i idrar kulttirtinden izole edilmistir.
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Ornek tipleri
35
30
'1:‘" 25
T 20
[=4]
& 15
£
w 10
5
0 - | | [
lizked] idrar Yara
Kan kiltiri aspirat Bos kdiltlr{ s, siieie
B kaltdrd kaltra
kdltird
H Kolistin duyarli grup 30 0 0] 0 0
m Kolistin direngli grup 25 2 1 1 1

Sekil 4.4: izolatlarin 6rnek tiirlerine gére dagihmi

Dama tahtasi yontemi uygulanan suslarda kolistin ve glisirhizik asit kombine
MIK degerleri tespit edilip, bu degerlere gére FIK degeri hesaplanarak kombine

etkinlikleri incelenmistir.

Tablo 4.1: Ornek sus R-16 Fiki hesaplama diizenegi

Kuyucuk Kolistin MiK  Kolistin FIK ~ Ga MiK Ga FIK FiKI Yorum
A-9 16 Kolistin MiK 0 Kolistin MiIK  Kolistin MiK MIK
B-10 32 2 12,5 0,03 2,03 Indiferans
C-10 32 2 25 0,06 2,06 indiferans
D-11 64 4 50 0,125 4,125 Antagonizma
E-11 64 4 100 0,25 4,25 Antagonizma
F-12 128 8 200 0,5 8,5 Antagonizma
G-11 64 4 400 1 5 Antagonizma
G-10 32 2 400 1 3 Indiferans
G-9 16 1 400 1 2 Indiferans
G-8 8 0,5 400 1 1,5 indiferans
G-7 4 0.25 400 1 1,25 indiferans
G-6 2 0,125 400 1 1,125 indiferans
G-5 1 0,0625 400 1 10,625 indiferans
G-1 0 Ga MIK 400 GA MIK GA MIK MIK
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GA IND IND IND IND IND IND ANT

400

GA

800 (-)
Aciklama:Koyu olarak boyanmis kuyucuklar lireme olan kuyucuklar, (+) pozitif ireme kontrol kuyucugu, (-) negatif Greme
kontrol kuyucugu, IND: indiferans, ANT: Antagonizma

Sekil 4.6: R-16 mikroplate tireme durumu

30



Bulgular

Kolistin

10

Antagonizma

0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 1,2
Glisirhizik asit
Sekil 4.7: R-16 doz yanit grafigi
Tablo 4.2: Ornek sus R-13 FIK indeksi hesaplama diizenegi
Kuyucuk Kolistin MIK  Kolistin FIK ~ Ga MIK Ga FiK FiKi Yorum

A-11 64 Kolistin MiK 0 Kolistin MiK  Kolistin MiK MiK
B-11 64 1 0,03 1,03 indiferans
C-11 64 1 25 0,06 1,06 indiferans
D-11 64 1 50 0,125 1,125 Indiferans
E-11 64 1 100 0,25 1,25 Indiferans
F-11 64 1 200 0.5 1,5 Indiferans
G-10 32 0.5 400 1 1,5 indiferans

G-9 16 0,25 400 1 1,25 indiferans

G-8 8 0,125 400 1 1,125 indiferans

G-7 4 0,0625 400 1 1,062 Indiferans

G-6 2 0,031 400 1 1,031 Indiferans

G-5 1 0,015 400 1 1,015 indiferans

G-1 0 Ga MIK 400 Ga MIK Ga MIiK MiIK

31



Bulgular

oN
-
L]
-~
Sekil 4.8: R-13 mikroplate fotografi
C C C C Cc
0,12 | 0,25 | 0,5 64 128
IND
IND
IND
IND
IND
GA IND IND IND IND IND IND
400
GA
800 (-)

kontrol kuyucugu IND;indiferans

Aciklama: Koyu olarak boyanmig kuyucuklar lireme olan kuyucuklar, (+) pozitif iireme kontrol kuyucugu, (-} negatif tireme

Sekil 4.9: R-13 mikroplate tireme durumu
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1,2
1,0
0,8 -
£ 06~
e
0
=)
X 04 -
0,2 1
0,0
T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12
Glisirhizik asit
Sekil 4.10: R-13 doz yanit grafigi
Tablo 4.3: Ornek sus S-5 FIK indeksi hesaplama diizenegi
Kuyucuk Kolistin MIiK Kolistin FIK Ga MIK Ga FIK FIKI Yorum
A -6 2 Kolistin MiK 0 Kolistin MiK Kolistin MiK MiK
B-5 1 0,5 12,5 0,015 0,515 Additif
C-4 0,5 0,25 25 0,03 0,55 Additif
D-4 0,5 0,25 50 0,0625 0,31 Sinerjizm
E-4 0,5 0,25 100 0,125 0,37 Sinerjizm
F-4 0,5 0,25 200 0,25 0.5 Sinerjizm
G-3 0,25 0,125 400 0,5 0,625 Additif
H-2 0,12 0,06 800 1 1,06 indiferans
H-1 0 Ga MIiK 800 Ga MIK Ga MIK MiK
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2 4 8 16 32 64 128

()

Agiklama: Koyu olarak boyanmis kuyucuklar iireme olan kuyucuklar, (+) pozitif Gireme kontrol kuyucugu, (-) negatif iireme
kontrol kuyucugu) IND: indiferans, ADT: Additif, SIN: Sinerjizm

Sekil 4.11: S-5 Mikroplate tireme durumu

Sekil 4.12: S-5 Mikroplate fotografi
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1,2

e

0,8

0,6

Kolistin

04 -

0,2

0,0

0,0 0,2 0.4 0,6

Glisirhizik asit

0,8

Sekil 4.13: S-5 doz yanit grafigi

1.0

1.2

Calisilan 60 adet sus FIKI degerlerine gére incelendiginde 4tinde (%6,7) FIKI

degeri saptanamadi, 13unde (%21,7) indiferans, 13tinde additif (%21,7),

9'unda (%15) sinerjistik, 21 (%35)susta ise antagonizma saptandi. Kolistin

duyarh ve direncli grup kendi icinde degerlendirildiginde; kolistin duyarh

grupta additif ve sinerjistik etkinlikte, kolistin direncli grupta ise antagonistik

etkinlikte diger gruba oranla istatiksel olarak anlaml farklihk bulunmaktadir

(p=0,001).

