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OZET

Yiksek Lisans Tezi

COKLU ILAC DIRENCi GOSTEREN VE EFFLUX POMPA SISTEMI CALISAN
Escherichia coli SUSLARININ EFFLUX POMPASI INHIBITORLERINE KARSI
CEVAPLARININ GOZLENMESI

Eda ALTINOZ
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Biyoloji Ana Bilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Ergin Murat ALTUNER

Antibiyotik kelimesi Yunanca’da anti ve bios kelimelerinden tiiretilmis olup,
antibiyotik maddesi olarak kif mantari, bitkiler gibi natirel kaynaklarda
bulunanlardan veya yapay ortamlardan Uretilerek elde edilebilmektedir ve bu madde
sayesinde  mikroorganizmalarin ~ canliliklart  durdurulabilmekte ya  da
oldurulebilmektedir. Fakat bir takim sebeplerden dolay1 antibiyotiklere karsi direng
gelisimi  gozlemlenmis ve antibiyotiklerin etkisinde degisim ortaya ¢ikmustir.
Antibiyotiklerin gesitli etki mekanizmalar1 vardir ve etki ettikleri bir takim hedefler
bulunmaktadir. Karsimiza ¢ikan bu antibiyotige kars1 gelisen direng yollari, dogal
veya kazanilmis olabilmektedir. Antibiyotik direncine karsi etki gosteren
nedenlerden biri de efflux (disa atim) pompalaridir. Bu pompalar vasitasiyla
antibiyotik ya da kimyasal maddelerin bakteri igerisinden dis ortama salinmasi
sebebiyle antibiyotik, bakteri icerisinde islevini yerine getirememektedir. Pompa
tipleri 5 stper aile olarak bilinen MDR, SMR, MATE, ABC ve MATE turleridir.
Bugtine kadar PABN, INF55, CCCP ve buna benzer birka¢ efflux pompa inhibitori
kesfedilmis olup, bu konu ile ilgili bilimsel ¢alismalarin tim hiziyla devam ettigi
bilinmektedir. Bu tez calismasinda farkli kultlrlerden izole edilmis coklu ilag
direncine sahip Escherichia coli suslarinda, efflux pompa inhibitdrleri olarak bilinen
verapamil, tiyoridazin HCl ve PAPBN bilesikleri antibiyotikler ile kombine
kullanilarak, suslardaki efflux pompalar1 inhibe edilmeye ¢alisilmis ve olumlu
sonuglar alinmistir. Sonug olarak; verapamil igin inhibisyon etkisi %98,41;
tiyoridazin HCI icin %96,82 ve PAPBN icin ise %38,09 olup, en fazla etki verapamil
ve tiyoridazin HCI’de goézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik, antibiyotik direnci, efflux pompalari, inhibitor.
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ABSTRACT

MSc. Thesis

OBSERVATION THE RESPONSES OF Escherichia coli STRAINS WITH
MULTIPLE DRUG RESISTANCE and WORKING EFFLUX PUMP SYSTEMS
AGAINST EFFLUX PUMP INHIBITORS

Eda ALTINOZ
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ergin Murat ALTUNER

The word antibiotic is derived from the Greek word anti and bios, and can be
obtained from natural sources such as molds and plants or produced artificially
media as antibiotic substances and the viability of microorganisms can be supressed
or killed. However, resistance to antibiotics was observed for a number of reasons
and the activity of antibiotics has changed. Antibiotics have various mechanisms of
action and have a number of targets to which they affect. These antibacterial
resistance pathways may be natural or acquired. One of the reasons that are effective
against antibiotic resistance is efflux pumps. By means of these pumps antibiotics or
chemical substances are released from the bacteria to the external environment and
the antibiotic cannot function in the bacteria. The pump types are MDR, SMR,
MATE, ABC and MATE. A few inhibitors such as PABN, INF55, CCCP and so on
are now available and it is known that scientific studies are still in progress. In this
study, verapamil, thioridazine HCI and PABN as efflux pump inhibitors, were used in
combination with antibiotics to inhibit efflux pumps in multi drug resistant
Escherichia coli strains, which were isolated from different sources, and positive
results were obtained. As a result; the effect of verapamil was 98.41%; thioridazine
HCI 96.82% and 38.09% for PABN, with the highest effect observed in verapamil
and thioridazine HCI.

Key Words: Antibiotic, antibiotic resistance, efflux pumps, inhibitor.

