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OZET

Klinikte bakteri infeksiyonlarinda yaygin ve sik olarak kullanilan B-laktam
antibiyotiklere karsi olusan rezistan suslarina etkili olabilecek yeni beta-laktamaz
enzim inhibitorlerinin arastirilmasi dnem tasiyan bir konudur. Calismamizda; klinikte
kullanim1 olas1 yeni beta-laktamaz enzim inhibitorleri olarak c¢ay polifenollerinden;
katesin, katesin gallat ve epikatesin ve epikatesin gallat’in beta-laktamaz enzim
inhibitorii 6zelligine sahip olup olmadig: arastirildi.

Bu arastirma, Mart-Nisan 2009 tarihleri arasinda Diizce Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuarinda, klinik
olarak izole edilen beta-laktam antibiyotiklere direncli E. coli ve S. aureus kokenleri
ve E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 29213 standart suslar1 kullanilmistir.
Cay polifenollerinin beta-laktam grubu antibiotiklerden ampisilin ve amoksisilin ile
birlikte beta-laktamaz inhibitor etkisi, izole edilen bakteriler lizerinde arastirildi.
Kontrol grubu olarak ampisilin/sulbaktam ve amokisilin/klavulanat kombinasyonlari
kullanildi. Antibiyotiklerin etkinliklerinin 6l¢iilmesi i¢in kullanilan yontem “Clinical
Laboratory Standarts Institute” ta yer alan diliisyon metodlar1 uygulanarak arastirildi.
Enzim izolasyonu ve aktivasyonu kromojenik yontem (nitrosefin) metodu ile test
edildi.

Yapilan ¢alismalarda Echerichia coli ve Staphylococcus aureus kokenlerinde
ampisilin-epikatesin, epikatesin gallat ve katesin gallatli kombinasyonlar1 ile
amoksisilin-epikatesin ve epikatesin gallat kombinasyonlarin uygulanmasinda elde
edilen MIK degerlerinin kontrol gruplarina gére anlamli derecede diisiik oldugu
goriildi. Bu antibiyotikler ile birlikte ¢ay polifenollerinin sinerjik etkileri kanitlanmis

olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: [-laktamaz inhibisyonu, S. aureus, E. coli, ¢ay

polifenolleri



ABSTRACT

It is an important subject that to research new beta-lactamase enzyme
inhibitors which can be effective to B-lactam antibiotics for resistant strains of
bacteria infection used clinacally. In this study, whether new beta-lactamase enzyme
inhibitors for tea polyphenol as catechin, catechin gallate, epicatechin and
epicatechin gallat used probable clinacally have this characteristic or not were
investigated.

This study was performed between march and april 2009 in Diizce
University,  Faculty of Medicine, Microbiology and Cinical Microbiology
Laboratory Department. Standard starains as E. coli ATCC 25922 and S. aureus
ATCC 29213, E.coli and S. aureus sources which resistant beta-lactam antibiotics
isolated clinically were used. Beta-lactamase inhibitor effects of tea polyphenol and
beta-lactam antibiotics as ampicillin and amoxicillin were researched on isolated
bacterias. Ampicillin/sulbactam and amoxicillin/clavulanat combinations were used
as control group. Method for measuring of antibiotics effect were resarched imposing
dilution methods in “Clinical Laboratory Standarts Institute”. Enzyme isolation and
activation were tested to used chromogenic method (nitrosefin).

In the study, MIC values were decreased pointedly by E.coli and S. aureus
sources performed ampicillin-epicatechin, epicatechin gallate and catechin gallate
combinations with amoxicillin-epicatechin and epicatechin gallate according to

control groups. Synergic effects of this antibiotics and tea polyphenols are proven.

Keywords: B-lactamase inhibition, S. aureus, E. coli and tea polyphenols.
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1. GIRIS VE AMAC

Beta-laktam antibiyotikler, infeksiyonlarda en sik kullanilan antibiyotik
tirevlerinin basinda gelmektedir. Asirt duyarlilik reaksiyonlar1 disinda 6nemli bir
yan etkileri bulunmamasi nedeniyle giinlimiizde en sik kullanilan antimikrobiyal
ajanlardir. Yaygin olarak kullanilan B-laktam antibiyotiklere direng gelismektedir
(Acar ve ark., 1985; Giir, 1994).

Antibiyotiklere kars1 diren¢ olusumu ilk defa 1940 yilinda Abraham ve Chain
tarafindan Escherichia coli’ de penisilini yikan bir enzim varliginin gosterilmesi ile
ortaya koyulmustur. Daha sonra Kirby,1944 yilinda stafilokoklarin penisilini yikan
bir ekstrakti oldugunu gostermistir (Neu, 1984).

B-laktam grubu antibiyotiklere direng gelistirilmesinde baslica li¢c mekanizma
rol oynamaktadir (Neu, 1984; Laden ve ark., 1985; Yiice, 1988b; Mayer ve ark.,
1990).

1.Enzimatik inaktivasyon: En belirgin olarak B-laktamazlarla gézlenmektedir.
Acyclase, esterase, dehydropeptidase gibi enzimlerde daha diisiik diizeyde ve daha
zayif aktivasyona neden olmaktadirlar (Tilton ve ark., 1987).

2.Hedef enzimde degisiklik: B-laktam grubu antibiyotiklerin bakterilere etki
edebilmesi i¢in sitoplazmik membran iizerinde yer alan ve bakteride peptidoglikan
sentezini yoneten enzimler olan Penisilin Baglayan Protein (PBP)’ lere baglanmasi
gerekmektedir. Bu enzimlerin afinitesindeki degisiklikler, antibiyotik molekiiliiniin
baglanmasini engelleyerek dirence neden olmaktadir.

3.Hiicre duvarindan antibiyotik molekiiliiniin gegisinin onlenmesi: Bakteri
hiicre duvarindaki porus yapilarinin sayisindaki azalma antibiyotik molekiiliiniin
hiicre igerisine girmesini ve PBP’lere baglanmasini engeller. Bu mekanizma gram
olumsuz bakterilerde penisilinaza direncli penisilinlere karsi olusan dirence ornektir

(Acar ve ark., 1985).



B-laktam antibiyotiklere karsi olusan directe en sik gdzlenen mekanizma, beta
laktamaz (B-laktamaz) enzimleri ile bu antibiyotiklerin inaktive edilmesidir (Mediros
ve ark., 1984; Salyers ve ark., 1994; Quintiliani ve ark., 1995).

Klinik kullanimda B-laktamaz inhibitorii olarak kullanilan sadece ti¢ madde
vardir (klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam) ve bunlar kendileri antibakteriyel
etkiye sahip olmamasina ragmen bakterilerde beta-laktam antibiyotiklerin etkilerini
engelleyecek mekanizmayr bozduklari i¢in bunlarla kombine preparat halinde
kullanilirlar. Ancak etkili kombinasyonlar smirhidir ve B-laktam antibiyotiklere
rezistan suslar stirekli  geligmektedir. Bu sebeple yeni kombinasyonlar
olusturulabilecek yeni beta-laktamaz inhibitorlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Japonya’da Komatsu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada
Enterobacteriaceae familyasina ait bakterilere degisik antibiyotikler uygulanmis ve
calismamizda yapmay1 planladigimiz duyarlilik testleri kullanilmistir (Komatsu ve
ark., 2003). Pek cok calismada yer alan bu testler “Clinical Laboratory Standarts
mstitute” tarafindan patojen mikroorganizmalarin antibiyotiklere duyarliliginin test
edilmesi icin kullanilmakta olan standardize edilmis testlerdir. Calismamizda yine bu
standart testlerden biri olan mikrodiliisyon yontemi kullanildi.

Enzim izolasyonu ve aktivasyonu kromojenik yontem (nitrosefin) metodu ile
test edildi. Sik goriilen infeksiyon etkenlerinden olan beta-laktamaz enzimine sahip
Echerichia coli ve Staphylacoccus aureus bakterileri kullanildi.

Calismamizin amaci, klinikte yaygin ve sik goriilen bakteri infeksiyonlarinin
rezistan suslarina karsi etkili olabilecek yeni beta-laktamaz enzim inhibitdrlerinin
klinik kullanima sunulmasidir. Epigallokatesin gallat (EGCQG) ile ayn1 grubun yaptig1
iki ¢alismada EGCG’in  S. aureus’ta beta-laktamaz inhibitdér etkisinden
bahsedilmektedir (Zhao ve ark., 2002). Yapilan benzer ¢alismalardan yola ¢ikarak
diger ¢ay polifenolleri olan epikatesin, epikatesin gallat, katesin hidrat, katesin gallat
gibi dogal kimyasal bilesikleri, klinikte kullanim1 olas1 p-laktam grubu
antibiyotiklerle birlikte kullanilarak yeni beta-laktamaz enzim inhibitorleri olarak

kullanilip kullanilamayacagini arastirmak i¢in bu ¢alisma yapildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. E.coli

Escherichia coli, ilk kez 1855 yilinda Escherich adinda bir arastirmaci
tarafindan infantlarin digkisindan izole edilmis ve Bacterium coli olarak
adlandirilmistir. Daha sonralari izole eden kisinin adi verilerek Escherichia coli
olarak tanimlanmistir (Bilgehan, 2004a; Baron ve ark., 1994).

Enterobacteriaceae familyast igerisinde yer alan, kuslarin ve
memelilerin normal barsak florasinda bulunan E. coli, 2—6 pm boyunda, 1-1,5 um
eninde, diiz, uclar1 yuvarlak bir gram negatif basildir. Genellikle etraflarinda
bulunan kirpikleri aracilifiyla hareketli olmakla beraber hareketleri yavastir. Bazi
suslarda kapsiil veya mikrokapsiil bulunmaktadir (Bilgehan, 2004a; Baron ve ark.,
1994).

Fakiiltatif anaerob olup 15—45 derecelerde iireyebilmekle birlikte optimal
tireme 1silar1 37°C'dir. Ortalama pH 7-7,2' de, buyyon ve jeloz gibi genel
besiyerlerinde kolayca iirerler. Buyyon ve peptonlu suda yogun iireme gosterirler ve
homojen bulaniklik yaparlar. Agarda genellikle 2-3 mm c¢apinda parlak, diizgiin
kenarl1, konveks, gri-beyaz renkte S tipi koloniler yaparlar. Tekrarlanan pasajlarda
ise kaba-mat ve graniiler R tipi koloniler olustururlar. Baz1 kdkenler, 6zellikle idrar
yolu infeksiyonlarindan soyutlananlar kanli agarda hemoliz yapabilirler.
Kapsiillii suslar ise mukoid koloniler olusturabilirler. Sekerleri ve diger
karbonhidratlar1 asit ve gaz olusturarak parcalarlar. Laktoza olan etkileri ve gaz
olusturmas1 diger barsak bakterilerinden 6zellikle Salmonella ve Shigella'lardan
ayiriminda 6nemli bir 6zelliktir. Bu nedenle pratikte laktoz negatif bakterilerden
ayirt edilmesinde iginde laktoz ve bir ayira¢ bulunan cesitli besiyerleri kullanilir.
Icinde laktoz ve eozin, metilen mavisi bulunan EMB agarda ve iginde laktoz, sodyum
stilfit, diyament fuksin iceren Endo agarda mavi- siyah yesilimsi parlaklik veren
koloniler olustururken McConkey ve Salmonella-Shigella (SS) agarda kirmizi
koloniler olustururlar (Bilgehan, 2004a; Baron ve ark., 1994; Ryan, 1994).



