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OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen Metisilin Direncli Staphylococcus aureus (MRSA)
Suslarinda Siprofloksasin’in Yesil Cay Ile Sinerjik Etkisinin Dama Tahtasi
Yontemiyle Arastirilmasi

Ama¢: Bu arastirmada; hem toplum kokenli hem de hastane kokenli
enfeksiyonlarin en 6nemli nedenlerinden biri olan, ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen
MRSA’larin tedavisinde kullanilan fakat zamanla diren¢ gelisimi goriilen ve su an
diinyada en ¢ok kullanilan antibiyotikler arasinda 4. sirada yer alan siprofloksasinin yesil
cay ile olusturulan kombinasyonunun ortaya ¢ikardigi sinerjik etkinin ortaya konulmasi
amagclanmaktadir.

Materyal ve Metot: Atatiirk Universitesi T1ip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina 01 Ocak 2010-12 Aralik 2014 tarihleri
arasinda cesitli kliniklerden gonderilen farkli klinik 6rneklerden izole edilen 90 MRSA
susundan siprofloksasine direngli bulunan 54 MRSA izolatinin her birine ayr1 ayr1 yesil
cay, siprofloksasin MIK degeri bakildi. Daha sonra MiK degerleri tespit edilen 54 izolatta
yesil ¢ay + siprofloksasin kombinasyonun sinerjik etkisi dama tahtast duyarlilik
yontemiyle arastirildi. FIK degerleri hesaplanan bu izolatlarda yesil cayin siprofloksasin
ile sinerjik etkisi belirlendi.

Bulgular: Arastirilan yesil cay ekstrakti ile siprofloksasin kombinasyonu igin
dama tahtas1 yontemi ile elde edilen franksiyonel inhibitér konsantrasyonu indeksi
degerlerine gore 54 MRSA izolatinin 18’inde (%33.3) etkisiz oldugu goriilerken,
17’sinde (%31.5) aditif, 19’unda (%35.2) sinerjik etki gdsterdigi saptanmistir. Ortalama
Y FIK degerine gore (X FIK: 0,74) yesil cayin siprofloksasine etkisinin izolatlarda aditif
oldugu tespit edilmistir.

Sonug¢: Yesil cay MRSA’larin tedavisinde tekli veya kombine seklinde (yesil
caytsiprofoksasin)  kullanildiginda  antibakteriyel  etkinliginin  oldugunu ve
siprofloksasine bagli ortaya ¢ikabilecek yan etkilerin azaltilmasina katkisi olabilecegini
diisiinmekteyiz. Bu elde ettigimiz sonuclarin dogrulanmasi bakimindan daha genis ve
daha kapsamli ¢aligmalarinin olmasin yararli oldugu kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Dama tahtasi duyarlilik yontemi, MRSA, sinerjik etki,

siprofloksasin, Staphylococcus aureus, yesil ¢cay (Camellia sinensis)
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ABSTRACT

Investigation of the Synergic Effect of Ciprofloxacin and Green Tea in Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) Strains Isolated from Clinical Samples
by the Checkerboard Dilution Method

Aim: In this study, it is aimed to present the synergic effect of the combination of
green tea and ciprofloxacin, which is used in the treatment of MRSA, one of the most
important causes of both community-based and hospital-acquired infections, isolated
from various clinical samples, and to which resistance develops over time and which is
currently the 4" most used antibiotic in the world.

Material and Method: The green tea and ciprofloxacin MIC value of each of 54
ciprofloxacin-resistant MRSA isolates among 90 MRSA strains isolated from different
clinical samples that were sent to the Medical Microbiology Laboratory of Atatiirk
University, Faculty of Medicine, Research and Application Center from various clinics
between 01 January 2010 and 12 December 2014 was examined separately. Afterwards,
the synergic effect of green tea + ciprofloxacin was studied in 54 isolates with the
determined MIC values by the checkerboard dilution method. The synergic effect of
green tea and ciprofloxacin was determined in these isolates, the FIC values of which
were calculated.

Results: According to the fractional inhibitory concentration index values
obtained for the investigated combination of green tea extract and ciprofloxacin by the
checkerboard dilution method, while it was observed to be ineffective in 18 (33.3%) of
54 MRSA isolates, it was determined to exhibit an additive effect in 17 (31.5%) and a
synergic effect in 19 (35.2%) of the isolates. According to the mean Y FIC value (X FIC:
0.74), the effect of green tea on ciprofloxacin was found to be additive in isolates.

Conclusion: It is thought that when green tea is used in the treatment of MRSA
alone or in the combination (green tea+ciprofloxacin), it has an antibacterial effect and it
may contribute to reducing side effects that may occur due to ciprofloxacin. It is believed
that more extensive and comprehensive studies will be useful in terms of the verification
of the results obtained.

Keywords: Checkerboard dilution method, MRSA, synergic effect,

ciprofloxacin, Staphylococcus aureus, green tea (Camellia sinensis)
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1. GIRIS
II. Diinya Savas1 sirasinda penisilinin gelistirilmesi tip alaninda énemli bir ¢igir
acmistir. 1941 yilinda penisilin G'nin kullanilmaya baslanmasinin hemen ardindan
1942’de penisilinaz iireten izolatlar tespit edilmistir. 1959 yilinda B -laktamaz enzimine
direng gosteren yar1 sentetik bir penisilin olan metisilin kullanilmaya baslanmistir. -
laktamaza direngli penisilinler kullanima girmesinden ¢ok kisa bir siire sonra da bu

antibiyotiklere direncli izolatlarin oldugu saptanmstir.!

Staphylococcus aureus
enfeksiyonlart metisilin direncinin ilk olarak goriildiigii 1960 yilindan beri yogun bakim
{initeleri basta olmak iizere hastanelerde yaygin olarak goriilmeye baslanmistir.? 20.
yiizyilin sonlarina dogru ise toplum kdkenli metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) izolatlar1 meydana ¢ikmustir.® 4 Antibiyotigin hi¢ kullanilmadig: iilkelerde bile
direncli izolatlarin tespit edilmesi, bu direng seklinin stafilokoklarda ¢ok daha dnceden
var oldugunu gostermistir.*

Guiniimiizde ise S. aureus ilk siralar1 yara ve yumusak doku enfeksiyonlarinin
aldig1 osteomylit, septik artrit ve bakteriyeminin 6nemli sebeplerinden biridir. Son
yillarda ise nozokomiyal enfeksiyon etkenleri ierisinde ilk siralarda yerini almaktadir.®

Metisiline direngli Staphylococcus aureus bakterileri nozokomiyal enfeksiyon
sebebi olarak izole edildiklerinde etkenin eradikasyonundaki zorluklarin yani sira bir cok
antibiyotige gosterdikleri diren¢ agisindan da ciddi tedavi sorunlarina ve tedavi
masraflarinin yiiksek maliyetlerine yol agabilmektedir.® ’

MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde bir donem kullanilan ancak giderek direng
gelistigi tespit edilen siprofloksasin, diinya genelinde en ¢ok kullanilan antibakteriyel
ajanlardan biridir ve 20. yiizyilin 6zellikle son on yi1linda Amerika Birlesik Devletleri’nde
(ABD) diizenli olarak kullanilan besinci jenerik antibakteriyel olmustur.®

2017 yihi igerisinde diinyada en ¢ok kullanilan antibiyotikler arasinda



siprofloksasin 4. sirada yer almaktadir yine diinyada en ¢ok kullanilan antibiyotik siniflar
arasinda kinolonlar 4. sirada yer almaktadir.’

Siprofloksasin, siddetli ve hayati tehdit eden enfeksiyonlarin klinik tedavisinde
kullanilan sentetik bir kemoterapétik ajan olan genis spektrumlu florokinolon ailesine ait
bir ilagtir. Gram pozitif ve gram negatif bakterilerde DNA giraz inhibisyonu sayesinde
DNA replikasyonuna miidahale ederek etkinlik gosteren siprofloksasin oral veya
intravendz olarak kullanilabilmektedir.'®

Florokinolonlara kars1 direng goriilme siklig1 %80’lere varmaktadir.!t 12 Ozellikle
son 10 yilda belirli bakteri tiirlerinde basta olmak iizere klinik ortamda ve bazi yerel
faktorlerin bulundugu durumlarda énemli lgiide artmistir. 1310

Siprofloksasinin MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmasinin tercih
edilmesi durumunda direng olusumunu engellemek i¢in uygun bir antibiyotik ile kombine
bir ilag tedavisi yapilmalidir.’® Ornegin MRSA’larm kolonize olmasi1 durumunda, oral
sekilde giinde iki defa 750 mg’lik dozlarda alinan siprofloksasin ile hastalarin %49-
80’ninde, 7 ila 28 giin arasinda eradike edilmistir. Suslar metisiline duyarli oldugunda ise
kinolonlar rifampisin ile kombine edilerek tamamen eradike edilmistir.*’

Antibiyotik tedavisi, MRSA tedavisinin altin standardidir. Bununla birlikte, uzun
stireli tedavi bir¢ok yan etki ve bakteri direncini de beraber getirmektedir. Bu nedenlerden
dolay1, geleneksel antibiyotik tedavisinin yerini alabilecek yeni tedavi yontemlerine
thtiyactmiz vardir.

Enfeksiyona neden olan bakteriler birinci basamak antibiyotiklere direngli
olduklart icin, tedavi secenekleri genellikle cok daha pahali olan ikinci veya iigiincii
antibiyotik se¢imiyle degistirilir. Bu nedenle, ¢ok ilaca direngli bakterileri kontrol etmek
icin alternatif antimikrobiyal ajanlar gelistirilmesine ve kullanilmasina ihtiyag vardir. Bu

zorlukla yiizlesmek igin, yeni antimikrobiyal bilesikleri kesfetmek ve alternatif bir



yaklasim olarak sifali bitki 6zlerinden elde edilen antimikrobiyal bilesikler bulmak
gerekli goriilmektedir. Bu kapsamda bazi bitkisel oOziitlerin MRSA’ ya karsi
antimikrobiyal etkinlikleri farkl: iilkelerde yapilan ¢aligmalarda bildirilmigtir.1® 1

Cay, diinyada en cok tiiketilen igcecekler arasinda ikinci sirada yer almaktadir.
Yesil cay, fermente olmayan bir ¢ay olup, siyah ¢ay ya da oolong ¢cayindan daha faydali
etkilere sahip oldugu bilinmektedir.°

Yesil cay (Camellia sinensis) yapraklari birgok mikroorganizmaya Kkarsi
antibakteriyel etkinligi ile bilinmektedir.?!:?? Ayrica yesil cay &ziitii ile baz1 antibiyotikler
arasindaki sinerjik etki hakkinda bazi ¢alismalar da bulunmaktadir. Yesil ¢ay 0ziitii ve
levofloksasin’in enterohemorajik E.coli’ye kars: sinerjik etki gdsterdigi bildirilmistir.®
Ayrica yesil ¢ay oOziitleri enteropatojen bakterilere karsi kloramfenikol, gentamisin,
metisilin ve nalidiksik asid gibi diger antibiyotikler ile sinerjik etki gdstermektedir.?*

Yesil cayin cesitli bakterilere kars1 antimikrobiyal etkisi vardir ve antibiyotiklerin
antibakteriyel etkilerine sinerjik katkis1 oldugu bildirilmistir.?® Diinyadaki en popiiler
igeceklerden biri olan yesil cayin MRSA dahil olmak {izere ¢esitli patojen bakterilere
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri oldugu bildirilmistir.2428

MRSA’larda goriilen diren¢ oranlarinin artmasi nedeniyle, farkli bir¢cok tedavi
protokolii gelistirilmeye calisilmaktadir. Kombinasyon tedavileri ve yeni antibiyotiklerin
{iretilmesi bu calismalara 6rnek olarak verilebilir.?® Antimikrobiyal ilag kombinasyonlar
genis spektrum elde etmek, direncli izolatlarin gelismesini 6nlemek, toksisiteyi en aza
indirmek ve iki ilag arasinda sinerjik etki elde etmek amaciyla kullanilir.®

Antibiyotik kombinasyonlarinin etkilesimlerinin anlagilabilmesi i¢in yapilan tiim
in-vitro duyarlilik islemlerine sinerji testleri denilmektedir. Bu amagla iki boyutlu
sulandirim (dama tahtasi, checkerboard yontemi), zamana bagli 6ldiirme kinetigi (time-

kill) ve Epsilometer test (E-test) yontemleri uygulanabilmektedir.?® %



Antibiyotikler yaklasik olarak 75 yildan bu yana kullanilagelmis ve insanliga
oldukga biiyiik faydalar saglamis giiclii ilaglardir. Antibiyotiklerin insanlarin yasam
siirelerini en az 10 y1l daha uzattig1 tahmin edilmektedir.3!

Stafilokoklara etkili antibiyotikler igerisinde kinolon grubu antibiyotikler de yer
almaktadir bunlar bakteri DNA giraz ve topoizomeraz Il ve IV enzimlerini baskilayarak
etkinlik gdstermektedir. Ozellikle II. Kusak kinolonlarin antistafilokokal etkinligi I1I. ve
IV. Kusaktaki kinolonlardan daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. II. Kusak kinolonlar
icerisinde yer alan ve bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan ajanlardan biri
siprofloksasindir.’

Bu calismamizda, hastanemizin gesitli servislerinde yatmakta olan hastalardan
klinik mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen cesitli oOrneklerden izole edilen,
“Metisiline Direngli Staphylococcus aureus” izolatlarina karst; siklikla kullanilan
antibiyotiklerden biri olan ve stafilokoklarla olusan enfeksiyonlarin tedavisinde de
kullanilan siprofloksasin ile yine antimikrobiyal etkinligi bilinen ve diinyada sudan sonra
en fazla tiiketilen i¢ecek olarak bilinen yesil ¢cay kombinasyonunun olusturdugu in-vitro

sinerjik etkinin dama tahtasi yontemi ile aragtirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Stafilokoklar

2.1.1. Tarihge

Insan ve hayvanlarda gesitli hastaliklara yol acabilen stafilokoklarm ilk kesfi 1878
yilinda Robert Koch tarafindan incelenen irin Orneginde 151k mikroskobunda
gosterilmesiyle gerceklesmistir. Daha sonra 1880 yilina gelince stafilokoklar Pasteur
tarafindan siv1 besiyerinde iiretilmistir. Stafilokoklar 1881 yilinda Iskogya dogumlu
cerrah Alexander Ogston tarafindan insanlarda apselere sebep oldugu saptanmistir. Yine
ayni kisi fare ve kobaylar tizerinde yaptig1 deneylerle de bu etkenin hayvanlarda da
hastalik yapt1§1 gdzlemlenmis ve stafilokoklar1 patojen bir bakteri olarak tanimlamigtir.3%
3 Ayrica cerrah Ogston stafilokoklarin {iremeleri esnasinda birbirlerinden
ayrilmadiklarin1 ve iiziim salkimma benzeyen diizensiz kiimeler olusturduklarini
gozlemleyerek bu bakterilere Grek alfabesinde tiziim salkimi anlamina gelen “Staphyle”
ismini vermistir.3*

Stafilokoklar 1884 yilinda Rosenbach tarafindan hastalik orneklerinden
soyutlanmis ve Staphylococcus cinsini besi yerinde olusturdugu pigmente gore sari-
portakal renginde olan kolonileri aureus ve beyaz renkli kolonileri ise albus olarak
isimlendirmistir.

Yine ilk kez 1903 yilinda stafilokoklarin bir enzim (stafilokoagiilaz) araciligiyla
plazmay1 in-vitro olarak pihtilastirdigi Loeb tarafindan ortaya konmus ve sonraki
donemlerde Von Gonzenbach, Much, Kleinschmidt, ve Uemara’nin yaptiklar
calismalarda patojen stafilokoklarin tespitinde bu enzimin saptanmis olmasinin en iyi
yontem oldugunu gostermislerdir. 1925-1935 yillar1 arasinda Von Daranyi ise yaptigi
caligmalarla, stafilokok patojenitesini belirleyen en iyi test olarak sitratli tavsan

plazmasmin pihtilastirma 6zelliginin oldugunu ortaya koymustur. 3> 3



1900 yilinda Kraus ve Clairmont tarafindan alfa toksin, 1935 yilinda ise Glenny
ve Stevens tarafindan beta toksin ortaya ¢ikarilmistir. 1938 yilinda gama toksin ve 1947
yilinda ise delta toksin ortaya konmustur. 1978 yilinda da “Toksik Sok Sendromu (TSS)”
yeni bir hastalik olarak literatiire girmistir.3” 3

1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan penisilin kesfedilmis, 1940 yilina
gelindiginde ise penicillium kiiltiirlerinden penisilin saflastiriimistir. Maalesef penisilin
klinik olarak kullanilmaya baglandiktan bir siire sonrasinda penisilinaz iireten
stafilokoklarin varligi 1944 yilinda Kirby tarafindan tespit edilmistir.®® Penisilinaza
direncli olan penisilinlerin ilk temsilcisi olan metisilinin 1960 yilinda klinik kullanima
baslanmasindan iki yil sonrasinda stafilokoklarda metisilin direngli goriilmeye
baslanmustir.*® 1970°1i yillarda MRSA izolatlar1 yaygin olarak gériilmeye baslanmis ve
bu bakteriler; penisilinaza direncli (antistafilokoksik) penisilinler olarak taninan
metisilin, nafsilin, oksasilin gibi ilaglarin yanmi sira diger grup ilaglara da direng
gostermeye baslamiglardir. 1980°1i yillarin baslarindan itibaren hastanelerde sporadik
MRSA izolatlarinin izolasyonu artmig ve 1982 yilinin baginda hastane enfeksiyonu etkeni
olan epidemik MRSA izolatlar1 ortaya ¢ikmistir.*! 1995 yilinda Fransa’da vankomisine
duyarliligi azalmis S. aureus (VISA), 1996 yilina gelince Japonya’da hetero-VISA ve son
olarak da 2002 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde vankomisin direnc¢li S. aureus
(VRSA) ortaya ¢ikmugtir. 4 43

Gilinlimiize geldigimizde ise MRSA izolatlarinda glikopeptidlere karst minimum
inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerlerindeki artistan da bahsedilmektedir.**

Stafilokoklar 100 yil1 askin siirecte mortalitesindeki kiiciik degiskenlikler diginda
hem toplum kokenli (TK) hem de hastane kokenli (HK) enfeksiyonlarin en 6nemli

nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir.*> 4



2.1.2. Smiflandirma

Staphylococcus aureus, Staphylococcaceae familyasina ait bir bakteridir (Tablo
2.1.). insanda normal flora iiyesi olarak bulunan veya patojenik olan Staphylococcus
cinsinin yaklasik olarak 41 tiir ve alttiirii bulunmaktadir. Ozellikle bu tiirlerden bazilari
patojen olarak cesitli hastaliklara sebep olmakla birlikte bazi tiirleri de insan dogal

mukozal ve yiizeyel cilt florasinda bulunmaktadir.

Tablo 2.1. Staphylococcus aureus siniflandirmasi.*

Alem Eubacteria

Boliim Firmicutes

Simif Bacilli

Takim Bacillales
Familya Staphylococcaceae
Cins Staphylococcus
Tiir S. aureus

1957 yilinda yedinci baskisi yayimlanan “Bergey’s Mannual of Systematic
Bacteriology” de S. aureus ve S. epidermidis olmak iizere stafilokoklarin sadece iki tiirii
acikca tanimlanmistir. “Bergey’s Mannual of Determinative Bacteriology” nin, 1994
yilinda ¢ikan dokuzuncu baskisinda, “Gram pozitif koklar” boliimiinde 20 farkli cins
tamimlanmustir.3*  Staphylococcus cinsi, Micrococcaceae familyast kapsami iginde
incelenmektedir. Ayn1 familya igersinde Planococcus, Stomatococcus, Micrococcus ve
Staphylococcus olmak iizere 4 cins yer almaktadir. DNA’da ki Guanin+Sitozin (G+C)
oranlari, hiicre duvar yapilari ve genom yapilari arasinda bazi farkliliklar olmasina karsin,
niikleik asit hibridizasyon c¢alismalari ve 16S rRNA sekanslarmin arastirilmasi
neticesinde mevcut olan dért cins ayn1 familya iginde toplanmistir.*® 4°
2.1.3. Stafilokoklarin Genel Ozellikleri

Micrococcaceae familyasina ait olan ve igerisinde en az 40 tiir barindiran

Staphylococcus cinsinde yer alan S. aureus hareketsiz, sporsuz, 0,5-1,5 um c¢apinda,



Gram pozitif, genellikle liziim salkimi halinde kiimelenen, ikiserli ya da tekli koklar
olarak da goriilebilen mikroorganizmalardir (Sekil 2.1). Ug diizlemde c¢ogalma
yetenegine sahip oldugundan ve olusan yavru hiicrelerin birbirinden ayrilmamasi sonucu
mikroskop altinda incelendiginde ¢ok sayida koktan meydana gelmis kiimeler seklinde
goriiliir. S. sciuri, S. lentus ve S. vitulinus disindaki stafilokoklar oksidaz negatif (-), S.
saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius disindakiler ise katalaz pozitiftir (+). Bu
bakterilerin ¢ogu iiremek igin %10 NaCl’li ortama ihtiyag duyarlar. S. aureus
Staphylococcus cinsinin en viriillan tiiriidiir ve koagiilaz tiretimi ile diger tiirlerden

ayrilmaktadir,>%->3
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Sekil 2.1. S. aureus’un Gram boyamada goriintiisii

S. aureus fakiiltatif anaeroptur ve 15°C-45°C gibi genis bir sicaklik araliginda
yasayabilmekle birlikte en iyi 35°-37°C°de iiremektedir. S. aureus adi jeloz besiyerinde
iiremesine karsin, %5’lik koyun kanli agarda, 37C° de ve pH 7,4 te daha 1yi iiremektedir
ve kolonilerin etrafinda tam bir hemolizli alan goriilmektedir. Yuvarlak ve diizgiin kenarl
olan, mat, kabarik, parlak yiizeyli, S tipinde ve 1-2 mm capinda koloniler olustururlar. S.
aureus ayrica altin saris1 renginde pigment olusturur. Kolonilere altin saris1 rengini veren

karotenoid pigmentleridir. S. aureus 1s1ya ve kuruluga kars1 dayaniklidir. Antibiyotiklere



karsi da diger birgok bakteriye gore daha direngli olduklar1 gibi, genel olarak
kemoterapétiklere kars: siiratle direng gelistirirler.4® 505354

Stafilokoklar, kiiltiirlerde +4°C’de 2-3 ay, -20°C’de 3-6 ay arasinda canliliklarini
koruyabilirler. Stafilokoklar ayn1 zamanda 60°C’lik 1siya 30 dakika dayanabilirler ve
%9’luk NaCl’lii ortamda canliliklarini siirdiirebilirler. Fenolde (% 2°lik) 15 dakikada
inaktive olmaktadirlar.%

S. aureus kokenlerinin ¢ogunda sar1 pigment ve beta hemoliz goriilmektedir (Sekil
2.2). Bu hemoliz; koyun, insan veya at kanli agarda ortaya g¢ikabilir ve uzun siireli

inkiibasyon durumlarinda daha belirgin bir hale gelmektedir. Ancak anaerobik ortamda

ve s1v1 besiyerinde pigment olusumu gézlenmemektedir.>*

Sekil 2.2. S. aureus’un koyun kanli agardaki beta hemolitik kolonileri

Koagiilaz S. aureus’da bulunan bir ekzoenzim olup, protrombin benzeri plazma
faktori ile etkileserek fibrinojeni fibrine ¢evirir ve plazmanin pihtilasmasina neden olur.
Koagiilaz testi S. aureus tiirleri ile diger stafilokok tiirlerinin ayriminda kullanilan en
onemli testtir. Koagiilaz negatif stafilokok (KNS) tiirleri tiim memelilerde normal cilt
florasi {iyesi olup 31 degisik tiyesinden 15’1 (Tablo 2.2) insanlarda kornifiye squamoz

epitelyum ve mukoz membranlarda kolonize olurlar.%®



Tablo 2.2. insan cilt ve mukoz membranlarinda kolonize olan stafilokok tiirleri

Koagiilaz-Pozitif

Koagiilaz-Negatif

S. aureus

S. epidermidis
S. saprophyticus
S. haemolyticus
S. warneri

S. capitis

S. hominis

S. saccharolyticus

2.1.4. Stafilokoklarin Viriilans ve Patojeniteleri

S. cohnii

S. xylosus

S. auricularis
S. simulans

S. schleiferi

S. ludganensis
S. caprae

S. pasteuri

Stafilokoklar igerisinde en yiiksek viriilansa sahip olan tiir S. aureus’dur.