Tablo 4.4: Duyarh ve Direncli grup GA ve Kolistin kombine etkinlik karsilas-

tirllmasi

DIRENC GRUBU

KOLISTIN DIRENCLI GRUP  KOLISTIN DUYARLI GRUP TOPLAM
Say1 Yuzde(%) Say1 Yuzde(%) Say1  Yuzde(%)
Additif 3 10,0% 10* 33,3% 13 21,7%
indiferans 6 20,0% 7 23,3% 13 21,7%
SONUC  Saptanamadi 2 6,7% 6,7% 4 6,7%
Antagonizma 19* 63,3% 6,7% 21 35,0%
Sinerjistik 0 0,0% 9* 30,0% 9 15,0%
TOPLAM 30 100,0% 30 100,0% 60 100,0%

Aciklama:*ile isaretli 6geler istatistiksel olarak anlamlidir.
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Aciklama:*ile isaretli d6geler istatistiksel olarak anlamlidir.

Her bir sus icin sadece bir kuyucuk FIKI degeri hesaplamasi tizerinden (FiKi
hesaplanamayanlar disarida tutularak) duyarli ve direncli suslarin FIKI
ortalamalar1 alindiginda direncgli grup 4,04, duyarlh grup ise 1,05 olarak
bulunup iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir (p=0,001).

Tablo 4.5: Her bir sus icin anlamli FIKI degeri icin duyarh ve direncli grup

ortalamalari
Direnc¢ grubu N  Ortalama Std Deviation STd ErrorMean
Kolistin direncli grup 28 4,04 2,13 0,40
FIKI ortalamalart g istin duyarh grup 28 1,05 1,59 0.30

Her bir sus icin FIKI degeri hesaplamasi yapilmis tim kuyucuklar
degerlendirilerek (FIKI degeri hesaplanamayanlar disarida tutularak) duyarh
ve direncli grup ortalamalar1 alindiginda; Direncli grupta 301 adet kuyucuk
ortalamasi 2,01 olurken, duyarlh grupta 171 kuyucukta 1,14 olarak
hesaplanmistir. ki grup arasindaki fark istatiksel olarak anlamh

bulunmustur (p=0,001).

Tablo 4.6: Tiim FIKI hesaplamalarinin duyarh ve direncli grup ortalamalari

Direng¢ grubu N Ortalama  Std Deviation STd ErrorMean
Kolistin direngli grup 301 2,01 1,40 0,08
FIKI ortalamalari Kolistin duyarl grup 171 1,14 0,96 0,07

Kolistin direncli suslar grup olarak incelendiginde n=19(%63,3) antagonizma,
n=6(%20) indiferans, N=3(%10) additif ve 2 adet FIKi degeri saptanamayan
izolat bulunmustur. Suslarin kombine etkinlik hesaplamasi yapilan kuyucuk

degerlendirleri asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Kolistin duyarlh suslar grup olarak incelendiginde n=10 (%33) additif, n=9
(%30) sinerjizm, n=7 (%23) indiferans, n=2 (%6,7) antagonizma ve 2 adet FiKi
degeri hesaplanamayan izolat bulunmustur. Kontrol suslar olarak ise E.coli
ATCC® 25922™ susunda additif etki gozlemlenirken K.pneumoniae ATCC®
4352™ susunda indiferans etkinlik tespit edilmis, K.pneumoniae ATCC®
BAA-1705™ susunda ise FIKI degerleri hesaplanamamistir. Suslarin kombine
etkinlik hesaplamas1 yapilan kuyucuk degerlendirmeleri asagidaki tabloda

O0zetlenmistir.
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Tablo 4.7: Direncli grup anlaml FIKI hesaplamalarn ve sonuclar

Mik degerleri FIK degerleri
C
Sus sirano  Antimikrobiyaller GA  Kombinasyon  FIK FIKi Sonug
Kolistin 8 4 0.5
R-1 Glisirhizik asit 400 50 0,125 0,625 Additif
Kolistin 16 32 2 .
R-2 Glisirhizik asit 400 200 0,5 2,5 Indiferans
Kolistin 128 64 0,5 .
R-5 Glisirhizik asit 400 400 1 1.5 Indiferans
Kolistin 64 128 2 X
R-6 Glisirhizik asit 400 200 0.5 2,5 Indiferans
Kolistin 8 32 4
R-7 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 32 256 8
R-8 Glisirhizik asit 400 200 0,5 8,5 Antagonizma
Kolistin 32 64 2 .
R-9 Glisirhizik asit 400 200 0.5 2,5 Indiferans
Kolistin 32 128 4
R-10 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 16 64 4
R-11 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 32 128 4
R-12 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 64 32 0,5 .
R-13 Glisirhizik asit 400 400 1 1,5 Indiferans
Kolistin 8 4 0,5
R-14 Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 0,53 Antagonizma
Kolistin 16 8 0,5
R-15 Glisirhizik asit 400 200 0,5 1 Additif
Kolistin 16 128 8
R-16 Glisirhizik asit 400 200 0,5 8,5 Antagonizma
Kolistin 32 64 2 .
R-17 Glisirhizik asit 800 400 0.5 2,5 Indiferans
Kolistin 32 128 4
R-18 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 32 128 4
R-19 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 32 128 4
R-20 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 64 256 4
R-21 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 32 128 4
R-22 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 8 32 4
R-23 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 32 128 4
R-24 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 16 128 8
R-25 Glisirhizik asit 800 400 0,5 8.5 Antagonizma
Kolistin 16 64 4
R-26 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 32 128 4
R-27 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 16 64 4
R-28 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 32 128 4
R-29 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 16 64 4
R-30 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
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Tablo 4.8: Duyarli grup anlamh FiKiI hesaplamalar1 ve sonuclar