E. coli bakterilerinin IMVIC olarak bilinen biyokimyasal 6zellikleri
(Triptofandan indol olusturma, Metil kirmizisi testi, Voges Proskauer testi, sitrati
kullanma) (+ + —) olarak gosterilir. Ayrica oksidaz negatif olup iireyi
pargalayamazlar. Bazi1 kokenleri disinda Hidrojen siilfiir olusturamazlar, ancak
sisteinli besiyerinde az miktarda H2S yaptiklar1 saptanmustir. Katalaz pozitif,

potasyum siyaniir testi olumsuzdur (Bilgehan, 2004a; Baron ve ark., 1994).

E. coli dis etkilere olduk¢a dayanikli bir bakteridir. 55°C'de bir saat, 60
°C’ de 20-30 dakika, oda 1sisinda uzun siire canli kalirlar. Soguga direncli,
dezenfektanlara kars1 ise direngsizdirler. E. colinin O (somatik), H (kirpik), K
(kapsiil) antijenleri bulunmaktadir. Basil, O antijenlerine gore gruplara, H ve K

antijenleriyle de serovarlara ayrilir (Baron ve ark., 1994; Ryan, 1994).

1965 yilinda ilk kez ampisiline direngli E. coli suslar izole edilmis ve direnci
saglayan beta-laktamaza TEM-1 adi verilmistir (Data, ve ark., 1965). 1980'li yillara
kadar, kullanimda olan genis spektrumlu beta-laktamlarin etkisine diren¢ yaniti,
genis spektrumlu beta-laktamazlar olan TEM—1, onun varyantt TEM—-2 ve SHV—
1 olarak kalmistir. SHV—1 Klebsiella pneumoniae'da genellikle kromozomal, E.coli'

de ise genellikle plazmidik olarak bulunur.

Ozellikle hastane ortamindan izole edilen suslari pek ¢ok kemoterapotik
maddeye direnglidir. insanda barsak disinda bir bolgeye gecis yaptiklarinda veya
antibiyotik tedavisi goren kisilerde en ¢ok iriner sistem, safra yollari, akciger ve
peritonda  ¢esitli  infeksiyonlara  sebep  olabilirler;  enteropatojenik  ve
enterotoksinojenik suslar1 barsakta patojeniktir; stirglinlere yol acar (Prescott ve ark.,

1993).
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Sekil 2.1. Gram negatif bakterilerde hiicre duvar yapist (Bilgehan, 2005’den

alinmistir).

2.2. Staphylococcus aureus

Tibbi yonii en 6nemli olan bu stafilokok tiirii, tilkemizde ve tim diinyada en
yaygin hastane infeksiyonu etkenlerindendir. Metisiline direngli Staphylococcus
aureus suslarinin ve koagiilaz negative stafilokoklarin, hastane infeksiyonlarinda
bliyiilk pay sahibi olduklar1 goriilmektedir. Epidemi yapma potansiyelleri de
bulunan stafilokoklar halk sagligi yoniinden de biliyilk Oonem tasimaktadirlar

(Cengiz, 1999).

Gram olumlu koklar olup insanlarla yakin iliski igerisinde olan
bakterilerdir. Yuvarlak, kati1 besiyerlerinde belirgin olmak {izere diizensiz iiziim
salkimina benzer kiimeler bazen 3—5 koktan ibaret veya ikiserli gruplar olusturan,

tim hiicreleri birbirine benzerlik gosteren, sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiiz

koklardir.

Streptokoklardan en 6nemli ayirimi katalaz olusturma deneyi ile yapilir.
Streptokoklarin katalazi olumsuz iken, Staphylococcuslarin katalaz olusumu

olumludur.



Birgok besiyerinde iireyebilirler. En tipik iiremeleri kanli agardadir.
Kolonileri yuvarlak diizgilin, kabarik, mat, S tipinde olup sar1 pigment ve beta

hemoliz goriiliir.

Basta glikoz olmak tizere birgok karbonhidrati fermantatif olarak
parcalayabilirler ve son iriin olarak laktik asit yaparlar. Oxidaz negatiftir. Gaz
olusturmazlar. Mannitole etkileri 6zellikle bulunmaktadir. Bu nedenle ¢evrelerinde

sar1 bir hale olustururlar. Lizozime direnclidirler (Bilgehan, 2004b).

S.aureus antijen Ozelligi gosteren c¢ok sayida madde mevcuttur. Hiicre
duvarn peptidoglikan, teikoik asit ve protein-A (SpA) seklinde {li¢ temel eleman

tasimaktadir.

S. aureus hiicre duvarinda bulunan gruba 6zel bir antijen olan protein A,
Wervey tarafindan 1940’da tamimlanmistir. Birgok memeli serumundaki IgG’

disindaki tiim IgG ve IgA; ile baz1 IgM’nin Fc pargasi ile reaksiyon vermektedir.

Direnci kirilmis kimselerde; deride fronkiil (sivilce), deri alt1 sivilceleri,
yeni doganlarda ve dogal kliniklerinde deri lezyonlari, sepsis ve idrar yollari

infeksiyonu gibi hastaliklar yaparlar (Cengiz, 1999).

Stafilokoklar genel olarak Sulfanomid ve antibiyotik maddelere karsi
direnclidirler. Penisilinlere karsi diren¢ plazmid kaynakli Beta-laktamaz enzimi ile
saglanir. Novobiosine kars1 duyarlidirlar. Besin zehirlenmelerinde farkli derecede

hastalandiricilik 6zelligi gosterirler (Madigan, ve ark., 1997).

Beta-laktamaz enzimi mikroorganizmanin penisilinlere direng saglamasi
nedeni ile tedavide giigliige sebep olmaktadir. Penisilinazin bakterideki yapimi
bakteriyofajlar tarafindan transdiiksiyon suretiyle genetik olarak aktarilabilen
plazmidler tarafindan kontrol edilir. Direncin sebebi beta-laktam antibiyotiklere
diisiik afinitesi olan penisilin baglayan 2a veya 2°(PBP 2a) olarak adlandirilan
proteindir. Bu protein bakteri kromozomunda lokalize mecA geni tarafindan

kodlanmaktadir. mecA genine sahip suslar metisiline intrensik direng gosterirler ve



tim beta-laktam anibiyotiklere direnglidirler. Tedavilerinde antibiyogramla ilag

secimi onemlidir (Madigan, ve ark., 1997).
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Sekil 2.2. Gram pozitif bakterilerde hiicre duvar yapisi (Bilgehan, 2005’den

alimmustir).

2.3. Beta — laktam Antibiyotikler

Beta-laktam antbiyotiklerin tiimii molekiillerin ¢ekirdek kisminda beta-laktam
halkas1 igerirler. Beta-laktam halkas1 bir azot ve {li¢ karbon iceren doymus bir
halkadir. Bu halka hiice duvar sentezinde kullanilan disakkarit peptitlerin karboksi
terminali ile yapisal olarak benzerdir. Bu benzerlik yiiziinden duvar sentezini
saglayan enzimler olan penisilin baglayan protein (PBP) bu substrat yerine beta-
laktam antibiyotiklere baglanir. Enzimler bloke olur, duvar sentezi duran bakteri 6liir

(Toreci, 1991).



Tablo 2.1. Beta -laktam antibiyotiklerin siniflandiriimas1 (Ozgiiven, 2008).

PENAMLAR

- Metoksipenamlar (Temosilin )

- Penisilinler (PenG, PenA, PENM, Karboksipenisilinler, Ureidopenisilinler,
Amidinoenisilinler)

- Oksapenamlar (Klavulanik asit )

- Karbapenamlar

PENEMLER

- Oksapenemler
- Sulfopenemler

- Karbapenemler  (Imipenem, Meropenem, Panipenem ve Biapenem)

SEFEMLER

- Oksasefemler
- Sefalosporinler
- 1. Kusak: Sefalotin, Sefazolin, Sefaleksin, Sefadroksil, Sefaloridin, Sefapirin, Sefradin,

- 2. Kusak: Sefamandol, Sefuroksim, Sefaklor, Sefanisit, Sefarenit,

Lorakarbef, Sefmetazol, Sefotetan, Sefoksitin

- 3.Kusak: Sefotaksim, Seftazidim, Seftriakson, Sefiksim, Sefoperazon,
Sefpodoksim, Seftizoksim

- 4. Kusak : (Genis spekturumlu ) Sefepim, Sefpirom

- Sefamisinler ( Sefoksitin, Sefotetan, Sefmetazol )

- Karbesefemler

MONOLAKTAMLAR

- Nokardisinler

- Monobaktamlar ( Aztreonam )
- Monofosfamlar

- Monokarbamlar

- Monosulfaktamlar




2.4. Beta — laktamazlar

Beta-laktamaz enzimleri bakteriyel penisilin baglayan protein (PBP)’lerde
reaksiyona girerek hiicre duvar1 sentezini bozan beta-laktam halkasini hidrolize
etmek suretiyle etki eder. Bu halka hidrolize olunca antibiyotik aktiviteleri bozulur

(Eraksoy, 1989).

Beta — laktam halkasindaki karbonil grubu ile bir ester kopriisii kurup siklik
amid bagini bozar ve bir agil-enzim tiirevi olustururlar. Bu enzim penisilloil veya bir

enzim sefalosporil molekiiltidiir.

Reaksiyonu gerceklestiren ti¢ grup molekiil vardir:

- Diisik molekiil agirliklt penisilin baglayan proteinler (PBP) (D-D karboksi
peptidazlar)

- Yiiksek molekiil agirlikli PBP’ler (Transpeptidazlar )
- Beta- laktamazlar.