2019, 118 Pages
Science Code: 203
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1. GIRIS

Antibiyotik kelimesinin tanimina bakildiginda; bitkiler, kif mantarlar1 gibi dogal
kaynaklarda bulunan veya yapay olarak tretilebilen, mikroorganizmalarin gelisimini
durdurup, yok eden maddelerin ortak ismi olarak adlandirildigi goérilmektedir.
Yunanca’da anti (kars1) ve bios (yasam) kelimelerinden tiiretilmistir (Aktuglu, 1997;
Tunctan ve Buharalioglu, 2005; Gokge, 2017).

1.1. Antibiyotikler ve Genel Ozellikleri

Enfeksiyon hastaliklari, yillar boyunca devam eden ve 6lime yol acan sebepler
arasinda gosterilen hastaliklardir. Bu hastaliklara ©6rnek olarak; kolera, veba,
tiberkiloz, cicek gibi hastaliklar verilebilir. Zaman icerisinde bu hastaliklara karsi
onlemler alinmig ve tedavilerinde kullanilabilecek bazi dogal ilaclar bulunmustur
(Toreci, 2003). Tarih boyunca enfeksiyona sebep olan bakterilere karsi, ¢esitli
inorganik ve organik kimyasallar, ¢esitli boyalar ve titstler kullanilmistir (Ciftci ve
Aksoy, 2015). Dezenfektan ve antiseptik gibi bazi kimyasallar kullanilarak logusa
hummasi, cerrahi enfeksiyonlar gibi ¢esitli enfeksiyonlar kismen de olsa
Onlenebilmistir. Fakat 19. yiizyilin sonu ile 20. yiizyilin baslarinda antibiyotikler
gelistirilmeye baslanmistir. Kesfedilen ilk antibiyotik ise penisilindir (Toreci, 2003).
Penisilinin kimyasal yapist Sekil 1.1.’de gosterilmistir (Mohd-Setapar, Mat ve
Mohamad-Aziz, 2012).

S

°
O/NOH

Sekil 1.1. Penisilinin kimyasal yapis1



Kesfedilmis ilk antibiyotik ile antibiyotik ¢agi baslamis ve ¢ok fazla sayida sentetik,
yar1 sentetik ve dogal antimikrobiyal 6zellige sahip ilaglar Uretilerek enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir (Ciftci ve Aksoy, 2015).

1877 yilinda Pasteur ve Joubert, 19. yiizyilda mikrobiyolojinin en blylk atilimini
yaparak enfeksiyonlara karsi antibiyotikleri bulmuslardir. Steril idrarda iyi
ureyebilen sarbon basillerinin, diger bakteri tirleriyle kirlenmis olan idrarda
ureyemedigi gozlenmis olup bu mikrobiyal kirlenme sonucunda da o6ldikleri
saptanmistir. TUm bu olgular, deneysel olarak Pasteur ve Joubert tarafindan
kanitlanmistir. Diger bakteriler ve kontamine idrar ile karistirilmig olan sarbon
basilleri deney hayvanlarinda hastalik olusturmamistir ve boylece enfeksiyonlarin
tedavisinde antibiyotiklerin kullanilmalar1 i¢in ilk adim atilmistir (Chambers, 2001;
Gokee, 2017).

1935 yilinda, Domagh tarafindan kemoterapi i¢in baslatilan stilfonamidler ile yapilan
caligma, 1938’de Nobel 6duluni kazanmistir. BOylece, silfonamid ¢agi hizli bir
sekilde gelismeye baslamig, degisik tlrevlerinin sentezi yapilmis ve klinik olarak
denenmistir. Stlfonamidler; antibakteriyel modern kemoterapide etkili bir ilag
olmasindan Oturd, penisilinin klinik olarak denendigi 1942 senesine kadar yaygin bir
bicimde kullanilmistir. Alexander Fleming, calismalarini stafilokoklar (zerinde
yapmis Ve kiltir ortamina bulasan kif mantarinin etrafinda stafikokoklarin Uremeyip
Olmiis olduklarin1 gézlemlemistir. Fleming’in, bir rastlanti sonucunda elde ettigi bu
gbzlemde, iiremis olan kif mantarlarinin Penicillium tirl olmasindan esinlenerek,
etkili  maddesine  “penicillin” adin1  vermistir.  Penisilinin  streptokok
enfeksiyonlardaki etkinligini deneysel bigimde kanitlayan Abraham, Chain ve
Florey; deney sonuglarini 1940 yilinda yaymlamiglardir (Abraham vd., 1941;
Chambers, 2001; Gokee, 2017).

Waksman ve arkadaslari, 1939’dan 1943 yillarina kadar Actinomycetes tirlerinde
caligmalarini yiiritmiislerdir. Yaptiklar1 ¢alismalarinin sonunda Streptomyces griseus
kalturinde streptomisin adi verilen bir madde bulmuslardir (GOkge, 2017).