Mik degerleri FIK degerleri
C
Sus sira no Antimikrobiyaller GA Kombinasyon  FiK FIKi Sonug
Kolistin 1 0,5 0,5 .
s-1 Glisirhizik asit 400 50 0,125 0.625 Additif
Kolistin 1 8 8
S-2 Glisirhizik asit 800 12,5 0,01 8,01 Antagonizma
Kolistin 2 0,5 0,25
S-3 Glisirhizik asit 400 100 0,25 0,5 Sinerjizm
Kolistin 2 1 0,5
S-4 Glisirhizik asit 400 25 0,06 0,56 Additif
Kolistin 2 0,5 0,25
S-5 Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 0,28 Sinerjizm
Kolistin 2 1 0,5
S-6 Glisirhizik asit 400 50 0,125 0,625 Additif
Kolistin 0,5 2 4
S-7 Glisirhizik asit 400 200 0,5 4,5 Antagonizma
Kolistin 1 1 1 .
S-8 Glisirhizik asit 400 25 0,06 1,06 Indiferans
Kolistin 1 0,12 0,12
S-9 Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 0,15 Sinerjizm
Kolistin 0.5 0,25 0,5
S-10 Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 0,53 Additif
Kolistin 0,25 0,12 0,48
S-11 Glisirhizik asit 400 25 0,06 0,54 Additif
Kolistin 0,5 0,12 0,24
S-12 Glisirhizik asit 400 25 0,06 0.3 Sinerjizm
Kolistin 0,5 0.25 0,5
S-13 Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 0,53 Additif
Kolistin 0,25 0,12 0,48
S-14 Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 0,51 Additif
Kolistin 0,5 0,12 0,24
S-15 Glisirhizik asit 400 25 0,06 0,3 Sinerjizm
Kolistin 0,25 0,12 0,48
S-16 Glisirhizik asit 800 12,5 0,01 0,49 Sinerjizm
Kolistin 1 0,5 0,5
S-17 Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 0,53 Additif
Kolistin 0,25 0,12 0,48
S-21 Glisirhizik asit 400 25 0,06 0,54 Additif
Kolistin 0,12 0,12 1 i
S-24 Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 1,03 Indiferans
Kolistin 0,25 0,25 1 .
S-25 Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 1,03 Indiferans
Kolistin 0,25 0,25 1 .
S-29 Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 1,03 Indiferans
Kolistin 1 0,12 0,12
S-31 Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 0,15 Sinerjizm
Kolistin 0.5 0,12 0,24
S-33 Glisirhizik asit 400 50 0,12 0,36 Sinerjizm
Kolistin 0.5 0,12 0,24
S-37 Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 0,27 Sinerjizm
Kolistin 0,12 0,12 1 .
S-38 Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 1,038 Indiferans
Kolistin 0,12 0,12 1 .
S-39 Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 1,03 Indiferans
Kolistin 0,25 0,12 0,48
S-40 Glisirhizik asit 400 200 0,5 0,98 Additif
Kolistin 0,12 0,12 1 .
S-42 Glisirhizik asit 400 12,5 0,08 1,03 Indiferans
Kolistin 0,25 0,12 0,48
E.coli ATCC® 25922™ Glisirhizik asit 400 25 0,06 0,54 Additif
Kolistin 0,25 0,25 1 .
K.pneumoniae ATCC® 4352™ Glisirhizik asit 400 12,5 0,03 1,03 Indiferans
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BOLUM 5

TARTISMA ve SONUC

5.1. TARTISMA

Klebsiella cinsi mikroorganizmalar insanlarin ve omurgalilarin bagirsak
florasinda sik olarak kolonize olurlar (110). Giunumuizde uzun sureli hastane
kalim streleri ve yogun antibiyotik kullanimlarindan kaynakli nazokomiyal
enfeksiyonlara yol acmaktadir. Sadece ampisilin dogal direncli olan Klebsiella
cinsi zamanla B-laktamaz, GSBL, Karbapenamaz gibi enzimler sentezleyerek
penisilinlere, sefalosporinlere, karbapenemlere ve hatta kolistine direng

mekanizmalan gelistirmistir.

Kolistin diren¢ sorununun kromozomal olarak aktarildigi biliniyordu, 2015
yilinda Cin’de yapilan bir calismada domuzlardan izole edilen E.coli'lerde
MCR-1 plazmid araciligiyla kolistin direncinin yatay olarak da aktarilabilecegi
raporlanmistir (2). Sonrasinda diinyanin degisik yerlerinden kolistin direncli

K.pneumoniae suslarinda MCR-1 varligi gosterilmistir (3).

Hayvancilik sektériinde kontrolstiz olarak kolistin kullanimlari da dahil
olmak tUzere yanlis antibiyotik kullamim politikalarnn kolistin direncinin

yayginlasmasina yol acmistir.

Duinya saghik 6rguitii,yeni antibiyotik gelistirilmesine rehberlik ve tesvik etmek
amach 2017 yilinda bir bildiri yayinlamistir. Bu bildiride patojenler éncelik
sirasina gore kritik,ytiksek ve orta 6ncelikli olmak tizere 3 gruba ayrilmistir.
Kritik oncelikli grupta karbapenem direncli Acinetobacter baumannii ,

Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacteriaceae yer almaktadir (1).

GSBL tureten 9 adet Klebsiella pneumoniae izolatimin time-kill yoéntemiyle
sinerji calisildigi calismada kolistin-tigesiklin ve kolistin-fosfomisin
kombinasyonlar1 test edilmistir. Kolistin-tigesiklin kombinasyonu ‘2 MIC

degerlerinde test edildiginde n=8 (%81,8) susta sinerjistik etkinlik saptanmis
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olup, kolistin-fosfomisin i¢in %2 MIC degerlerinde test edildiginde n=5 (%55)
susta sinerjistik etkinlik saptanmistir (111).