Biitin PBP’ ler ve beta-laktamazlarin ¢ogu aktif bolgelerinde bir serin
aminoasidi bulunan ve bu nedenle “serin peptidazlar” olarak adlandirilan bir enzim
ist ailesinde yer alirlar. Bu enzimlerin beta-laktam ajanlara baglanmasi sirasinda
once bir acil-enzim tiirevi olusturmaktadir. Bunu izleyen basamakta ise, bir
deagilasyon iglemi ile enzim agil molekiiliinden ayrilarak rejenere olur. PBP’ ler ve
beta-laktamazlar arasindaki farki bu deacilasyon basamaginin hizi olusturur. Beta-
laktamazlar agil tiirevinden kisa siirede ayrilirtken PBP’ lerde bu basamak

gerceklesmez ve antibiyotik yerine enzimin inaktivasyonu ile sonlanir.

Beta — Laktamaz Cegitleri: Beta-laktamazlar molekiiler yapilarina ve islevsel
ozelliklerine gore simiflandirilirlar.(Tablo2.2.) Molekiil yapilarima gore 4 farkh
siiflandirilirlar.(A, B, C, D)



A, B ve D molekiiler smiflarinda bulunan beta-laktamazlar serin-ester aracilikli
mekanizma ile iglev goriirler. Simif B beta-laktamazlar ise, kofaktdr olarak ¢inko

(Zn %) iyonu gereksinir.

Smif A’nin  substrati penisilinlerdir. Bu grup enzimler igerisinde
Staphylococcus auerus © un beta-laktamazlar1 (Grup 2a) ve Gram negatif bakterilerin
TEM ve SHV tipi enzimleri (Grup 2b, 2be, 2br) sayilabilir. Smif B (Grup 3)
metallobeta-laktamazlar, Stenotrophomonas maltophilia, Bacteroides fragilis,
Aeromonas ve Legionella spp.’de saptanabilen, penisilinler ve sefalosporinlerin
yanisira karbapenemleri de hidrolize eden beta-laktamaz inhibitorleri ile inaktive

olmayan enzimlerdir.

Tablo 2.2. Beta-laktamaz gesitleri (Bush ve ark., 1995).

Grup | Molekiiler | Substrat Enzim
Simif
1 C Sefalosporinler Kromozomal ve plazmid kdkenli
AmpC tipi enzimler (CMY1,2)
2a A Penisilinler Gram(+) bakterilerin penisilinazlar
2b A Penisilinler, TEM-1,TEM-2,SHV-1
sefalosporinler
2be | A Penisilinler, dar ve genis | TEM—3-TEM-29, TEM—46-TEM—
spekturumlu 49;SHV-2-SHV-9;PER-1
sefalosporinler
2br | A Penisilinler TEM-30-TEM—41,TEM—-44-TEM~—
45(IRT 1-14),TRC-1,SHV-10
2c A Penisilinler PSE1,PSE-3,PSE-4
2d D Penisilinler, oksasilin OXA-1-OXA-11,0XA-14-OXA-17
2e A Sefalosporinler Proteus vulgaris’in indiiklenebilir
beta-laktamazi
2t | A Penisilinler, sefalosporin | Enteobakter cloacae’nin NMC-A’ si
karbapenemler Serratia marcescens’in Sme—1’ 1
3 B Karbapenemler dahil -
bir¢ok beta-laktam
4 ? Penisilinler Burkholderia cepacia nin penisilinazi
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Gram negatif bakterilerde bulunan sinif C beta-laktamazlar (Amp C; Grup 1),
kromozomal ve plazmid kokenli sefalosporinazlari ve sinif D beta-laktamazlar da

(Grup 2d) oksasilini hidrolize eden enzimleri kapsamaktadir.

Beta-laktamazlar arasinda TEM ve SHV grubu enzimler, mikrobiyoloji
laboratuarinda sik soyutlanan tiirlerde yaygin olmalar1 ve plazmidlerce taginmalari
nedeniyle klinik 6nem agisindan 6n planda gelmektedir. TEM—1, TEM-2 ve SVH-1
beta-laktamazlari, penisilinler ve 1.kusak sefalasporinleri etkin bir bigimde
parcaladiklar1 halde, sefotaksim, seftazidim ve aztreonam gibi genislemis spektrumlu
beta-laktamazlara kisitl etki gosterirler. Ancak 80’li yillardan baslayarak geniglemis
spekturumlu beta —laktam ajanlarin klinik tedavide yaygin kullanim sonucunda, bu
enzimleri kodlayan genlerdeki nokta mutasyonlarmma bagli olarak yeni enzimler
gelismistir. Bu enzimler geniglemis spektrumlu beta-laktam ajanlart inaktive
edebilmekte ve bu nedenle genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (Extended
spectrum beta-lactamases; ESBL) olarak adlandirilmaktadir (Grup 2be). ESBL’lerin
giiniimiizde sayilar1 50 civarindadir ve en sik Escherichia coli ve Klebsiella
pneumonia suslarinda bulunmakta ve bu tiirler ile olusan infeksiyonlarin tedavisinde
sorun yaratmaktadir. Gerek TEM—1, TEM-2 ve SHV-1 gerekse bunlarin genislemis
spektrumlu tiirevleri, klavulanik asit, tazobaktam ve daha az oranda sulbaktam gibi
beta-laktamaz inhibitorlerine duyaridir. Son yillarda, penisiline etkili, ancak
klavulanik asite direngli TEM benzeri enzimler de bildirilmistir. (Grup 2br; inhibitor-

rezistan TEM; IRT).

Penisilin Baglayan Protein Degisimleri: Hedef yapisindaki degisim
sonucunda antibiyotigin baglanamamas1 beta-laktam antibiyotiklere direngte dnemli
bir diger mekanizmadir. Direngli suslarin penisilin baglayan proteinlerinin baglanma
ozelliklerinde degisim meydana geldigi goriiliir. Penisilin baglayan proteinler (PBP)
peptidoglikan sentezinde yer alan enzimlerdir. Bunlar arasinda transpeptidazlar
“yiiksek molekiil agirlikli PBP”; D-D karboksipeptidazlar ise “diisiik molekiil
agirhikli PBP” olarak adlandirilirlar. PBP degisimine bagl direng, Gram pozitif
bakterilerde daha fazla goriilmektedir ve gilinlimiizde o6zellikle Streptococcus
pneumoniae ve Stahylococcus aureus gibi tiirlerin beta-laktam ajanlarla tedavisinde

sorun yaratmaktadir. Bu tip dirence yol agan genetik Ozellikler arasinda en iyi
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incelenmis olan1 metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinda
bulunan mec A genidir. Bu gen, beta-laktam ajanlara hi¢ baglanmayan veya diisiik
oranda baglanan PBP 2a olarak adlandirilan yeni bir penisilin baglayan protein
yapimina neden olur. Bu yeni tip protein iireten bakteriler beta-laktamantibiyotik

varliginda da peptidoglikan sentezini stirdiirtirler.

Diger bir direng olayr da S. pneumoniae suslarinda beta-laktam afinitesinin
azalmasina neden olan PBP degisimleri goriilebilir. Penisiline duyarli pndmokok
suslarinda PBPB 1a, 1b, 2a, 2b, 2x ve 3 olarak numaralandirilan alti PBP
bulunmaktadir. PBP 1a, 2b ve 2x’ deki degisimler penisilin ve sefalosporin direncine
yol agmaktadir. Bu degisimlerin nokta mutasyonlarindan degil, penisiline direncli
yakin bir tliirden gelen yabanci DNA’dan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu iki
direng olay1 yaninda, Gram negatif bakterilerin porin degisikliklerine bagli olarak
gecirgenligin azalmasi da direng gelisimi olarak goriiliir. Aktif pompa sistemleri ile

beta-laktam antibiyotigin hiicre i¢inde birikmesi engellenebilir (Giilay, 1999).

Hidrolize ederek beta-laktam grubu antibiyotikleri inaktivite eden
enzimlerdir. Bu hirolizasyon ile penisilinler penisiloik aside, sefalaosporinler
sefalosporoik aside parcalanirlar. Olusan bu {iriinlerin antimikrobik aktiviteleri
yoktur (Neu, 1984; Laden ve ark., 1985; Acar ve ark., 1986; Neu, 1986; Yiice,
1988b; Hoeprich, 1990; Mayer ve ark., 1990).

Beta-laktamaz genleri bakteri kromozomunda veya plazmid, transpozon,
integron gibi hareketli genetik elemanlarinda bulunabilir. Beta laktamazlar
sentezlendikten sonra sitoplazmik membrana g¢esitli dercelerde bagli olarak
bulunurlar. Bu baglanma derecesi enzimin salinma aktivitesini etkiler (Acar, 1985).
Gram pozitif bakterilerde baglanma ¢ok zayiftir ve dogrudan dis ortama salinir. Yani

ekzoenzim yapisindadirlar (Neu, 1986).

Gram negatiflerde ise, beta-laktamazlar periplazmik aralikta bulunurlar

(Curtis ve ark., 1972; Mayer ve ark., 1990; Livermore, 1997; Giilay, 2003).

Gram pozitif ve gram negatif bakterilerde, hiicre duvari yapisinin

farkliligindan dolayr beta laktamaz grubu antibiyotiklerle farkli iliskilere yol
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acmaktadir (Neu, 1986). Bu nedenle gram negatif bakteri tiirlerinde beta-
laktamazlara bagl diren¢ siklikla ilag gecirgenligi ile ilgili mekanizmalar da rol

almaktadir (Cornaglia ve ark., 2006).

Gram pozitif bakterilerde hiicre duvart kalin bir peptidoglikan tabakasi
icermektedir. Dig membran ise icermez. Eger dis ortamda bakteri tarafindan
salgilanmis beta-laktamazlar yok ise antibiyotik molekiilii, peptidoglikan katmanini

kolaylikla gecerek PBP’ lere ulagabilmektedir.

Gram negatif bakterilerde ise peptidoglikan katmani incedir; dig kisminda
lipopolisakkarit ve fosfoipitlerden olugsmus bir digs membran vardir. Bu dig membran
tizerinde “porus” adi verilen kanal seklinde yapilar bulunur. Dis membran,
hidrofobik bir bariyer olusturarak bakteriyi beta-laktam antibiyotikerden korur ve
ancak ¢ok az bir kismmin porus’lardan igeriye girmesine izin verir. Igeriye giren
antibiyotik molekiilleri ise PBP’lere ulasamadan periplazmik araliktaki beta-
laktamazlarla inaktivite edilir. (Neu, 1985; Neu, 1986). Bu durumda antibiyotigin
periplazmik aralifa difiizyon hizi ve bakteri tarafindan olusturulan beta-laktamaz

miktar1 inhibisyonun derecesini belirlemektedir.