Enfeksiyon meydana gelmesi, mikroorganizmanin virtilans faktorii ile konak savunma

sisteminin ortaya gikaracaklar1 dengeye baglidir.®’ Stafilokoklarin viriilansinda etkili olan

faktorler; kapsiil, hiicre duvar yapilar, ylizey proteinleri, enzimler ve toksinleridir.

Tablo 2.3. Stafilokoklarm viriilans faktorleri® °8 %

Hiicresel Bilesenler

Hiicre Dis1 Uriinler

Kapsiil

Protein A

Elastin baglayic1 protein
Kollajen baglayici protein

Fibronektin baglayici
protein

Kiimelestirici faktor

Peptidoglikan

Teikoik asit
Lipoteikoik asit

Slime tabakasi

Toksinler Enzimler

Alfa toksin Koagiilaz

Beta toksin Stafilokinaz
Gama toksin Niikleaz - DNaz
Delta toksin Hiyaliironidaz
Lokosidin (Phantom Valentine) Lipaz
Enterotoksinler B-Laktamaz
Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1) Proteaz (1, I1,111)
Eksfoliatif toksin Lizozim

Laktat-dehidrogenaz

Katalaz
Asit fosfataz

10



2.1.4.1. Kapsiil

Kapsiil; bakterinin her tarafini saran ve genellikle polisakkaritten meydana gelmis
olan jelatine benzer en iist katmandir. Bakteri hiicresi iizerindeki tanima bdlgelerini
maskeleyerek pargali ¢ekirdekli bir yapiya sahip 16kositler (PNL) tarafindan bakterinin
fagosite edilmesini sinirlamaktadir. Bu nedenle viriilans faktorii olarak rol oynamaktadir.
Mukoid tip kapsiil antifagositik virulans faktorii oldugu yapilan ¢alismalarda
gdsterilmistir,®% 6!

Kapsiilli bakterilerde, kapsiil enfeksiyonun ilk basamaginda bakterilerin dokulara
yapigsmasinda rol oynamaktadir. Ayrica bakterilerin kateter gibi yabanci cisimlere
yapismasinda da dnemi ¢ok biiyiiktiir.>’

S. aureus’un M tipi koloni olusturan kokenlerinde polisakkarit yapiya sahip bir
kapsiil vardir. Ozellikle enfekte kalp pilleri tastyan hastalardan, peritonit ve intravendz
kateter enfeksiyonlar1 gegiren hastalardan izole edilen S. aureus suslarinda elektronik
mikroskobik ile yapilan aragtirmalar sonucunda kapsiil varligi tespit edilmistir. S.
aureus’un sahip oldugu kapsiil antijenlerinin ikisi kimyasal olarak tespit edilmistir. Wilky
izolat1 olarak tanimlanan antijenlerden birincisi glisin, lizin, glutamik asit ve alaninden
meydana gelmistir. Smith izolat1 olarak tanimlanan ikincisi ise, 2-amino-2-deoksi-D-
glukronik asidin bir polimeridir. izole edilen S. aureus’lari %90’ ndan fazlasinda kapsiil
yoktur. Kapsiil tagiyan S. aureus’larin ise 11 serotipi tanimlanmig ve klinik izolatlari
igerisinde 5. ve 8. serotipler en baskin (%70-80) tipler oldugu belirtilmistir. Bu serotipler
ierisinde S-8, S. aureus’un TSST ile iliskili oldugu tespit edilmisdir.>% 2

Hiicreye sarili bir sekilde olan kapsiil, hiicreden gevsek olarak yayilim
gosterdiklerinde ise “slime” tabakast ortaya cikar.®®

2.1.4.2. Hiicre Duvari

S. aureus’un hiicre duvari 3 boliimden olusmaktadir:

11



1- Peptidoglikan tabaka

2- Teikoik asit

3- Protein A ve diger ylizey proteinleri

Peptidoglikan; birden fazla tabakadan olusmus dayanikli ve karmasik bir yapidir.
Sitoplazmik membranin disinda yer alir, bakteriye seklini verir ve ozmotik basingtan
korur. Diger gram pozitif bakterilerdeki gibi stafiloklarin da hiicre duvarimin kuru
agirliklarinin yaklasik %50’°sini peptidoglikan tabaka meydana getirmektedir. Cok
sayidaki capraz bag icerigi, hiicre duvarinin saglamligini artirarak konak savunmasina
katk1 yapar, stafilokokun farkli fiziksel kosullara karsi koyabilmesini ve canli
kalabilmesini saglar.®* Peptidoglikan yapisini olusturan polisakkarit iskelet; birbirine
B(1-4) baglartyla bagl, tekrarlayan N-Asetil Glikozamin (NAG) ve N-Asetil Muramik
asit (NAM) birimlerinden olusmaktadir.®® NAM’a bagli D ve L aminoasitlerden olusmus

tetrapeptid zincir L-alanin, D-glutamin, L-lizin ve D-alaninden olusmaktadir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Peptidoglikan tabakanin sematik yapisi.
*NAM; N-asetil muramik asit, NAG; Nasetil glikozamin A; Alanin, G;Glutamat, L;Lizin. Pentaglisin yap1
kirmizi gizgilerle gosterildigi sekilde D-glutamin (L) ile D-alanin (A) arasindadir.%®
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Teikoik Asit: Teikoik asitler, hiicre duvariin 6nemli bilesenlerindendir ve duvar
kuru agirliginin % 30-50’sini olusturmaktadir. Tiire 6zgiidiir, fosfat igeren polimerler
kovalent olarak peptidoglikan tabakaya baglanmaktadir. S. aureus’ta ribitol teikoik asit
ile NAG rezidiileri bulunmaktadir. Teikoik asit, S.aureus’un mukozal yiizeylerde
kendilerine 6zgii olan fibronektine baglanmasina aracilik etmektedir. Teikoik asit zay1f
immiinojen olmakla birlikte, peptidoglikana baglandiginda 6zgiil antikor cevabini
uyarmaktadir. Antikor cevabinin izlenmesi, sistemik stafilokok enfeksiyonlarinin
tespitinde kullanilsa da diger tanisal testlere gore daha az duyarh oldugu gériilmektedir.®’

Sadece Gram pozitif bakterilerde bulunan teikoik asit stafilokoklarin hiicre
duvarinda yer alir ve mukozalarda bulunan 6zgiil reseptorleri ile birleserek stafilokoklarin
konaga tutunmasini saglar.>” Ayrica hiicre duvarinin sertligini ve esnekligini destekler.®®
Eriskin insanlarin ¢ogunda teikoik aside karsi erken tipte asir1 duyarlilik reaksiyonu ve
kanlarinda diisiik diizeyde presipitan antikorlar saptanir. Antijenik Ozellik gosteren
teikoik asit, S. aureus’ta ribitol teikoik asit yapisindadir.%® S. epidermidis’te poligliserol
teikoik asittir.

Protein A: Wervey tarafindan 1940°da tamimlanmustir.® S.aureus’un hiicre
duvarinda bulunur. S.aureus’ta ii¢ tip stafilokokal protein A (SpA) saptanmistir. Kovalent
olarak peptidoglikan tabakaya baglanmistir. Bu madde kemotaktik, antikomplemanter ve
antifagositik etki gosterir. Ylizey proteinlerinin bir prototipi olan protein A, hiicre
duvarinin yaklasik %7’sini olusturur. IgGs disindaki tiim IgG ve IgA: ile baz1 IgM’in Fc
reseptOrlerine baglanir. Ekstraseliiler Protein A’nin antikora baglanmasi ayn1 zamanda
immiin kompleks olusumu ve sonrasinda da komplemanin tiiketimine neden olur.
S.aureus’ta Protein A’nin varligi koaglutinasyon test prosediirlerinin temelini olusturur.
Bu teknik farkli antijenlere yonelik olan antikorlarin nonspesifik tasiyicist olarak

laboratuvarda organizmalarin tanimlanmast icin kullanilir.®” 67 70

13



2.1.4.3. Toksinler

Stafilokoklar ¢esitli hiicreler iizerine sitolitik etki gosteren ekzotoksinler
salgilamaktadir. Viriilansta biiyiikk rol oynayan bu toksinler alfa, beta, delta ve gama
olmak iizere dort gruba ayrilmaktadir.”

Alfa Toksin: Okaryotik hiicre membranlarmin genis spektrumuna gore davranan
heterojen yapida bir proteindir. Alfa toksin eritrositleri parcalayan gii¢lii bir hemolizindir.
Bu toksin hem hemolitik hem de dermonekrotik etki gdstermektedir. Ayn1 zamanda
potansiyel bir norotoksindir. Ozellikle tavsan eritrositleri iizerine hemolitik etkinligi
belirgin iken, insan eritrositleri iizerine bir etkinligi bulunmamaktadir. Defibrine koyun
kan1 katilmig kanli agarda S.aureus kolonilerinin etrafindaki hemoliz zonunun

2 Alfa toksin ayrica dolasim, bobrek korteksi ve Kkas

olusumundan sorumludur.
dokularinda tahribat yapmaktadir.®’

Beta Toksin: Stafilokokal sfingomiyelinaz olarak bilinir. Isiya direngli ve
antijenik yapida bir toksindir. Hiicre membranina etki eder. Eritrosit, 10kosit ve
fibroblastlar iizerine etkilidir. Hemolitik aktiviteleri sayesinde doku hasar1 ve apse
olusumuna neden olur.”? Hiicre zarlarindaki sfingomyelininin yikimindan sorumludur.
Bu nedenle kirmizi kan hiicreleri de dahil olmak iizere bir¢ok hiicre i¢in toksiktir
sayllmaktadir. Koyun ve tavsan ile birlikte insan eritrositleri tizerine de hemolitik aktivite
gostermektedir.” “Sicak-soguk hemolizin” adli fenomenden sorumlu olan bu toksin ayni
zamanda B grubu streptokoklar tarafindan olusturulan cAMP faktorii ile birlikte sinerjik
hemolizisten sorumludur.™

Delta Toksin: ilk kez 1947°de Williams ve Harper tarafindan tanimlanan delta-
toksin 3000 dalton molekiil agirliginda polipeptidden olusur. S.aureus izolatlarinin

cogunda ve baz1t KNS’lerde bulunur. Eritrositleri ve diger memeli hiicrelerini ayrica hiicre

ici membran yapilarini da etkileyen genis spektrumlu sitolitik etkiye sahiptir. Deterjan
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benzeri etki ile biyolojik membranlarda hasara neden olur. Ayrica kolera toksinine benzer
bir etki gosterir ve adenilat siklaz1 aktive ederek cAMP salinimina neden olur. Bu
enzimatik aktivitenin toksik sok sendromu ve stafilokoksik besin zehirlenmelerinde
goriilen diyarenin nedeni oldugu diisiiniilmektedir.38 > 76

Gama Toksin: Smith ve Price tarafindan 1938’de tamimlanmustir. Insan, tavsan
ve koyun eritrositleri bu toksine duyarli iken, at ve kus eritrositleri gama toksine karsi
direnclidir.”” Ozellikle stafilokoklardan kaynakli kemik enfeksiyonlar1 durumunda kanda
gama toksine karsi antikor diizeyinde artig goriilmesi, gama toksinin bu hastaliklarin
meydana gelmesinde roliiniin oldugunu diisiindiirmektedir, etki mekanizmasi
bilinmemektedir.®°

Lokosidin: Polimorfoniikleer 16kosit (PNL) hiicre membranlari iizerine porlar
acarak permeabiliteyi bozan ve bu etkisi ile PNL degraniilasyonuna, hiicrenin sismesine
ve 0limiine neden olan iki bilesenli bir toksindir. PNL parcalayic etkisi insan ve tavsan
kaninda belirgindir. Bu toksin 6zellikle TK-MRSA izolatlarinda 6nemli bir virulans
faktoriidiir.? ™8

Eksfolyatif Toksinler: Eksfoliatin veya epidermolitik toksin olarak da bilinen
eksfoliyatif toksin, ciltte yaygin biiller ve cildin soyulmasiyla karakterize bir klinik tablo
olan stafilokoksik haslanmis deri sendromu (staphylococcal scalded skin syndrome;
SSSS)’na yol acar. SSSS en sik bebeklerde ve kiigiik ¢ocuklarda goriiliirken, biiyiik
cocuklarda ve eriskinlerde son derece nadirdir. Bunun nedeni muhtemelen koruyucu
antikorlarin varlig1 veya eriskin cildinin toksine kars1 duyarsizligidir. Hastalik ates, ciltte
hassasiyet ve kizil tipi dokiintiilerle seyreder. Ardindan, olusan genis biiller parcalanir ve
cilt tabakalara ayrilir. Cildin saglam goriilen bdlgeleri hafif bir siirtiinmeyle soyularak

asinmis bolgeler ortaya ¢ikar (Nikolsky bulgusu).®?

S.aureus’un bu epidermolitik toksinleri ayni molekiil agirhiginda 2 farkh
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proteindir. Epidermolitik toksin A kromozomal bir gen iirtiniidiir ve 20 dk. kaynatmaya
direnglidir. Epidermolitik toksin B plazmid kaynaklidir. Eksfolyatif toksinler,
epidermisin mukopolisakkarid kayb1 ile olusan stafilokokal haglanmig deri sendromunun
ilerlemesine yol agmaktadir.%®

Enterotoksinler: Stafilokoksik besin zehirlenmelerinden sorumlu toksinlerdir.
Isiya direncli, 100 °C’ye 30 dakika dayanabilen, polipeptid yapisinda maddelerdir. A-E
olmak tizere bes farkli serotipi vardir ve enterotoksin A besin zehirlenmelerine en sik
neden olan toksindir. Enterotoksin B stafilokokal pseudomembranoz enterokolite neden
olurken, enterotoksin C ve D kontamine siit iirlinlerinde bulunmustur. Enterotoksinler
gastrik ve jejunal enzimlerin hidrolizine direnclidir. Besin maddesi enterotoksin {ireten
stafilokoklarla kontamine olduktan sonra, yiyecegin tekrar 1sitilmasi ya da sindirim sureci
ile toksinlerin etkinligi kaybolmaz. Biitiin S.aureus izolatlarmin %30-50’si bu toksinleri
tiretmektedir. Enterotoksinler siiperantijendirler. T hiicrelerini nonspesifik olarak
uyararak yogun sitokin salinimina sebep olurlar. Mast hiicrelerinden salinan triptaz,
kimaz, lokotrienler, sitokinler gibi inflamatuar medyatorlerin, S. aureus
zehirlenmelerindeki kusmanin nedeni oldugu diisiiniilmektedir.5” 78

Toksik Sok Sendrom Toksin-1 (TSST-1): Toksik sok sendromu patogenezinde
rol alan, S. aureus izolatlarinin salgiladigi bir toksindir. Bu 6zgiil toksini salgilayan S.
aureus izolatlarinin hastane kaynakli olabilecegi bildirilmektedir.>” Cok genis bir
biyolojik aktivitesi olan bu toksin, ates, deri dokiintiileri, hipotansiyon ve ¢oklu organ
yetmezligi, kusma ve ishal ile devam eden TSS’ye yol agar. Bunun yani sira, kalp kas,
iskelet sistemi, karaciger ve bobrek dokusuna dogrudan toksik etkisi vardir.%® ®8 Ates,
islime, hipotansiyon, kusma, basarisi, bobrek yetmezligi ve sok ile karakterize toksik sok
sendrom (TSS) olarak adlandirilan bir multisistem hastaligindan sorumludur.®* TSS’li

hastalardan izole edilmis olan S. aureus izolatlarinin bir gogu enteretoksin F olarak da
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bilinen TSST-1"1 tirettikleri gosterilmistir. TSST-1"de bir siiper antijendir ve bu 6zelligi
sayesinde T hiicre stimiilasyonuna yol agan major histokompatibilite kompleks sinif II
(MHC-I1) molekiillerine nonspesifik olarak baglanarak immiin sistemin poliklonal
uyarilmasina neden olmaktadr.%® 8

Siiperantijenler (SAgs): Siiperantijenler belirli T hiicre antijen reseptdrlerinin
beta zincirinin degisken bolgesine (Vp) direkt olarak baglanir ve bu reseptorleri, antijen
sunucu hiicrelerdeki MHC-II molekiilleri ile koprii olusturarak, non-spesifik olarak
birlestirir. Sonug¢ olarak antijenin, antijen sunucu hiicreler tarafindan islenmesi ve
sunulmas1 gerekmeksizin, uygun Vg gen Urliniinii tagiyan tiim T hiicreleri aktive olur.
Normal sartlarda bir antijen makrofaj yiizeyinde MHC II ile kompleks olusturmus halde
eksprese edildiginde, sadece kendisi i¢in 6zgiil T hiicrelerini uyarirken, siiperantijenler,
¢ok az miktarlarda bile 6zgiil olmayan T hiicrelerine baglanarak asir1 miktarda sitokin
salimina neden olur. S. aureus tiirleri tarafindan sentezlenen piyojenik toksinler, basta
Stafilokokal Enteretoksin A ve Stafilokokal Enteretoksin B olmak iizere stafilokoksik
enterotoksinler, TSST-1, ET-A, ET-B ve ET-D siiperantijen olarak fonksiyon gosterir ve
gida zehirlenmelerine, TSS ve SSSS hastaliklarina yol agarlar.>? 8283

2.1.4.4. Enzimler

Koagiilaz: Koagiilaz, fibrinojeni fibrine ¢evirme 6zelliginde protrombin benzeri
aktiviteye sahip bir proteindir. Koagiilaz enzimi enfeksiyon sirasinda in-vivo fibrin bir
bariyer olusturur ve bakteriyi fagositozdan korur. Koagiilaz bagli ve serbest olmak {izere
iki formda bulunur. Bagli koagiilaz (clumping factor) bakteri hiicre duvarina bagh halde
bulunur, kiiltiir filtratlarinda serbest olarak bulunmaz. Bakteriler plazma iginde silispanse
edildiginde, bakteriler arasinda fibrin iplik¢ikleri olusur ve bakterilerin gozle goriinen

kiimeler olusturmasina neden olur. Serbest koagiilaz ise kiiltiir filtratlarinda bulunan bir

enzimdir. Koagiilaz iireten mikroorganizma silispansiyonu plazma ile bir tiipte
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karistirildiginda gériilebilir piht1 olusur.”™

Koagiilaz S. aureus i¢in bir viriilans faktoriidiir. Koagiilaz pozitif stafilokoklarin
tizerinde olusan fibrin tabakasi mikroorganizmayr fagositoza kars1t koruyarak
patojenitesini artirir. Stafilokoksik apsenin etrafinda bir fibrin tabakasimin olusmasini
saglayarak enfeksiyonu lokalize edebilir ve organizmalar fagositozdan ve immiin
sistemin diger hiicresel ve hiimoral savunma mekanizmalarindan koruyabilir.*® 52 8

Katalaz: Biitiin stafilokoklar miyeloperoksidaz sistemince diizenlenen toksik
hidrojen peroksitin su ve oksijene donlisimiinii katalize eden katalaz enzimi

tiretirler(Sekil 2.4). Stafilokoklart streptokoklardan ayiran en 6nemli yontemdir. Katalaz

fagosite edilmis bakterinin oksijen radikalleri ile dldiiriilmesini engeller.”

HzOz > Hzo + 02

Hidrojen Katalaz Su molekild  Oksijen
peroksit

Sekil 2.4. Katalaz reaksiyonu

Hyaluronidaz: ‘Yayilma faktorii’ olarak da bilinir. Bu enzim bag dokusu
matriksindeki mukopolisakkarit kaynakli hyaluronik asidi hidrolize ederek
mikroorganizmanin  dokulara  invazyonundan ve yayilimindan sorumludur.
Stafilokoklarin biiyiik cogunlugunda bulunmaktadir.”? &

Stafilokinaz (Fibrinolizin): Streptokoklarda oldugu gibi stafilokoklarda da
fibrinolitik bir etki vardir. Stafilokoklar tarafindan salinan kinazlar plazmada bulunan
plazminojeni, aktive ederek plazmin (fibrinolizin) olustururlar.®® Plazmin, fibrini eriten
proteolitik bir madde oldugundan bakterinin dokular arasinda yayilimimi saglar. Bazi
izolatlarda kromozomal genler tarafindan kodlanir, bazilarinda ise faj genomunun
kontroliindedir. Stafilokinaz aslinda bir enzim degildir, ancak plazmin ile olusturduklari

kompleks yiiksek aktiviteye sahiptir.&®

Lipaz: S.aureus’un tiim izolatlar1 ve KNS’lerin %30’dan fazlasi birkag farkli lipaz
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tiretirler. Lipaz yaglar1 hidrolize ederek viicudun lipid iceren bolgelerinde stafilokoklarin
yasamasini saglamaktadir. Yiizeyel dokulart invaze ederek fronkiil ve karbonkiil gibi
enfeksiyonlarinin gelisimine neden olmaktadir.”

Penisilinaz (B-Laktamaz): Penisilin grubu antibiyotiklerdeki 3-laktam halkasinin
hidroksil grubunu pargalayarak etkisiz hale getiren enzimdir. Bunun sonucunda bakteriler
hiicre duvar1 sentezini inhibe eden B-laktam grubu antibiyotiklere karsi direngli hale
gelirler. Klinik kullanima girdigi donemlerde hemen hemen tiim stafilokok kokenleri
penisiline duyarl iken, glinimiizde 6zellikle hastane kaynakli izolatlarda bu oran %5’in
altina diismiistiir. Bu enzimin salgilanmasini saglayan genler, plazmid ve transpozonlarla
aktarilir.8’

Deoksiriboniikleaz (DNaz): DNaz enzimleri endo ve ekzoniikleaz aktivitesine
sahip, niikleik asitleri 3’-fosfomononiikleotidlere pargalayan fosfodiesterazlardir. S.
aureus izolatlarmin % 90°dan fazlasinda bulunur. Istya direncli bir enzimdir.>®

2.1.5. Tanisal Laboratuvar Testleri

2.1.5.1. Gram Boyama

Tipik olarak Stafilokoklar, klinik materyalin gram boyanmas: ile pozitif koklar
seklinde gortinmektedir. Boyama S. aureus gibi patojen olan tiirleri S. epidermidis gibi
saprofitik olan tiirlerden miimkiin degildir.