Gaibani ve arkadaslarimin 9 kolistin duyarhh ve 8 adet direncli KPC iceren
Klebsiella pneumoniae dama tahtas1 yontemiyle kolistin ile birlikte tigesiklin,
rifampisin, meropenem ve teikoplanin kombine aktivitesini test etmisler.
Duyarli 9 adet susta tiim antibiyotik kombinasyonlarinda indiferans etki
gozlenmistir. Direncli suslarda ise kolistin-tigesiklin kombinasyonunda 2 adet
susta, kolistin rifampisin icin 8 susun tamaminda sinerjistik etki
gozlemlenirken, kolistin-meropenem ve kolistin-teikoplanin
kombinasyonlarinda 8 susun tamaminda indiferans etki
gozlemlenmistir(112). KPC iceren 13 adet K.pneumoniae ile dama tahtasi
yontemi kullanilarak yapilan baska bir calismada ise kolistin ile birlikte
rifampisin, gentamisin, meropenem, imipenem ve tigesiklin kombine etkinligi
degerlendirilmistir. Rifampisinle birlikte etkinliginde suslarin tamaminda
sinerjistik etkinlik belirlenirken, gentamisin, meropenem, imipenem ve
tigesiklin kullamilan kombinasyonlarda 5er susta sinerjistik etkinlik
saptanmistir. Hicbir susta antagonistik etkinlik tespit edilmemistir(113).
Laisram ve arkdaslarimin 50 adet K.pneumoniae dama tahtas1 y6ntemi
kullanarak kolistin-meropenem kombinasyonu test ettikleri calismada ise 14
(%28) sinerjizm, 36 (%72) indiferans bulunmustur. 8 adet kolistin direncli
susun 4 (%50)unde, duyarh suslarda ise 10 (%45,2)unda sinerji
saptanmistir (p=1,0) (114). Bizim calismamizda ise kolistin diren¢ gruplar

arasinda anlamh farkliliklar saptanmistir.

Diindar ve arkadaslarimin tilkemizde 10 adet K.pneumoniae Uizerinde dama
tahtas1 yontemiyle yaptiklar1 calismada ise kolistin-imipenem 4/10 (%40)
sinerjizm,  kolistin-tigesiklin = 7/10 (%70) oraninda sinerjizm ve

1/10(%10)unda antagonizma gozlendi(115).

Evren ve arkadaslarinin tilkemizde yaptiklar: bir calismada ise OXA-48 iceren
12 adet karbapenem direncli Klebsiella pneumoniae izolatinda dama tahtasi
yontemiyle yaptiklar1 calismada fosfomisinin imipenem,meropenem,kolistin
ve tigesiklin ile kombine etkisini incelemislerdir, fosfomisin-kolistin
komibanasyonunun tamaminda antagonistik etki goézlemlemislerdir. Aym

calismadaki diger kombinasyonlarda imipenemde 5 adet sinerjizm,
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meropenemde 4 adet sinerjizm, tigesiklinde ise 4 susta sinerjistik etki tespit

edilmistir (116).

Samonis ve arkdaslarimin 50 adet serin turevi karbapenamaz ureten ve 14
adet GSBL tureten K.pneumoniae iceren calismasinda ise gradient-strip test
kullanilarak yapilan sinerjizm calismasinda ise fosfomisin-kolistin
kombinasyonu calisiilmistir. 14 GSBL iceren K.pneumoniae’dan 1 (%7)
tanesinde, 50 serin turevi karbapenamaz tireten suslarda ise 21 (%42)’sinde
sinerjizm saptanmistir, calsilan 64 K.pneumoniae’da antagonizma
gozlenmemistir (117). Fosfomisin kombine c¢alismasinda farkhliklar
K.pneumoniae'larin farkli diren¢ mekanizmalarn gelistirmelerinden veya

yontemsel olarak farkl calisilmasindan kaynaklanmis olabilir.

Yunanistanda cok merkezli calismayla toplanan 100 adet kolistin direncli
K.pneumoniae ile dama tahtasi yontemi kullanilarak yapilan calismada
kolistin-azidotimidin kombinasyonu test edilmistir. 79 adet susta sinerjizm |,
21 adet susta ise additif etki saptanmistir. Indiferans ve antagonistik etkili
sus saptanmamistir (118). Hu ve arkadaslarimin Enterobacteriaceae’lar
uzerinde yaptiklan calismada suslar ¢cok merkezli olarak toplanarak 67 ( 36
adet E.coli, 31 adet K.pneumoniae) sus dama tahtas1 yéntemi kullanilarak
kolistin azidotimidin calisilmistir. FIKI deger hesaplamalarina gére
K.pneumoniae’larin %87,1’inde sinerjizm saptanmistir (119). Rutinde HIV
tedavisinde kullanmilan azidotimidini, viral genom replikasyonu inhibe ederek
etki gostermektedir, bu c¢alismalardaki sinerjizm ve additif etkinin
potansiyelinin nedeni kolistinin memran gecirgenlik artisiyla lipofilik olan
azidotimidin htucre icine daha fazla girerek genom replikasyon inhibe

etmesinden kaynakl olabilir.

Rahim ve arkadaslarinin NDM iceren MDR 4 adet K.pnemonia ile time-kill
yontemi kullanmilarak kullanilarak kolistin-kloramfenikol kombinasyonunu
test etmislerdir. Kolistin 0,5-2 mg/ml, kloramfenikol 4-8-16-32 mg/ml
konsantrasyonlarinda farklh 10 kombinasyon 0-0,5-1-2-4-6-24 saatlik zaman
dilimlerinde uremeleri logaritmik olarak degerlendirilmis ve 6l¢ctim saptanan
28 noktanin 25’inde sinerjistik aktivite gézlemlenmistir. Bu calismada secilen

bir adet sus taramali elektron mikroskobide bakteri morfolojide kombinasyon
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uygulandiginda ciddi ytizey hasar1 gozlemlendi, sinerjistik aktivite gozle

gorulir olarak da tespit edilmistir (120).