Beta-laktamazlara  direng;  Bakterilerde duvar olusumunda  etkili
karboksipeptidaz, transpeptidaz ve endopeptidaz etkinligindeki enzimle penisilini
bagladig1 icin bunlara penisilin baglayan protein (PBP) denir. Beta-laktam
antibiyotikler, bu enzimlere baglanarak enzimin kendi substratina baglanmasin
engellemekte ve boylece duvar sentezi durmaktadir. Bu sekilde bakteri boliinemez,
gelisemez veya deforme olur. Baglanmada Beta-laktam antibiyotige afinitesinin
azalmasi, PBP sayisinda azalma olmasi veya beta-laktam antibiyotiklere diigiik
afinite gosteren yeni PBP’ lerin sentezlenmesi sonucu olusabilmektedir. Bunlarin
tiimii kromozomal mutasyon sonucu ortaya ¢ikar (Amyes ve ark., 1992; Livermore

ve ark., 1995; Giir, 2000).

S. aureus’un lrettigi beta-laktamazlar c¢ogunlukla plazmid {izerine

kodlanmistir (Bush, 1989).
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2.5. Beta — laktamaz inhibitorleri

2.5.1. Klavulanik asit

Klavulanik asit Streptomces clavurigeris’ den elde edilen klavam tiirevi
antibiyotiktir. Beyaz, cogunlukla beyaza yakin, higroskopik, kristal tozdur. Suda,
alkol ve asetonda gii¢lii ¢oziiniir. Sudaki %1 soliisyonunun Ph ‘s1 5.5 — 7.5 dir. Hava
almayan kaplarda saklanmaktadir. Klavulanik asit diisiik antibakteriyel etkiye
sahiptir. Bakterinin hiicre duvarina sizar ve yapisir. Boylece her iki tarafta da
ekstraselliiler enzimi inaktif edebilir. Bu partikiiler enzim inhibitdrii, geridoniisiimsiiz
ve rekabet¢i bir inhibitérdiir. Penisilin ve sefalosporin ile birlikte bir¢ok direcli
bakterilere karst kullanilmaktadir. Kromozomal tip — 1 beta laktamazlara karsi
genellikle diisiik etkisi olmakla beraber Enterobacter, Citrobacter, Serratia spp. ve
Pseudomonas aeruginosa‘ ya karsi direnci stirmektedir. Baz1 Klebsiella pneumoniae,
diger birkag¢ Enterobacteriaceae ve Pseudomonas aeruginosa ¢ da bulunan plazmid

ile olusan ile genis spekturumlu beta laktamazlara etki etmezler (Sweetman, 2002).

2.5.2. Sulbaktam

Sulbaktam, beyaza yakin kristal tozdur. Suda ve dilue asitte ¢oziiniir. Etil
asetat, kloroform ve asetonda kismi olarak ¢6ziiniir. Genellikle zayif antibakteriyel
etkilidir. Neisseria haricinde plazmid araciligiyla veya kromozomal beta
laktamazlara geri doniisiimsiiz olarak diger beta laktamaz inhibitorii klavulanik asit
gibi geri doniisiimsiiz olarak etki eder. Klavulanik asite gore daha genis spektrumlu
olmasina ragmen beta-laktamazlara etkisi daha azdir. Sulbaktam, bir¢cok direngli

tiirlere kars1 penisilin ve sefalosporin aktivitelerini arttirmaktadir.

Sulbaktam oral kullanimlarda ampisilin ve sefperazon ile kombine edilerek

kullanilmaktadir (Sweetman, 2002).
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2.5.3. Tazobaktam

Tazobaktam, sulbaktam gibi beta-laktamaz 6zellik gdsteren penisillanik asit
tiirevidir. Buna ragmen digerlerine oranla daha fazla etkiye sahiptir. Beta laktamaz
tireten bakterilere karsi potansiyel olarak artan etkisi bulunmaktadir. Bakteriyel
infeksiyonlara etkili olabilmeleri i¢in damar igine piperasilin sodyum ile kombine
olanlar1 kullanilmalidir. Tazobaktam ile piperasilin benzer farmokinetik 06zellik

gostermektedirler (Sweetman, 2002).

2.6. Cay polifenolleri

Gliniimiizde sudan sonra en popiiler igecek olan ¢ay, Cin’in giineybati ve
Hindistan’in kuzeydogu kokenli ¢ay bitkisinin (Camellia sinensis) assamica ve
sinensis ¢esitlerinin taze yapraklarindan tiretilmektedir (Owuor ve ark., 1998).

Diinya genelinde iiretimi yapilan caylar, yesil ¢ay, oolong cay ve siyah c¢ay
olmak iizere baslica li¢ grup altinda smiflandirilir. Cay bitkisinden hasat edilen
yapraklarin, kivrilarak hemen 1si1l uygulama ile kurutulmasiyla yesilcay elde
edilmektedir. Yesil ¢ay daha cok Japonya, Cin ve diger Asya lilkelerinde yaygin
olarak tiiketilmektedir (Yang, 1999; Wang ve ark., 2000).

Cay polifenolleri zengin flavonoidler icermektedir. Yesil cay 6zellikle katesinler
ve katesin tilirevlerini kapsayan flavonoidlerce zengindir. Epigallokatesin galat
(EGCQG), epigallo katesin (EGC), epikatesin (EC), epikatesin galat (ECGQG), katesin ve
katesin gallat (CQG) yesil ¢ayda bulunan baslica katesinlerdir. Katesinler suda ¢oziiniir
ve demlendiklerinde acilik, burukluk verir (Sahin ve ark.,20006).

Agiz yoluyla alimi takiben katesinler bagirsaklarda iyi derecede emilir. Yesil
cay tliketen saglikli bireyleri kapsayan bir ¢alismada, plazmadaki EGCG, EGC ve
EC’ nin seviyelerinin igilen miktarin %0.2-2°si arasinda degistigi ve maksimum
konsantrasyona oral alimi takiben 1.4-2.4 saat sonra ulasildig1 belirlenmistir (Sahin

ve ark., 2006).
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2.6.1 Epigallo katesin gallat (EGCG)

Epigallokatesin gallat (EGCG), metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA)’un hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakasinin biyosentezine ve yapisina
etki ederek beta laktamazlarin aktivitesini arttirdi§i goriilmistiir. Bu etki in- vitro
ortamda kanitlanmistir (Zhao ve ark., 2002). Yine EGCG ile kombine edilmis
ampisilin-sulbaktam antibiyotiklerin etkilerinin arttigt gdzlenmistir (Hu ve ark.,

2001).

2.6.2. Epikatesin gallat (ECG)

Bu maddeler yesil cayin (Camellia sinensis) baslica Dbilesenleridir.
Epigallokatesin gallat, metisiline direngli Staphlylococcus aureus (MRSA)’1n,
metisiline ve diger beta-laktam antibiyotiklerine karst duyarliligini arttirdigi
goriilmustiir. Katesin ve gallatlarin etkileri incelenmis ve beta laktam direnglerinin
modifiye edilmesinde epigallo katesin galat (EGCG)’ 1n epikatesin galat (ECG)’ dan
daha etkili oldugu gozlenmistir (Stapleton ve ark., 2003). Oxacilline karsi olusan
direnci modifiye etmede ECG’ nin gallat kisminin etkili oldugu, gallik asit ve alkali

gallatin ise bu modifikasyonda etkisiz oldugu goriilmiistiir (Stapleton ve ark., 2003).

Yine yapilan caligmalarda; epikatesin gallat (ECGQG), epigallokatesin gallat
(EGCG), katesin gallat (CG) gibi gallokatesinlerin orta seviyelerindeki (6.25 ile 25
ng/ml) konsantrasyonlart yiikksek seviyede direng (>256 pg/ml) gosteren beta-
laktamlarin kirilma noktalarini asagiya ¢cekerek MIC seviyelerine indirme yetenekleri

goriilmiistiir (Stapleton ve ark., 2001).
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R1 A1

I (-)-Epicatechin (EC) . {+)-Catechin (C)
Bl =0H Rl =0H
R2=H R2=H

2 (-FEpicatachin gallate (ECG)

R1 = Galloyl
Ri=H

A (<-Epigallocatechin i(EGC )
Rl=R:=0OH

+. (--Epigallocatechin gal late (EGCG)
R = Galloyl
B2=0H

Sekil 2.3. Cay polifenollerindeki katesinlerin yapilari (Muthumani ve ark., 2006’
dan alinmistir).
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3. ARAC GERECLER VE YONTEM

Bu arastirma, Mart-Nisan 2009 tarihleri arasinda Diizce Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuarinda
yapilmistir. Arastirmada kullanilan mikroorganizmalar, klinik olarak izole edilen
beta-laktam antibiyotiklere direngli E. coli ve S. aureus kokenleri ve E. coli ATCC
25922 ve S. aureus ATCC 29213 standart suslar1 kullanilmistir.

3.1 Kullamilan Gerecler ve Laboratuar Ekipmanlar

—

. Santrifiij (Niive NF 1215, Tiirkiye)

. Otoklav (Niive NF OT 4060, Tiirkiye)

. Hassas terazi (Presica XB220A, Isvigre)

. Vorteks karistirict (MS1 MINISHAKER, ThermoFisher Scientific, ABD)

2
3
4
5. Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya)
6. Etliv (Niive EN 500, Tiirkiye)

7. pH metre (Mettler pH 72, Seven Easy pH Meter, Cin)

8. Manyetik karistirict (Heidolph DIAX 900 homogenizer, Fisher Scientific,
Malezya)

9. Homojenizator (Ultra-Turrax T25, IKA; Werke 24,000 r.p.m.j. Almanya)

10. Isik Mikroskobu (Nikon UFX-IIA, Japonya)

11. Nefolometre (BBL, ABD)
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3.2. Kullanilan Besiyerleri
3.2.1. Mueller hinton broth (Difco)

Bu besiyerini hazirlamak i¢in toz haldeki Mueller Hinton buyyonundan 21g
tartilip, Schot duran siselerine 200 ml ‘lik miktarlarda dagitilmis ve otoklavda 121
%C’de 15 dakika steril edilmistir. Hazirlanan bu besiyerine katyon olarak kalsiyum ve
magnezyumun distile sudaki tuz ¢oOzeltileri ilave edilmistir. Bunun ig¢in
MgCl,.6H,0ve CaCl,.2H,0 kullanilarak her iki katyonunda 10 mg/ml’lik ¢ozeltileri
hazirlanip, membran filtre teknigiyle (Sartorius 0.2 um) steril edilmistir. Hazirlanan
bu ¢ozeltiler 4°C* de saklanmustir. Mueller Hinton buyyonuna magnezyum iyonlarmi
iceren stok ¢ozeltiden 25 mg/l, Kalsiyum iyonlarini i¢eren stok ¢ozeltiden ise 50 mg/1
olacak sekilde ilave edilerek katyon ilaveli Mueller Hinton Buyyonu hazirlanmis ve

Ph ayarima bakilmustir (25°C’de 7.2-7.4).