2.1.5.2. Kiiltiir Testi

Staphylococcus spp. ¢ogu Dbesiyerinde rahatlikla ve hizlica {ireyebilen
bakterilerdir. S.aureus’un beta hemoliz yapan ve sart pigment olusturan tipik
kolonilerinin gozlenebilmesi i¢in 6rnekler %5 Koyun kanli agar (KKA) plaklarina ekilir
ve 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilir. Eger 6rnekler kontamine ise stafilokoklart izole
etmek i¢in Mannitol salt agar (MSA), Columbia kolistin nalidiksik-asit besiyeri (CNA)

veya Feniletil alkol agar (PEA) gibi selektif besiyerlerine ekim yapilabilir.%®
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2.1.5.3. Katalaz Testi

Stafilokok ve mikrokoklari, enterokok ve streptokok gibi benzeri bakterilerden
ayirmak i¢in katalaz testi kullanilir. Bu test bakterilerde hidrojen peroksit enziminin
varligini ifade eder. Katalaz testi lam {lizerinde %3 hidrojen peroksit (H202) kullanilarak
uygulanir. Hizli ve kuvvetli hava kabarciginin olusmasi H2O2’nin su ve oksijene
doniismesini ifade eder ve bu durum bu bakteride katalaz enzimi i¢cerdiginin gostergesidir.
Bu testin kan igermeyen besiyerinden yapilmasi gereklidir. Ciinkii eritrositler katalaz
enzimi varligindan dolay1 zayif pozitif katalaz reaksiyonuna neden olabilirler.
Stafilokoklardan c¢ok az sayida izolat negatif olabilir hatta bazilar1 pseudokatalaz
olusturarak H20; ile zayif tepkime veren enterokoklar da olabilir.” 8°

2.1.5.4. Koagiilaz Testi

S. aureus’u diger Staphylococcus tiirlerinden ayirmak igin yapilan testtir. Her ne
kadar S. aureus ile birlikte S. intermedius ve S. delphini tiirlerinde de koagiilaz
pozitifligine rastlanabilmekte ise de bu tiirler insanlarda nadiren hastalik etkenidirler.
Koagiilaz testi i¢in 1:5 oraninda distile su ile seyreltilmis sitratli tavsan veya insan
plazmasindan 0,5-1 ml steril tiipiin igerisine konulur ve {izerine et suyu kiiltiirii ya da agar
tizerinde olusan kolonilerden esit miktarda alinmak suretiyle karistirilir ve 37°C’de
inkiibe edilir. Saat bas1 incelenmek suretiyle tiipler 4 saate kadar inkiibasyona birakilir.
Tiip icerisinde olusmasi beklenen gevsek bir fibrin ag1 veya tam bir pihtilagsmanin
meydana gelip gelmedigi gozlenir. Eger ilk 4 saat igerisinde pihtt meydana gelmigse
koagiilaz testi pozitif olarak degerlendirilir.

2.1.5.5. Duyarhlik Testi

Stafilokoklarin metisilin direncini ortaya c¢ikarmak icin genellikle klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda disk diflizyon, tiip diliisyon, mikrodiliisyon, agar

diliisyon, agar tarama, otomatize edilmis duyarlilik testleri, DNA hibridizasyon teknikleri
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ve PCR kullanilmaktadir.%®

MRSA’nin molekiiler tanisi fenotipik ve genotipik yontemlere gore yapilmaktadir.
PCR genotipik tan1 yontemi olarak altin standart bir tan1 yontemi olarak kabul gormiis
olsa bile, MRSA tanisinda giiniimiizde fenotipik tan1 yontemleri rutin laboratuvarlarda
biiyiik bir yer tutmaktadir. Bu sebeple hizli, kolay, giivenilir ve uygulanabilir fenotipik
testler genellikle direng ortaya konmasi agisindan oldukg¢a Onemli sayilmaktadir.
Sefoksitin disk difiizyon, oksasilin agar tarama ve sivi mikrodiliisyon testleri Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan onerilen fenotipik yontemler
arasindadir.”

2.1.5.6. Mikrokok ve Stafilokoklarin Ayrim

Klinik 6rneklerde ¢ogunlukla rastlanan katalaz pozitif olan bu iki tiiriin ayirimi
icin kullanilan birgok ydntem bulunmaktadir. Glukoz fermentasyonu, eritromisin
varliginda gliserolden asit iretimi, lizostafin-furazolidon-basitrasine duyarlilik ve
modifiye oksidaz testleri ile bu iki cins arasinda ayirim yapilmaktadir. Genellikle
Staphylococcus tiirleri lizostafin ve furazolidona duyarhidir ama basitrasine karsi
direnglidir. Bununla birlikte glikozu fermente etmekte ve eritromisin varliginda asit
tiretimi gerceklestirmektedirler. S. sciuri, S. vitulinus ve S. lentus disindaki diger biitiin
stafilokok tiirlerinde modifiye oksidaz testi negatiftir.”

2.15.7. Stafilokoklarin Tanimlanmasinda Kullamlan Diger Tanmimlama
Yontemleri

Stafilokok tiirlerinde tanimlanma yapilabilmesi i¢in birgok ticari amacgl Kit
tanimlama sistemleri ile beraber otomatize sistemler de gelistirilmistir. Bu testlerin
dogruluk oranmi tiirlerin ayrimi i¢in % 70-90 civarindadir. Fakat bazi sistemlerin
giivenilirligi i¢in Uiretici firmalarin 6nerdigi ek testlere ihtiyac vardir. Bu testler genellikle

koagiilaz varligi, novobiosin direnci, “clumping” faktér veya ornitin dekarboksilaz
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aktivitesi gibi testlerdir.%

Giliniimiizde kullanilan mevcut tanimlama sistemlerine baktigimizda VITEK,
ID32 STAPH, RAPIDEC Staph, APl STAPH, MicroScan Pos ID panel, Sceptor Gram-
Pozitif MIC/ID panel, MALDI-TOF MS, STAF-sistem 18-R, Crystal, BD Phoenix, GP
MicroPlate test paneli, MIDI Sherlock tanimlama sistemleri &rnek olarak
gosterilebilir.” 9

2.1.5.8. Molekiiler Testler

S. aureus izolatlarinda yapilan koagiilaz testinde veya diger biyokimyasal testlerde
bazen siipheli sonuglar ortaya ¢ikabilir ya da metisilin/oksasilin duyarlilik testlerinde
stipheli sonuglar olabilir. Genellikle boyle durumlarda alternatif olabilecek metotlar ile
taninin dogrulanmasi gerekebilir. Metisilin/oksasilin duyarliligin1 ortaya koyan hizli
molekiiler testler ile es zamanli olarak S. aureus’a 6zgiil hedeflerin tespit edilmesi MRSA
izolatlarinin hizli tanisim da saglamaktadir.%?

S. aureus’un tamist igin genellikle PCR temelli molekiiler yontemler
kullanilmaktadir. Niikleaz (nuc), koagiilaz (coa), protein A (spa), femA, femB, Sa442, 16
S rRNA ve yiizey iliskili fibrinojen baglayan protein genleri gibi daha c¢ok tlire 6zgl
bolgeleri amplifiye eden bir¢ok primer gelistirilmistir.%

Bu ve buna benzer diger alternatif olabilecek molekiiler metotlar, son zamanlarda
tan1 ve duyarlilik testlerini kombine ederek daha da gelistirilmis ve rutin laboratuvarlarin
kullanilmaya baglanmigtir. MRSA epidemilerinin arastirilmasi, kolonizasyon varliginin
belirlenmesi, enfeksiyon kaynaginin tespiti gibi sebepler ve ayni zamanda taksonomik
analizler i¢in de molekiiler tiplendirmeler yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Fakat
bu yontemler ek bir maliyet beraberinde getirmektedir. Bu agidan diger yontemlerle
siipheli sonuclar alinmas1 durumunda molekiiler testlerin dogrulama amacl kullanilmasi

tavsiye edilmektedir.” %293
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2.1.6. S. aureus Enfeksiyonlari

Son yillarda stafilokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar belirgin sekilde artmis ve
hastane enfeksiyonlarina neden olan etkenler arasinda ilk siralarda yer almaya
baglamistir. Stafilokoklar genellikle daha basit sayilabilecek deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarindan, sepsis gibi ¢cok daha agir enfeksiyon tablolarina kadar uzanan ¢ok
genis bir hastalik spektrumunu igine almaktadir. Stafilokoklarla iliskili enfeksiyonlarin
gelismesinde bakterilere ait viriilans faktdrlerinin yan sira konaga ait immiin yeterlilik
durumu da etkili olmaktadir. S. aureus’un neden oldugu hastaliklart 3 grupta toplamak
mimkiindiir. Stafilokoklarin olusturdugu enfeksiyonlar Tablo 2.4’de ayrintili olarak
gosterilmistir.

Bunlar;

a) Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

- Impetigo

- Seliilit

- Folikiilit

- Fronkiil ve karbonkiil

- Hidradenitis siipiirativa

- Mastit

- Cerrahi alan enfeksiyonu

b) Toksinlere Bagh Olarak Ortaya Cikan Enfeksiyonlar

- Stafilokokal Haslanmis Deri Sendromu (SHDS)

- Toksik Sok Sendromu

- Besin zehirlenmesi

¢) Stafilokoklarin Yayilimi ile Olusan Enfeksiyonlar

- Bakteriyemi/sepsis
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- Kardiyovaskiiler sistem enfeksiyonlar1 (Endokardit, perikardit, mediastinit)

- Pndmoni ve ampiyem

- Eklem ve kemik enfeksiyonlari

- Uriner sistem enfeksiyonlari

- Menenjit

Tablo 2.4. Stafilokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar® 7 %4

Tastyicilik

Burun, nazofarenks, deri, vajen,
aksilla, perine vs.

Cilt ve yumugak doku enfeksiyonlari

Intravenoz kateter

Uriner kateter

Periton diyaliz kateteri
Santral sinir sistemi santlar1
Prostatik kalp kapaklari
Kalp pili, elektrod ve telleri

Bakteriyemi

Metastatik enfeksiyonlar

Vaskulit ve koagiilopati

Sistemik inflamatuar yanit sendromu
Cogul organ yetmezligi

Metastatik enfeksiyon

Aurtrit, osteomiyelit, menenjit,
endokardit, perikardit, akciger apsesi,
piyomiyozit vs.

Santral sinir sistemi enfeksiyonlari

Beyin apsesi,
Menenjit,
Epidural apse

Pulmoner enfeksiyonlar

Nozokomiyal pnémoniler
Ampiyem

Kas-iskelet sistemi enfeksiyonlari

Artirit

Osteomiyelit

Piyomiyozit

Prostatik materyal enfeksiyonlari

Genito-iiriner sistem enfeksiyonlart

Ust iiriner sistem enfeksiyonlar
Alt iiriner sistem enfeksiyonlari

Toksinle iliskili hastaliklar

Besin zehirlenmesi
Toksik sok sendromu
Soyulmus deri sendromu

Uriner sistem enfeksiyonlari

Renal kortikal apse

Yabanci cisim enfeksiyonlari

Intravendz kateter

Uriner kateter

Periton diyaliz kateteri
Santral sinir sistemi santlar1
Prostatik kalp kapaklari
Kalp pili, elektrod ve telleri
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2.1.6.1. Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

Insanlarda en ¢ok goriilen enfeksiyon tipidir. Follikiilit; kil follikiilii kanallarinin
tikanmasi ile karakterize kiiciik, kizarik ve agrili bir lezyondur. Kendini sinirlayarak
sistemik belirti vermez.>?

Follikiilit: Kil follikiilleri ve ¢evresi ile sinirlidir. Sistemik semptomlar bulunmaz.

Fronkiil: Kil follikiiliiniin sinirlarint asan, o6zellikle yiiz, boyun aksilla ve
kalcalarda agrili, 1-2 cm ¢apinda nodiiler yapidadir.

Karbonkiil: Bir¢ok kil follikiiliinlin bir anda tutan, 6zellikle boyunda deri alt1
dokuda ilerleyen biiyiik lezyonlardir.

Impetigo: Ozellikle ¢ocuklarda goriilen yiizeyel deri enfeksiyonlaridir. Derinin
yiizeyel tabakalarinda kabuklu piistiillerin olusumu ile karakterizedir.

Mastit: Emziren annelerin %1-3’{inde dogum sonrasi ikinci ve iigiincii haftalarda
goriiliir.

Hidradenitis siipiirativa: Aksilla, perine ve genital bolgelerde goriilen, ter
bezlerinin piyojenik enfeksiyonudur. Lezyonlar fronkiil benzeri gruplar halinde goriiliir.
Birden fazla drenaj aciklig1 olabilir. Iyilestiginde skar birakir.”

Seliilit: Deri ve deri altt bag dokusunun enfeksiyonudur. Portakal kabugu
gOriiniim tipiktir.

Yara enfeksiyonlari: Cerrahi yara enfeksiyonlari, ikinci glinde veya daha sonra
odem, eritem ve agr1 ile ortaya cikar. Ates siklikla goriiliir.5” 3

2.1.6.2. Toksinlere Bagh Olarak Ortaya Cikan Enfeksiyonlar

Stafilokokal Haslannms Deri Sendromu: 1878 yilinda tanimlanan sendrom
Ritter hastalig1 olarak da bilinir ve daha ¢ok yeni doganda ve infantlarda goriliir. 1956
yilinda eriskinde toksik epidermal nekroliz tanimlanmistir. Genis bir klinik spektrumu

vardir ve en sik rastlanan klinik sekli biilloz impetigodur. Biilloz impetigoda toksin
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olusturan S.aureus izolatlar1 ( faj tip 71 gibi) siiperfisiyal deri kabarciklarinin olusumu ile
ilgilidir.57 7. 88

Toksik Sok Sendromu: S. aureus’un toksin salgilayan izolatlariyla kolonizasyon
veya enfeksiyonu sirasinda ortaya ¢ikan S. aureus’un TSST (ekzotoksin) bagli olarak
meydana gelen, generalize eritem, diyare, yiliksek ates, hipotansiyon ve bir¢ok sistemde
fonksiyon bozuklugu ortaya c¢ikaran akut bir enfeksiyondur. Hastalarin %85-90’n1
menstriiasyonda tampon kullanan kadinlardir.%®

Stafilokoklarla ortaya ¢ikan cerrahi yaralar, selliilit, apse, lenfadenit, siniizit,
trakeit, pndmoni, ampiyem, artirit ve osteomiyelit gibi klinik tablolarin hepsiyle beraber
toksik sok sendromu goriilebilecegi bildirilmistir.** Toksik sok sendromuna yol agan
izolatlarin %50’si toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1) diretir, diger %50’si
enterotoksin B ve C iiretirler.%

Stafilokokal Besin Zehirlenmesi: Diinya ¢apinda en sik goriilen bakteriyel besin
zehirlenmelerine stafilokoklar sebep olur. Genellikle salginlar seklinde goriiliir, 1s1ya
direngli stafilokokal enterotoksinlerin bulundugu besinlerin alinmasi ile ortaya cikar.
Klinik tablodan, en sik enterotoksin A ve D sorumludur. Stafilokokal enterotoksinler
bagirsaktan sivi kaybina neden oldugu gibi, siiperantijen olarak da etkilidirler. Enfekte
besin maddesinin kokusunda ve tadinda degisiklik yoktur. Sivi kaybina bagli olarak
dehidratasyon ve hipotansiyon goriiliir. Hastalik 8-2 saat i¢inde kendiliginden iyilesir.
Hastaliga sebep olan sus genellikle giday:1 hazirlayan kisiden izole edilebilir, S. aureus
izolatlarinin %50’sinden fazlasi enterotoksin olusturur. Bu suslar 6zellikle burun ve
ellerinde S. aureus tastyicist olan gida iiretiminde ¢alisan kisilerdir.5® 9 % 97
2.1.6.3. Bakteriyemi
Toplum kokenli stafilokokal enfeksiyonlar genel olarak selliilit, osteomiyelit ve

pnoémoni gibi bir odaktan ortaya ¢ikarken hastane kokenli stafilokokal enfeksiyonlar ise
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daha ¢ok IV Kkateterlerden kaynaklanmaktadir. Intravendéz ilag kullananlardaki
bakteriyemilerde toplumdan kazanilmis olmasina ragmen MRSA siklig1 hastane kaynakli
stafilokok bakteriyemileri gibi yiiksektir. Stafilokokal bakteriyemilerin %86°s1
nozokomiyal kokenlidir.%

Uzun siireli hastanede yatis Oykiisii S.aureus’a bagli bakteriyemi olasiligini
artirmaktadir. Toplum kokenli bakteriyemiler ise hastaneye yatigta var olan ya da ilk 24-
72 saat icerisinde baslayan bakteriyemileri ifade eder. Hem toplum hem de hastane
kokenli bakteriyemiler uygun antibiyotik tedavisine ragmen yiiksek morbidite ve
mortalite ile seyreder. Giiney Afrika’da %26’s1 diyabetik olan hastalar ile yapilan
calismada; mortalite oran1 %35 olarak tespit edilerek akut bobrek yetmezligi, solunumsal
distres, sok, endokardit ve diisiik trombosit seviyeleri ile iliskili oldugu belirlenmistir.%

2.1.6.4. Endokardit

Uluslaras1 Endokardit Calisma Grubu’nun olusturdugu veri tabaninda S. aureus
diinya genelinde endokarditlerin bir numarali nedeni olan streptokoklarin yerini almistir.
S. aureus’un neden oldugu endokarditlerde iki ayr1 grup vardir.

Birinci grup; yash ve altta yatan hastalig1 olan, sol kalp endokarditi gelisen
olgular olup %20-30 oraninda mortalite s6z konusudur. Olgularin yarisinda sag kalp
yetersizligi, yarisinda ise santral sinir sistemi belirtileri olusur. Olgularin %40-50’sinde
enfekte cilt lezyonlar1 veya intravendz kateter etkenin giris kaynagini olusturur.
Olgularda kalbin sol tarafinda olusan S. aureus’a ikincil infektif endokardit genellikle
akut seyirlidir ve sepsis bulgulari eslik eder. S. aureus onceden normal olan kalp
kapaklarinda da bu tabloyu olusturabilir ve 1-2 haftada ates, halsizlik ve yorgunluk gibi
subakut semptomlar olusturur. Olgularin dortte tigiinde histolojik veya ekokardiyografik
olarak kanitlanan daha onceden hasarli ve anormal kapak lezyonlar1 s6z konusudur.

Giderek artan oranda hastanede gelisen bakteremi sonucunda da endokardit gelisir ve bu
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olgularda saptanan S. aureus’larda ki metisilin direncinin yiiksek oranlarda oldugu
bildirilmektedir.*®

ikinci grup; bu olgular intravendz ilag kullammina ikincil gelisen S. aureus’un
neden oldugu infektif olgulardir. Bu olgular geng yasta ve saglikli olgulardir. Genellikle
daha onceden bilinen herhangi bir kapak sorunu bulunmamaktadir ve olgularin %80-
90’1nda trikiispit kapakta endokardit gelisir. Baglangigta major semptom septik pulmoner
emboli ile ilgilidir. Akciger grafisinde tipik olarak cesitli loblarda multiple nodiiler
infiltrasyon olusur ve siklikla kavitelesme veya daha az siklikla pnémotosel gelisimi s6z
konusudur. Olgularin ¢ogunda piir sag kalp endokarditi gelisir. Ancak olgularin yarisinda
trikiispit yetersizligi iftirimii duyulabilir. Bu olgularda mortalite hiz1 %1-2 oranindadir.
Intravendz madde kullanimi durumunda endokardit riski devam eder.%%-1%

2.1.6.5. Menenjit

Lokal enfeksiyonlardan komsuluk yoluyla ya da sepsis ve endokardit sonrasi
hematojen yolla ortaya ¢ikar. Toplumdan kazanilmis menenjitlerin %2.4’{ S. aureus’a
baglidir, ancak mortalitesi %43 tiir. Olgularin %57°de endokardit vardir.%

2.1.6.6. Pnomoni ve Ampiyem

Saglikli, hastane disindaki bireylerde toplum kaynakli pndmonide S. aureus sik
beklenen bir etken degildir ve %10’dan daha az siklikla saptanir. Ancak influenza
sonrasinda sikligin giderek arttigi bilinmektedir. S. aureus’a sekonder toplum kaynakli
pndmoninin akciger grafisinde pnomatosele benzeyen ince kenarli kist ve apse goriintiisii
saptanir. Nekrotizan pndmoni, c¢ogunlugunu c¢ocuklarin olusturdugu toplumdan
kazanilmig MRSA ile enfekte kii¢iik bir hasta grubunda goriilmektedir. PVL bu tiirlerdeki
virtilansin gosterilmesinde kullanilan dnemli bir gostergedir.

Toplum kaynakli pndomoninin aksine, Ozellikle mekanik ventilatdre bagh

hastalarda hastane kaynakli pndmonide en sik saptanan etkendir. Entiibe hastalarin
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kontaminasyonunu minimale indiren teknikler ile alinan Orneklerde hastalarin iigte
birinde iist solunum yolunun S. aureus ile kolonize oldugu goriiliir. Ventilatdre bagh
hastalarda gelisen pndmonide mortalite oran1 yiliksektir ve hastalarin dortte biri ile %25-
50’sinde pnomoni nedeniyle 6lim riski bulunmaktadir. S. aureus veya diger hastane
kaynakli etkenler ile olusan pndmonileri radyolojik olarak ayirmak kolay degildir. S.
aureus bakteremisi hastane kaynakli pndmoni olusumunda tek faktor degildir.

Sag kalpte yerlesen S. aureus infektif endokarditi ile septik emboli ve sonrasinda
pndmoni olusabilir. Bu olgularda S. aureus bakteremisi saptanir ve akcigerlerde birden
cok lob etkilenerek gogiis agrisi ve hemoptizi tabloya katilir. Erigkinlerde ampiyem
kiiltiiriinde %15 sikliginda S. aureus tiretilir. 1980’lerin ortalarindan bu yana S. aureus’a
ikincil ampiyem sikliginda azalma olmasina ragmen hala hastane kaynakli ampiyemde
en sik nedeni olusturmaktadir.% 102

2.1.6.7. Kemik/Eklem Enfeksiyonlari

Osteomiyelit, septik artrit ve bursite neden olur. Akut osteomiyelitlerin en sik
rastlanilan nedenidir ve en sik 12 yas alt1 cocuklarda goriliir. Erigskinlerde hematojen
yayilim sonucu vertebral osteomiyelit sik goriiliir. Her yas grubunda goriilen septik
artritlerin en sik sebebi S. aureus’tur. Septik bursitlerin ise yaklasik % 90’mdan
sorumludur ve siklikla diz ve dirsek eklemlerini tutar.”