Stein ve arkadaslarimin KPC iceren 20 adet K.pneumoniae’da dama tahtasi
yontemi kullanarak kolistin, tigesiklin ve meropenem 3’lti kombinasyonlarini
test etmislerdir. Kolistin-meropenem kombinasyonu 11 susta,
kolistin-tigesiklin kombinasyonu 13 susta, Kkolistin-tigesiklin-meropenem
kombinasyonu 10 susta FIKI deger hesaplamasma gére sinerjizm tespit

edilmistir (121).

Ozbek ve arkdaslarmin {tilkemizde yaptiklar1 baska bir calismada ise
Enterobacteriaceae (24 K.pneumoniae, 6 E.coli, 10 E.cloacae) ile dama tahtasi
yontemi kullanarak kolistin ile birlikte tobramisin ve tigesiklin kombine
etkinlik calismislardir. Kolistin-tobramisin 9 (%23) ve kolistin-tigesiklin 4
(%10) susta sinerjistik etkinlik saptanmistir (122).

Invitro calismalar disinda kolistin kombine terapi calismalari klinik olarak da
gerceklestirilmistir. Ornegin KPC iceren K.pneumoniae ile enfekte 18 hastanin
oldugu bir calismada tigesiklinle kombine terapi alan hastalar monoterapi
alan gruba gore %73-%14 daha fazla sag kalim oranlarina sahiptir (123).
Kolistin-tigesiklin kombine calisilan 35 hastada yapilan baska bir calismada
ise invitro duyarh antibiyotikle tedavi edilmistir. Kolistin-tigesiklin kombine
tedavi alan 9 hasta grubunda 6liim gérilmezken monoterapi alan grupta 15
hastanin 7’si (%46,7) 6ltm goruldu (p=0,001) (124). Retrospektrif olarak KPC
iceren K.pneumoniae 125 hastanin mortalite oranlarinin degerlendirildigi bir
calismada ise monoterapi alan grupta 25/46 (%54,3) kombine terapi alan
grupta ise 27/79 (%34,1) mortalite oranlar1 gozlemlenmistir. Bu ¢calismada en
cok kulanilan kolistin-tigesiklin (23 hasta) ve kolistin-tigesiklin-meropenem
(16 hasta) kombinasyonlar1 olmustur. Kolistin-meropenem kombinasyonu
incelendiginde meropenem MIC4 olan grupta tedavide daha iyi sonuclar elde
edilmis (125). Son olarak kan kulttirtinde K.pneumoniae (%79,5 KPC iceren)
ureyen 205 hastanin incelendigi bir calismada mortalite oranlarn
monoterapide %44,4 iken kombine terapide %27,2 olarak bulunmustur.
Karbapenem kombinasyon rejimleri incelendiginde Tumbarello ve
arkadaslarinin calismasindaki gibi diisiik MIK degerlerine sahip hastalar

daha diistik mortalite oranlarina sahiplerdir (126). Invitro calismalar disinda
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invivo calismalarlada sinerjizmin varligini desteklemektedir. Kombine
antibiyotik kullamimi mortalite oranlarim1 distirmesinin yanminda direng
gelisimini Onleyici ve dusiik dozda etkinlik gosterebilmesinden kaynakh

antibiyotige bagh toksisiteleri onleyici etki gosterebilir.

2015 yilinda Cin’den yaymlanan MCR-1 plazmid varligi kolistin direncinin
anlasilmasinda 6énemli bir calismadir (2). Zhou ve arkadaslarinin Cnidium
Monnieri  bitkisinin  kurutumus  koékiinden elde edilen osthole
(7-methoxy-8-(3-methyl-2-butenyl)) maddesini MCR-1 pozitif ve negatif
suslarda Kkolistinle birlikte dama tahtasi yontemi kullanarak kombine
etkinligini calismislaridir. Calisilan MCR-1 (+) 4 adet K.pneumoniae susunda
sinerjistik etkinlik gézlemlenirken , MCR-1(-) 2 adet K.pneumoniae susunda
sinerjizm goézlenmemistir. Osthole MCR-1'e baglanarak onun biyolojik

aktivitesini inhibe etmistir (127).

Yine Cinde yapilan bir baska calismada ise 8 adet K.pneumoniae (5 adet
MCR-1 (+), 3 adet MCR(-)) time-kill ve invivo enfeksiyon modeli olusturarak
potansiyel MCR-1 inhibitérii olan pterostilben ile birlikte diger antibiyotikler
kombine calisilmistir. Sadece kolistin ile kombine olan calismada sinerjizm
gozlenmis olup, MCR-1(+) olan grupta 5/5 sinerjizm, MCR-1 (-) 1/3 sinerjizm
tespit edilmistir. Invivo enfeksiyon modelindede buna benzer sonuc elde

edilmistir (128).

Fransada Okdah ve arkadaslarmmn 55 adet kolistin direncli
Enterobacteriaceae tlizerinde yaptiklan calismada 27 adet K.pneumoniae (7
adet MCR-1(+), 20 adet MCR-1(-) dama tahtas1 yontemiyle kolistin-stlfadiazin
kombinasyonu calisilmistir. Kolistin-stilfadiazin kombinasyonunda 18/27
(%66,7) oraninda sinerjizm saptanmis olup, 7 adet MCR-1 (4)
K.pneumoniae'nin 4 tanesinde (%57,1) MCR-1 (-) olan 20 susta ise 14
(%70)tnde sinerjizm saptanmistir (129). Bizim calismamizda ise kolistin
direncli suslarda MCR-1 varlig1 calisilmadig icin glisirhizik asitin MCR-1 ile

olasi etkilesimlerinden s6z etmemiz miumkiin degildi.