Streptomisin antibiyotiginin Kimyasal yapis1 Sekil 1.2.°de gosterildigi gibidir



(Kwiatkowska, Maslinska, Przygodzka, Dmowska-Chalaba, Dabrowska ve Sikorska-
Siudek, 2013).

Sekil 1.2. Streptomisinin kimyasal yapisi

Bulunan streptomisin antibiyotigi, pekgok gram-negatif, gram-pozitif gibi
mikroorganizmalarda ve Mycobacterium’lara kars1 6nemli derecede etkili olmustur.
Streptomisin, tliberkiiloz hastaliginin kontrol altina alinmasi asamasinda ¢ok biylk
etki gostermistir. Ancak gram-negatif mikroorganizma ve Mycobacterium’da dirence
yol agmustir. Direng sebebiyle daha sonralari, etkinligi azalarak dar alanda bilingli bir
sekilde kullanmilmaya devam edilmistir. Ikinci Diinya Savasi sonlarma dogru;
Streptomisine ek olarak Kloramfenikol, Klortetrasiklin bulunmustur. Gunimuze
kadar bulunan bir¢ok antimikrobiyal ajan literatirlerde yerini almistir (Gokce, 2017;
Chambers, 2001). Kloramfenikol antibiyotiginin Kimyasal yapist Sekil 1.3.°de,
Klortetrasiklin antibiyotiginin kimyasal formili ise Sekil 1.4.’de gosterilmistir
(Onken, 1985; Biswas vd., 2007; Mehlhorn, Rahimi ve Joseph, 2018).

OH OH

Cl
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O

Sekil 1.3. Kloramfenikol antibiyotiginin kimyasal yapisi



Sekil 1.4. Klortetrasiklinin kimyasal yapisi

1943 yilinda Walksman’in Streptomyces griseus’dan streptomisini elde etmesinin
ardindan yeni antibiyotiklerin kesfinde hizlanma olmus ve yine 1943 yilinda
basitrasin kullanilmaya baslanmigtir (Levy, 1992; Toreci, 2003). Basitrasinin
molekiler formu Sekil 1.5.’de gosterildigi gibidir (Choi vd., 2017).

NH,
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NH,

Sekil 1.5. Basitrasinin molekuler formu

1945 yilinda sefalosporinler (kullanima girme yili 1967), 1947 yilinda tetrasiklin ve
kloramfenikoller, 1949 yilinda neomisin kesfedilmistir. Ayrica neomisinler elde
edilmis ilk aminoglikozidlerdir (Levy, 1992; Toéreci, 2003). Sefalosporinin kimyasal
yapist Sekil 1.6.’da, tetrasiklinin kimyasal yapist Sekil 1.7.de ve neomisinlerin
kimyasal yapis1 Sekil 1.8.’de gosterilmistir (Jiang vd., 2015; Watkins, Jiang, Nahar,
Maiti ve Arya, 2015; Santos ve Ramos, 2016, Jumaa ve Karaman, 2015).
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Sekil 1.6. Sefalosporinin kimyasal yapist
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Sekil 1.7. Tetrasiklinin kimyasal yapisi
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Sekil 1.8. Neomisinin kimyasal yapisi

Devaminda gelen senelerde; 1952 senesinde eritromisin, 1956 senesinde vankomisin,
1957 senesinde kanamisin, 1960 senesinde metisilin, 1961 yilinda ampisilin, 1962
senesinde ise ilk kinolon olan nalidiksik asit ve florokinolon tirevleri, 1963 yilinda
gentamisin, 1970 yilinda ise trimetoprim ve diger antibiyotikler elde edilmistir
(Levy, 1992; Toreci, 2003). Eritromisin kimyasal yapist Sekil 1.9.’da, vankomisinin
Sekil 1.10.’da, kanamisinin Sekil 1.11.’de, metisilin Sekil 1.12.’de, ampisilinin Sekil
1.13.’de, nalidiksik asidin Sekil 1.14.’de, florokinolonun Sekil 1.15’de, gentamisinin
Sekil 1.16.’da ve trimetoprimin (TMP 5-(3,4,5,-toksibenzil)primidin-2,4-diamin) ise
Sekil 1.17.’de gosterilmistir (Bauernfeind, 1997; Kim vd., 2005; Maestro vd., 2011;
Muppidi, Pumerantz, Wang ve Betageri, 2012; Lovering vd., 2012; Haas, Sanfilippo,
Hesje ve Morris, 2013; Perovié¢, Malenovié¢, Vemi¢, Kosti¢ ve Ivanovi¢, 2014; Santos
ve Ramos, 2016).
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Sekil 1.9. Eritromisinin kimyasal yapisi