2.1.6.8. Uriner Enfeksiyonlar

S. aureus iki yolla iriner sistem enfeksiyonlarina neden olur; birincisinde
bakteriyemi esnasinda renal kortekse yerleserek, renal kortikal apse veya karbonkiile yol
acar, ikincisinde ise kalici iiriner kateteri olanlarda enfeksiyona yol agabilir.%*

2.1.7. Antibiyotik Direnci

S. aureus tarihindeki en énemli ve en ¢arpici 6zelliklerden biri de hi¢ siiphesiz

antibiyotiklere kars1 gelistirdigi direnctir. Ilk iiretilen antibiyotik olan penisilin ile
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baslayan bu siire¢ daha sonralar1 yar1 sentetik penisilinlerden olan metisilin direnci ile
coklu antibiyotik direncine neden olmustur. Nihayet giinlimiizde metisilin direngli S.
aureus izolatlarinda (MRSA) yaygin kullanilan glikopeptidlere direng agsamasina ulagmis
ve vankomisin intermediate S. aureus (VISA) ile vankomisin resistant S. aureus (VRSA)
izolatlarina rastlanmistir.®

2.1.7.1. Beta Laktam Direnci

Penisilinin kullanilmaya baglanmasindan sonra az sayida goriilen penisilin direnci,
maalesef artik insanlardan izole edilen S. aureus izolatlarinin %95’inden fazlasinda tespit
edilmektedir.®® Bu diren¢ mekanizmasi penisilinin peptidoglikan sentezi asamasinda
kullanilan enzimlere baglanarak etki gostermesi 6zelligine dayanir. Bakterideki hiicre
duvar1 yapisinin en 6nemli bileseni olan peptidoglikan sentezi agsamasinda gergeklesen
transpeptidasyon reaksiyonu penisilin  baglayan proteinler (PBP) tarafindan
gerceklestirilir. PBP’lerin biri ¢apraz kopriilerin yapiminda rol alan transpeptidasyonda,
digeri glikan zincirinin uzamasini saglayan transglikozilasyonda rol oynayan iki farkli
protein domaini igermektedir. Penisilin ve diger beta-laktam antibiyotikler, peptidoglikan
tiretiminde kullanilan kok peptidin terminalindeki D-alanil-D-alanin ucunun analogudur.
Bu ozellikler dolayisiyla transpeptidazlarin aktif bolgesine baglanmak i¢in kok
peptidlerle yaris halinde PBP’lerin transpeptidaz ve karboksipeptidaz aktivitesini inhibe
ederek, ¢apraz olarak baglanmayi engellerler.1%31% S, aureus kokenlerindeki ilk penisilin
direnci 1944’te bildirilmistir. Bu direng bir beta laktamaz olan penisilinaz enzimi iiretimi
ile olusmustur. Penislinaz enzimi plazmid kaynaklidir ve indiiklenebilir bir gen olan bla
tarafindan kodlanarak penisilini inaktif bir bilesige parcalayip etkisiz kilmaktadir. Bla
genine ait iki komponenti vardir, bunlar; blaR1 ve blal olarak bilinmektedir. Bunlardan
blaR1 hiicre yiizey reseptorlerini kodlar ve penisilin varliginda bu reseptor aktifleserek

gendeki blal reseptoriinii uyarir ve penisilinaz salgilanmasini saglar,®® 104106

30



Bir beta laktamaz olan penisilinaz sentezleyen S. aureus izolatlarma karsi
1960’1arda gelistirilen yar1 sentetik penislinler (metisilin, nafsilin, oksasilin) penisilinaza
dayanikliydi ve baslangicta penisilinaz {ireten izolatlara karsi oldukga etkili olduklari
goriildii. Ancak bu antibiyotiklerin kullanima girmelerinden ¢ok kisa bir siire sonra da
“Metisilin Direngli Staphylococcus aureus (MRSA) olarak adlandirilacak izolatlar ortaya
¢ikmaya basladi. MRSA olarak adlandirilan bu bakterilerin metisiline duyarli izolatlarda
bulunmayan bagka bir tiir PBP iirettigi goriildii. PBP2a olarak adlandirilan bu enzim
stafilokoklarin hiicre duvar sentezinde kullanilan PBP’in yapisindan ¢ok daha farkli bir
morfolojide olup karbepenemler ve sefalosporinler de dahil tiim beta-laktam
antibiyotiklere kars1 oldukca diisiik bir afiniteye sahiptir. PBP2a kodlayan gen MRSA ya
da MRSE kromozomuna entegre olan ve giinimiizde A’dan E’ye kadar bes farkli
kompleks seklinde tanimlanan mec genidir. mec geni bakteri kromozomundaki 15-60 kb
biiyiikliigiinde staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) adli mobil genin bir
pargasidir. Giiniimiizde SCCmec geninin sekiz tipi oldugu bilinmektedir. Bunlardan SCC
tip 1,2,3 HK- MRSA izolatlarinda goriiliirken SCC tip 4, tip 5 bazen de tip 7 TK-MRSA
izolatlarmda rastlanmaktadir.’®” SCCmec mobil gen bélgesinde PBP2a sentezinden
sorumlu mec geni ile birlikte ccrA, ccrB ve ccrC genleri de bulunmaktadir.29” 108 ccrA,
ccrB ve ccrC rekombinaz ozelligi tastyarak SCCmec gen bolgesine mobilizasyon
kazandirmakta bodylece bu gen bolgesinin kromozoma entegrasyonuna ya da
kromozomdan ayrilmasina olanak saglamaktadir.®®

PBP2a’nin  ekspresyonu, penisilinaz  geninin  (bla), blaRl ve blal
diizenleyicilerinin homologu olan mecRl ve mecl determinantlar1 araciligiyla
gerceklesmektedir. mecRI determinanti, hiicre yilizeyine bagli sinyal transdiiksiyon
proteini olarak bilinen mecR1’i kodlarken, diger taraftan mecl ise mecA’y1 baskilayan bir

protein olan mecl adli gen represoriinii kodlamaktadir. Beta-laktamaz sentezinin aksine
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metisilin direncinde PBP2a’nin sentezi i¢in gereken indiiksiyon daha zayiftir ve daha
yavas gerceklesmektedir. Bu siireler beta-laktam icin 5 dakika iken, PBP2a i¢in 48 saat
gibi uzun bir zamanda sentezlenmektedir. Bunun sebebi ise, mecl adli gen reseptoriiniin
mecA geni igin gii¢lii bir diizenleyici olmasinin yani sira birgok beta-laktam antibiyotik
icin de membrandaki mecR1 reseptoriinii etkili bir bigimde harekete gegirememeleridir.
Bu durum mecA geni tasimasina ragmen S. aureus izolatlarinin bazilarinin metisiline
duyarl1 olmasina neden olur.1% 19 MRSA izolatlarinin beta laktamlar disinda eritromisin,
klindamisin, kloramfenikol, tetrasiklin, trimetoprim/sulfametoksazol (TMP/SMX),
kinolonlar ve aminoglikozidlere de diren¢ gdsterdigi saptanmugtir.®% 110

2.1.7.2. Kinolon Grubu Antibiyotiklere Diren¢

Kinolon grubu antibiyotiklerde ortaya ¢ikan direng gelisimi bagka antibiyotiklerde
goriildiigli gibi dogal veya kazanilmig olabilmektedir. Ayrica bakteriler tarafindan
sentezlenen efflux pompalar1 goriilebilmektedir. Bakterilerde kromozomal mutasyonlar
ile kazanilmig kinolon direnci meydana gelmektedir. Bu mutasyonlarin sonucu olarak ya
kinolonlarin hedef enzimleri olan DNA giraz ve topoizomeraz IV’iin alt {initelerinde
degisim ortaya ¢ikmakta veya kinolonlar1 substrat olarak kullanan ¢oklu ila¢ geri atim
pompalart aktive olmaktadir. Kinolon direncinin en sik ve en temel mekanizmalar1 hala
bu tip kromozomal mutasyonlardir. Bunun yani sira porin sayisinin digiiriilmesi ile hiicre
icine alimin azaltilmasi kinolon direncini olumlu yonde etkilemektedir. Nalidiksik asitin
antimikrobiyal etkisi biiyilk oranda DNA giraz tarafindan gerceklestirilirken, yeni
kinolon tiirevi olan florokinonlara direng hem DNA giraz hem de topoizomeraz 1V
subunit A ve subunit B’nin kodladigi genlerdeki bir dizi mutasyon sonucu
gerceklesmektedir.t1113

2.1.8. Metisilin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

1961 yilinda ilk olarak Ingiltere’de Colindale Hastanesi’nde izole edilen MRSA
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daha sonralar1 tiim diinyada Hastane Kaynakli (HK) olarak tanimlanmis ve 1990’lardan
sonra Toplum Kaynakli (TK) olarak da izole edilmeye baslanmistir.* ** Giiniimiizde
ozellikle ABD’de HK-MRSA ile TK-MRSA siklig1 birbirine yakin oranlarda seyretmekte
ve TK-MRSA ile HK-MRSA ayrimi yapmak giderek zorlasmaktadir. Yapilan ¢aligmalar
TK-MRSA ile HK-MRSA izolatlar1 arasinda epidemiyolojik, genotipik, fenotipik ve
antimikrobiyal direng agisindan fark oldugunu ortaya koymustur.14 115

TK-MRSA enfeksiyonlar1 son bir ay i¢cinde evde, rehabilitasyon merkezinde ya da
hastanede intravendz tedavi ya da saglik hizmeti almamis; li¢ ay i¢inde iki ya da ii¢
giinden fazla hastanede yatmamis; rehabilitasyon merkezi veya bakim evlerinde
kalmayanlarda gériilen enfeksiyonlar seklinde tanimlanabilir.* 114 115

[lk TK-MRSA izolat1 Bat1 Avustralya’da yasayan ve daha 6nce herhangi bir saglik
bakim hizmeti almayan Avustralyali hastalardan izole edildigi bildirilmistir. TK-MRSA
olarak isimlendirilen bu yeni MRSA izolatlar1 1993 yilindan itibaren gittik¢e artan
oranlarda goriilmeye baglanmis ve gilinlimiizde sik goriilen ve ciddi bir problem haline
gelmigtir 1% 116

Metisilin ve diger [-laktamaz direngli penisilinlerin, penisiline direngli
S.aureus’un neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanima girmesiyle baslangigta
basar1 saglanmis olsa da, kisa bir siire sonra MRSA kokenleri goriilmeye baslanmustir.*”
118 MRSA o6zellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarin basta gelen etkenlerinden olmakla
birlikte, son yillarda toplum kdkenli enfeksiyonlarda da giderek énem kazanmaktadir.!'®

MRSA’da, metisiline duyarli S. aureus’ta (MSSA) bulunmayan ve SCCmec olarak
adlandirilan ve kromozomla biitiinlesebilen, mobil bir ekzojen DNA pargasi
bulunmaktadir. ccrA, ccrB ve mecA genleri SCCmec’te bulunan en 6nemli genlerdir. cCrA

ve ccrB’nin kodladig1 rekombinaz proteinler, mecA genini kromozamla biitiinlestirebilir

ya da kromazamdan ¢ikarabilirler. mecA geni, metisilin ile diger beta laktam
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antibiyotiklerin biiytik bir kismina diisiik afinite gésteren PBP2a’y1 kodlar. PBP-2a hiicre
membranina baglidir ve transpeptidasyon reaksiyonunu katalize eden bir enzimdir.
Stafilokokal PBP’ler B-laktamaza dayanikli beta laktam antibiyotikler ile inhibe olsa da,
PBP-2a’nin transpeptidaz aktivitesi sayesinde hiicre duvari sentezi devam etmektedir.
PBP-2a MRSAnin tiim beta-laktamlara direncinden sorumludur.*8 120 121

Mobil stafilokok gen kaseti SCCmecA sayesinde S.aureus’da metisilin direnci
gelismektedir. ccrA, ccrB ve mecA komplekslerinin yapisina gore SCCmec bes tipe
ayrilmaktadir. SCCmec tip 1,11 ve 111 genellikle HK-MRSA koékenlerinde, SCCmec tip IV
ve V ise TK- MRSA kokenlerinde bulunur. Bunlara ek olarak, TK-MRSA kokenlerinde
bakteri viriilansinda etkili bir toksin olan “Panton-Valentine leukocidin (PVL)” genini de
kodlamaktadir,1?% 123

Evde intravendz (IV) tedavi veya son bir ay i¢inde saglik hizmeti alanlarda, son
bir aydir hastane ya da rehabilitasyon merkezinde IV kemoterapiye baslayanlarda, li¢ ay
icinde iki ya da {i¢ glin hastanede yatanlarda, rehabilitasyon merkezi veya bakim
evlerinde kalanlarda goriilen enfeksiyonlar ve hastaneye yattiktan 48 saat veya daha sonra
gelisen enfeksiyonlar “Hastane kaynakli enfeksiyonu (Hospital acquired-associated-
HA)” olarak adlandirilir. Bu faktorlerden higbiri olmaksizin enfeksiyon goriiliirse
“Toplum kaynakli enfeksiyon (Community acquired-CA)” olarak adlandirilir.
MRSA’larin neden oldugu hastane kaynakl enfeksiyonlar “HK-MRSA” toplum kaynakli
enfeksiyonlar ise “TK-MRSA” olarak adlandirilir.5% 116.123

TK-MRSA ve HK-MRSA izolatlar1 direng profili, genotipik ve fenotipik
ozellikleri agisindan farklilik gosterir. HK-MRSA ¢oklu ilag direnci gosterir. Bu izolatlar
beta laktam antibiyotiklerin yani sira makrolidler, linkozamidler, tetrasiklinler,
kinolonlar, TMP/SMX ve aminoglikozidlere de direnglidir. TK-MRSA izolatlar1 ise

klindamisin, TMP/SMX, tetrasiklin ve florokinolon grubu antibiyotiklere genellikle
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duyarlidir. TK-MRSA’nin neden oldugu enfeksiyonlar HK-MRSA enfeksiyonlart ile
benzerdir. Ancak TK-MRSA bagli olarak gelisen enfeksiyonlar genelde deri ve deriyle
iliskili yapilar ile ilgili olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle kronik osteomiyelit,
nekrotizan pnémoni ve ampiyemli olgularda TK-MRSA 6nemli bir etkendir.'??

2.1.8.1. MRSA Enfeksiyonlarinin Tedavisinde Kullanilan Ilaclar

Ozellikle TK-MRSA izolatlari igin folik asit sentezini bozup bakterisidal aktivite
gosteren TMP-SMX ile birlikte bakteri 30S ribozom alt birimine baglanip tRNA-MRNA
arasinda kodon-antikodon etkilesiminin bozan tetrasiklin ve DNA giraz enzimini inhibe
edip DNA replikasyonunu bozan florokinolonlar tedavi amagh kullanilabilmektedir.?
Ayrica PVL dahil ¢esitli MRSA viriilans faktorlerini ve ekzotoksin iiretimini baskilayan
klindamisin de HK-MRSA igin yiiksek direng profilleri nedeniyle tercih edilmemekle
birlikte TK-MRSA enfeksiyonlarinda kullanilabilmektedir.>® 12

Ancak Ozellikle HK-MRSA kokenlerinin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisi
diren¢ acisindan son yillarda giderek artan bir sekilde Onemli sorunlar ortaya
cikarmaktadir.'® Bu tiir enfeksiyonlarin tedavisi igin kullanilmakta olan baslica
antibiyotikler sunlardir;

Vankomisin: ilk kez 1997 yilinda Japonya’dan vankomisine orta diizeyli direngli
S. aureus izolat1 (“vancomycin intermediate resistant S.aureus [VISA]”) (MIK=8 pg/mL)
bildirilmistir. VISA’da diren¢ mekanizmasi bakteriyel hiicre duvarinda kalinlasma ve
irreguler yapidir. Sonugta vankomisin hiicre duvarinin dis ylizeyinde yakalanamaz ve
sitoplazmik membrandaki asil hedefine ulasamaz. Vankomisine direncli ilk S. aureus
(“vancomycin resistant S. aureus [VRSA]”) (MiK=64 pg/mL) izolat1 2002 yilinda
ABD’den bildirilmis ve sonrasinda farkli merkezlerden VRSA izolatlar1 rapor edilmeye
baslanmustir.'?” VRSA izolatlarinda diren¢ mekanizmasi VISA’dan farklidir. Direng

Enterococcus faecalis ‘teki vanA operonunun konjugal yolla S. aureus a transferi sonucu
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gelismektedir. Diger mekanizma ise peptidoglikan biyosentezindeki degisikliktir.?’

Linezolid: Oksazolidinon grubunun ilk ilacidir. Protein sentezini inhibe ederek
etkisini bakteriyostatik veya bakterisidal olarak gosterir. Metisilin duyarli S. aureus
(MSSA), ¢oklu ilag direnci gosteren Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes
ve Streptococcus agalactiae gibi birgok Gram pozitif mikroorganizmaya karsi etkindir.
Linezolid etki mekanizmasinin 06zgilliigiinden dolayr MRSA enfeksiyonlarinin
tedavisinde tercih edilir. Yiiksek biyoyararlanimi, uzun sireli tedavi gerektiren
enfeksiyonlarda linezolidi uygun bir alternatif haline getirmistir.?® 12

FDA tarafindan 2000 yilinda diyabetik ayak enfeksiyonlarinin da dahil oldugu
komplike Cilt ve Yumusak Doku Enfeksiyonlart (CYDE), TK ve HK pnomonilerde, VRE
etkenli bakteriyemilerin de dahil oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmak {izere
onaylanmistir.*® 130 Bununla birlikte Nocardia ve Mycobacterium tiirlerine kars1 da
etkinligi bildirilmistir.}3" 132 Biyoyararlanimimnin yiiksek olmasi ve hem oral hem de
intravendz kullaniminin miimkiin olmasi uzun stireli tedavi gerektiren enfeksiyonlar i¢in
linezolidi uygun bir alternatif kilmaktadir. Linezolidin en sik yan etkileri ishal, bulanti
ve bas agrisi olmakla birlikte Clostridium difficile artisina bagli olarak psddomembrandz
enterokolit, kemik iliginin baskilanmasi (anemi, l6kopeni ve trombositopeni) laktik
asidoz, periferal ndropati, optik noropati bildirilen diger yan etkilerdir.'3

Daptomisin: Siklik lipopeptid olarak adlandirilan bir grubun ilk O6rnegidir.
Konsantrasyona bagli bakterisidal etki gosterir. Gram pozitif bakterilerin stoplazmik
membranina baglanan ila¢g hiicre igerisine potasyum girmesini, membranin
depolarizasyonunu, makromolekiiler sentezin disfonksiyonunu ve par¢alanma olmadan
organizmanin kollapsini saglar. Bu mekanizma; konsantrasyon, serbest kalsiyum bagimli,
hizli ve 6zgiin bir mekanizmadir.*** Daptomisinin mikroorganizmay1 par¢alamadan yok

etmesi avantajidir. in-vitro dldiirme zamanlarina bakildiginda vankomisin, linezolid ve
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kinupristin/dalfopristinden iistiin bulunmustur.**®

Tigesiklin: Genis etki spektrumu olan minosiklin tiirevi sentetik bir antibiyotiktir.
Tetrasikline benzerlik gosteren tigesiklin 30S ribozomal alt {initeye baglanarak, protein
sentezini engeller. Tiim hayvan caligmalarinda dokulara dagilimmin iyi oldugu
gosterilmistir. Ozellikle deri-yumusak doku ve karn ici enfeksiyonlarda etkilidir. Direng
gelisim potansiyelinin diisiik olmast ve genis etki spektrumu coklu direng gdsteren
mikroorganizmalarla ortaya ¢ikan enfeksiyonlarin tedavisinde tigesiklini on siralara
tagimaktadur 118 128

Kinupristin-dalfopristin: Semisentetik streptogramin tiirevleridir. Diflizyon
yoluyla bakteri hiicrelerine girip, bakteriyel protein sentezini geri doniisiimsiiz olarak
inhibe ederler. iki ajanin sinerjik etkisi protein sentezinin hem erken hem de gec fazlarini
durdurur. MRSA’ya kars1 bakterisidal etkilidir.''® Makrolid ve linkozamidlerle baglanma
bolgelerinin yakin olmasi ve etki mekanizmalarinin benzerligi nedeniyle Makrolid-
Linkozamid-Streptogramin B (MLSB) direnci gelisme olasilig yiiksektir. Yan etki profili
nedeniyle de MRSA enfeksiyonlarmin tedavisinde ilk segenek olarak tercih
edilmezler.118 13

Oritavansin, dalbavansin ve telavansin: Semisentetik glikopeptidlerdir. Hiicre
duvar1 biyosentezini inhibe ederek bakterisidal aktivite gosterirler. Oritavansin,
vankomisin benzeri etki spektrumu gosterir ancak bakterisidal etkinligi vankomisine gore
daha hizhidir. Komplike cilt enfeksiyonlarinin dahil edildigi bir ¢aligmada, oritavansin
vankomisin ve sefalaksin kadar etkin bulunmustur.!3” S.aureus’a baglh bakteremide 10-
14 giin 5-10 mg/kg dozunda vankomisin kadar etkiligi oldugu gdsterilmistir. Telavansinin
S.pneumoniae ve stafilokoklara karsi lipid sentezinin bozulmasi ve membran hasari
yoluyla etki ettigi bilinmektedir. Hayvan modellerinde etkili oldugu gibi saglikli

goniilliilerde de dokuya gecisi yliksektir. Dalbavansin de farmakokinetik profili agisindan
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Gram pozitif enfeksiyonlarin tedavisinde haftalik 14 uygulamayr miimkiin kilmaktadir.
Komplike cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarinda linezolid kadar etkin oldugu
diisiiniilmektedir. Her ii¢ antibiyotikle ilgili klinik calismalar devam etmektedir. 118 124,137

Seftabiprol, seftarolin: Genis spektrumlu beta laktamaz direngli parenteral bir
sefalosporindir.’®® Penisilin baglayan protein PBP-2a’ya kars1 yiiksek afinite
gostermektedir. Direngten sorumlu olan bu proteinlere baglanmasi seftobipirolii Gnemli
hale getirmektedir. MRSA’nin da i¢inde bulundugu Gram pozitif koklara, ayrica Gram
pozitif ve Gram negatif pek ¢ok organizmaya karsi etkili olan bu ajan, hayvan
modellerindeki etkinligiyle klinik enfeksiyonlarda da umut verici bir tablo ¢izmektedir.
Genis spektrumu nedeniyle monoterapi olarak kullanilabilecek seftobipirol ile yapilan
klinik ¢alismalar devam etmektedir. 137138

2.1.9. Florokinolonlar

Kinolonlar 1962 yilinda antimalaryal bir bilesik olan klorokinin sentezi sirasinda
bir yan iiriin olan nalidiksik asidin bulunmasiyla kullanima girmislerdir.''*33® Daha sonra
nalidiksik asidin dar spektrumlu olmasi, diisiik serum diizeyi ve doku toksisitesi nedeniyle
kullanim1 sinirhi kalmig, ancak Shigella ve E. coli’ nin o dénemlerde kullanilan diger
antibiyotiklere diren¢ gelistirmesi nedeniyle 1980’11 yillarda diyare ve iiriner sistem
enfeksiyonlarmin tedavisi icin yeniden ele alinmistir.13 1980° lerde kinolon ¢ekirdegine
flor atomu eklenerek etki spektrumu genis florokinolonlar sentezlenmis ve bdylece
kinolonlar Ust Solunum Yolu Enfeksiyonlar1 (USYE) disinda da kullanilmaya baslanarak
giiclii antibakteriyel aktiviteleri ve olumlu farmakolojik 6zellikleriyle klinik anlamda
biiyiik nem kazanmuslardir.4°

Florokinolonlar 0Ozellikle gram negatif bakterilere etkin genis spektrumlu

antibakteriyel ajanlardir. Florokinolonlar tip 2 topoizomeraz olan bakteriyel DNA giraz

enzimini inhibe ederek bakteriyel hiicre replikasyonunu inhibe ederler.!4 142 DNA giraz

38



topoizomeraz olarak bilinen bir grup enzime baglanir ki bu enzimler DNA replikasyonu,
transkripsiyonu ve rekombinasyonunda kritik rol oynarlar.!? Orijinal florokinolon
ajanlar 1980°ler sonrasinda iiretilmistir. IIk kinolonlar oral olarak kullanilabilen, gram
negatif mikroorganizmalara 6zelliklede pseudomonas tiirlerine karsi etkili olan ajanlar
olduklarindan yaygin olarak kullanilmistir. 24!