3.2.2. Triptik soy broth ( Difco)

Toz haldeki triptik soya buyyonundan 30g tartilip, 1000 ml distile suda
¢oziindiikten sonra tiiplere 3 ml miktarlarda dagitarak ve otoklavda 121 °C’de 15
dakika steril edilmistir.

3.2.3. Triptik soya agar ( Difco)

Toz haldeki triptik soya buyyonundan 40g tartilip, 1000 ml distile suda
¢oziindiikten sonra Schot duran siselerine 200 ml ‘lik miktarlarda dagitilmig ve
otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir. Kullanilacagi zaman eritilerek petri

kutularina uygun miktarlarda dagitilmistir.

3.3 Kullanilan Bakteriler ve Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi:

Calismada kullanilacak E.coli ve S.aureus bakterilerinin hem klinik olarak
toplanan suslardan beta-laktama direncli olanlar ile E.coli ATCC 25922 ve S.aureus
ATCC 29213 standart suslar1 kullanilmistir. Bu bakterilerin tiimiinden saf kiiltiir elde
etmek i¢in, triptik soya agar besiyerine azaltma yontemiyle 6ze ile yayilarak, 35+2

C> de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi iireyen 3—4 koloni
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aliarak 3ml triptik soya broth bulunan tiiplere ekim yapilmistir. Ekim yapilan tiipler
3542 °C’lik etiivde 5 saat bekletildikten sonra, bulaniklig: steril distile su ile 0.5
McFarland standartina gore BD nefolemetre 510 000 1003 kullanilarak
ayarlanmistir. Bakteri suslar1 0.5 McFarland olarak BD Spec. Calibrator Kit 440911
kullanilarak 10® CFU/ml igeren siispansiyonlar elde edilmistir. Bu siispansiyonlarin
3.1.1 de bildirilen katyon ilaveli Mueller Hinton broth’> un 1/10 oraninda
seyreltilmesiyle, bakterilerin inokiilim olarak kullanilan 10° CFU/mL’lik
siispansiyonlar1 elde edilmistir. Bu siispansiyondan sivi besiyerine 0.005 mL
koyuldugunda, bakterinin son test konsantrasyonu yaklasik 5x10% CFU/kuyucuk

olmustur.

3.3.1. inokuliimdeki mikroorganizma sayisinin saptanmasi

Kullanilacak olan 10° CFU/ml’lik siispansiyonlarin fizyolojik tuzlu suda 107,
107,10 oranlarinda seyreltilmis ve her seyreltmelerden 100’er pl alinarak petri
kutularindaki triptik soya agarinin ylizeyine tatbik edilmistir. Tatbik edilen s1v1 steril
cam gubuk yardimi ile besiyerinin yiizeyine yayilmustir. 24 saat 35+2 °C ’lik etiivde
bir gece bekletildikten sonra olusan koloniler sayilarak mililitresindeki

mikroorganizma sayis1 (CFU/mL) saptanmustir.

3.4. Calismada Kullanilan Antibiyotik ve Cozeltiler

Calismada Fargem Ila¢ A.S., tarafindan temin edilen epikatesin gallat Sigma
%98 Lot No: 127K1035 , katesin gallat Sigma %98 98 Lot No: 087K1551,
epikatesin  Sigma %98 Lot No: 1361450, katesin hidrat Sigma %98 Lot No:
1354270 ¢ay polifenolleri kullanilmistir. Antibiyotik olarak kullanilan Sulbaktam
(potens %56.8) Klavulanik asit (potens %41.70) Fako Ilag ve sanayi A.S.,
Amoksisilin (potens % 94,8) ve Ampisilin (potens %98,6) Fargem ilag A.S.,
tarafindan temin edilmistir.
Clinical and Laboratory Standards Institute (2005)° e gore asagida belirtilen formiil,

antibiyotiklerin stok ¢dzeltilerini hesaplamak i¢in kullanilmistir.
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Tartilacak antibiyotik = Coziiciiniin hacmi(ml) x Istenen konsantrasyon (pg/ml)

Miktar1 (mg) Antibiyotigin aktivitesi (ng/ml)

Antibiyotiklerin hazirlanmast icin metler PH 72 terazisi kullanimistir
“Clinical and Laboratory Standards Institute”(2005)° a gore kulanilan
antibiyotiklerin tiimiiniin konsantrasyonlar1 5120 pg’mL olarak hazirlanmistir.

Kullanilan antibiyotikler i¢in ¢oziicli ve sulandiricilar tablo 3.1 *de verilmektedir.

Tablo 3.1. Antibiyotikler i¢in ¢6ziicii ve sulandiricilar

Kullanilan Antibiyotik Coziicii Sulandirici
ve Maddeler
Amoksisilin Fosfat tampon pH.6.0 , 0.10 mol/L | Fosfat tampon pH.6.0, 0.10 mol/L
Klavulanat Fosfat tampon pH.6.0 , 0.10 mol/L | Fosfat tampon pH.6.0 , 0.10 mol/L
Ampisilin Fosfat tampon pH.8.0, 0.10 mol/L | Fosfat tampon pH.6.0 , 0.10 mol/L
Sulbaktam Su Su
Epikatesin gallate DMSO DMSO
Epikatesin DMSO DMSO
Katesin gallate DMSO DMSO
Katesin hidrat DMSO DMSO

3.5. Mikrodiliisyon Siv1 Yontemi

Steril mikrodiliisyon plaklarina antibiyotik ¢ozeltilerin Tablo.3.4 de gdsterilen
konsantrasyonlar1 hazirlandi. Kuyucuklara 0.095 mL MHB doldurulmustur. Her
dizide tireme (pozitif) kontrol i¢cin mikroorganizma igeren besiyeri kuyucugu ile
negatif (inokiile edilmemis) bir kuyucuk birakilmistir. 0.5 MacFarland siispansiyon
(1x10® CFU/ml) kiiltiirleri 1:10 oraminda sulandirilip her bir kuyucuga 5 pl ilave
edilmistir. Antibiyotik konsantrasyonlarindan 0.1 mL kuyucuklara ilave edilmistir.
Kuyucuklarda toplam hacim 0.2 ml sivi igermistir. Inokiile edilmis mikroplaklar
kurumayr onlemek amaciyla parafilm ile sarilmistir. 35 + 2 °C ¢ de 18-20 saat

aerobik kosullarda inkiibe edilmistir.
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3.6. Beta-laktamaz Testinin Uygulanisi

3.6.1. Kromojenik sefalosporin yontemi (Nitrosefin)

Beta laktamazlar nitrosefin yontemi ile kontrol edilmektedir. Nitrosefin, beta-

laktamazlarin ¢ogu i¢in yiiksek dercede duyarlilik saglamaktadir (Livermore ve ark.,

2001).

0.5 mM nitrosefin soliisyonu hazirlamak i¢in; 2.85 mg nitrosefin tozu 0.5 mL
dimetilstilfoksid (DMSO) icinde ¢oziilerek, 0.1 M fosfat buffer pH 7.0 den 9.5 ml ile

karigtirilmastir.

Test sirasinda Tryptic soy agar petrilerinde 18-24 saatlik {lireyen koloniler
topland1 ve 20ul hacimdeki 0.1 M fosfat buffer Ph 7.0 i¢inde siispanse edilmistir. Bu
slispanse, nitrosefin siispansiyonu i¢ine ilave edilerek, 1-2 dakika i¢inde kirmizi renk
olusumu meydana gelerek beta-laktamaz aktivitesini gOstermistir.  Diisiik
aktivitelerde renk olusabilmesi i¢in silire biraz uzayabilmektedir. Yinede 10
dakikadan uzun siiren sonuglar siipheli olarak goriilmelidir. (Livermore ve ark.,

2001).

3.7. Calismada Kullanmilan Antibiyotiklerin MiK Noktalarinin Belirlenmesi

Calismada Amoksisilin, Klavulanik asit, Ampisilin, Sulbaktam, Epikatesin
gallat, Epikatesin, Katesin hidrat ve Katesin gallat kontrol grubu olarak da
antibiyotik icermeyen kiiltiir ilaveli kuyucuklar kiyaslandi. MIK, Kiiltiirlerin
mikrodiliisyon kuyucuklarinda {iremeyi tamamen inhibe eden ve g¢iplak gozle
belirlenebilen biiyiimenin olmadigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonlari olarak
belirlendi (Demirci ve ark., 2002).

Test sirasinda uygulanan antibiyotik ve ¢ay polifenollerinin konsatrasyonlari

Tablo 3.2.’de gosterilmistir.

Tablo 3.2. S. aureus ve E.coli i¢in kullanilan antibiyotik konsantrasyonlar1 (ug/mL).
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Kullanilan antibiyotik

maddeler

S. aureus icin uygulanan

konsantrasyonlar

E.coli i¢in uygulanan

konsantrasyonlar

Amoksisilin

0.06-0.125-0.25-0.5-1 pg/mL

0.5-1-2-4-8 pg/mL

Amoksisilin+Klavulanat

0.06-0.125-0.25-0.5-1 pg/mL

0.5-1-2-4-8 pg/mL

Ampisilin

0.5-1-2-4-8 pg/mL

1-2-4-8-16 pg/mL

Ampisilin + Sulbaktam

0.5-1-2-4-8 pg/mL

1-2-4-8-16 pg/mL

Tablo 3.3.

S.aureus’da

kullanilan  ¢ay

polifenolleri

ile  antibiyotik

konsantrasyonlarmin MIK degerlerinin eslestirilmesi (ug/mL).

Epikatesin, Amoksisilin Ampisilin konsantrasyonu
Epikatesin gallat, katesin, konsantrasyon karsihigi karsihig (ng/mL)
Kkatesin gallat (ng/mL)
konsantrsayonlari (pg/mL)
3.125 pg/mL 0.06 pg/mL 0.5 pg/mL
6.25 pg/mL 0.125 pg/mL 1 pg/mL
12.5 pg/mL 0.25 pg/mL 2 pg/mL
25 pg/mL 0.5 pg/mL 4 png/mL
50 pg/mL 1 pg/mL 8 ng/mL

Tablo 3.4. E.coli’de kullanilan cay polifenolleri ile antibiyotik konsantrasyonlarinin

MIK degerlerinin eslestirilmesi (pug/mL).