Sekil 1.10. Vankomisinin kimyasal yapisi
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Sekil 1.11. Kanamisinin kimyasal yapisi
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Sekil 1.12. Metisilinin kimyasal yapisi
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Sekil 1.13. Ampisilinin kimyasal yapist
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Sekil 1.14. Nalidiksik asidin kimyasal yapisi
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Sekil 1.15. Florokinolonun kimyasal formu
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Sekil 1.16. Gentamisinin molekdler yapisi

OCH,

Sekil 1.17. Trimetopriminin kimyasal yapisi

Boylece tip diinyasinda antibiyotik doénemi baslamistir. Tanimlanan bu ilaclar
antibakteriyel 6zellige sahiptirler. Antiviral ve antifungal ilaclar ise biraz daha ge¢
elde edilmistir. 1940’11 yillarda penisilin, kloramfenikol, tetrasiklin, streptomisin gibi
gram negatif (-) ve gram pozitif (+) bakterilere etkili antibiyotiklerin kullanimu,

bakteriyel enfeksiyon hastaliklarinin ortadan kaldirilmasi igin bu bir umut olmustur.



Fakat ilerleyen zaman iginde, bu antibiyotiklerin etki etmemesi gibi olumsuz
sonuclar ortaya ¢ikmustir.

Esasen, antibiyotikler tizerlerine diisen gorevi yapmistir. Ornek olarak; Amerika’da
kanser tedavi edilebildigi takdirde yasam suresinin 3 yil uzayacagi éngorilurken,
antibiyotiklerin bu siireyi 10 sene daha uzattigi hesap edilmistir (McDermott ve
Rogers, 1982; Toreci, 2003).

Ancak, mikroorganizmalarda antibiyotiklere karsi gelisen diren¢ olayr baska bir

boyuta taginmustir.
1.2. Antibiyotiklerin Zaman I¢erisindeki Direncleri

Antibiyotiklerin heniiz yaygin olarak kullanilmadigi zamanlarda, toprakta ve diski
orneklerinde tetrasiklinlere ve streptomisine karsi direngli bakterilerin bulundugu
belirtilmis ve antibiyotik direncinin sadece yaygin kullanim sonucu ortaya ¢ikmadigi,
olumsuz cevre kosullarinda bakterilerin yasamini strdirmek amagli savunma
stirecinin bir parcasi oldugu belirtilmistir (Cohen, 1992; Gold ve Moellering, 1996;
Tenover ve Hughes, 1996; Yice, 2001). Antibiyotikler ilk olarak mikroorganizmalar
tarafindan tretilmistir. Streptomisin, penisilin ve buna benzer bazi antibiyotikler
mikroorganizmalarin Urlnleri olarak elde edilmiglerdir. Kendi antibiyotigini
olusturan mikroorganizmalar, boylece yasadiklar1 ortamda kendilerine avantaj
saglamiglardir. Bundan dolayr da dogal olarak uretilen antibiyotiklere karsi dogal
diren¢ kazanmiglardir. Antibiyotikler, bakterilerde mutasyona sebep olmamaktadir.
Mutasyon; kendiliginden ve kromozomun degisik bolgelerinde olan ve diisiik bir
oranda gerceklesen bir olaydir. Transpozon, plazmid ya da integronlarda kodlanan
direng genlerini de antibiyotikler olusturmamaktadir (T6reci, 2003) Giliniimuzde de
en ¢ok bilinen antibiyotik olan penisiline karst direng 1940’11 yillarda baglamistir.
1950 yillarinda, tetrasiklin, streptomisin, penisilin, eritromisine kars1 direncli
Staphylococcus aureus salgini ger¢eklesmistir. Bu salgin hastane kaynakli olmustur
(Vanderbroucke-Grauls, 1993; Durupinar, 2001).

Mikroorganizmalarin antimikrobiyal ilaglara kars1 da direng sagladigina dair ilk

bilgi, ayn1 zamanda modern kemoterapinin de kurucusu olan Ehrlich tarafindan ileri



striilmiistir (Ehrlich, 1907; Toreci, 2003). Ehrlich segici toksik etki kavramin
bulmustur. Segici toksik etki; kemoterapik maddelerin diisiik miktarda
mikroorganizmalarin (zerinde zarar verici etkilerinin olmasidir, ancak buna karsilik
ortadan kaldirilmak istenen mikroorganizmayi tasiyan canlinin Uzerinde hic etki
gOstermemesi veya sinirli etki gostermesi durumudur (Ciftci ve Aksoy, 2015). Ehrlic,
fiiksini Trypanosoma brucei’ye kars1 ilk olarak 1907 yilinda denemistir. infekte olan
fareler ilk uygulamada tedavi edilmektedir, ancak bir hayvanda enfeksiyon
yenilendigi takdirde sonraki uygulamada hastalik etmeninin fiuksinle bertaraf
olamadig1 gbzlemlenmistir. BOylece, tripanozomlarin arsenik bilesenlerine karsi da
direng kazanmis oldugu Ehrlich tarafindan gosterilmistir (Ehrlich, 1907; Toreci,
2003)