Levofloksasin ve sparfloksasin 1996’da, grepafloksasin ve trovafloksasin
1997°de, gatifloksasin ve moksifloksasin 2000 yilinda tiretilmistir. Siprofloksasine gore
bu 6 yeni florokinolonun gram pozitif etkinligi daha fazladir. Ozellikle Streptococus
pnomonia’ya karsi etkindirler. Levofloksasin S. pnémonia, S.aureus, enterokok tiirleri,
mikoplazma ve klamidya’ya karsi aktivite gosterir. Trovafloksasin, bakteriodes tiirleride
gecerli olmak kaydiyla anaeroplara karsi en potent aktiviteye sahiptir.143

Birinci jenerasyon ilaglar ( drnegin nalidiksik asit ) minimal kan seviyelerine
ulasabilirler. Ikinci jenerasyon kinolonlar ( érnegin siprofloksasin ) artmis gram negatif
ve sistemik aktiviteye sahiptir. Uciincii jenerasyon ilaglarin (6rnegin levofloksasin) atipik
patojen ve gram pozitif etkinligi daha fazladir. Dordiincii jenerasyon kinolonlar ise
(6rnegin trovafloksasin) tiglincii kusaklara ek olarak anaerob aktivite gosterirler. (Tablo

2.5).14

Tablo 2.5. Florokinolon grubu antibiyotiklerin siniflandirilmasi

Siniflandirma Ajanlar Antimikrobiyal Spektrum
Birinci Jenerasyon Nalidixic acid Gram-negatif organizmalar
(NegGram) (Pseudomonas species harig)
Cinoxacin
(Cinobac)
Ikinci Norfloxacin Gram-negatif organizmalar
Jenerasyon (Noroxin) (Pseudomonas species dahil), baz1 gram-

positif organizmalar
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Tablo 2.5. (Devami)

Lomefloxacin (Staphylococcus aureus dahil fakat
(Maxagquin) Streptococcus pneumoniae hari¢) ve bazi
. atipik patojenler.

Enoxacin

(Penetrex)

Ofloxacin

(Floxin)

Ciprofloxacin

(Cipro)
Ugiincii Levofloxacin Ikinci Jenerasyon Ajanlarla ayni +
Jenerasyon (Levaquin) genislemis grampozitif

etki (Penisiline duyarh ve direngli S.
pneumoniae) ve atipik patojenlere karst
artmis etki.

Sparfloxacin
(Zagam)
Gatifloxacin
(Tequin)
Moxifloxacin
(Avelox)

Dordiincii Trovafloxacin Ucgiincii Jenerasyon Ajanlarla ayn1 +

Jenerasyon (Trovan) anaerobik etki.

2.2. Siprofloksasin

Sentetik bir florokinolon derivesidir ve bakterisid bir etkiye sahiptir.
Enterobakteriler biitlinliyle siprofloksasine duyarlidir. Bakterisid etkisi ¢gabuk olup uzun
stirelidir. Direng gelisimi nadirdir. Etki mekanizmasi bakteri DNA’sin1 siiperheliks
kivriminda tutan DNA giraz enzimini inhibe etmesidir. H. influenzae, K. pneumoniae gibi
diger gram negatif patojenler de ayni derecede hassastir. Oportiinistik nozokomiyal
enfeksiyonlara sebep olan Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter spp. de duyarlhdir.
Siprofloksasin gram (+) patojenlere kars1 da etkilidir. S. pneumoniae ve S. faecalis’e ise
orta derece aktivitesi vardir. Anaerobik organizmalarin ¢ogu duyarli degildir. Ancak

siprofloksasinin Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis ve Mycobacterium
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avium/intracellulare’ye kars etkili oldugu bildirilmistir. Aminoglikozidler, beta-laktam
antibiyotikleri, tetrasiklinler ve folik asit antagonistleri ile ¢apraz diren¢ gdstermez.
Verilen {i¢ giinliik rejimlerde, fluorokinolonlar (siprofloksasin, fleroksasin, norfloksasin
ve ofloksasin) TMP/SMX'ye esit etkinlik gosterirler. Florokinolonlarim TMP ve
TMP/SMX' e gore daha genis spektrumu vardir. Bu ajanlarin %90'dan fazlasi bakteritiriyi
eradike etmektedir.**

Siprofloksasin FDA (Food and Drug Administration) tarafindan 1987°de oral
formiilasyonu, 1991°de IV formiilasyonu onaylanmis bir ikinci kusak kinolondur. P.
aeruginosa’ya karsi en etkili kinolondur. Uriner sistem enfeksiyonlar1 disinda sistemik
enfeksiyonlari tedavisinde de kullanilabilir. Ikinci kusak florokinolonlarmn oldukca genis
etki spektrumlarina karsin, Gram pozitiflere, 6zellikle Streptococcus pneumoniae’ ye
etkinlikleri stmirlidir. Ayrica anaerob bakterilere de etkinlikleri iyi degildir, !t 139 145-147

2.2.1. Biyokimyasal Yapis1

Tamamen sentetik antibiyotikler olan kinolonlarin temel yapisi, 1. pozisyondaki
nitrojen, 3. pozisyondaki karboksil grubu ve 4. pozisyondaki karbona cift bagla baglanmis
oksijenin bulundugu ikili halkadan olusmaktadir.}*® Kinolonlar antibiyotik degildir,
tamamen sentetik olarak iiretilen saf kimyasal maddelerdir.14°

Siprofloksasinin diger kinolonlardan farki 6. pozisyonunda flor atomu, 7.
pozisyonunda piperazinil halkasi ve 1. pozisyonunda siklopropil halkasina sahip
olmasidir (Sekil 2.5).**° Flor atomu ve piperazinil halkas1 genis gram negatif ve gram
pozitif antibakteriyel aktivite olusturur.!

Kimyasal adi: 1-siklopropil-6-floro-1,4-dihidro-4-okso-7-(1-piperazinil)-3-
kinolon karboksilik asit

Kapah formiilii: C17H18FN3O3

Molekiil agirhgi: 331,347 g/mol
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Sekil 2.5. Siprofloksasin’in biyokimyasal yapis1*>?

2.2.2. Etki Mekanizmasi

Kinolon grubu antibiyotikler, bakterilerde DNA replikasyonun gergeklesmesi i¢in
gerekli olan tip 2 topoizomeraz enzimleri, DNA giraz ile topoizomeraz 4’ iin aktivitesini
bloke ederek DNA sentezini durdurmaktadir.

2.2.3. Diren¢ Mekanizmasi

Kinolon grubu antibiyotiklere kars1 gelisen direng, hedef enzimde meydana gelen
mutasyonlara, gecirgenligin azalmasina veya antibiyotigin aktif olarak atilimina baglh
olabilmektedir. Gram negatif bakterilerde ki birincil hedef DNA giraz’dir. DNA giraz, iki
GyrA ve iki GyrB alt biriminden olusmaktadir. Son yillarda plazmid kontroliinde olan ve
diisiik diizeyde direngten sorumlu olan 3 yeni mekanizma tanimlanmistir. Plazmid aracili
direngten sorumlu olan proteinlerden biri Qnr proteinidir.®® In-vitro calismalarla
saflastirilmis Qnr proteininin E. coli DNA girazini siprofloksasinin inhibisyonundan
korudugu gosterilmistir. Qnr proteini tek basina diisiik diizey kinolon direncine neden
olmasma ragmen, kromozomal farkli mekanizmalarin birlikteligi ile yiiksek diizey
kinolon direncine yol acabilmektedir.}*® Tiirkiye’de Oktem ve arkadaslarinin yaptig1 iki

benzer ¢aligmada E. coli ve K. pneumonia gnrA geninin yaygin oldugu saptanmugtir.’>*
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1551044 izolatin incelendigi diger bir calismada %44 Genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL) pozitifligi %22 GSBL ve siprofloksasin direnci birlikteligi ve %33
siprofloksasin direnci saptanmus, 20 izolat qnr pozitif bulunmustur.® Biitiin bu verilerde,
tilkemizde hizla artan kinolon direncinin sebebinin, kullaniminin yaygin olmasinin yani
sira  plazmid araciligilyla da aktarilmasindan kaynakli olabilecegi goriistini
desteklemektedir. Ayrica, plazmid kaynakli GSBL genleriyle kinolon direnci iliskisini
aciklamaya da yardimci olmaktadir. Direng verileri bolgeden bolgeye gore farkliliklar
gostermektedir. Avrupa 2014 direng verilerine bakildiginda %25-50 arasinda olan
bolgeler oldugu gibi direncin %10-25 arasinda oldugu bolgelerde bulunmaktadir (Sekil
2.6).1%" Her bolgenin kendi lokal diren¢ verilerini olusturmasi bu yiizden &nem
tasimaktadir.

<1% W ; /\ﬂr\/
= 1% t0 < 5% > it
= 5% to < 10%
= 10% to < 25%

. 25% to <50%

- > 50%

= No data reported or less than 10 isolates
1 Notincluded

5N

Non-visible countries

Liechtenstein
[ Luxembourg
. Malta

Sekil 2.6. Avrupa 2014 florokinolon direng verilerit®’

2.2.4. Farmakokinetik ve Dagilim
Siprofloksasinin oral biyoyararlanimi1 yaklasik %70 olup intravendz (IV)
formulasyonlarinin biyoyararlanimina estir. Lineer bir emilim kinetigi gostermektedir.

Oral yoldan kullanildiginda gastrointestinal kanaldan hizla ve iyi absorbe edilmektedir.
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1-2 saat sonra maksimum serum konsantrasyonuna ulasir. Florokinolonlar gastro
intestinal kanaldan hizli bir gsekilde ve tamamen absorbe olurlar. Aliiminyum,
magnezyum, kalsiyum, demir yada c¢inko ile oral olarak alindiklarinda emilimleri
azalir.'*® Gida alimi emilimini azaltmamakla birlikte serum tepe degerlerine ulasma
stiresini geciktirebilir. Gastrik kanaldan hizla emilmesi ve yavag elimine olmasi nedeniyle
ortalama sistemik biyoyararlanimi %85’tir. Bobrek fonksiyonlar1 normal olan hastalarda
serum eliminasyon yari1 omrii yaklasik 4 saattir. Bu siire renal fonksiyonlar1 azalmig
olanlarda uzamaktadir. flacin %40-50’ si idrar yolu ile degismeden atilir.14®

Siprofloksasin, beyin omurilik sivist (BOS) harig tiim viicut sivilart ve dokularda
genis bir dagilim ve hiicre i¢i de dahil pek ¢ok dokuya gegis gosterir ve serum degerlerinin
de {lizerinde konsantrasyonlara erisir. Bir baska Onemli nokta da transintestinal
eliminasyon da s6z konusu oldugundan digkida olduk¢a yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmasidir. 146 158

Antibakteriyel tedavinin amaci enfeksiyonlu bolgede enfeksiyondan sorumlu
bakteriler i¢in minimum inhibitér konsantrasyondan (MICg) daha yiiksek ilag
konsantrasyonu saglamaktir.®® Siprofloksasinin MICgy degeri 0,5 pg/ml civarindadir.
Insanlara 200 mg iv enjeksiyonundan ve lg oral uygulanmasindan 1 saat sonra
maksimum akoz hiimoér konsantrasyonlar1 sirasiyla 0,16 pg/ml ve 0,3 pg/ml’dir. Bu
konsantrasyonlar siprofloksasinin MICgo degerinden daha diisiiktiir. %

2.2.5. Yan Etkileri

Kinolonlar iyi tolere edilebilen ilaglardir. Yan etkiler genellikle kinolon yapisi ile
iligkilidir. Kinolonlarin en sik istenmeyen etkileri arasinda %2-20 arasinda degisen bir
siklikta istahsizlik, bulanti, kusma ve karin agris1 gibi gastrointestinal sistemi ilgilendiren
161, 162

bulgular sayilsa da bu bulgular genellikle hafif seyretmektedir.

Siklik agisindan ikinci sirada %0,9-11 ile merkezi sinir sistemi bulgular
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gelmektedir. Alerjik reaksiyon ve dokiintii siklig1 %0,4-2,2 arasinda goriiliir.*®®

Kinolonlarin toksik etkileri oOzellikle agirlik tasiyan kalga ve diz eklemi
kikirdaginda goriiliir.!®*  Siprofloksasinin iki oral dozu sonrasinda bile kikirdak
matriksinde dejenerasyon gdzlenmistir.!®® Mont ve ark. siprofloksasinin eriskin insan
kondrositlerinde hiicre replikasyonunu etkiledigini belirtmislerdir.®

2.2.6. Ila¢ Etkilesimleri

Siprofloksasin, teofilin ve kafeinin de dahil oldugu metilksantinlerle etkilesir.
Siklosporinlerle  kombinasyonu nefrotoksisiteye neden olabilir.’®® Magnezyum,
aliminyumlu antiasitler ve demir bilesikleri ile etkilesirler. Siprofloksasin, penisilinlerle
ve aminofilinle gec¢imsizlik gosterir; bu ilaglarin soliisyonlart birbirine karistirilirsa
¢okme meydana gelebilir.!®” Birgok ¢alisma florokinolonlarm kondroblast, kapsiiler
fibroblast, osteoblast ve endotelyal hiicrelere inhibitor etki gosterdiklerini
bildirmektedir. 18- 169

2.3. Antimikrobiyal Kombinasyon Testleri

Antimikrobiyal ilag kombinasyonlar1 siklikla ciddi veya septisemik olgularin
ampirik tedavisinde genis etki spektrumu saglamak amaciyla kullanilir. Genel olarak
antimikrobiyal ila¢ kombinasyonlar1 su amaglarla kullanilir:

1. Direngli kokenlerin ortaya ¢ikmasini engellemek

2. Tlag dozlarindaki azalmaya bagl olarak ortaya cikacak toksik etkiyi dnlemek

3. Polimikrobiyal enfeksiyonlar: tedavi etmek

4. En 6nemli amag ise antimikrobiyaller arasinda sinerjik etki elde etmektir.!"

Bunlardan farkli olarak antibiyotik kombinasyonlart direng gelisiminin
geciktirilmesi veya 6nlem amagli olarak da kullanilabilir. Antibiyotik kombinasyonlari
genellikle ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanildigr i¢in kombinasyonda yer alan

ilaglarmin etkilesiminin daha Onceden degerlendirebilecegi in-vitro yontemlerin
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uygulanmasi 6nemlidir. Bu nedenle ¢esitli yontemler gelistirilmesine ragmen giiniimiizde
standart bir yontem bulunmamaktadir.}’

Sinerji testleri antibiyotik kombinasyonlarmin in vitro etkisini saptamak icin
kullanilan testlerdir. Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitisii (Clinical and
Laboratory Standarts Institute, CLSI) ve Avrupa Antibiyotik Duyarlilik Testi Komitesi
(European Committee for Antimicrobial Susceptibility Test, EUCAST) tanimlarina gore;
antibiyotik kombinasyonlariin in-vitro etkinligi ayn1 ilaglar tek basma kullanildiginda
elde edilen etkinlikler toplamindan daha yiiksek ise buna sinerjik etkilesim, toplamina
esit ise aditif etkilesim, tek ilag ile elde edilen sonuca esit ise etkisiz durum (indifference),
her iki ilacin herhangi birinin etkisinden daha diisiik ise antagonistik etkilesimden
(antagonizma) soz edilir.*’

Antimikrobiyal ilag kombinasyonlarmin in-vitro aktivitelerini saptamakta
kullanilan yontemler sunlardir:

2.3.1. Dama Tahtas1 Yontemi (Checkerboard Array)

In-vitro olarak en sik kullanilan sinerji testi yontemdir. Bunun nedeni:
Uygulamasinin kolay olmasi, sonuglarin hesaplanmasinda basit matematik bilgisinin
yeterli olmasi, gerekli arag ve gereclerin kolay bulunabilir olmasi ve yapilan ¢aligmalarla
in vivo etkinligi gdstermede basarisinin kanitlanmis olmasidir.}”®

Ayrica sinerjik etki degerlendirilmesinde kullanilan mikro ve makro diliisyon
yontemleri inhibitor, bakterisidal konsantrasyonlarin saptanmasinda ve antibiyotik
duyarliliginin Sl¢timiinde CLSI’nin sivi diliisyon yontemlerine benzer calisilmaktadir,
fakat burada antibiyotikler hem tek basina hem de diger ajanlar ile birlikte etkinlikleri
degerlendirilmektedir. In-vitro etkilesimler fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu (FIK)
indeksi ile degerlendirilir. Kombinasyon ile elde edilen antibakteriyel etkinlik, her

antibiyotik tek bagina iken saptanan MIK degerleri ile kiyaslanan, elde edilen deger FIK
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olarak ifade edilir. FIK degeri sinerjik, aditif, etkisiz ya da antagonistik seklinde
yorumlanir.!"

2.3.2. Mikrodiliisyon Yontemi

Antibiyotik  kombinasyonlarinin  etkilerinin  incelenmesinde  genellikle

mikrodiliisyon yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde, kombinasyonda yer alan iki
antibiyotigin bir mikrotitrasyon plaginda farkli diizlemlerde sulandirimi ve plaktaki her
kuyucukta farkli konsantrasyonlarda bir araya gelmeleri séz konusudur.}’* 172 Dama
tahtasi panel 6rnegi Tablo 2.6’da gosterilmistir.

Dama Tahtas1 Yonteminin uygulanmasi

a. Mikrodiliisyon panelleri hazirlanir.

b. Panel icin kullanilacak antibiyotik son konsantrasyonlari hesaplanir.

c. Antibiyotik soliisyonlar1 hazirlanir.

d. Kuyucukta bulunmasi istenen son konsantrasyonun dort kat1 yogunlukta olan
ara sulandirimlar hazirlanir.

e. 100 ul buyyon besiyeri tiim kuyucuklara dagitilir.

f. Kombinasyonda kullanilacak ilk antibiyotik 100 ul yar1 yariya dilue edilerek
dagitilir, sonrasinda diger antibiyotik hangi oranda hazirlandiysa dilue edilen
kuyucuklara 100 pl eklenir (11. kuyucuk besiyeri kontrolii, 12. Kuyucuk
tireme kontrolii olarak kullanildigindan bu kuyucuklara antibiyotik
eklenmez).

g. Antimikrobik ajanlar 5 pl olacak sekilde plaklara dagitilir (11. Kuyucuk
besiyeri kontrolii olarak kullanildigindan bu kuyucuga antimikrobik ajan

eklenmez).1™
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Tablo 2.6. Mikrodiliisyon dama tahtasi panel 6rnegi

A 256

(Tuy/sn) XV TISAA

H 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512

SIPROFLOKSASIN (ug/ml)

2.3.3. Zamana Bagh Oldiirme Egrisi (Time-Kill Curves)

Dama tahtas1 yonteminde antimikrobiyal kombinasyonlarinin inhibitor etkileri
Olciilmesine karsin, bu yontemde kombinasyonlarin mikrobisidal aktivitesi belirlenir. Bu
nedenle bakterisidal tedavinin gerekli oldugu endokardit gibi klinik tablolarda zamana
bagli oldiirme egrisi yontemi kullanilmalidir. Bu ydntemin bir diger avantaji da
antimikrobiyal etki ve etkilesimin zamana bagl degisimini verebilmesidir. Oysa dama-
tahtas1 yonteminde degerlendirme sadece bir defa yapilmaktadir. Zamana baglh 6ldiirme
egrisi yonteminin dezavantajlar1 ise zaman alict ve uygulanmasinin zor bir yontem
olmasidir. Cok sayida koloni saymmi gerekmesi kullanilan antimikrobiyal sayisini
kisitlamaktadir. Bu nedenle test edilecek antimikrobiyallerin ve konsantrasyonlarinin ¢ok
dikkatle secilmesi gerekmektedir.}’® 174175
2.3.4. Difiizyon Yontemleri

Bu yontemin en 6nemli avantaji ticari olarak antibiyotik emdirilmis disk, serit

veya agar plaginin saglanabilmesidir. Giinlimiizde ticari olarak saglanabilen degisen
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konsantrasyonlarda antimikrobiyal emdirilmis seritler (E-test seritleri) kullanima
girmistir. E-test seritlerinin kullanildig1 difiizyon yonteminin diger (time-Kill ve dama
tahtas1) yontemlere gore belirgin avantajlar1 vardir. Bunlardan en 6nemlisi uygulamasi
kolay ve daha az zaman alic1 bir yontem olmasidir. Bu yontemin daha pratik olmasinin
bir nedeni de degerlendirmesinin daha kolay ve objektif olmasidir. Zamana bagli 6ldiirme
egrisi ve dama tahtast yOntemlerinde belirli antibiyotik konsantrasyonlarinda test
yapilabilirken E-test yOnteminde antibiyotiklerin degisen konsantrasyonlarinda
etkilesimi arastirma olanagi vardir 170 174, 176, 177

2.4. Yesil Cay (Camellia sinensis)

Camellia sinensis bitkisinden 5000 yildir ¢ay iiriinleri iiretilmektedir.!’® Cay
bitkisinden iiretim tekniklerindeki farkliliklara gore ¢ay; siyah cay (%75), yesil ¢ay (%23)
ve oolong (%2) cay1 elde edilmektedir.}”® Siyah cay iiretiminde yapraklar ezilerek ¢ay
polifenollerinin kondenzasyonuna sebep olan enzimatik oksidasyon ve fermentasyon
islemleri gercgeklestirilmektedir. Yesil cay lretiminde ise taze yapraklar isitilarak
enzimlerin inaktivasyonu saglanmakta bdylece polifenoller oksidasyondan korunmus
olmaktadir. Oolong cay1 ise yesil yapraklarin kismi-fermantasyonu ile tretilmektedir.
Boylece yesil ve siyah ¢ay karisimi elde edilmektedir. Bunlarin her biri “Camellia
sinensis” bitkisinden elde edilmis olsa bile farkl: iiretim teknikleri bu ¢aylarin birbirinden
farkl bir kimyasal bilesime sahip olmasini saglamaktadir (Tablo 2.7). Siyah ¢ayin temel
antimikrobiyal ve antioksidan potansiyelini teaflavinler ve tearubiginler gibi kompleks
antioksidanlar olustururken yesil ¢ay’in temel antioksidan kapasitesini kimyasal olarak

daha basit bir yap1ya sahip olan katesinler saglamaktadir,%
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Tablo 2.7. Yesil ¢ay ve siyah ¢ayin karsilastiriimasi (%)

Bilesik Yesil cay™ Siyah cay*
Protein 15 15
Aminoasit 4 4

Fibril 26 26
Karbonhidrat 7 7

Lipid 7 7

Pigment 2 2

Mineral 5 5

Fenolik bilesikler 30 )

Okside fenolik bilesikler 0 25

*Veriler, ¢ay yapraklarinin kuru agirligina isaret etmektedir.

2.4.1. Yesil Caymn Kimyasal Yapisi

Caym yapisinda bulunan flavanoidler sayesinde giiglii bir antioksidan ve
antimikrobiyal ~6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Onemli flavonoidlerden
epigallokatesin-3-gallat (EGCG), epikatesin (EC), epikatesingalat (ECG) ve
epigallokatesin (EGC) yesil c¢ay igerisinde fazlaca bulunmakla beraber, siyah cay
icerisinde daha az miktarda bulunmaktadir. Cay polifenollerinden en fazla ve yaygin
olarak goriilen EGCG katesinidir.'8?