Betts ve arkadaslarmin Ingilterede yaptiklar1 calismada 7 adet coklu ilac
dirence sahip E.coli'yi kolistin ile kombine olarak [Mn(CO)s(tpa—k3N)|Br

bilesigini dama tahtasi ve time-kill yontemi kullanarak etkinlik calismislardir.
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[Mn(CO)s(tpa—r3N)|Br bilesigi karbon monoksit salimimi gerceklestiren bir
biyokimyasal bilesiktir. Antibakteriyel etkinlik mekanizmasi tam olarak
bilinmesede hidroksi radikal uretimi, metal iyonu aliminin etkilesimi ve
sitokromlara karbon monoksit baglanmasi nedeniyle zarin bozulmasi yaparak
antibakteriyel etkinlik yaptigi dustintlmektedir. Dama tahtasi ve time-Kkill

calisilan suslarin tamaminda sinerjizm saptanmistir (130).

Cerageninler endojen antimikrobiyal peptidlere benzer amfifilik morfolojide
modifiye edilmis safra asit ttirevidir. Antimikrobiyal peptid (AMP)’lere benzer
sekilde cerageninlerde cogu bakteri ailesine karsi bakterisid etkinlik
gosterirler. Celik ve arkadaslarmmin farklhi diren¢ gruplarina sahip 6
K.pnemonia ile time-kill y6ntemiyle yaptiklarn calismada kolistin ve
meropenem ile degisik caragenin tlirevlerinin kombine etkinligini
degerlendirmislerdir. Sinerji ve antagonizma durumlar: cfu/ml 2 loglO artis
veya dustise gore hesaplanmistir. Kolistin ile CSA-13 (katyonik steroid
antibiyotik) kombine calismasinda 6 sustada sinerjizm saptanmirken, CSA-
131 ile yapilan calismada 3 susta sinerjizm goézlenmistir. Hicbir 6l¢ctimde

antagonizma gozlenmemistir (131).

Disa atim pompalar antibiyotiklere diren¢ mekanizmalarindan biridir. Gtincel
tedavilere diren¢ gelisimi nedeniyle rutinde kullanilmayan disa atim pompa
inhibitérleriyle alakali ¢calismalar artmaktadir. Karbonil siyanid m-klorofenil
hidrazon (CCCP) disa atim pompa ihbitérlerinden biridir. CCCP - kolistin ile
kombine etkinligin time-kill yontemiyle 5 adet Gram negatif (K. pneumoniae
FHM169, E. coli 44A (mcr-1 pozitif), Proteus vulgaris P97, Enterobacter
asburiae LH74 ve K. pneumoniae KP4CR ) ile yaptiklarn calismada tim
suslarda bakteriyostatik etkinlik saptamuslardir. Ilginc olarak farkl direnc
mekanizmalara sahip 6rnekler arasinda time-kill yéntemine gore bir farklihik

gozlenmemistir (132).

Coklu direncli izolatlarda antimikrobiyal etkinligi olmayan adjuvan kticik
molekillii bilesikler kombine olarak kullanilmaktadir. AR-12 Ohio state
universitesinden gelistirilmis selekoksib tiirevinde siklooksijenaz-2 (COX-2)yi
inhibe etmeyen ve otofajiye neden olan kiictik bir molekuldur (133). Kolistin

ile AR-12 kombine etkinligini time-kill ydéntemiyle degerlendirildigi bir
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calismada A.baumannii ve K.pneumoniae Uzerinde sinerjistik etkinliginin

oldugu tespit edilmistir (134).

Protegrinler, genis spektrumlu antimikrobiyal aktivite sergileyen, Kkatisidin
ailesine ait bir peptiddir. 15 adet kolistin duyarli, 4 adet direncli A.baumannii
ile dama tahtas1 ve time-kill ydntemlerini kullamilarak Protegrinler (PG-1) ile

yapilan ¢calismada suslarin tamaminda sinerjizm gozlenmistir (135).

Modifiye prolin bakimindan zengin antimikrobiyal peptidlerin Gram negatif
bakteriyemiden korudugu gosterilmistir (136). A-3 APO’da doz bagimh olarak
E.coli ve Acinetobacter baumannii etkinligi olan, bakteriyel 1s1 sok proteini
DnaK'y1 inhibe ederek toksin uretiminin yam sira direnc¢ten sorumlu
enzimlerin protein katlanmalarimida inhibe ederek 6zellik gosterir. K.
pneumoniae (K97/09) ve A. baumannii (BAA-1605) kolistin ile A-3 APO
kombine etkinligi dama tahtas1 yontemiyle calisiimis ve sinerjistik etki

gosterdigi gozlenmistir (137).

Meyan koku (Glycyrrhiza glabra) ayurveda antik tip tarihinin en yaygmn
kullanilan bitkilerinden biridir. Antibakteriyel etkinliginin yam sira antiviral,
antineoplastik, immutinomodulatér, antialerjik etkilerini arastirmalarda son
yillarda artmaktadir. Glisirhizik asit meyan kokundeki saponin tlirevi
asitlerden biridir. Glycyrrhiza glabramin metanolle ekstrekte edilip glisirhizik
asit ile etkinlik karisilastirmasimin yapildigi bir ¢calismada sivi mikrodiltisyon
ve time-kill yontemiyle calsiimistir MDRI1i Paeroginosa kullanildig:
calismada sivi mikrodiliisyon sonucu MIK degerleri glycyrrhiza glabranin
ekstrakti icin 200 g/ml iken minimumum bakterisidal konsantrasyon (MBC)
800 pg/ml bulunmustur, gilisirhizik asit icin MiK degeri 100 pg/ml iken MBC
400 pg/ml bulunmustur. Time-kill yontemiyle hem ekstraktin hemde
gilisirhizik asitin etkinligi amikasin kontroliiyle benzer sekilde etki
gostermistir (104). Bizim calismamizdaki K.pneumoniaelarda saptanan
glisirhizik asit MIK degerleri suslarimin tamamina yakininda 400 pg/ml

olarak tespit edilmistir.