Antibiyotiklere karsi kazanilan direncler, zaman icerisinde (yil), (lilke, hastane,
sehir), bakterinin izole edilmis oldugu vicut bolgesi, hastane enfeksiyonlar
(nozokomiyal), toplumda kazanilan enfeksiyonlar, hastaligin altinda yatan diger
hastaliklar, yas ve immun sistem gibi farkli sebeplerin yani sira; kalabalik ortamlarda
yasanti, antibiyotik tedavisinin yanlis kullanimi, gereksiz antibiyotik kullanima,
antibiyotik dozunda yapilan yanligliklar, rastgele alinan antibiyotikler, yapilan
duyarlilik testlerinin yanlis degerlendirilmesi ve yorumlanmasi gibi birgok farkli
etken antibiyotiklere kars1 kazanilan direngler igin sebep gosterilmektedir (Zarakolu,
2003).

1.3. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Antibiyotikler bakteriler tizerinde bakteriyostatik! ve bakterisidal> olmak (izere iki
sekilde etki gosterirler (Avsar, 2007).

Antibiyotikler etki edebilmek icin bakteri hicre icerisine girerek inaktive ya da
metabolize olmadan bakterinin belirli bir takim fonksiyonlarini inhibe etmeleri
gerekmektedir. Antibiyotikler bu etkileri belirli bir hedefi etkileyerek gostermektedir.
Hlicre membrani, bakteri hiicre duvari, biyokimyasal ve metabolik yolaklar,

! Bakteri gelisiminin durdurulmasi
2 Bakterinin oldurtlmesi
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bakteriyel protein sentezi, replikasyonlar ve diger fonksiyonlar, antibiyotiklerin
temel hedefleridir (Burns, 1995; Fraimow ve Abrutyn, 1995; Durupinar, 2001).

1.3.1. Baz1 Antibiyotiklerin Etki Ettikleri Hedefler

1.3.1.1. Hicre duvar: sentezini inhibe edenler

B-laktamaz inhibitorler, sefalosporin, penisilin, vankomisin, sikloserin, fulvisin,
ristosetin, karbapenemler, basitrasin, monobaktamlar, teioplanin, fosfomisin gibi
antibiyotikler hicre duvari sentezini inhibe etmektedir (Avsar, 2007; Durupinar,
2001; Oryasin 2012; URL-1).

1.3.1.2. Protein sentezini inhibe edenler

Mitomisin, aktinomisin, streptomisin, tetrasiklin (30S ribozomal yap1), neomisin,
kanamisin (30S ribozomal yapi1), streptomisin, eritromisin (50S ribozomal yapr),
kloramfenikol (50S ribozomal yapi), makrolitler, puromisin, linkomisin, fusidin,
klindamisin (50S ribozomal yapi), aminoglikozidler (30S ribozomal yap1), gibi
antibiyotikler protein sentezini inhibe etmektedir (Durupinar, 2001; Avsar, 2007;
URL-1).

1.3.1.3. Nukleik asit sentezini (DNA-RNA) inhibe edenler

Novabiosin, mitomisin, rifamisin, griseofulvin, aktinomisin, doksorubisin,
daunorubisin gibi antibiyotikler nlkleik asit sentezini inhibe etmektedir (Avsar,
2007; URL-1).

1.3.1.4. Folik asit sentezi ve metabolizmasinin inhibe edilmesi

Kinolonlar (DNA giraz) ve rifampisin (RNA sentezi) gibi antibiyotikler folik asit
sentezi ve metabolizmasin inhibe etmektedir (Durupinar, 2001; URL-1).
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1.3.1.5. Hucre zart fonksiyonunu degistirenler

Polienler, azoller ve polimiksinler gibi antibiyotikler hiicre zar1 fonksiyonunu

degistirmektedir (Oryasin, 2012).

Mikroorganizmalar; bu mekanizmalardan birkagin1 ya da sadece birini kullanarak,
etki mekanizmalar1 farkli olan antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmaktadirlar

(Durupinar, 2001). Antimikrobiyallere karsi direng gelisiminde rol oynayan etki

mekanizmalar1 Tablo 1.1.’de gosterilmistir (Yapar ve Erdenizmenli, 2002).