Epikatesin, Amoksisilin Ampisilin konsantrasyonu
Epikatesin gallat, katesin, konsantrasyonu karsiigi karsih@ (ng/mL)
Kkatesin gallat (ng/mL)
konsantrsayonlar: (ng/mL)
3.125 pg/mL 0.5 pg/mL 1 pg/mL
6.25 ng/mL 1 pg/mL 2 pg/mL
12.5 pg/mL 2 pg/mL 4 pg/mL
25 pg/mL 4 png/mL 8 ng/mL
50 pg/mL 8 ng/mL 16 pg/mL
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4. BULGULAR

4.1. Elde Edilen Bulgular

Inokiile edilmis mikroplaklar 35 + 2 °C ¢ de 18-20 saat aerobik kosullarda
inkiibasyon sonrasi plaklarda gelisen iireme veya ilireme durumlari, ¢iplak goz ile
degerlendirilmistir. Seri diliisyon skalalarinda bulanikligin  kayboldugu, yani
tiremenin gerceklesmemis oldugu konsantrasyona denk gelen kuyucuklar, o suslar
icin MIK degerleri olarak kabul edilmistir. Kontrol grubu olarak antibiyotik
icermeyen kuyucuklarin hepsinde bulanikliklar gozlenerek tiremeler kaydedilmistir.

E.coli’nin ampisilin, ampisilin+sulbaktam ve ¢ay polifenolleri ile ilgili MIK
sonu¢ degerleri Tablo 4.1." de, amoksisilin, amoksisilintklavulanat ve c¢ay

polifenolleri ile ilgili MiK sonug degerleri de Tablo 4.2.” da gdsterilmisir.

Tablo 4.1. Ampisilin, ampisilin+sulbaktam ile ¢ay polifenollerinin E.coli deney

gruplari {izerindeki MIK (mcg/ml) degerleri

E.coli | Ampisilin | Ampisilin Ampisilin Ampisilin Ampisilin | Ampisilin
+ + + Epikatesin + +
sulbaktam Epikatesin Gallat Katesin Katesin
Gallat

X4 8 8 8 8 8 8

X, 16 4 8 8 16 16

X3 16 8 16 16 16 16

X4 16 8 16 16 16 16

X5 8 4 16 16 16 16

X6 16 8 16 16 16 16

X5 8 8 16 16 16 16

X 16 8 16 16 16 16
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Tablo 4.2. Amoksisilin, amoksisilint+klavulanat ile ¢cay polifenollerinin E.coli deney

gruplari {izerindeki MIK (mcg/ml) degerleri

E.coli | Amoksisilin | Amoksisilin | Amoksisilin Amoksisilin Amoksisilin | Amoksisilin
+ + + Epikatesin + +
Klavulanat | Epikatesin Gallat Katesin Katesin
Gallat

X 2 1 1 1 1 2

X, 2 1 1 1 1 2

X3 2 1 1 1 1 2

X, 2 2 1 1 2 2

X5 2 2 1 1 2 2

Xs 2 1 1 2 2 2

X5 2 2 1 2 2 2

Xs 2 1 1 1 2 1

S. aureus’un ampisilin, ampisilin+sulbaktam ve ¢ay polifenolleri ile ilgili MiK sonug

degerleri Tablo 4.3.” de, amoksisilin, amoksisilint+klavulanat ve ¢ay polifenolleri ile

ilgili MIK sonuc degerleri de Tablo 4.4.” da gdsterilmisir.

Tablo 4.3. Ampisilin, ampisilintsulbaktam ile ¢ay polifenollerinin S.aureus deney

gruplari {izerindeki MIK (mcg/ml) degerleri

S. aureus | Ampisilin | Ampisilin Ampisilin Ampisilin Ampisilin Ampisilin
+ + + + +
sulbaktam Epikatesin Epikatesin Katesin Katesin
Gallat Gallat
X4 0.5 0.25 0.5 0.5 0.5 0.5
X, 0.5 0.25 0.5 0.5 0.25 0.5
X3 0.5 0.25 0.5 0.5 0.5 0.5
Xy 0.5 0.25 0.5 0.5 0. 25 0.5
X 0.5 0.25 0.5 0.5 0.25 0.5
X 0.5 0.25 0.5 0.5 0.25 0.5
X5 0.5 0.25 0.5 0.5 0.5 0.5
Xg 1 0.50 0.5 1 0.5 1
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Tablo 4.4. Amoksisilin, amoksisilintklavulanat ile cay polifenollerinin S.aureus

deney gruplari iizerindeki MIK (mcg/ml) degerleri

S. aureus | Amoksisilin | Amoksisilin | Amoksisilin | Amoksisilin | Amoksisilin | Amoksisilin
+ + + + +

Klavulanat | Epikatesin Epikatesin Katesin Katesin

Gallat Gallat
X4 1 0.06 0.06 0.25 0.5 0.25
X, 1 0.12 0.06 0.25 1 0.25
X3 1 0.06 0.12 0.12 1 0.25
X4 1 0.06 0.06 0.12 1 0.25
X5 1 0.06 0.06 0.25 1 0.25
X 1 0.12 0.06 0.12 1 0.25
X5 1 0.06 0.12 0.12 0.5 0.25
X3 1 0.12 0.12 0.25 0.5 0.25

4.2. Istatistiksel Degerlendirmeler

Hesaplamalarda elde edilen 6l¢iimlere ait tanimlayic istatistikler ortalama +

SD olarak asagidaki tablolarda verilmistir. Olusturulan ampisilin ve amoksisilin

gruplariin karsilastirilmasinda ise Kruskal-Wallis varyans analizi ve farkli gruplarin

belirlenmesinde parametrik olmayan post hoc testlerden Tukey testi kullanilmistir.

Istatistik anlamlilik diizeyi olarak p< 0.05 kabul edilmistir.

4.2.1. E.coli i¢cin ampisilin ve ¢cay polifenol gruplarimin karsilastirilmasi

Ampisilin gruplarina gore ortalama ve standart sapma degerleri asagidaki

tablo 4.5.” da verilmistir.

Tablo 4.5. E. coli i¢in ampisilin gruplarinin karsilagtirilmasi

E.coli

N Mean Std. Std. Minimum Maximum
Deviatio Error
n

Ampisilin 8 13.0000 4.14039 1.46385 8.00 16.00
Ampisilint sulbaktam 8 7.0000 1.85164 .65465 4.00 8.00
Ampisilin + Epikatesin 8 14.0000 3.70328 1.30931 8.00 16.00
Ampisilin + Epikatesin gallat 8 14.0000 3.70328 1.30931 8.00 16.00
Ampisilin + Katesin 8 15.0000 2.82843 1.00000 8.00 16.00
Ampisilin + Katesin gallat 8 15.0000 2.82843 1.00000 8.00 16.00
Total 48 13.0000 4.16674 .60142 4.00 16.00
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Yapilan istatistik ¢aligmalarda asagidaki gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur

(P<0.05);

Ampisilin sulbaktam ile ampisilin arasindaki farkin (P=0.008),

Ampisilin sulbaktam ile ampisilin + epikatesin arasindaki farkin (P=0.001),

Ampisilin sulbaktam ile ampisilin + epikatesin gallat arasindaki farkin (P=0.001),

Ampisilin sulbaktam ile ampisilin + katesin arasindaki farkin (P=0.0001),

Ampisilin sulbaktam ile ampisilin + katesin gallat arasindaki farkin (P=0.0001)

istatistik olarak anlamli oldugu goriilmiistiir.

4.2.2. E.coli icin amoksisilin ve ¢ay polifenol gruplarinin karsilastiriimasi

Amoksisilin gruplarina gore ortalama ve standart sapma degerleri asagidaki tablo

4.6.” da verilmistir.

Tablo 4.6. E. coli i¢in amoksisilin gruplarinin karsilastiriimasi

E.coli

N Mean Std. Std. Minimum Maximum
Deviation Error

Amoksisilin 8 | 2.0000 .00000 .00000 2.00 2.00
Amoksisilin + klavulanat 8 1.3750 51755 .18298 1.00 2.00
Amoksisilin + Epikatesin 8 1.0000 .00000 .00000 1.00 1.00
Amoksisilin + Epikatesin gallat 8 1.2500 46291 .16366 1.00 2.00
Amoksisilin + Katesin 8 1.6250 51755 .18298 1.00 2.00
Amoksisilin + Kategin gallat 8 1.8750 .35355 .12500 1.00 2.00
Total 48 1.5208 .50485 .07287 1.00 2.00

Yapilan istatistik ¢aligmalarda asagidaki

(P<0.05);

Amoksisilin ile amoksisilin + klavulanat arasindaki farkin (P=0.024),

gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur

Amoksisilin ile amoksisilin + epikatesin arasindaki farkin (P=0.0001),

Amoksisilin ile amoksisilin + epikatesin gallat arasindaki farkin (P=0.004),

istatistik olarak anlamli oldugu goriilmiistiir.

Bunlarin disinda kalan gruplardan;

Amoksisilin ile Amoksisilin + katesin ve amoksisilin ile amoksisilin + katesin galat

arasindaki grup farklarinin ise anlamli olmadigi belirlenmistir.
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4.2.3. S.aureus icin ampisilin ve c¢ay polifenol gruplarinin
karsilastirilmasi

Ampisilin gruplarina gore ortalama ve standart sapma degerleri asagidaki
tablo 4.7.” da verilmistir.

Tablo 4.7. S.aureus i¢in ampisilin gruplarinin karsilagtirilmasi

S-aureus N | Mean Std. Std. | Minimum | Maximum
Deviation Error
Ampisilin 8 .5625 17678 .06250 .50 1.00
Ampisilin+ sulbaktam 8 2813 .08839 .03125 25 .50
Ampisilin + Epikatesin 8 .2500 .00000 .00000 25 25
Ampisilin + Epikatesin gallat 8 .5625 17678 .06250 .50 1.00
Ampisilin + Katesin 8 .3750 .13363 .04725 25 .50
Ampisilin + Kategin gallat 8 .5625 17678 .06250 .50 1.00
Total 48 4323 19116 .02759 25 1.00

Yapilan istatistik ¢aligmalarda asagidaki gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur
(P<0.05);

Ampisilin ile ampisilin sulbaktam arasindaki farkin (P=0.003),

Ampisilin ile ampsilin + epikatesin arasindaki farkin (P=0.001),

Ampisilin sulbaktam ile ampsilin + epikatesin gallat arasindaki farkin (P=0.003),
Ampisilin sulbaktam ile ampisilin + katesin gallat arasindaki farkin (P=0.003),
istatistik olarak anlamli oldugu goriilmistiir.

Bunun disinda kalan ampisilin sulbaktam ile ampisilin + katesin arasinda anlamli

fark olmadig1 belirlenmistir.
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4.2.4. 8. aureus icin amoksisilin ve ¢ay polifenol gruplarinin
karsilastirilmasi

Amoksisilin gruplarina gore ortalama ve standart sapma degerleri asagidaki

tablo 4.8.” da verilmistir.