Oral mikroorganizmalar ve Ozellikle S.mutans diyet ile alinan sakrozu dis
minelerine zararhh laktik aside dontsturerek ve glukozu glukanlara

dontstiiren glukozil transferaz enzimi araciligiyla dislere yapismasini
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saglayarak plak olusturup dis curtimelerine sebep olur. Segal ve
arkadaslarinin invitro olarak yaptiklar ¢calismada glisirhizik asidin bir turevi
olan glycyrrhizin stikroz varliginda bile S.mutans adherensi tizerinde anlaml
engelleyici etkinligini tespit ettiler. Gida sektortinde tatlandirici olarak
kullanmilan glisirhizik asitin bu etkisi dis curtklerini 6nleyici olabilmesi

nedeniyle 6nemli bir bulgudur (96).

Istya duyarh enterotoksin (LT) Entero toksijenik E.coli (ETEC)in baslca
virtllans faktéraduar ve iki birimden olusur. A birimi (LTA) bagirsak epitel
hiicresinde cAMP seviyesini artirarak hticrelerden buyuk miktarda sivi ve
iyon kaybina neden olur. B birimi (LTB) ise bagirak epitelyum hiticresinde
gangliozite (GM-1) reseptérine baglanarak toksinin islev goérmesinde
6nemlidir. Chen ve arkadaslarn invitro olarak ETEC toksininin LTB tinitesinin
glycyrrhizin ile Dbirlikte yarismali reaksiyonunu ELISA yéntemiyle
olctlmustar. glycyrrhizin LTB baglanmasimi 6nemli Olctide inhibe ettigini

saptamislardir (IC50 3.26 = 0.17mM) (138).

Snowden ve arkadaslarinin birgcok farkli medikal 6énemi olan bitkileri
Stafilokoklar tUzerinde yaptiklar1 calismada glycyrrhiza glabra kokleri
kurutulduktan sonra toz halleri %95 etanolde ekstrakte edilip hazirlandi.
Antibakteriyel etkinlik 6lcimu icin Stafilokok aureus ATCC 11632'nolu susu
kullanilmis olup, antibiyotik kontrolti icin vankomisin ve tetrasiklin
kullamilmustir. Glycyrrhiza glabra orta diizeyde etkili bulunmus olup, MiK
degeri 2700 pg/ml olarak saptanmistir. Bizim calismamizda ise Glycyrrhiza
glabra’dan elde edilmis saf saponin turevi glisirhizik asit kullanilmis olup

K.pneumoniae tizerinde 400 pg/ml MIK degeri gostermistir (139).

Oral patojenler Ttlizerinde yapilan bir baska calismada ise meyan koki
(Glycyrrhiza glabra) ekstrakti kullanmislardir. Meyan koka 25 °C’de
kurutulduktan sonra toz haline getirilip, 72 saat boyunca %80 lik etanolle
extrakte edildi, ardindan son kalan kisim konsantre edilerek kullanildi. Sivi
mikrodiliisyon yoéntemiyle calisilan sonuclarda Streptococcus mutans,
Actinomyces viscosus ve Enterococcus faecalis icin MIK 12.5 mg/ml,
Escherishia coli, Staphylococcus aureus ve Streptococcus sanguis icin MIK 50

mg/ml olarak tespit edilmistir (140).
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Breij ve arkadaslarmmin klinik o6rneklerden izole edilen MRSA tzerinde
yaptiklarn calismada ise G.glabra’nin ekstrakte edilebilen 18-glisirhetinik asid
bilesiginin antibakteriyel etkinligini dama tahtasi yontemi kullanarak cesitli
antibiyotiklerle kombine etkinligini degerlendirmislerdir. ~Tobramisin,
gentamisin, amikasin ve polimiksin B ile sinerjistik etkinlik oldugu tespit
edilirken, amoksisilin, metisilin, siprofloksasin ile additif etki goézlenirken,
sefuroksim, doksisiklin, siprofloksasin, eritromisin ile indiferans etkilesim
gozlemlendi. Hicbir antibiyotik ile antagonizma etkilesimi goézlenmemistir

(141).

Bizim calismamizda glisirhizik asitin, kolistin duyarli ve direncli Klebsiella
pneumoniae izolatlarinda kolistin ile kombine kullaniminin etkinligi dama
tahtas1 yoéntemiyle calisiimistir. Elde ettigimiz MIK degerleri baz almarak
hesaplanan FIK indekslerine gore; direncli sus grubundaki 30 sustan
19'unda (%63,3) antagonizma, 6’sinda (%20) indiferans, 3'tiinde (%10) additif
etkinlik saptanirken hi¢ bir susta sinerjistik etkinlik saptanmadi. Duyarh sus
grubunda ise 30 susun 2'sinde (%6,7) antagonistik, 7’sinde (%23,3)
indiferans, 10'unda (%33,3) additif, 9unda (%30) sinerjistik etkinlik
gozlemlenmistir. Bu  veriler baz alimarak  istatistiksel olarak
karsilastirildiginda direncli grupta antagonizma, duyarl grupta ise sinerjistik
ve additif etkinlik oranlan diger gruba gore anlamli derecede ytliksek

bulunmustur.