Tablo 1.1. Antimikrobiyallere kars: direng gelisimine yol agan mekanizmalar

Diren¢ Mekanizmasi (Kullanilan ilacin
hedefine etkin bi¢cimde ulasamamasi
sebepleri)

Etkilenen Antibiyotik

Efflux pompa sistemleri

Dis membran gegirgenliginde azalis
Gram-negatif bakterilerin hlcre duvari
Sitoplazmik transportunda azalis
[lacin baglanmis oldugu

hedefin degismesi

Kullanilan ilacin enzimatik

inaktivasyonu

Yeni bir metabolik yolun kullanimi

Kinolonlar
Aminoglikozidler
Beta-laktamlar, (Omp F, Opr D)
Tetrasiklinler
Beta-laktamlar, Rifampisinler
Kinolonlar, Makrolidler,

Glikopeptidler, Linkozamidler

Aminoglikozidler, Kloramfenikoller
Beta-laktamlar

Trimetoprimler

1.4. Antibakteriyel Ila¢ Direnci

Bir mikroorganizmanin, antimikrobiyal ajanin Uremeyi durdurucu veya oldirtcu
etkisinden korunabilmesi direng¢ olarak tanimlanmaktadir (Yapar ve Erdenizmenli,
2002). Boylece mikroorganizmalar, zaman igerisinde etkilenmis olduklar
antibiyotiklerden artik etkilenmezler ya da daha az etkilenirler (Avsar, 2007). ilag

direnci ise; mikroorganizmalarin etki spektrumlari iginde kemoterapotiklerin
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terapotik dozlarina karsi kazanilan bir olaydir. Sadece bir ilaca karsi degil, birden
fazla ilaca kars1 da direng kazanilmaktadir (Cevikbasg, 1990).

Mikroorganizmalarin yasamlarii devam ettirebilmek icin antibiyotik Gretimlerini
yaptiklar1 daha 06nce Dbelirtilmisti. Bu sebeple mikroorganizmalar kendi
antibiyotiklerini nétralize eden ya da yok eden diren¢ mekanizmalarina sahiptirler
(Madigan ve Martinko, 2010).

Antibiyotiklere kars1 gelistirilen temel diren¢ mekanizmalari:

1- Bakteri hiicresine, antibiyotigin girisinin engellenmesi.

2- Ilac1 inaktive eden enzimlerin sentezi ve antibiyotiklerin parcalanmasi, enzimatik

modifikasyon (Beta-laktamaz gibi enzim uretimi).

3- Ilacin hedefe ulasamamasi ve hedef aldig1 molekiiliin degisiklige ugramasi.

4- Tlac1 hedefin disinda yeni bir metabolik yolagm kullanilmas:.

5- Antibiyotigin hiicre disina efflux (disa atim) pompasi ile atilmasi veya hicre igine

aliminin azalmasi (Cevikbas, 1990; Yapar ve Erdenizmenli, 2002; Caglar, 2005).

Mikroorganizmalarin, antibiyotik ve diger ilaclara karsi sagladiklari direng faktori
sebepleri birka¢ grupta incelenebilmektedir. Bunlar; mutasyonlar, hiicre duvarinin
yoklugu, permeabilitenin azalmis olmasi, kompetatif inhibisyon, antibiyotige
bagimlilik, plasmide bagli direngliligin olmasi, uygun kombinasyonun olmamasi,
hiicre membranmin transfer sisteminde degisiklik olmasi ve transpozonlara bagl
direncliliktir (URL-1).

Cesitli antimikrobiyal gruplarin direng gelisimlerin su sekilde siralanabilir: Beta
laktam ajanlara direng (Beta laktamazlar, penisilin baglayan proteinlerde
degisiklikler, dis zar proteinlerinde degisiklikler, karbapenem direnci, Aztreonam
direnci), Aminoglikozidlere direng, kinolonlara direng, Glikopeptidlere direng,

makrolidlere direng, Linkozamidlere direng, Trimetoprim-Sulfametoksazole direnc,
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Metronidazol’e diren¢ (Yapar ve Erdenizmenli,

2002). Cesitli

bakterilerin

antimikrobiyal diren¢ mekanizmalar1 Tablo 1.2.°de g0sterilmistir (Madigan ve

Martinko, 2010). Antimikrobiyal ila¢ direncinin bazi Ulkeler arasindaki dagilimi ve
antibiyotik tiketim oranlar1 Turkiye Ekonomi Politikalar1 Arastirma Vakfi (TEPAV)

tarafindan grafiksel olarak sunulmus olup; Sekil 1.18.°de ve Sekil 1.19.°da
gosterilmistir (TEPAV, 2017; Ozkanca, 2018).