Tablo 4.8. S.aureus i¢in amoksisilin gruplarinin karsilastirilmasi

S.aureus N Mean Std. Std. Minimum Maximum
Deviation Error
Amoksisilin 8 1.0000 .00000 .00000 1.00 1.00
Amoksisilin + klavulanat 8 .0825 .03105 .01098 .06 12
Amoksisilin + Epikatesin 8 .0825 .03105 .01098 .06 12
Amoksisilin + Epikatesin gallat 8 1850 .06949 .02457 12 25
Amoksisilin + Katesin 8 .8125 25877 .09149 .50 1.00
Amoksisilin + Kategin gallat 8 .2500 .00000 .00000 .25 25
Total 48 4021 38371 .05538 .06 1.00

Yapilan istatistik ¢aligmalarda asagidaki gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur

(P<0.05);

Amoksisilin ile amoksisilin + klavulanat arasindaki farkin (P=0.0001),
Amoksisilin ile amoksisilin + epikatesin arasindaki farkin (P=0.0001),
Amosisilin ile amosisilin + epikatesin gallat arasindaki farkin (P=0.0001),
Amoksisilin ile amoksisilin + katesin arasindaki farkin (P=0.018),
Amoksisilin ile amoksisilin + katesin gallat arasindaki farkin (P=0.0001),

olarak anlamli oldugu goriilmistiir.
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5. TARTISMA

Antibiyotiklere kars1 bakterilerin direngleri ciddi problemler olusturmaktadir.
MRSA infeksiyonlari, 6zellikle sonuglandirilamayan hastane infeksiyonlar1 seklinde
bulasan kisilerde ve hastalara bakanlarda siklikla goériilmektedir (Herolds ve ark.,
1998). Yeni tedavi yollarinin arastirilmasi bir saglik onceligi olmustur (Taylor ve
ark., 2002).

Cesitli orneklerden soyutlanan 198 E.coli kokeninde %93,4 oraninda
ampisiline direngli oldugunu saptamislardir (Tokbas ve ark., 1987). Yine 1987
yilinda Yiice ve ark. idrar diski 6rneklerinden izole ettikleri 100 E.coli kdkeninde
ampisiline % 60 oraninda direngli oldugunu bildirmiglerdir (Yiice ve ark., 1988a).
1988 yilinda Cosar, idrar yolu infeksiyonuna neden olan 130 E.coli kdkeninde % 71
oraninda ampisilin direnci saptamislardir (Cosar, 1988).

ABD’nde 1973 yilinda E.coli’ de % 23 oraninda ampisilin direnci goriiliiyor
iken, 1983°te bu oranin %31’e yiikseldigi belirlenmistir (Atkinson, 1986).

Medeiros ve ark., 1984 yilinda Fransa’da E.coli kdkenlerinde % 25 oraninda
beta-laktamazlara bagli ampisilin direnci saptamislardir (Acar ve ark. 1988). 1987’
de O’Brien ve ark., toplumda edinilmis infeksiyonlarda etken olan E.coli
kokenlerinde % 15-30, hastane infeksiyonlarinda etken olan kokenlerinde ise % 40-
60 oraninda beta-laktamaz aktivitesi bulduklarini bildirmislerdir (Acar ve ark.,
1989).

2007 yilinda Asya Pasifik bolgesinde yapilan bir arastirmada, intra-abdominal
infeksiyonlardan izole edilen Gram negatif basillerden % 42,2 oraninda genis
spektrumlu beta-laktamaz tireten suslar elde edilmistir. Ayrica Hindistanda genis
spektrumlu beta-laktamaz tireten E.coli oran1 %79, Cin’de %55, Tayland’da %50.8
olarak bulunmustur (Hawser ve ark., 2009).

Ampisilin ile beta-laktamaz inhibitorii iceren kombinasyonlar kullanimi
sonucunda E.coli kokenlerinde goriilen duyarlilik artisi, Tokbas ve ark., tarafindan
%62, Yiice ve ark. tarafindan % 41 olarak bildirilmistir (Williams ve ark., 1974;
Tokbag, 1981). Bu bulgular da E.coli’deki ampisilin direncinin, biiyiik oranda beta-

laktamaz kaynakli oldugunu gostermektedir.
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Beta-laktamaz inhibitorleri (klavulanat, sulbatam ve tazobaktam) ile beta-
laktam antibiyotiklerinin, beta-laktamaz {ireten bakteriler ile sonuglanan
infeksiyonlarin iistesinden gelinmesinde basarili bir yontem olmaktadir (Maddux,
1991). Bakteriyel direnglere karst en giivenilir yontem olarak beta-laktam
antibiyotigi olan amoksisilin ile beta-laktamaz inhibitdrii olan klavulanik asitin
kombinasyonlari kullanilmaktadir (Yam ve ark., 1998; Zhao ve ark., 2001; Stapleton
ve ark., 2002).

Ampisilin ¢ok basarili bir antibiyotik olmasina ragmen MRSA’larin ¢ogu ve
bazi MSSA’lar beta-laktamaz iireterek bu antibiyotigin aktivitesini bozmaktadirlar.
Sulbaktam  beta-laktamaz  enzimini geri  donilisimsiiz  olarak  baskilar.
Ampisilin/sulbaktam kombinasyonu beta-laktamaz1 baskilayarak aktivitesini
arttirmaktadir. Onceki c¢alismalarda bu kombinasyonlarin beta-laktamaz iireten
suslara (MRSA gibi) yeterli derecede etkili olmadig1 gosterilmistir (Bary ve ark.,
1990; Backo ve ark., 1999).

Infeksiyonlarmm pek ¢ogunda amoksasilin/klavulanatli kombinasyonlar
kullanilmasindan dolayr son zamanlarda bakteri suslarinin inhibitdér enzimleri
gelistirerek direng olusturmasi ¢ok sik goriilmeye baslamistir (Vedel ve ark., 1992;
Blasquez ve ark., 1993; Chaibi ve ark., 1999).

Yine bu konu ile ilgili Amerika’nin Mephis eyaletinde bulunan cocuk
arastirma hastanesinde yapilan bir ¢alismada, S.aureus’ un amoksisilin-klavulanata
%83,9-100, seftriaksona ise %98,7-100 arasinda degisen yiiksek oranlarda direnci
saptanmistir (Waldvagel, 1995).

1993 yilinda alti aylik donemde Fransiz arastirma hastanesinde yapilan
arastirmada iiriner infeksiyonundan hastalardan izole edilen 2972 E.coli suslarinin %
25’1, toplumdan izole edilen suslarin  %10’u  amoksisilin/klavulanat
kombinasyonlarina direngli olduklar tespit edilmistir (Henquell ve ark., 1994).

Burun ve bogaz kiiltiirlerinden izole edile edilen stafilokoklar ile yapilan bir
calismada Kklinik izolatlardan ampisiline direngli S.aureus %71 olarak tespit
edilmistir (Giilsen, 2002).

2007 yilinda Hacettepe Universitesinde yapilan ¢ok merkezli gdzetim
calismalarinda klinik izolatlardan alman FE.coli suslarinin %42 oraninda

cefperazon/sulbaktama direngli olduklari bulunmustur (Giir ve ark., 2009).

31



Yine benzer bir ¢aligmada hastane ¢evresinden alinan klinik 6rneklerden elde
edilen S. aureus suslarinin  coklu antibiyotik direncleri arastirildiginda
amoksisilin/klavulanat kombinasyonuna karst %71.3 oraninda diren¢ saptanmistir
(Cetinkol ve ark., 2008).

Bu nedenlerden dolayir yeni antibiyotiklere ya da farkli yaklasimlara acil
ihtiyag duyulmaktadir. Dogal iirlinler ve alisilagelmis ilaglar yeni antimikrobiyal
ajanlarin gelistirilmesine katkida bulunabilirler. Bu nedenle beta-laktamaz ile beta-
laktam antibiyotiklerinin inaktivasyonunu engelleyecek yeni stratejilerin ileride ¢ok
onemli olacagini diisiinmekteyiz.

Camellia sinensis diinyada popiiler bir sekilde tiiketilmektedir. Cin tibbinda
cay, modern konseptlerde cesitli infeksiyonlarin tedavisinde, idrar soktiiriicii, ates
diisiiriicli olarak kullanilmaktadir. 1989’a kadar Hamilton-Miller tarafindan gézden
gecirilene kadar cayin antimikrobiyal etkilerinin kanitlar1 olduk¢a smirli idi
(Hamilton ve ark., 1995; 1997). Yapilan calismalarda ¢ay katesinlerinden EGCG* 1n
baslica antimikrobiyal aktiviteden sorumlu oldugunu bulmuslardir. Yine EGCG’1n ve
diger cay polifenollerinin MSSA (metisilin duyarli S.aureus) ve MRSA’ya karsi
bakterisidal etkisi gosterilmistir ( Toda ve ark., 1989; Ikigai ve ark., 1993; Nakayama
ve ark., 1993). Yapilan ¢aligmalarda 6rnek olarak alinan klinik izolatlarin tiimiiniin
test sonuglarinda MRSA ‘nin beta-laktamlara kars1 direnglerinde EGCG kullanima ile
MIK degerlerinin % oraninda azaldigi kanitlanmistir (Takahashi ve ark., 1995).

Polifenolik bilesikler olan epikatesin gallat ve epigallokatesin gallatlar Japon
yesil caymin(Camellia sinesis) baslica bilesenlerindendir. Bu maddelerin, beta-
laktam antibiyotiklerine direngli MRSA’ya kars1 etkili olduklar1 gdsterilmistir (Zao
ve ark., 2001; Stapleton ve ark., 2002).

Benzer caligmalar olarak, MRSA’ya kars1 gallat ve katesinlerin aktiviteleri
arastirildiginda ECG’nin EGCG’den ¢ok daha fazla kapasitede beta-laktam direncini
degistirdigi bulunmustur. Ornek olarak oksasilin ile yapilan ¢alismalarda ECG’daki
gallat molekiiliiniin oksasisiline kars1 diren¢ degisimi i¢in ¢ok dnemli oldugu, bunun
yaninda gallik asit ve alkali galattin degisim aktivitesine sahip olmadig1 bulunmustur
(Stapleton ve ark., 2004). Bu durumdan yola ¢ikarak ¢alismalarimizda gallat grubu
tagiyan ve gallat tasimayan katesin hidratlar1 kullanarak ayni bakteriler lizerindeki

antimikrobiyal etkilerini inceledik. Gallat igeren gruplarin (ECG ve CG), hem
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amoksisilin hem de ampisilin ile kombinasyonlarinin E.coli ve S.aureus direngli
suslarinin MiK degerlerini diisiirdiigiinii bulduk.