1. (+) katesin (C),

2. (-) epikatesin (EC),

3. (+) gallokatesin (GC),

4. (-) epigallo katesin (EGC),

5. (+) katesin gallat (CG),

6. (-) epikatesin gallat (ECG),
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7. (+) gallokatesin gallat (GCG),

8. (-) epigallokatesin gallat (EGCG)

Cay bitkisindeki polifenollerin miktar1 geng yapraklardan, yasl yapraklara dogru
giderek azalir.® Caym yapisinda bulunan flavanol bilesikleri ve bu bilesiklerin acik

formiilleri Sekil 2.7, Sekil 2.8, Sekil 2.9, Sekil 2.10 ve Sekil 2.11 de gdsterilmistir.'8*

et EPIKATESIN (EC)

Sekil 2.7. Katesin (C) Sekil 2.8. Epikatesin (EC)

-0

EPIGALLOKATESIN (EGC) Oy

EPiIGALLOKATESIN GALLAT { EGCG)

Sekil 2.9. Epigallokatesin (EGC) Sekil 2.10. Epigallokatesin Gallat (EGCG)
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o - A A
" EPIKATESIN GALLAT (ECG)

Sekil 2.11. Epikatesin Gallat (ECG)

Katesinler ayn1 zamanda polifenoller grubundan, sarap, ¢ay, meyve ve ¢ikolatada
bulunan flavanoidlerdir. Bu grup flavanoidler major olarak katesin, epikatesin,
epigallokatesin alt gruplarimi icermektedir. Katesinler dogal antioksidan aktiviteleriyle
bilinirler ve bitkilerdeki bu polifenoller genellikle viral, inflamatuar, vaskiiler,

gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar,8% 188

Tablo 2.8. Yesil cayin fenolik madde kompozisyonu'®’ 168
Bilesen ( mg/100 mL) Kuru madde (%o)
Epikatesin 1.0-9.54 0.55-0.87
Epikatesin gallat 3.0-4.92 1.95-2.91
Epigallokatesin 2.0-36.2 0.44-0.88
Epigallokatesin gallat 6.0-32.6 13.37-13.74
Gallokatesin 2.57-2.81 -
Gallokatesin gallat - 0.26-0.38

Katesinler yesil ¢ay yapraklarindaki ana biyoaktif bilesenleri olusturur (kuru
agirhigin % 25-35’lik kismi). Bir bardak yesil ¢ay 100-200 mg katesin icerir.?% 18

2.4.2. Yesil Caymn Saghk Uzerine Etkisi

Cay en cok tiiketilen iceceklerden birisidir. Ozellikle yesil ¢cayin, 2000 yildan beri

saglikli bir icecek olarak kullanimi tavsiye edilmektedir.!®® insan saglig1 acisindan olumlu
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etkilerinin goriilmesi sebebiyle son 20 yildir yesil ¢ay iizerindeki ilgi katlanarak
artmaktadir.'®! Yesil cayin basta kardiyovaskiiler rahatsizlik olmak iizere oral kanser ve
obezite insidansini azaltan, antimikrobiyal, antifungal ve antioksidan aktivite gosteren
biyolojik etkileri bilinmektedir.1921%

Ayrica yesil ¢ayin polifenol igeriginin Helicobacter pylori, MRSA, Streptococcus
mutans, Streptococcus sobrinus, Salmonella typhi, Shigella dysentery, Shigella flexneri
ve Vibrio cholera gibi bir¢cok patojen bakterinin gelismesini inhibe edici etkisinin oldugu
da rapor edilmistir.2% 193 19197 Ayrica bu polifenollerin human immunodeficiency viriis
(HIV), Hepatit ve influenza viriislerine kars1 da etkili olduklari bildirilmistir.2% 1% Yesil
¢ayin insan saglig1 iizerine bir¢ok yararli etkisinin goriilmesi arastirmacilari yesil ¢ayin
agiz ve dis saghg lzerine etkilerine yogunlastirmistir ve bu alandaki ¢aligmalar1 da
arttlrrnlsUr.lgO' 200, 201

Yesil caymm S. mutans ve S. sobrinus iizerine inhibe edici etkisinin oldugu
calismalarda gosterilmektedir.?%? Naderi ve arkadaslarmin iran siyah cay1 ve yesil ¢aymin
S. mutans iizerine etkilerini inceledikleri calismalarinda Iran siyah ¢aymin 100 mg/ml ve
lizeri, Iran yesil caymin ise 150 mg/ml ve {izeri konsantrasyon diizeylerinde S. mutans"
inhibe ettigi gosterilmistir.?®® Xu ve arkadaslar1 ise yesil ¢ayin S. mutans'in virulans
aktivitesi lizerine yaptiklar1 caligmalarinda, yesil cayin epigallokatesin gallate igeriginin
S.mutans'a kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigini ayrica ¢liriik gelisimi ile ilgili
virulans faktorlerini baskiladigim bildirilmektedir.2%

Yesil cayda bulunan polifenollerin bir diger yarari ise mikroorganizmalarin dig
sert dokularmna tutunmalarini engellemeleridir. Bu sayede dental plak olusumunu
engellemekte ve mikroorganizmalarin dis yiizeyinde asit iiretimini azaltmaya yardimci
205

olmaktadir.

Yesil caymn antiviral etkinligi icerdigi polifenollerin antioksidan aktivitesine
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baglanmaktadir. Polifenoller viriisiin hiicre membranina zarar veren enzimlerini inaktive
ederek viriisiin hiicreye tutunmasini ve penetrasyonunu engellemektedir. /n vitro olarak
EGCG’in influenza virlisiiniin viral hemaglutinine tutunarak hedef hiicre reseptoriine
baglanmasini engelledigi gosterilmektedir. Yesil ¢ayin, HIV tip 1, Herpes Simlex Virus
(HSV) tip 1, Epstein Barr ve Adenoviriis ve daha birgok viriisiin mekanizmasini bozdugu
belirtilmektedir.2%

EGCG, teaflavin digallate ve diger yesil cay komponentleri konsantrasyona bagl
olarak c¢esitli mantar tiirlerine karsi antifungal etkinlik gosterebilmektedir. EGCG,
antifungal olarak kullanilan Amfoterisin B’nin antifungal etkinligini arttirmaktadir.
Ayrica EGCG’nin flukonazol ile kombine kullanimi flukonazol direngli mantarlari inhibe
edebilmektedir. EGCG ve antifungal ilaglarin kombine kullanim1 Candida albicans'in
oral, intestinal ve vajinal siiper enfeksiyonlarinin tedavisinde etkili olabilmektedir.?%’

Diinyadaki en popiiler igeceklerden biri olan yesil cayin MRSA ve MDR-P.
aeruginosa dahil olmak tizere ¢esitli patojen bakterilere kars1 antimikrobiyal aktiviteleri
oldugu bildirilmisgtir.2® 208

Yesil ¢ay ekstraktlarinin ve polifenollerinin (6zellikle EGCG, ECG), mikrobiyal
sistemlerde (Salmonella Typhimurium ve Escherichia coli), memeli hiicre sistemlerinde
ve in vivo hayvan deneylerinde ¢esitli mutajenlere karsi antimutajenik etki gosterdigi de
bildirilmistir.?*

Caydaki polifenoller olan katesinler, antosiyanidinler ve hidrolize edilebilir
taninler antimikrobiyal etki gdstermektedir. Bakterilerin polifenollere olan toleransi,
bakteri tiirii ve polifenol yapisma gore degisiklik gostermektedir.?!® Yesil caydan
ekstrakte edilen polifenoller, gram negatif bakteriler kadar gram pozitif bakteriler
lizerinde de inhibitor etki gostermektedir. Yesil cay ekstraktlarinin cesitli bakteri

izolatlarina olan duyarlilig: hiicre zarlarindaki farkliliklarla da iliskilendirilebilmektedir.
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Yesil ¢ay ekstraktinda bulunan katesinler arasinda, EGCG ve ECG yapilarinda bulunan
galloil kisimlarindan dolay1 antimikrobiyal aktivite gostermede diger katesinlerden ¢ok
daha etkilidir. Bir bakterinin dis hiicre zar1 ya da sitoplazmik zar1, ¢ift katmanli fosfolipit
ve proteinlerden olusmaktadir ve bu kisim antimikrobiyal bilesiklerle etkilesimin major
kismidir. Dogal bitki ekstraktlarinin reaktif gruplarindaki konjuge cift baglar ve
fonksiyonel hidroksil gruplar, hiicre duvari bilesenlerinin baglarinda bulunmaktadir.
Katesinler (galloil ve gallik kisimlar), ¢ift katli lipit zar iizerinde, hiicre 6liimlerine kadar
gidebilen, hiicre yapisi ve fonksiyonu kayiplariyla sonuglanan bozucu bir etkiye sahiptir.
Epikatesin, kafeik asit, benzoik asit ve sirinjik asit gibi major fenolik bilesenler, hiicrenin
ozmotik basincini etkileyerek hiicre morfolojisini degistirmekte, bdylece sitoplazmik zar1
bozmakta ve hiicre bilesenlerinin sizmasia neden olmaktadir.?'!

Polifenoller, klostridya spp. ve Helicobacter pylori’yi inhibe etmekte fakat bazi
intestinal laktik bakterileri inhibe etmemektedir. Cay ekstraktlarinin S aureus, S.
disenteriae, V. cholerae, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, vs. gibi gida
patojenlerinin inhibitorleri olarak etki ettiklerini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.?t
Katesin icerigi Clostridium botulinum‘un da gelismesini azaltmaktadir.?!? Spor olusturan
termofilik bakteriler lizerine yesil ¢ay polifenollerinin etkisi ilizerine yapilan bir baska
caligmada, Bacillus  bakterileri  arasinda, g¢ay  polifenollerinin  Bacillus
stearothermophilus‘a kars1 antibakteriyel etki gosterdigi bulunmustur. Ayrica yine ayni
caligsmada, ¢ay polifenollerinin ana bileseni olan (-)- epigallokatesin galat hem Bacillus
stearothermaphilus hem de Clostridium thermoaceticum‘a kars1 giiglii aktivite gosterdigi

belirtilmektedir.?3
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3. MATERYAL VE METOT

Calisma, Atatiirk Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 08/12/2016

tarihli oturumu ve B.30.2.ATA.0.01.00/217 say1l1 karar1 ile onaylanmaigtir.

Kullanilan Madde ve Cihazlar

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Kanli Agar (Blood Agar Base) (Oxoid)
Mueller-Hinton Broth (MHB) (Merck)
Mueller-Hinton Agar (MHA) (Merck)
Etiv

Hassas Terazi

Siprofloksasin Toz (Sigma-Aldrich)
McFarland Densitometre (Biosan)
Buytiteg

Sefoksitin E-test Strip (BioMerioux)
E-test Strip (Siprofloksasin igeren) (BioMerioux)
U Tabanli ELISA Mikroplate

Evaporator

Steril Distile Su

Metanol ve Etil Asetat

DMSO (Dimetil Siilfoksit)

Membran Filtre 0,2 um (Whatman, USA)
Hizli lateks koagiilaz kiti (Plasmatec, UK)
Derin Dondurucu

Eppedorf Tiipleri 2 ml.’lik

Steril Pamuklu Ekiivyon Cubugu

3.1. izolatlar

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Merkezi Tibbi
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Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvarinda 01 Ocak 2010-12 Aralik
2014 tarihleri arasinda gesitli klinlerden gonderilen farkli klinik 6rneklerden (yara, kan,
idrar) izole edilen 90 MRSA susundan 54’1 siprofloksasine direngli bulundu ve bu 54
suslarin her biri farkli hastalardan izole edilmis kokenlerdi. 54 MRSA izolatinin her
birinin ayr1 ayr1 yesil ¢ay; siprofloksasin MIK degeri tespit edildi. Daha sonra
siprofloksasin direngli 54 izolatta yesil ¢ay + siprofloksasin kombinasyonun sinerjik
etkisi dama tahtas1 ydntemiyle arastirildi. Dama tahtasi yontemiyle elde edilen FIK
degerlerine gore bu izolatlarda yesil ¢ayin siprofloksasin ile sinerjik etkisi belirlendi.

3.1.1. izolatlarin Tanimlanmasi

Besiyerinde saf koloni seklinde iireyen, gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, aerob ve
kok morfolojisine sahip, oksidaz negatif, katalaz pozitif, koagiilaz pozitif (Sekil 3.1) ve
sefoksitine direngli (Sekil 3.2) goriilen izolatlar degerlendirilmistir. Bu izolatlar ayrica
VITEK 2® (BioMérieux, USA) otomatize bakteri tamimlama sistemi (Sekil 3.3)
kullanilarak da tiir diizeyinde tanimlama yapilmistir. Tiplendirme yapilan MRSA
izolatlar1 calisma zamanina kadar -80°C %16’lik gliserol buyyon besiyerinde
saklanmustir.?'4

Calismada S. aureus American Type Culture Collection (ATCC) 43300 suslari

kontrol susu olarak kullanilmustir.
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Sekil 3.1. S. aureus tanimlamak i¢in hizli lateks koagiilaz kiti (Plasmatec, UK)
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Sekil 3.3. Otomatize bakteri tanimlama sistemi (VITEK 2®

3.2. izolatlarin Siprofloksasin Direncinin Saptanmasi

3.2.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Testi

Caligma amaciyla mikrotiiplerde uygun kosullarda biriktirilip saklanan izolatlar
caligma giinii %5’lik koyun kanli agara ekildi ve bir gece 35 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda taze Kkiiltiirdeki kolonilerden buyyon agar igerisinde 0,5
McFarland yogunlugunda (108 CFU/mL) olacak sekilde siispansiyon hazirlandi.
Hazirlanan siispansiyondan steril ekiivyon ¢ubuk yardimiyla 4 mm kalinligindaki Mueller
Hinton Agar (MHA) besiyerine ekim yapildi. Daha sonra Siprofloksasin (CIP, 5ug)
(Oxoid, UK) yerlestirildi ve 35 °C’de 18-24 saat etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1

elde edilen zon ¢aplar1 CLSI M100-S24’de Onerilen kriterlere gore disk diflizyon
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duyarlilik zon ¢aplarina (Tablo 3.1.) gore S (susceptible, duyarl), I (intermediate, orta
duyarll) ve R (resistant, direncli) olarak degerlendirildi.®® Calismaya dahil edilen
izolatlardan siprofloksasin direngli goriilen 54 MRSA izolat1 siprofloksasin MIK

degerlerinin arastirilmasi i¢in ¢alisma kapsamina alindi.

Tablo 3.1. CLSI tarafindan énerilen S. aureus CIP zon caplar1 ve MIK degerleri

Zon Caplari MiK Degerleri
Disk (mm) (ng/ml)
Antibiyotik Icerik
Miktari Orta . . Orta . .
Duyarh Duyarh Diren¢li Duyarh Duyarh Direncli
Siprofloksasin 0.5 pg >21 16-20 <15 <1 2 >4

Sekil 3.4. Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle MRSA’larda CIP direnci

3.2.2. Siprofloksasine Direngli izolatlarin MiK Degerlerinin Belirlenmesi

3.2.2.1. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi (Broth Mikrodiliisyon Yontemi, BMD)

Oncelikle iiretici firmadan (Sigma Aldrich, USA) temin edilen siprofloksasin toz
formu antibiyotigin potens degerlerine gore uygun ¢dziicli ve sulandirict olarak steril
distile su kullanilarak 1024 pg/ml son konsantrasyon olacak sekilde stok soliisyonu

hazirlandi.
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Calismada kullanilacak siprofloksasinin toz formu i¢in CLSI’nin 6nerdigi sekilde
steril distile su kullanilarak antibiyotik stok soliisyonu hazirland1.*® Distile su olarak ticari
firmalarca tiretilen 5 cc’lik hazir ampullerden temin edildi. Daras1 alinmis steril kaplarla
hassas terazide tartilan antibiyotik tozu, uygun sivi hacimleri g6z 6niinde bulundurularak
yine uygun ¢oziicli ve sulandiricida karistirilmak suretiyle eritilip, diliie hale getirildi.
CLSI’nin sivit mikrodiliisyon yontemi i¢in standardize ettigi Katyon Ayarli (20-25 mg/|
Ca++ ve 10-12,5 mg/l Mg++ iceren) Mueller Hinton Broth (KAMHB) besiyeri hazirland1
ve ¢alismamizda kullanildi.*

Daha sonra 96 kuyucuklu steril U tabanli plaklara 100’er ul KAMHB besiyeri
eklendikten sonra ilk kuyucuga test edilecek antibiyotigin baslangi¢c konsantrasyonunu
iceren ¢ozeltisinden 100’er pl konuldu. Test edilecek en yliksek ilag konsantrasyonunun
eklendigi ilk kuyucuktan 100 pul alinip 2. kuyucuga aktarim ve pipetaj, 2. kuyucuktan 100
ul alinip 3. kuyucuga aktarim ve pipetaj seklinde 10. Kuyucuga kadar, ilacin ¢ift kat seri
diliisyonlar1 yapildr (diliisyon araligt: 1-512 ug/ml) ve son kuyucuktan 100 pl alinip
disar1 atildi. Plak iizerindeki 11. kuyucuk iireme kontrolii, 12. kuyucuk ise besiyeri
kontrolii i¢in kullanildi. Bu iki kuyucuga antibiyotik pipetlenmedi. Daha sonra %5 Koyun
Kanli Agar (KKA) besiyerine ekilmis ve etiivde aerobik ortamda, normal atmosferde,
37°C’de, 18-24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra saf olarak elde edilen bakteri
kolonilerinden 3cc steril distile su i¢inde 0,5 McFarland bulanikliga esit olacak sekilde
bakteri silispansiyonu hazirlandi. Bu silispansiyon, 1/10 oraninda KAMHB ile
sulandirilarak, son bakteri inokuliim konsantrasyonu 5x10° CFU/ml olacak sekilde iireme
kontrol kuyucugu da dahil olmak iizere her bir kuyucuga 10 pl eklendi. Besiyeri kontrol
kuyucuguna bakteri siispansiyonu pipetlenmedi. Daha sonra plagin iistii kapatilarak
37°C’de inkiibasyona birakild1. 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra plak etiivden ¢ikarildi,

kuyucuklar goézle degerlendirildi ve iireme goriilmeyen en diisiik antibiyotik
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konsantrasyonu o ilacin galisilan bakteri icin MIK degeri olarak saptandi.

3.3. Yesil Cay Ekstraktinin Hazirlanmasi

Sezonunda Rize’den toplanan 2.5 yapraklik yesil ¢ay bitkisi kurumaya birakildi.
Daha sonra Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda &ziitleme islemine tabi tutuldu. Oncelikle kurutulan ve daha sonra toz
haline getirilen 100 gram yesil cay yapraklar1 1 litre metanolle Soxhlet ektraktérde
(SIGMA-ALDRICH, 322415) kullanilarak kaynama noktasini gegmeyecek sicaklikta 72
saatte ekstrakte edildi. Ekstraktlar Whatman filter No.1 ( Dassel, Germany) ile filtre
edildikten sonra bir doner buharlastirici kullanilarak 40 °C’* de vakumda konsantre edildi.
Hazirlanan yesil ¢ay ekstrakti liyofilize edilerek test asamasimna kadar +4°C’ de
sakland1.?%®

3.3.1. Siprofloksasin Direncli izolatlarm Yesil Cay MIK Degerinin
Belirlenmesi

Oncelikle DMSO igerisinde ¢dziilmiis olan yesil cay siispansiyonundan serum
fizyolojik (SF) kullanilarak son konsantrasyonda 1024 ug/ml olacak sekilde yesil ¢ay stok
solisyonu hazirlandi.

Daha sonra 96 kuyucuklu steril U tabanli plaklara 100’er ul KAMHB besiyeri
eklendikten sonra ilk kuyucuga yesil c¢ay baslangic konsantrasyonunu igeren
cozeltisinden 100’er pl konuldu. Test edilecek en yiiksek ilag konsantrasyonunun
eklendigi ilk kuyucuktan 100 pl alinip 2. kuyucuga aktarim ve pipetaj, 2. kuyucuktan 100
pl alinip 3. kuyucuga aktarim ve pipetaj seklinde 10. Kuyucuga kadar, ilacin ¢ift kat seri
dilisyonlar1 yapildr (diliisyon araligi: 1-512 pg/ml) ve son kuyucuktan 100 pl alinip
digar1 atildi. Plak iizerindeki 11. kuyucuk iireme kontrolii, 12. kuyucuk ise besiyeri
kontrolii i¢in kullanildi. Bu iki kuyucuga yesil ¢ay pipetlenmedi. Daha sonra %5 Koyun

Kanli Agar (KKA) besiyerine ekilmis ve etiivde aerobik ortamda, normal atmosferde,
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37°C’de, 18-24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra saf olarak elde edilen bakteri
kolonilerinden 3 cc steril distile su iginde 0,5 McFarland bulanikliga esit olacak sekilde
bakteri silispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyon, 1/10 oraninda KAMHB ile
sulandirilarak, son bakteri inokuliim konsantrasyonu 5x10° CFU/ml olacak sekilde iireme
kontrol kuyucugu da dahil olmak iizere her bir kuyucuga 10 pl eklendi. Besiyeri kontrol
kuyucuguna bakteri siispansiyonu pipetlenmedi. Daha sonra plagin iistii kapatilarak
37°C’de inkiibasyona birakildi. 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra plak etiivden ¢ikarildi,
kuyucuklar gozle degerlendirildi ve {ireme gorilmeyen en diisiik antibiyotik
konsantrasyonu o ilacin ¢alisilan bakteri i¢in MIK degeri olarak saptandi.

3.4. Sinerji Testi

Calismaya alman 54 MRSA izolatinda CIP+Green Tea Ekstrakt (GTE)
kombinasyonunun sinerjik etkinligi dama tahtasi yontemiyle degerlendirildi.

3.4.1. Dama Tahtas1 Yontemiyle Yesil Cay + Siprofloksasin Kombinasyonun
Sinerjik Etkisinin Arastirilmasi

Dama Tahtas1 Yontemi (Checkerboard Yontemi)

Bu yontem igin sinerji testi yapilacak 54 MRSA izolati i¢in ayr1 ayr1 belirlenen
yesil cay ve siprofloksasin MIK degerlerine gére stok soliisyonlar1 hazirlandi. Daha sonra
stok soliisyonlar1 hazirlanan yesil ¢ay ve siprofloksasin i¢in ayr tiiplerde cift kat seri
diliisyonlar yapildi. Calisilacak MIK degerlerinin belirlenmesinde sinerji test edilecek
yesil cay ve siprofloksasinin ayni kuyucuga konulunca birbirini bir kat diliie edeceginden
dolay1 kombinasyonu gergeklestirilen siprofloksasin ve yesil ¢cayin, ¢alisilan izolatlar i¢in
onceden belirlenmis olan MIK degerlerinin bes kat asagisindan iki kat yukarisina kadar
dilisyonlarini verecek olmasina dikkat edilmistir. Bu amagla siprofloksasin i¢in 2048-4
ng/ml ve yesil cay icin her izolatin elde edilen MIK degerine gére seri diliisyonu yapilmis

tiipler hazirlanmstir.
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Daha sonra %5 koyun kanl1 agardaki bir gecelik inkiibasyon sonrasi elde edilen
MRSA kolonilerinden katyonlanmis Mueller-Hinton Buyyon’a (MHB: Mg+2: 10-12.5
mg/L, Ca+2: 20-25 mg/l) bulaniklik 0.5 McFarland (1.5 x 108 CFU/ml) olacak sekilde
inokiile edilmis siispansiyonlar hazirlandi. Ardindan bu siispansiyonlar 1:30 oraninda
diliie edildikten sonra (5 x 10° CFU/ml) sterilite kontrol kuyucugu disindaki biitiin
kuyucuklarina 10’ar pl inokiilasyon yapildi. inokiilum saflik kontrolii igin, kullanilan
bakteri siispansiyonu (5 x 108 CFU/mI) 1:100 oraninda sulandirilip 1 pl bir kanl agar
plagma yayild1 ve ertesi giin saflik arastirildi. Inokiilum yogunlugunun kontrolii igin
tireme kontrol kuyucugundan alinan bir miktar bakteri siispansiyonu 1:500 oraninda %8.5
steril tuzlu suyla diliie edildi ve buradan alinan 100 pl bir kanli agar plagina yayildiktan
sonra ertesi giin lireyen koloni sayist hesaplanarak kontrolii yapildi.