Tablo 1.2. Bakterilerin antimikrobiyal diren¢ mekanizmalar:

. - S Direncin Genetik Mekanizmanin
Direng Mekanizmast Ornek Antibiyotik T . Mevcut Oldugu
emeli !
Organizma
Efflux Pompa Eritromisin Kromozomal Staphylococcus spp.
Sistemleri Tetrasiklin Plazmid Enterik bakteriler
Kloromfenikol Kromozomal Staphylococcus
aureus,
Bacillus subtilis
Gegirgenligin Penisilin Kromozomal Pseudomonas
azaltilmasi aeruginosa, Enterik
bakteriler
Direncli Sulfonamid Kromozomal Enterik bakteriler
biyokimyasal yolun Staphylococcus
gelistirilmesi aureus
Antibiyotik Penisilin Plazmid Staphylococcus
inaktivasyonu aureus
(metilaz, Kloromfenikol Kromozomal Enterik bakteriler
penisillinaz,asetilaz, Neisseria
fosforilaz) gonorrhoeae
Hedef bolgesinin Aminoglikozid Plazmid Staphylococcus
degistirilmesi aureus
(RNA polimeraz.
Rifamisin: ribozom Eritromisin Kromozomal Staphylococcus

streptomisin,
eritromisin.
DNA giraz:
quinolonlar)

Norfloksasin
Rifamisin

Streptomisin

aureus
Enterik bakteriler

Enterik bakteriler

Enterik bakteriler
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Sekil 1.19. Antibiyotik kullaniminin Glkeler aras1 dagilimi, 2014

llaclara kars1 gelistirilen direncler; intrinsik (dogal) direng, cevre ve sartlara bagh
diren¢ ve kazanilmig direng olarak 3 farkli ana kategoriye ayrilabilmektedir (Yapar
ve Erdenizmenli, 2002).

1.4.1. Dogal (Intrinsik) Direnc

Dogal (intrinsik) direncgte; mikroorganizmalar, yapisal 6zellikleri nedeniyle herhangi
bir antibakteriyel ajandan etkilenmezler. Buna ¢rnek olarak; Mikoplazma ve
Klamidya verilebilir (Yapar ve Erdenizmenli, 2002).

Bu direng tipinde; yapisal ve kimyasal bazi 0zellikler sayesinde bakterinin dogasina
bagl olarak meydana gelen bir direng s6z konusudur (Ciftci ve Aksoy, 2015).

Mikroorganizmalar belli antibiyotiklere karsi dogal direnglidirler (Madigan ve

15



Martinko, 2010). Antibiyotiklerin hedef bdlgelerini icermezler veya antibiyotiklere
kimyasal yap1 farkliliklar1 sebebiyle diisiik seviyede gecirgenlik gosterirler. Penisilin
buna 6rnek olarak gosterilebilir. Bu antibiyotigin hedefi bakteri hiicre duvarina
yoneliktir ve hicre duvarindan yoksun bakteriler igin etkili olmamaktadir (Ciftci ve
Aksoy, 2015).

1.4.2. Cevre Sartlarma Bagh Direng

Cevre ve sartlara bagl direngte; mikroorganizmalarin aslinda duyarli olduklart bir
antibiyotik vardir, fakat bulunduklar1 ortam sebebiyle etki gdsterememektedir. Bu
diren¢ igin ortamin pH’1i, oksijen miktar1 ve mikroorganizmanin etkeni oldugu

enfeksiyon yeri 6nemlidir (Yapar ve Erdenizmenli, 2002).

1.4.3. Kazanilmus Direnc

Kazanilmis direngte ise; mikroorganizmalarin, Onceden duyarli olduklar
antibiyotiklerden artik etkilenmemeleri s6z konusudur. Kazanilmis direng
mutasyonlarda olabilecegi gibi plazmid ya da transpozonlar vasitasi ile de
gelisebilmektedir (Yapar ve Erdenizmenli, 2002).

Kazanilmig diren¢ mekanizmalari; genetik ve biyokimyasal olarak iki temel baslik
altinda incelenmektedir. Biyokimyasal mekanizmalar; 4 kategori igerisinde incelenir
ve bunlarinda alt kategorileri de bulunup, fazla sayida ¢esitlilik gozlemlenmektedir.
Yani, bir bakteri susu; sahip oldugu direng sistemlerinden birisiyle direng
olusturabilecegi gibi, birden ¢ok mekanizmayla da diren¢ kazanabilir. Kazanilmig
direncler de kendi iginde; antibiyotigin inaktivasyonu, efflux pompasi sistemleri ve
hiicre duvarindaki gecirgenlik degisimi, hedefteki molekulinin degismesi, diger
mekanizmalar sonucunda gelisen direncler olarak 4 gruba ayrilabilmektedir (Davies
ve Davies, 2010; Ciftci ve Aksoy, 2015).