Kolistin duyarli grupta, Kkolistin ile glisirhizik asit arasinda ytliksek oranda
sinerjistik veya additif etki gézlenirken, kolistin direncli grupta bu iki bilesik
arasindaki iliskinin buytik oranda antagonizma yoéniine doénmesi
calismamizin dikkate ceken verilerinden birisidir. Bizim ¢alismamizda kolistin
direncli gruptaki suslarin hepsi coklu ila¢ direncine sahiptir. Bundan dolay1
duyarh gruptan farklihklarnn sadece kolistine direncli olmalarn ile simirh
kalmayip, sefalosporinler ve karbapenemler gibi diger antibiyotiklere de
direnclidirler. Buradan hareketle iki grubun kolistin ile glisirhizik asit
kombinasyonlarina farkl sekillerde yanit vermesi sadece kolistin direncine
neden olan bakteri dis membrandaki lipid A kismindaki net negatif ytkin
azalmasmdan kaynakli olmayip, sefalosporin ve karbapenem direncine yol

acabilen betalaktamaz uretimi, porin defektleri, effluks pompalarn gibi ek
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diger mekanizmalarin da katkisi ile meydana gelmis olabilir. Bu farkliligin
daha iyi aydinlatilabilmesi icin farkll diren¢ mekanizmalarina gore dizayn
edilmis kontrol gruplan ile yapilacak calismalara ihtiya¢ oldugunu

dustunmekteyiz.

48



Tartisma & Sonug

5.2. TEZIN KISITLILIKLARI

Bu calismada kisith sayida kéken kullamilmistir, ileriki calismalarda daha
fazla sayida ve antibiyotik direnc¢ profilleri karsilastirildiginda farkh direnc
gruplarmida iceren calismalar yapilabilir. Bizim calismamizda
kolistin-glisirhizik asit kombine etkinligi sadece ampisilin dogal direcli ve
coklu ila¢ direncine sahip K.pneumoniae’lar uzerinde gerceklestirildi.
Gelecekte yapilacak olan calismalarda sadece GSBL iceren ve
GSBL+karbapenamaz ureten K.pneumoniae gruplarn tUzerinde calisiimasi

diren¢ yapisina gore kombine etkinlik farkini aciklayabilir.

Antibakteriyellerin  etkinliklerini degerlendirirken birden fazla metod
kullanilabilir. Disk diftizyon, gradient strip test, dama tahtas1 mikrodiltisyon,
time-kill. Bu yontemler ve bu calismalardaki sonuclarin farkli olarak
degerlendirilmesi elde edilen sonuclarin tartisilabilirligini zorlastirmaktadir.
Kombine etkinlik calismalarinda altin standart yontem time-kill yéntemi olup
zamana baglh oldiirme Kinetigi tespit edilerek kombine etkinlik daha dogru
olarak gozlemlenebilmektedir. Bizim calismamizda ise dama tahtas1 yontemi
kullanmilmistir, gelecekte yapilacak olan calismalarda kolistin-glisirhizik asit
kombinasyonunun time-kill yontemiyle de incelenmesi daha dogru sonuclar

vericektir.

Kombine etkinlik calisilan suslarin molekiler olarak (GSBL tipi,
karbapenemaz tipi, MCR-1 varlig)) klonal analizinin yapilmasi gerekmektedir.
Bizim calismamizda ise suslar sadece antibiyotik diren¢ profillerine gore
gruplandinnmis olup mevcut antagonizma, sinerji ve aditif etki durumlarinin
mekanizmalann hakkinda simurlh  yorum  yapabilmekteyiz.  Gelecekte
planlanacak olan calismalarda suslarin molekiiler analizininde yapilmasi
invivo ¢alismalardaki basari oranmini artiracaktir ve rutin kullanimda kolistin
ile birlikte kombine kullanmilacak yeni antibakteriyellerin kesfini

kolaylastiracaktir.
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5.3. SONUC

Gunumtizde kolistin nazokomiyal enfeksiyonlarda Gram negatif bakteriler
icin son defans hattim1 olusturmaktadir. Hastalar rutin antibiyogram
sonuclaria gore kolistin direncli suslar bile kolistin ile diger antibiyotikler
kombine kullanilarak  tedavi edilmeye calisiilmaktadir. Ozellikle
kolistin-karbapenem, kolistin-amikasin, Kkolistin- tigesiklin kombinasyonlari
yogun bakim unitelerinde c¢oklu ila¢ direnci barindiran Gram negatif
hastalarda sik¢ca kullanilmaktadir. Artan kolistin diren¢ oranlar1 ve guncel
tedavilere yeni kesfedilen antibiyotik eklenememesi bizi kolistinle birlikte

kombine etkinligi bulunan maddeleri arastirma zorunlulugu getirmektedir.

Bizim calismamizda kolistin direncli ve duyarh K.pneumoniae suslar
tizerinde kolistin-glisirhizik asit kombine etkinligi degerlendirilmistir. Kolistin
direncgli suslarda antagonizma, kolistin duyarli suslarda ise additif ve
sinerjistik etkinlik 6n planda saptanmistir. Buradan yola cikarak kolistin
direncli enfeksiyonlarda, gida sektoértinde tatlandirici olarak kullanimi yaygin
olan glisirhizik asitin kullamiminin kolistinin etkinliginde antagonistik
etkinlik gosterebilecegini sdyleyebiliriz. Buna karsin kolistin duyarl suslarda
sinerjizm ve additif etkinlik 6n planda oldugundan glisirhizik asit bilesigi

iceren maddelerin tiiketimi kolistinin etkinligini arttirabilir.

Son yillarda kolistin diren¢ sorununa yonelik calismalar yapilmaktadir. Coklu
antibakteriyel ajanlarla yapilan kombinasyon calismalarinda, birbiri ile
celiskili sonuclar gorulebilmektedir. Bazi calismalarda etkili gorulen
antibiyotik kombinasyonu, diger calismalarda etkisiz olarak
bulunabilmektedir. Bu farkliligin, kullanilan test metodu ve antibakteriyel
maddelerin standart bir prosediir icerisinde uygulanmamasindan
kaynaklanabilecegini diistiinmekteyiz. Ileriki calismalarin daha saghkli ve
tutarli sonuc¢ verebilmesi icin, direnc mekanizmalari molektler olarak
ispatlanmis suslarla, aym 6zelliklere sahip etken maddeler kullanilarak invivo

ve invitro ¢calismalarin yapilmasi gerekli oldugu kanaatindeyiz.
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