Boylece her MRSA izolat1 ve buna karsi denenecek kombinasyon i¢in ayr1 bir 96
kuyucuklu U tabanli ELISA plag: (Sekil 3.5) hazirlandi.

Ardindan daha Once hazirlanan yesil cay ve siprofloksasin seri diliisyon
tiiplerinden her kuyucuga dama tahtas1 yontemine uygun olarak 50°ser ul eklendi. Her
ELISA plaginda bir kuyucuk (Al) ireme kontrol kuyucugu olarak antibiyotiksiz
birakilirken bir kuyucuk da (H12) sterilite kontrol kuyucugu olarak yalniz besiyeri
icerecek sekilde hazirlandi. Ilk yatay sira (A2-A12) ve ilk dikey siitun (B1-H1)
kuyucuklar1 yesil cay ve siprofloksasinin tek basina MIK’lerinin belirlenmesi igin

kullanildi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Kombinasyon etkisi denenen siprofloksasin ve yesil cayin paneldeki
kombinasyon-diliisyonlar (pg/ml)?

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Ureme

al a2 ad a8 al6 a32 a64 al28 a256 ab12 al024
Kontrol

al a2 a4 a8 alé a32 ab4 al28 a256 ab12 al024

B b4 + + + + + + + + + + +
b4 b4 b4 b4 b4 b4 b4 b4 b4 b4 b4
c al a2 ad a8 al6 a32 a64 al28 a256 ab12 al024
b8 + + + + + + + + + + +
b8 b8 b8 b8 b8 b8 b8 b8 b8 b8 b8
D al a2 ad a8 al6 a32 a64 al28 a256 ab12 al024
b16 + + + + + + + + + + +
b16 b16 b16 b16 b16 b16 b16 b16 b16 b16 b16
E al a2 a4 a8 alé a32 ab4 al28 a256 ab12 al024
b32 + + + + + + + + + + +
b32 h32 b32 b32 h32 h32 h32 bh32 b32 b32 b32
E al a2 a4 a8 alé a32 ab4 al28 a256 a512 al024
b64 + + + + + + + + + + +
h64 B64 h64 b64 h64 h64 h64 h64 h64 h64 h64
G il a2 a4 a8 alé a32 ab4 al28 a256 a512 al024
b128 b12 + + + + + + + + + +
8 b128 b128 b128 b128 bl128 bl28 bl28 bl28 b128  b128
al
a2 a4 a8 alé a32 ab4 al28 a256  ab12 -
H b256 ;25 + 4 + + 4 + + + + SKte““tT
p b256 b256 b256 b256  b256  b256  b256  b256  bose  fontro

a: Siprofloksasin b: Yesil Cay

Dama tahtas1 paneli tamamlandiktan sonra ELISA plagi (Sekil 3.5) kapaklari
kapatild1 ve plaklar 16-20 saat 35-37°C’de inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda iireme
kontrolii ve besiyeri sterilite kontrolii yapildiktan sonra plaklar okundu. Once A2-A12
sirasindaki siprofloksasinin daha sonra da B1-H1 siitunundaki yesil ¢ayin tek bagma MIiK

degerleri okunup kaydedildi.
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Sekil 3.5. Dama tahtas1 yontemiyle ¢alisilmis Siprofloksasin-Yesil Cay

Ardindan kombinasyon testi okundu ve her sira ve siitunda tireme olan kuyucuklar
pozitif kabul edilerek kayit formunda isaretlendi, hi¢ iireme goriilmeyenler bos birakildi.

Sonuglarin yorumu i¢in her iki antimikrobiyal ajanin fraksiyonel inhibisyon
konsantrasyonu (FIK) indeksleri ayr1 ayr1 hesapland.

Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyonu indeksi (FiK)

Kombinasyon Etkinlik Degerlendirilmesi Kombinasyonlarin  etkinligini
belirlemek i¢in FiK indeksi asagidaki formiile gére uygulandi.?!’

A: Kombinasyonda kullanilan antibiyotik

B: Kombinasyonda kullanilan yesil ¢ay ekstrakti

FiK indeksinin hesaplanmast:

B’nin varliginda A’nin MiK sayisal degeri

FIK A=
Tek basma A’nin MIK sayisal degeri

A’nin varliginda B’nin MIK sayisal degeri
FIK g =

Tek bagma B’nin MIK sayisal degeri
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¥ FIK indeksi = FIK A + FIK B
¥ FIK indeksi < 0,5: sinerji

¥ FIK indeksi >0,5 ve <1: aditif
Y FIK indeksi >1 ve 4 < : etkisiz
¥ FIK indeksi >4: antagonizma

Bu c¢alismaya alinan 54 MRSA klinik izolatinda denenen iki antimikrobiyal ajanin
kombinasyonu icin FiK indeksleri hesaplanip etkilesimler sinerjik, aditif, etkisiz ve

antagonistik olarak kaydedildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Izolatlari Ozellikleri

Bu calismada Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Merkezinde yatmakta olan hastalardan 13 farkli servisten tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarlarina gonderilen ve degisik klinik 6rneklerden Ocak 2010 ile Aralik 2014
tarihleri arasinda izole edilen 90 MRSA izolati degerlendirilmistir. MRSA izolatlari en
fazla I¢ Hastaliklar1, Ortopedi ve Travmatoloji ile Beyin Cerrahisi servislerinde yatan
hastalardan izole edilmistir. Calismada kullanilan MRSA izolatlarinin servislere gore

dagilimi Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Calisilan MRSA izolatlarinin kliniklere gore dagilimi (n=90)

Servis n (izolat sayis) Yiizde(%0)

I¢ Hastaliklart 14 15.6
Ortopedi ve Travmatoloji 14 15.6
Beyin Cerrahisi 12 U3
Pediatri 11 12.2
Anestezi ve Reanimasyon 10 11.1
Enfeksiyon Hastaliklar 6 6.7
Genel Cerrahi 6 6.7
Noroloji 5 5.6
Uroloji 5 5.6
Gogilis Cerrahisi 3 3.3
Kardiyoloji 2 2.2
Kulak Burun Bogaz 1 11
Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi 1 11

Toplam 90 100

Calismaya dahil edilen MRSA izolatlarinin %49°u yara, %27’si kan ve %14’i
idrar olmak tizere 3 farkli klinik 6rnek tiirtinden izole edilmistir. Calismaya dahil edilen

izolatlarin klinik 6rnegin tiiriine dagilimlar1 Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2. Calisilan MRSA izolatlarinin klinik 6rneklere gore dagilimi (n=90)

Klinik Ornekler n (izolat Sayis1)  Yiizde (%)
Yara 49 54.4
Kan 27 30
Idrar 14 15.6
Toplam 90 100

4.2. Antibiyotik Duyarhlik Sonuclari

4.2.1. MRSA izolatlarinda Disk Difiizyon Yontemiyle Siprofloksasin
Duyarhhklarmin Belirlenmesi

Calismaya alinan 90 MRSA izolatinda MIK ve sinerji bakilmadan énce disk
diftizyon yontemiyle siprofloksasinin (CIP) antibiyogram sonuglarina bakilmis ve
direncli izolatlar1 belirlenerek bir sonraki asama olan MIK i¢in ayirilmistir. Antibiyogram
sonucuna gore MRSA izolatlarinin 54 (%60)’1 siprofloksasine direngli 36’Sinin da (%40)

duyarli oldugu tespit edilmistir. (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. MRSA izolatlarinin disk difiizyon yontemine gore antibiyotik duyarliliklart

Antibiyotik n (CIP) Yiizde (%)
Duyarh (S) 36 40
Orta Duyarh (I) 0 0
Direncli (R) 54 60
CIP: Siprofloksasin 90 100

4.2.2. MRSA lIzolatlarinda Sivi Mikro Diliisyon Yéntemiyle Siprofloksasin
Duyarhhklarinin Belirlenmesi
Disk diflizyon yontemiyle siprofloksasin direnci tespit edilen 54 MRSA izolatinin

CIP MIK degerleri s1vi mikrodiliisyon yontemi ile arastirilmustir. Izolatlardan 19’unda
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256 pg/mL, 17’°sinde 128 pg/mL, 8’inde 64 pg/mL, 2’sinde 32 pg/mL, 3’tinde 16 ng/mL
ve 5 tanesinde de 8 ng/mL MIK degerleri tespit edilmistir. Srvi mikrodiliisyon ydntemi
ile tespit edilen MRSA CIP antibiyotik duyarlilik test sonuglari izolat kodlariyla birlikte

Tablo 4.4’de gosterilmistir. MiKso: 128 pg/mL, MiKgo: 256 pg/mL

CIP MiK Deger Yiizdeleri

* 256 pug/mL ™ 128 pg/mL ® 64 pg/mL ™32 pg/mL ~ 16 ug/mL = 2 pug/mL

Sekil 4.1. MRSA izolatlarinda siprofloksasin (CIP) MIK deger yiizdeleri (n: 54)

Tablo 4.4. MRSA izolatlarinda siprofloksasin MiK degerleri (ug/mL)

Sus Kayit No Siprofloksasin(ug/mL) Sus Kayit No Siprofloksasin(ug/mL)

MRSA 39 128 MRSA 86 128
MRSA 40 128 MRSA 74 128
MRSA 8 64 MRSA 77 128
MRSA 14 256 MRSA 84 16
MRSA 80 128 MRSA 60 256
MRSA 58 128 MRSA 88 256
MRSA 73 128 MRSA 87 16
MRSA 25 64 MRSA 2 256
MRSA 29 8 MRSA 4 256
MRSA 28 64 MRSA 65 64
MRSA 27 64 MRSA 66 128
MRSA 7 256 MRSA 83 64
MRSA 26 256 MRSA 32 256
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Tablo 4.4. (Devami)

MRSA 72 128 MRSA 12 256
MRSA 81 128 MRSA 13 8

MRSA 17 256 MRSA 11 128
MRSA 1 256 MRSA 37 128
MRSA 6 16 MRSA 16 128
MRSA 75 256 MRSA 42 64
MRSA 67 8 MRSA 41 256
MRSA 69 256 MRSA 61 256
MRSA 70 32 MRSA 68 8

MRSA 71 8 MRSA 22 64
MRSA 43 128 MRSA 10 32
MRSA 35 256 MRSA 36 128
MRSA 33 256 MRSA 18 256
MRSA 38 256 MRSA 19 128

N: 54, Standart Sus Metisilin Direngli S.aureus ATCC 43300: 128 (ug/mL) MiK

Tablo 4.5. MRSA Izolatlarinda Siprofloksasin MiKmin-max MIK50 ve MIK90 degerleri
(ng/mL)

Siprofloksasin (CIP)

MiKmin-max 8-256
MiKso 128
MiKgo 256

4.3. Yesil Cay Ekstrakti (GTE) Duyarhhk Sonuglar1 (MiK)

Disk difiizyon yontemiyle siprofloksasin direnci tespit edilen 54 MRSA izolatinin
Yesil cay ekstrakti (GTE) MIK degerleri sivi mikrodiliisyon yontemi ile arastirilmistir.
Izolatlardan 27’sinde 64 pg/mL, 12°nde 32 pg/mL, 10°’nunda 128 pg/mL, 3’nde 16

png/mL ve 2’sinde 256 pg/mL MIK degerleri tespit edilmistir. Sivi mikrodiliisyon
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yontemi ile tespit edilen MRSA GTE MIK duyarlilik test sonuglari sus kodlariyla birlikte

Tablo 4.6’da gosterilmistir.

GTE MIK Deger Yiizdeleri

70% 0

19%

256 ug/mL M 128 ug/mL M 64 pg/mL W32 pg/mL

Sekil 4.2. MRSA suslarinda yesil ¢ay ekstrakti (GTE) MIK deger yiizdeleri (n: 54)

Tablo 4.6. MRSA suslarinda yesil ¢ay MiKmin-max MIKso ve MIKgo degerleri (ug/mL)

Yesil Cay Ekstrakti (GTE)

MiKmin-max 16-256
MiKso 64
MiKgo 128

Tablo 4.7. MRSA suslarinda yesil ¢ay ekstrakti (GTE) MIK degerleri (ug/mL)

Sus Kayit No GTE (ug/mL) Sus Kayit No GTE (ug/mL)
MRSA 39 64 MRSA 86 64
MRSA 40 64 MRSA 74 32

MRSA 8 256 MRSA 77 16
MRSA 14 64 MRSA 84 128
MRSA 80 64 MRSA 60 16
MRSA 58 32 MRSA 88 32
MRSA 73 64 MRSA 87 32
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Tablo 4.7. (Devami)

MRSA 25 128 MRSA 2 128
MRSA 29 64 MRSA 4 32
MRSA 28 64 MRSA 65 64
MRSA 27 128 MRSA 66 32
MRSA 7 64 MRSA 83 32
MRSA 26 64 MRSA 32 32
MRSA 72 64 MRSA 12 32
MRSA 81 64 MRSA 13 16
MRSA 17 64 MRSA 11 64
MRSA 1 64 MRSA 37 128
MRSA 6 128 MRSA 16 64
MRSA 75 64 MRSA 42 128
MRSA 67 64 MRSA 41 64
MRSA 69 32 MRSA 61 64
MRSA 70 64 MRSA 68 64
MRSA 71 32 MRSA 22 128
MRSA 43 32 MRSA 10 128
MRSA 35 128 MRSA 36 64
MRSA 33 64 MRSA 18 256
MRSA 38 64 MRSA 19 64
n: 54 Standart Sus Metisilin Direngli S.aureus ATCC 43300 64 (ug/mL) MiK

4.3. Siprofloksasin (CIP) + Yesil Cay Ekstrakti (GTE) Kombinasyon
Duyarhhk Sonug¢lar (MIK)

Stvi mikrodiliisyon ydntemiyle MRSA siprofloksasin MIK degeri elde edilen 54
izolat icin siprofloksasin (CIP) ve yesil ¢ay ekstraktinin (GTE) kombinasyon MIiK
duyarlilik degerleri dama tahtas1 yontemiyle tespit edilmistir. Dama tahtas1 yontemiyle
bu 54 izolat i¢in siprofloksasin + Yesil ¢cay kombinasyonundan elde edilen MIK degerleri

asagidaki Tablo 4.8’de gosterilmistir.
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Tablo 4.8. MRSA izolatlarinda CIP + GTE kombinasyonundan elde edilen MiK degerleri
(ng/mL)

Sus Kayit No +(uC;I:L) GTE Sus Kayit No CIP GTE

MRSA 7 4 16 MRSA 4 16 64
MRSA 19 8 32 MRSA 2 8 32
MRSA 26 16 64 MRSA 32 8 32
MRSA 17 16 32 MRSA 12 8 32
MRSA 1 8 32 MRSA 41 8 32
MRSA 35 8 32 MRSA 61 8 32
MRSA 33 16 64 MRSA 18 8 32
MRSA 38 16 64 MRSA 75 16 64
MRSA 60 8 32 MRSA 69 8 32
MRSA 88 16 64 MRSA 14 8 32
MRSA 39 8 32 MRSA 40 8 32
MRSA 8 8 32 MRSA 80 4 16
MRSA 86 32 128 MRSA 74 16 64
MRSA 77 2 8 MRSA 84 8 32
MRSA 87 2 8 MRSA 73 16 64
MRSA 65 16 64 MRSA 25 16 64
MRSA 58 1 8 MRSA 29 4 16
MRSA 28 4 16 MRSA 72 4 16
MRSA 27 8 32 MRSA 81 8 32
MRSA 66 8 32 MRSA 83 4 16
MRSA 13 2 8 MRSA 6 2 8

MRSA 11 16 64 MRSA 16 16 64
MRSA 37 4 16 MRSA 42 2 8

MRSA 67 4 16 MRSA 68 1 4

MRSA 70 8 32 MRSA 22 32 128
MRSA 71 8 32 MRSA 43 4 16
MRSA 10 16 64 MRSA 36 8 32

n: 54, MRSA ATCC 43300 CIP: 16 GTE: 64
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Dama tahtasi yontemiyle elde edilen siprofloksasin FIK degerlerine gore yesil

caym izolatlarmm 18’inde (%33.3) etkisiz oldugu goriilerken, 17’sinde (%31.5) aditif,

19’unda (%35.2) sinerjik etki gosterdigi gdzlemlenmistir. Ortalama Y FIK degerine gore

(X FIK: 0,74) yesil caymn siprofloksasine etkisinin izolatlarda aditif oldugu tespit

edilmistir. (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Siprofloksasin direngli MRSA izolatlarinda siprofloksasin ve yesil ¢ay MIK

ve FIK degerleri
Sus Kayit Antimikmbiyal Mci:II(PDegerleri (ug/mL) FIK Degerleiri —_—
No Ajanlar Kombinasyon  FiK  YFiK
GTE
acc  Seofblesin 18 18 012y, gy
43300
MRSA 39 Sigg;'lozsaa;in 16zf 382 06?56 053  Aditif
MRSA 40 Sig{rg;'loésaa;in 1GZf 382 06?56 056  Aditif
MRSA 14 Sip;{r:;llolésaaysin ZGSf 382 06953 0ss Adit
MRSA 80 Sig:;'fzsaa;i” 16zf 146 g:gg 028  Sinerji
MRSA 58 S":{r:;cl'fga;'n 13228 ; g:gé 026  Sinerji
MRSA 73 S":{r:;cl'fga;'n 16Zf (152 0'112 112 Etkisiz
MRSA 25 S":{r:;cl'fga;'n 162‘; (152 00'_255 0.75  Aditif
MRSA 29 S'g:;:fézays'” 684 146 09'255 0.75  Aditif
MRSA 28 S'gg;fg";'” gj 146 g:gg 031  Sinerji
MRSA 27 S'gg;fg";'” 162‘; 382 8;?, 037  Sinerji
MRSA 7 S'g:;fga;m ZGSf 146 g:gé 027 Sinerji

74



Tablo 4.9. (Devami)

MRSA 26 Sig:gfg";i” ZGSf ti 0'56 106 Etkisiz
MRSA 72 Sig:gfg";i” 162;3 146 g:gg 028  Sinerji
MRSA 81 S'g:::fga;'” 162;3 382 00'?56 056  Aditif
MRSA 17 S'g:::fga;'” ZGSf ;g 00'?56 056  Aditif
MRSA 1 S'g:::fga;'” ZGSf 382 00'?53 053 Aditif
MRSA 6 Sig:;'logaysi” 11268 52; 8:32 018  Sinerji
MRSA 75 Sig:;'logaysi” 265f éi 0'56 106 Etkisiz
MRSA 67 Sigg;'loéfysin 684 146 00.'255 0.75  Aditif
MRSA 69 Sigg;'loga;in 23526 382 0'53 103 Etkisiz
MRSA 70 Sigg;'loga;in ‘Zi 32 06.255 0.75  Aditif
MRSA 71 Si‘;rg;'loga;in 382 382 1 2 Etkisiz
MRSA 43 Sigg;'loga;i” 1625 146 8:(2)2 028  Sinerji
MRSA 35 S'gg;'fga;'” igg 382 8:(2)2 028  Sinerji
MRSA 33 Sigg;'loga;i” 265f éi 0’56 106  Etkisiz
MRSA 38 Sigg;'loga;i” 265f éi 0’56 106  Etkisiz
MRSA 86 Sigg;'loga;i” 1625 3228 0’225 225  Etkisiz
MRSA 74 S'gg::fga;'” 13228 1;3 0'212 212 Etkisiz
MRSA 77 S'gg::fga;'” 11268 é 06.052 052 Aditif
MRSA 84 S'gg::fga;'” 11268 382 09'255 0.75  Aditif
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Tablo 4.9. (Devami)

MRSA 60 S'g:::fg";'” 21566 382 0'33 023 Sinerji
MRSA 88 S'g:::fg";'” 23526 éi 0'36 0.06  Sinerji
MRSA 87 Sig:gfg";i” ;g g géé 037  Sinerji
MRSA 2 Sig:gfg";i” igg 382 g:gg 028  Sinerji
MRSA 4 Sig:gfg";i” 23526 éi o.;) ® 206 Etkisiz
MRSA 65 Sig:;'logaysi” gj éi 0'125 125  Etkisiz
MRSA 66 S'gg::fga;'” 13228 382 0'56 106 Etkisiz
MRSA 83 Sigg;'loéfysin 2421 146 8;5 037  Sinerji
MRSA 32 Sigg;'logaysin 23526 382 0'53 103 Etkisiz
MRSA 12 Sigg;'loga;in 23526 382 0'53 103 Etkisiz
MRSA 13 Si‘;rg;'logaysin 186 22; 06.255 0.75  Aditif
MRSA 11 Sigg;'loga;in 1:5 éi 0'112 112 Etkisiz
MRSA 37 S'gg;'fga;'n 122 146 8:(1)2 015  Sinerji
MRSA 16 Sigg;'loga;in 1:5 éi 0'112 112 Etkisiz
MRSA 42 S'gg;'fga;'n 162‘; 22; 8:82 0.09  Sinerji
MRSA 41 Sigg;'loga;in Zesf 382 06?53 053  Aditif
MRSA 61 S'gg::fga;'” 265f 382 00'_053 053  Aditif
MRSA 68 S'gg::fga;'” 684 411 g:ég 018  Sinerji
MRSA 22 S'gg::fga;'” 162‘; 13228 Of’ 15  Etkisiz
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Tablo 4.9. (Devami)

MRSA 10 Sig:;'{’ga;i” 13228 éi 8:2 1 Etkisiz

MRSA 36 S'g:::fg";'” 162;3 382 00'?56 056  Aditif

MRSA 18 Sig:;'{’ga;i” ;gg 382 8:22 015  Sinerji

MRSA 19 S'g:::fg";'” 162;3 382 00'?56 056  Aditif
n: 54
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5. TARTISMA

Tip diinyasinda yeni gelismeler yasanmasiyla beraber insanoglunun yasam
kalitesinde artis ve yasam siiresinde uzama gozlenmektedir. Fakat diger taraftan tani ve
tedavi amacli uygulanan girisimler, yogun antibiyotik kullanimi1 gibi faktorler karsimiza
“hastane enfeksiyonlar1” ve “antibiyotiklere direngli bakteriler” gibi ciddi sorunlar ortaya
¢ikarmaktadir.