Onceki caligmalarin ¢ogu, katesinlerin MRSA’ya kars1 aktivitelerinin
aragtirmalarinda  EGCG ‘i lizerine yogunlagsmistir. Fakat yapilan diger iki
calismalarda ECG’1n beta-laktam direng degisim aktivitesinin EGCG’ dan daha fazla
oldugu ispatlanmigtir (Shiota, 1999; Hamilton-Miller ve ark., 2000). Katesin galat’in
direng degisim aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. EGCG ve ECG arasindaki
degisim aktivitesindeki farklilik cesitli klinik MRSA izolatlarina kars1 oksasilin ile
cay polifenollerinin kombinasyonlarinin aktiviteleri ile gosterilmistir. ECG’ I
kombinasyonlar etkili iken, EGCG’li kombinasyonlarda herhangi bir etki
goriilmemistir (Stapleton ve ark., 2004).

Bu nedenle bizim ¢alismalarimizda da EGCG yerine ECG ve diger cay
polifenolleri aragtirilmistir.

Beta-laktamlardaki diren¢ degisimine sebep olan katesin gallatin
mekanizmas1 tam olarak agik degildir. Buna ragmen bazi kanitlar EGCG’nin
peptidoglikana baglanarak ve hiicre duvari yapisina karisarak beta-laktam
duyarliligina neden oldugunu gostermektedir (Zhao ve ark., 2001).

Zhao tarafindan EGCG’ nin etkisinin peptidoglikana direkt baglanarak
gercgeklestirdigini ileri siirmiistiir (Zhao ve ark., 2001).

Beta-laktamlarla ilgili yapilan diger bir aragtirmada; EGCG’ 1n peptidoglikan
tabakasina direkt baglanarak bakteri hiicre duvarinin biitiinliiglinii ve biyosentezini
engelleyerek MRSA’ya karsi beta-laktam aktivitelerini arttirdig1 kanitlanmistir. Yine
laboratuvar ortamlarda penisilinaz iireten S .aureus’a karst EGCG’ nin penisilinazi
etkisiz birakarak ampisilin ve penisilin aktivitesini korudugu goriilmiistiir (Zhao ve
ark., 2001). Oksasilin ile EGCG arasinda yapilan calismalarda da S.aureus’ un
peptidoglikanina baglanarak sinerjik etki gosterdigi kanitlanmistir (Zhao ve ark.,
2001).

Katesinlerin etki mekanizmalarinin arastirildigt calismalarda; katesinlerin
nanomol konsantrasyonlarinin fosfolipit palisatlarin1 bolmesi ile membran yap1 ve
fonksiyonundaki degisikliklere sebep olduklar1 gosterilmistir (Hashimoto, 1999).
Benzer bir calisma olarak da gallat molekiilii tasiyan katesinler, gallat tasimayan

katesinlere oranla membran yapisinda bulunan fosfotidilkolin ve fosfotidiletanolamin
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baglarinin daha derin tabakalarina baglanarak membran modelinin yap1 ve
fonksiyonunu degistirdigini gostermisler. ECG’ nin ise diger katesinler olan EGCG,
EC ve EGC’nin baglandigi fosfolipit-su birimlerinden daha derinlere
baglanabildiklerini gostermisledir (Caturla ve ark., 2003).

Gram negatif bakterilerin peptidoglikan tabakasi (1-2 katman), Gram pozitif
bakterilerin peptidoglikan tabakasina (30-50 katman) oranla daha azdir. Bununla
beraber Gram negatiflerin dis membranin biiyiikk bir bolimii LPS (lipopoli
sakkaritler) ile kaplhidir. Gam negatif ve Gram pozitif bakterilerin bu yapisal
farkliliklar1 ve LPS ile EGCG arasindaki diisiik afiniteden dolayr EGCG ile beta-
laktam kombinasyonlar1 arasindaki duyarlhiliklarin  farkina neden oldugu
diistiniilmektedir (Zhao ve ark., 2001).

Biz EC, EGC, CG gruplarinda ampisilin antibiyotigi lizerindeki yapmis
oldugumuz caligmalarda Gam negatif ve Gram pozitif bakterilerinin her ikisinde de
sinerjik bir etki oldugunu gordiik.

Hu ve  arkadaslart  yaptiklarn  calismada  EGCG’nin  diisiik
konsantrasyonlarinda MRSA’nin beta-laktamlara karsi diren¢ etkilerini geri
dondiirdiiklerini bulmuslardir (Takahashi ve ark., 1995; Hu ve ark., 2001; Zhao ve
ark., 2001; Hu ve ark., 2002b).

ECG, EGCG ve CG gibi gallokatesinlerin orta seviyedeki konsantrasyonlari
(6.25-25pg/ml), yiiksek seviyedeki (>256pg/ml) direnci diisiik seviyelerdeki kirilma
noktasina diisiirerek beta-laktam MIK degerini azaltmislardir (Zhao ve ark., 2001;
Stapleton ve ark.,2004). Epikatesin ve epigallo katesin gibi gallat igermeyen
katesinlerde bu etki goriilmemistir (Stapleton ve ark.,2004).

Biz de yapmis oldugumuz c¢alismada c¢ay polifenollerinin ayni
konsatrasyonlarin1  (3.125-6.25-12.5-25-50 pg/ mL) uyguladik. Elde ettigimiz
sonuclarda bu konsantrasyonlarmn MIK degerlerini azaltmaya yeterli oldugunu
gordiik.

Onceki ¢alismalarda gallat grubunun epikatesin gallatin aktivitesi igin temel
ve gerekli oldugu goriilmistiir (Stapleton ve ark., 2004). Bu aktivite bakteriyel
esterazlarla potansiyel olarak kirilabilen ester zinciri ile katesin parcalarinin
baglanmas1 olarak goriilmektedir (Kohri ve ark, 2001). Bununla beraber gallat

gruptan yoksun EC ve EGC esteraz inhibitorii gibi rol oynarlar. S. aureus’a karsi
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ECG’nin kararli esteraz baglar1 oksasilin ile beraber kullanildiginda benzer etkiler
goriilmustiir (Anderson ve ark., 2005).

Biz de ¢alismamizda E.coli ve S. aureus lizerinde yapilan deneylerde ECG’1n
tim deney gruplarinda ampisilin ve amoksisilin ile birlikte sinerjik olarak etkili
olduklarini bulduk.

Yapisal bitki polifenollerinden EGCG’nin de iginde yer aldigi katesinler
eskiden beri incelenmektedir. Cay katesinleri olan; epikatesin gallat (ECG) ve
epigallokatesin gallat (EGCG)’ larin ¢esitli Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere
kars1 bakterisidal olduklari gosterilmistir (Hu ve ark., 2002a).

Daha Once calisilan hiicre duvari sentezi inhibitérii vankomisinin MRSA
tedavisi i¢in Oncelikli bir se¢im oldugu diisiiniilerek vankomisin ile EGCG arasindaki
etkilesim arastirllmistir. Polifenollerin glikopeptit antibiyotiklerin peptit yapilarina
baglanmasindan dolayr vankomisin ve teikoplaninin aktivitelerini engelledigi
goriilmustir (Hu ve ark., 2002a). EGCG ° nin > 50 mg/L konsantrasyonlar1 et
suyundaki proteinleri ¢oktiirir. Bu da polipeptit ya da glikopeptit ile EGCG’ nin
direkt baglanarak antagonist etki yaptigin1 gostermistir (Hu ve ark., 2002a).

E.coli iizerinde yapilan ¢alismada, ampisilin ile EGCG arasindaki bir sinerji
bulunamamistir (Hu ve ark., 2002a). Bizim yaptigimiz calismalarda ise E.coli
tizerinde yapilan testlerde ampisilin ile ¢ay polifenollerinin (ECG, EC, CG ve
katesinin) tiimiinde sinerjik olarak anlamli bir etki bulunmustur. E.coli iizerinde
amoksisilin ile ¢ay polifenolleri arasinda yaptigimiz ¢alismada ise sadece EC ve
ECG maddelerinde sinerjik olarak anlamli bir etki bulunurken, katesin ve CG

maddelerinde sinerjik olarak bir etki bulunmamustir.
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6. SONUC

Infeksiyonlarin tedavilerinde beta-laktam antibiyotikleri ile beta-laktamaz
kombinasyonlarinin kullanimi beta-laktamaz {ireten bakterilerin sebep oldugu
infeksiyonlarin {istesinden gelinmesinde basarili bir yontemdir. Fakat beta-
laktamazlarin ¢ok sik kullanimi sonucu bakterilerin direng gelisimi kaginilmazdir.
Son zamanlarda Diinyada ve Tiirkiyede yapilan calismalarda bakterilerin direng
gelisimi ¢ok sik olarak ortaya ¢ikmaktadir

Bakterilerin beta-laktamlara karsi gerek enzim {iiretme yolu ile gerekse
yapilarini degistirerek devamli diren¢ mekanizmalar1 olusturmalar1 kaginilmazdir.
Bu nedenle beta-laktam antibiyotiklerin inaktivasyonunu engelleyecek, klinikte
kullanimi olas1 yeni beta-laktamaz enzim inhibitorleri arastirilmasi 6zellikle 6nemli
olacaktir.

Cayin diisiik toksisitesi nedeniyle yiizyillardir milyonlarca insan tarafindan
cok fazla miktarda tiikketilmektedir. Cay polifenollerinin, beta-laktam antibiyotikler
ile birlikte beta-laktamaz inhibitorii olarak kullanilmasi igin birgok ¢alisma
yapilmistir. Onceden yapilan calismalar ve alman sonuglar 1s13inda in vitro
ortamlardaki testlerde ¢ay polifenollerinin beta-laktamlarla birlikte kullanildiginda
antibiyotiklerin etkilerini arttirdiklar1 saptanmaistir.

Biz de arastirmamizda; E.coli ve S.aureus’ un direngli suslarinda EC ve
ECG’nin ampisilin ve amoksisilinle beraber sinerjik etkilerini, CG 1 ampisilin ile

beraber E.coli ve S.aureus’ a sinerjik etkilerini bulduk.

lleride cay polifenollerinin daha kapsamli bir sekilde antimikrobiyal
aktiviteden sorumlu oldugunu gosteren caligmalar yapilacagini diisiinmekteyiz. Bu
calismalarin in vitro ortamlar yaninda, in vivo ortamlarda da cay polifenollerinin
klinik kullanimdaki deneme c¢alismalarini arastirmaya deger bir konu olarak

bulmaktay1z.
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