Bu direngli izolatlarla olusan enfeksiyonlar tiim diinyada giderek 6nemli bir saglik
sorununu ortaya ¢ikarmaktadir. Ik defa 1884 yilinda Rosenbach tarafindan izole edilen
S. aureus giliniimiizde tiim diinyada morbidite ve mortalitesi yliksek olan hem hastane
hem de ayni zamanda toplum kokenli enfeksiyonlarin 6nemli nedenlerinden biri olarak
izole edilmektedir. Bunlarin basta yara ve yumusak doku enfeksiyonlar1 olmak iizere,
osteomyelit, septik artrit, bakteriyemi gibi ciddi enfeksiyonlarin olusumuna neden olan
S. aureus, ilk metisilin direncinin gozlendigi 1961’den giiniimiize dek c¢ok ciddi bir
mortalite ve morbidite nedeni olarak karsimizda durmaktadir.?®

Ulkelere gore degisiklik gosteren metisilin direnci, ABD, Giiney Avrupa, bazi
Asya iilkeleri ve Uzak Doguda prevalansi en yiiksek, Kuzey Avrupa’da ise bu direng en
diisiik seviyelerdedir. Metisilin direnci Amerika Birlesik Devletlerinde yogun bakim
tinitelerinde %60 ‘lara kadar yiikselmistir ve 2005 yilina gelindiginde ABD’de MRSA’ya
bagl olarak 90.000’den fazla invaziv enfeksiyon saptanmustir.}1® 219 1999-2002 yillar
arasinda gergeklestirilen ve yaklasik olarak yirmi alti Avrupa iilkesini i¢ine alan ve
European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) ¢alismasinda, italya
(%40,9), Ingiltere (%41,5), Malta (%43,8) ve Yunanistan (%44,4) metisilin direncinin en
fazla oldugu iilkeler olarak bildirilmistir.}*® 2003-2005 yillar1 arasinda gergeklestirilen
Tiirkiye’ninde igerisinde yer aldigi ve Akdeniz iilkelerini kapsayan c¢aligmada

tilkemizdeki metisilin direnci %39 olarak rapor edilmistir.?%°
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MRSA izolatlariyla olusan enfeksiyonlarda kullanilabilecek antibiyotiklerin
siirl olmasi ayrica 6nemli bir sorun olarak karsimizda durmaktadir. Son zamanlarda
MRSA kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde oldukca etkili olan vankomisinin MIK
degerlerinde artis saptanmasi ve bazi merkezlerde MRSA kaynakli enfeksiyonlarin
tedavisinde smirli  endikasyona sahip olan diger antibiyotiklerden olan
Kinupristin/dalfopristin, tigesiklin, daptomisin ile beraber kullanim endikasyonu daha
genis olan linezolide kars1 da direng gelisimi gosterilmeye baslanmasi arastirmacilari
MRSA kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek yeni ajan arayisina itmistir.
Bu amagla son donemde faz galismalar1 tamamlanip klinik kullanima giren 5. kusak
sefalosporinler (seftarolin, seftabiprol) gibi yeni antibiyotikler tiretilmekle birlikte MRSA
enfeksiyonlarinin tedavisi igin kullanilabilecek gesitli ilag kombinasyonlar1 arastirmalari
da devam etmektedir.?*® 221

Siprofloksasin genis antibakteriyel spektrumu, gastrointestinal sistemden iyi
emilimi, iyi doku dagilimi ve diisiik yan etki potansiyeli nedeniyle MRSA'nin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde alternatif bir antibakteriyel ajan olarak karsimizda
durmaktadir.??? 22 Siprofloksasinin MRSA kokenlerine kars etkinligi olmakla birlikte
zaman igerisinde MRS A’larda siprofloksasine kars1 direng gelismeye baglamistir. Bugiin
cografik olarak bazi bolgelerden izole edilen MRSA’larda siprofloksasine direng orani
%100 yaklagmugtir.224 225 149

Diinyada MRSA izolatlarinda siprofloksasin direnci ile ilgili yapilan ¢aligmalara
baktigimizda Hassanzadeh ve ark.??® 2017 yilinda Tahran/iran’da 60 MRSA izolat1 i¢in
siprofloksasin direncini %70 olarak bulmusken; yine 2010 yilinda Siraz/iran’da Japoni
ve ark.??” bu oram1 156 MRSA izolatinda %82 seklinde bildirmislerdir. Lamichhane-

Khadka ve ark.’® Amerika’da yaptiklar1 galismalarda S.aureus izolatlar1 arasinda

siprofloksasine kars1 olan direncin %90 ve hatta bazi1 bolgelerde % 100'e kadar ulastigini
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tespit etmislerdir.

Ulkemizde 2003 yilinda Kiiciikates ve ark.??® 71 MRSA izolatinda siprofloksasin
duyarliligin %14 olarak tespit etmisken; 2006 yilinda Yakupogullar ve ark.?° 67 MRSA
izolat1 i¢in bu oran1 %42 seklinde tespit etmislerdir. Bolgemizde 2002 yilinda Altoparlak
ve ark.’nin?! yaptig1 bir ¢alismada 83 MRSA izolatinda siprofloksasin direnci %48
olarak gozlenmisken bizim ¢aligmamizda bu oran %60 olarak belirlenmistir. Bolgemizde
siprofloksasin direncinde artis oldugu goriilmektedir. Siprofloksasinin genis spektruma
sahip olmasi ve oral formunun bulunmasi bu durumun sebebi olarak diisiiniilebilir.

Cho ve ark. S. aureus'larda, kinolonlara karsi gelisen direng florokinolonlar ve
diger ajanlar i¢in bir genis spektrumlu tasiyiciy1 kodlayan bir gen olan norA'nin artisindan
kaynaklandigini bildirmislerdir.?*?

Siprofloksasin stafilokoklarla olusan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanildiginda
bunlara karsi hizli bir sekilde direng gelisimi ortaya c¢ikabilecegi belirtilmektedir.
Stafilokoklarda meydana gelen kromozomal mutasyonlar sonrasinda siprofloksasine
kars1 diren¢ kazanmaktadir. Tek basina kullanildig1 zaman kinolonlarda hizli bir sekilde
direng gelisimi oldugu i¢in kombine kullaniminin direng gelisimi daha geg¢ siirede ortaya
cikabilir.

Glinlimiiz literatiiriinde stafilokoklarin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde hizla gelisen direng durumundan dolay1 alternatif kombinasyon tedavileri 6n
plana ¢ikmistir bu kapsamda yesil ¢ay dahil olmak tizere ¢esitli bitki dziitleri ile yapilan
calismalar bulunmaktadir. Orek olarak Amin ve ark.?®® 2015 yilinda S. aureus’lar
tizerinde baz1 flavonoidlerin siprofloksasin ile sinerjik etkisini arastirmis ve
flavonoidlerle olusturduklar {i¢ farkli kombinasyon formunda sinerjik etki gosterdigini
tespit etmislerdir. Chan ve ark.4 2011 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada Baykal Kasidesi

(Scutellaria baicalensis) bitkisinin 6ziitii olan baicalein flavonoidi ile siprofloksasin
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antibiyotiginin MRSA iizerinde dama tahtas1 yontemiyle sinerjik etkisine bakmis ve 20
hastane kaynakli MRSA’da yalmz siprofloksasin MIK degerlerini 16-256 pg/ml
araliginda, yalmz baicalein MIK degerlerini 64-256 pg/ml olarak bulmuslardir. Dama
tahtas1 kombinasyon MIK degerlerini ise siprofloksasin i¢in 4-128 pg/ml, baicalein igin
2-64 pg/m olarak tespit etmislerdir. Sonug olarak sinerjik etki anlamli bulunmustur.
Ibrahim ve ark.?®® 2014 yilinda yaptiklar1 calismada MRSA’lar iizerinde yesil ¢cayin ve
Afrika Bamyas: (Hibiscus sabdariffa)’nin antibakteriyel etkinligini ve nefrotoksite
Onleyici etkisini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda yesil cayin hem antibakteriyel bir
etkinlige sahip oldugunu hem de gentamisin tarafindan olusturulan nefrotoksik etkiyi
onledigini Afrika Bamyasinin ise antibakteriyel etkinliginin olmadigini ancak bunun da
nefrotoksik olusumunu 6nleyici etkisinin oldugunu saptamislardir. Bagka bir ¢alismada
ise Chou ve ark.?® 1999 yilinda Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas
fluorescens, B. subtilis, Salmonella spp. ve Staphylococcus aureus bakterileri tizerinde
siyah ¢ay ve yesil ¢aymn antimikrobiyal aktivitesini arastirmis ve sonug¢ olarak tiim
bakteriler {izerinde en etkili ¢ay tiiriiniin fermente edilmemis olan yesil ¢cay oldugunu
belirtmislerdir ayrica yesil ¢cayin en ¢ok Pseudomonas fluorescen en az Bacillus subtilis
ve benzer 6l¢iide ise Salmonella spp. Escherichia coli ve Staphylococcus aureus bakteri
tiirleri lizerinde orta diizeyde etkili olduklarini tespit etmislerdir. Yine bir baska caligmada
Mustaffa ve ark.23” 2011 yilinda Tembel Tar¢in (Cinnamomum Iners) bitkisinin MRSA
izolatlar1 {izerindeki antimikrobiyal aktivitelerini aragtirmis ve MIK degerini 100 pg/ml
olarak bulmuslardir. Sonu¢ olarak temel tar¢in bitkisinin MRSA izolatlar1 {izerinde
antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir. Yesil ¢ay ¢esitli ¢aligmalarda
MRSA’lara kars1 antimikrobiyal etkinligi ortaya konmus bitkilerden biridir. Yapilan
birgok ¢calismada Yesil ¢ay 6ziitlerinin hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilere

kars1 olan etkinligi aragtirilmistir. Skariyachan ve ark. tarafindan 2011 yilinda yapilan bir
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calismada yesil ¢ayin emilim, dagilim, metabolizma, atilm ve toksitite (ADMET)
ozellikleri goz 6niinde bulundurularak yapilan bu ¢alismada aloe vera, nar ve yesil ¢ayin
MRSA ile olusan enfeksiyonlarin tedavisinde terdpatik olarak kullanilabilecegini
belirtmislerdir.?%®

Lee ve ark.?> 2005 yilinda yaptiklari ¢aligmada kronik prostatik bakteriler (E. coli
Z17, 02:K1:H-) iizerinde yesil c¢ay katesinleri ile siprofloksasinin in vivo etkisini
mikrobiyolojik ve histolojik olarak arastirmislardir. Olusturulan dort farkli rat grubundan
alinan mikrobiyolojik ve histolojik drneklerinden siprofloksasin ile katesinlerin verildigi
grupta bakteri oraninin anlamli bir sekilde azaldigini ve sonug olarak da katesinlerin
siprofloksasin kombinasyon tedavisinin sinerjik etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.
Yine bir bagka calismada Jazani ve ark.?® 2007 yilinda yaptiklari calismada idrar
orneklerinden elde edilen E. coli bakterinleri tizerinde yesil c¢ay ekstrakti ile
siprofloksasinin kombinasyonunun sinerjik etkisi arastirilmis ve sonug olarak belirgin bir
sekilde sinerjik etki gosterdiklerini bildirmislerdir. Araghizadeh ve ark.?%° 2013 yilinda
yaptiklar1 bir ¢alismada 20’ser karyojenik ve periodontopatik bakterileri lizerinde yesil
cay ekstraktinin antimikrobiyal etkisi disk diflizyon ve sivi mikrodiliisyon yontemiyle
arastirilmig ve sonug olarak S. mutans, A. aktinomycetemcomitans, P. gingivalis ve P.
intermedia bakteri izerinde basta S. mutans olmak {izere gii¢lii bir antimikrobiyal aktivite
gbzlendigi belirtilmistir. Baska bir calismada Cui ve ark. 2011 yilinda yesil ¢ay katesini
olan Epigallocatechin-3-gallate (EGCG)’nin gram pozitif ve gram negatif bakterilerin
hiicre zarflar1 tizerindeki etkilerini arastirmis ve sonug olarak Staphylococcus aureus, E.
coli (O157:H7), Streptococcus mutans ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerinin hiicre
zarflarinin lizize ugradigimi tespit etmistir. Yine Erbil ve ark.?** 2013 yilinda yaptiklar:
calismada yesil ¢ay yapraklarindan elde edilen sulu ekstraktlarin stafilokok tiirleri iizerine

antimikrobiyal etkileri ve baz1 bakteriler ile sinerjik etkilerini incelenmistir. Calismada
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Streptomisin, Sefalosforin, Ampisilin ve Penisilin G antibiyotikleri ve Staphylococcus
sciuri, S. auricularis, S. epidermidis, S. hominis, S. hemoliticus ve S. xylosus bakteri
tiirlerinden birer klinik izolat kullanilmistir. Sonug¢ olarak yesil cay ekstraktinin tim
antibiyotiklerle sinerjik etki gdsterdigi belirtilmistir. Kono ve ark.?! 1997 yilinda yaptig1
bir ¢alismada 71 mide iilseri olan hastadan elde ettikleri Helicobacter pylori bakterisi
tizerinde yesil ¢ayin polifenollerinden biri olan epigallokatesin gallat (EGCG)’in
antibakteriyel aktivitesi arastirilmis ve belirgin bir diizeyde bir etki tespit etmislerdir.
Bakteriyel caligmalarin yaninda ayni zamanda literatiirde viral ve fungal
enfeksiyonlarin tedavisinde de yesil caym etkinligini degerlendiren c¢alismalar
bulunmaktadir. Son zamanlarda yeni anti-viral molekiiller arayan ti¢ bagimsiz grup
(Ciesek ve ark., 2011; Calland ve ark., 2012; Chen ve ark., 2012) yesil ¢cay katesinlerinden
biri olan EGCG’nin Hepatit C Virus (HCV) giris yolunun giiglii bir inhibitorii oldugunu
bulmuslardir.?422* Yesil cayin ve katesinlerinin viral ¢alismalar1 sadece HCV ile sinirh
olmamakla buna ek olarak HIV-1, Hepatit B Virus (HBV), HSV-1/HSV-2, EBV,
Adeboviriis, Influenza viriisii ve Enteroviriis iizerinde de yesil ¢aym anti-viral etkilerini
gosteren ¢alismalar da mevcuttur.?>2°! Yesil cay ve katesinleri ile yapilan bir ¢ok in-
vitro anti-fungal ¢alisma mevcuttur bunlara drnek olarak; Pappas ve ark.?>? 2009 Candida
spp., Okubo ve ark.?® 1991 Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum,
Cryptococcus neoformans gosterilebilir. Ayrica Park ve ark.?®* 2006 yilinda C. albicans
maya mantari izerinde yaptiklari aragtirmada amfoterisin B ve flukonazol anti-fungalleri
ile yesil cay katesini olan EGCG’nin sinerjik etkisine bakilmis sonug olarak aditif ve
sinerjik etki gosterdigini tespit etmislerdir. Calismalar yesil ¢ay ile bazi antibiyotiklerin
farkli bakteri tiirleri izerinde 6zellikle de E. coli ve S. aureus gibi bakteri tiirlerinde
sinerjik etki gosterdigini bildirmistir. Yesil cay katesinleri B-laktamlarla, tetrasiklin ve

florokinonlarla beraber sinerjik etki gostermektedir.? 2
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Yesil cayin MRSA izolatlarina karsi olan etkinligini arastiran ¢aligmalarda ise
yesil cay hem tek basina hem de gesitli antibiyotiklerle kombine edilerek sinerjik etkinlik
acisindan degerlendirmistir. Abaza ve ark.?® 2016 yilinda yaptiklari bir ¢alismada nazal
tasiyiciligr olan kisilerden elde ettikleri 81 MRSA izolatinda yesil ¢ay etkinligini disk
difiizyon yontemiyle arastirmis ve yesil ¢ayin izolatlarin %55’inde giiglii (zon ¢ap1
>20mm) %45°nde orta derecede (zon ¢apr 16-20 mm) etkinlik gosterdigini tespit
etmisleridir. Mahmoud ve ark.?*” 2013 yilinda yaptiklari bir ¢aliymada MRSA izolatlart
tizerinde yesil cay katesinlerinin bazi antibiyotiklerle sinerjik etkisine bakmuislardir.
Calismada 90 MRSA izolatindan 57 (%83)’sinde EGCG igin MIK degerinin 64-256
ug/ml araliginda oldugunu belirlemislerdir. Ayrica siprofloksasin ile EGCG katesininin
MRSA izolatlarindan tizerinde sinerjik etki gosterdigini tespit etmislerdir. Yine Radji ve
ark.’nin?! 2013’te yaptiklar1 bir calismada bir MRSA izolatin1 bir MSSA standart izolatt
ile karsilagtirarak yesil cay etkinligi disk difiizyon yontemi ve BMD yontemiyle
arastirilmis, yesil cay zon caplarmin ve MIK degerlerinin ¢alisilan MRSA ve standart
MSSA izolatinda birbirine yakin degerlerde oldugunu tespit etmisleridir. Bizim
calismamizda da MRSA izolatlarinda yesil ¢ay MIK degeri BMD yéntemiyle ¢alisiimis
ve MIK50, MIK90 degeri sirasiyla 64 mg/ml ve 128 mg/ml seklinde bulunmustur.
Abascal ve Yarnell’in?®® 2002 yilinda yaptiklar1 calismada, C. sinensis’in metisiline
direngli S. aureus (MRSA) dahil olmak {izere bir¢ok patojenik mikroorganizmaya karsi
antimikrobiyal aktivite agisindan ciddi potansiyel faydalara sahip oldugunu ve o6zellikle
B-laktam antibiyotiklerle birlikte kullanildiginda sinerjik etkisinin var oldugunu
bildirmislerdir. Elde ettigimiz sonuglar dnceki yapilan benzeri ¢aligmalarla uyumluluk
gostermektedir.

Bizim ¢aligmamizda da yesil gayin MRSA izolatlarinda siprofloksasin ile sinerjik

etkisi dama tahtas1 yontemiyle test edilmistir. Elde ettigimiz MIK degerlerine gére yesil
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caym siprofloksasin FIK indeksine gore sinerjik etki degerlendirildiginde 54 izolatin
18’inde (%33.3) etkisiz oldugu goriilerken, 17°sinde (%31.5) aditif, 19’unda (%35.2)
sinerjik etki gosterdigi gdzlemlenmistir. Ayrica Ortalama Y FiK degerine gore (X FIK:
0,74) yesil cayin siprofloksasine etkisinin izolatlarda aditif oldugu tespit edilmistir.

Yesil cayin stafilokoklardaki PBP2'nin sentezini ve beta laktamaz salinimini
inhibe etmek suretiyle anti-stafilokokal etki gosterdigi belirtilmektedir. Ayrica
MRSA 'nin tedavisinde yeni bir yaklasim oldugu sdylenebilir.?®

Peng ve ark. HPCL yontemi kullanilarak yesil ¢caydaki miktar1 ortaya konulan
katesinlerin  stafilokoklarda beta-laktam antibiyotiklere olan direng gelisimini
saptamiglardir. Bu amacla ampisilin, sefazolin, amoksisilin, oksasilin tek basina ve cay
Oziitliniin bu antibiyotiklerle kombinasyonlar1 hazirlanmis ve cay 6ziitii ile amoksisilin
haricindeki diger antibiyotiklerin sinerjik etki gdsterdigini bildirmislerdir. Hatta cay
dziitiiniin amoksisilinin birlikte kullanilmas1 durumunda amoksisilinin MIK degerinin
yiikseldigini belirtmislerdir. Sonug olarak amoksisilin tedavisi alan kisilerin tedavileri
sirasinda beraber antibiyotikleri aldiklar1 zaman yesil ¢ay igmemelerini dnermislerdir.?®°

Yapilan benzeri bagka ¢alismalarda yesil cayin MRSA izolatlarinda beta laktam
antibiyotiklerin MIK degerini diisiirdiigii de gdsterilmistir. Cho ve ark.’nin?*? 2008’de
yaptiklar1 bir c¢alismada 17 MRSA izolatinda yesil cay polifenollerinin MRSA
izolatlarinda oksasilin MiK degerini diisiirdiigiinii belirlemislerdir. Yani bu ¢alismada S.
aureus susunda oksasilin kullanarak MIK degerini arastirmis ve 30 susun 13’nii MRSA
olarak saptamistir. 13 susun duyarliligini yesil ¢ay ve oksasilin birlikte kullanilmak
suretiyle yaptig1 ¢alismada ise MIK degerlerinin 1/8 ila 1/128 arasinda diisiise neden
oldugunu saptamistir. Bu sonuglara dayanarak yazarlar ¢ay polifenollerinin bakteride
bulunan g¢esitli proteinlerin ekspresyonunu uyardigini ve oksasilinin bakterisidal

aktivitesine sinerjik etki yaptigini belirtmiglerdir.
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Birgok ¢alismada bildirilmis olan farkli sinerji oranlar1 ortaya ¢ikmasinin sebebi
literatiir arastirmalarindan anlasilmaktadir. Ornegin dama tahtasi diliisyon ydntemi,
standart bir uygulama ydntemi gibi goriilse de yapilmis olan ¢alismalara bakildiginda FIK
degerleri hesaplanirken secilen kuyucuk ve FiK degerleri indeksi hesaplandiktan sonra
etkilesim tiirlinii belirlemek i¢in kullanilan siir degerleri bakimindan farklilik oldugunu
gdstermektedir.?!

Ulkemizde yapilan sinerji yaymnlari kontrol edildiginde goriilmiistiir ki,
arastirmacilarin bilyiik bir kisminin yayinlarda uygulamas: daha kolay ve az zahmetli bir
yontem olmasi sebebiyle, genellikle sinerji calismalarinda E-test yontemini tercih
etmislerdir.?®> Dama tahtas1 yonteminin kullanildig1 yayinlar oldukca simirlidir genellikle
aragtirmacilar sinerji tanimlamasi i¢in kullandiklari sinir degerlerini bildirseler de, dama
tahtast plagmi yorumlamada hangi yontemi kullandiklarint net bir sekilde
aciklamamaktadirlar. Kullanilan mevcut yontemler haricinde, test edilen izolatlara bagl
olarak da sinerjik aktivite oranlarimin degisiklik gosterebilecegi unutulmamalidir.

Coklu ilag direnci S. aureus kaynakli enfeksiyonu bulunan hastalarin tedavisinde
daha 6nce yapilmis in-vitro ¢alismalar 1s181nda etkili olabilecek kombinasyonlar ampirik
olarak tercih edilebilir. Bununla birlikte, izolatin test edilen antimikrobiyal ajana yiiksek
direng veya duyarlilik géstermesi, sinerjik aktiviteyi degistirebilmektedir. Bundan dolay1
kullanilan kombinasyonun hastadan izole edilen susa etkinliginin sinerji testleri ile

belirlenmesi kritik 6neme sahiptir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Atatiirk Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gesitli kliniklerinden gonderilen 6rneklerden izole edilen
MRSA izolatlarinda yesil ¢ay bitkisinin tek basina etkinligi ile birlikte siprofloksasin ile
meydana getirdigi sinerji durumu arastirilmistir.

Metisilin direngli S. aureus suslariin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
ciddi sorunlarla kars1 karsiya oldugumuz bir gergektir. Klinik kullanima yeni giren ve
girme umudu olan antibiyotiklerin olduk¢a az olmasi yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir. Bu amagla kombine antibiyotik kullanimi, hem
daha etkin sonug¢ almak, hem de diren¢ oranlarini diisiirmek acgisindan dogru bir strateji
olabilir. Tedavi yonteminin belirlenmesinde, in-vivo kullanimlara yol gosterici olmasi
acisindan in-vitro aragtirmalarin 6nemli bir veri saglayacagi kanaatindeyiz.

Calismamizda yesil ¢ay ve siprofloksasin kombinasyonu igin elde etigimiz
%31,5’lik kismi sinerji(aditif) ve %33,3’lik etkilesimin goriilmedigi suslar dikkate
alindiginda, yeni caligmalara ihtiyag¢ oldugu agiktir.

Bu ¢alismadan elde ettigimiz veriler sonucunda asagidaki onerilerde bulunabiliriz:

1. Gereksiz ve uygun olmayan antibiyotik kullanimini direng gelisimini
artirdigindan ve her hastanede goriilen direng profilinin farkli olmasi sebebiyle
hastaneler kendi antibiyotik kullanim stratejisini olusturmali ve buna titizlikle
uyulmalidir.

2. Direng gelisimi onleme agisindan kombine antibiyotik kullaniminin 6nemli bir
alternatif oldugu her zaman g6z oniinde tutulmali ve MRSA suslarina bagl
enfeksiyonlarin uygun ve basarili tedavisi i¢in daha fazla susla ve farkli
antibiyotik kombinasyonlari ile daha ileri ¢alismalar yapilmalidir.

3. Tim in-vitro c¢alismalarin in-vivo ortami yansitmadigr bilinmektedir.
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Dolayisiyla in-vitro c¢alismalardan elde edilen veriler 1siginda in-vivo

caligmalar yapilmalidir.
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