1.5. Capraz Direng

Mikroorganizmalarda, ilaglara karst olusan direng, genetige bagl olan ve genetige

bagli olmayan diren¢ seklinde tanimlanmaktadir. Genetige bagli olan direncler;

16



kromozomal, ekstrakromozomal (kromozom disi) ve capraz direnctir. Herhangi bir
antimikrobiyal ilaca diren¢ saglamis mikroorganizmalarin ayri ya da benzer bir
mekanizma ile etkili olan baska bir antibiyotige kars1 da diren¢ kazanmas1 durumuna

capraz diren¢ denilmektedir (Cevikbas, 1990).

Capraz direng¢ durumu, kanamisin ile neomisin veya oleandomisin ile eritromisin gibi
genel olarak yapilart benzer ilaglarda karsilasilir. Fakat bazen linkomisin ile
eritromisin gibi hi¢ ilgisi olmayan baz1 ilaglar arasinda capraz direng
g6zlemlenebilmektedir. (Eliopoulos, 1992; Joklik, Willet ve Amos, 1992; Jawetz,
Melnick ve Adelberg, 1995; Mayer, Opal ve Medeiros, 1995; Yice, 2001)
Antituberkiloz ilaglar1 ve dezenfektanlar (triklozan) gibi bazi mikobakteri suslarinda

capraz direng (rezistans) oldugu bilinmektedir (Caglar, 2015).

1.6. Efflux (Disa Atim) Pompalari

Efflux pompasmin ilk olarak 1980 senesinde tanimlanmis ve E. coli bakterisinde
hicre icinde bulunan tetrasiklinlerin hiicre disina dogru pompalanabildigi bir
mekanizma olarak nitelendirilmistir (McMurry, Petrucci ve Levy, 1980; Ozkanca,
2018). Aktif pompalama sistemleri olarak bilinen efflux (disa atim) pompalari, hiicre
icinden hiicre dismma toksik maddeleri ¢ikaran, transport proteinleri olarak
adlandirilmaktadir. Bu proteinler, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerde, tim
Okaryotik ve prokaryotik organizmalarda bulunurlar (Bambeke, Balzi ve Tulkens,
2000; Webber ve Piddock, 2003) ve hiicreye giren ilaglar1 hizla disar1 atarlar. Efflux
pompa sisteminde godrev alan proteinler yapisal agidan transport proteinlerine
benzemektedir ve ATP’ye baglimhidirlar (Davies, 1994; Nikaido, 1994; Yice, 2001).
Efflux pompalari diren¢g mekanizmalar: arasinda ¢gok dnemli bir yere sahiptir. Efflux
pompa sistemleri ile olusturulan direncler, antibiyotik modifikasyonu olmadan
kontsantrasyonunun azaltilmasi ile gergeklesmektedir. Azalmis olan hlicre membran
gecirgenligi yuzlinden antibiyotigin hlicreye girisi de azalmaktadir. Meydana gelen
bu durum, Kklinik olarak énem tasiyan bir¢ok bakteride diisiik diizeyde dirence sebep
olmaktadir. Antibiyotigin disa atilimini saglayan efflux pompa sistemlerinin varligi
oncelikle tetrasiklinler icin belirlenmistir (Bambeke vd., 2000; Cift¢i ve Aksoy,
2015). Tetrasiklinler; enerjiye bagimli efflux pompa sistemi ile disar1 atilirlar ve
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hicre icinde birikemezler. Bu tip direng, plazmid ya da kromozom kontrolinde
saglanmaktadir. 14 (Uyeli makrolidler, azalidler, kinolonlar, streptograminler,
kloramfenikoller, beta-laktamlara kars1 direncte etkili rol oynamakta ve cok fazla
bakteride bulunmaktadir. Ornek olarak; Staphylococcus aureus’un norA geni efflux
mekanizmasi ile kinolon direncine sebep olur iken, Escherichia coli ise yine ayni
mekanizma ile norfloksasin igin direng kazanmis olmaktadir. Tetrasiklin igin
transport proteinlerini kodlayan genler (tetK, tetA-G), Gram-pozitif ile Gram-negatif
bakterilerde bulunmaktadir. Ornegin; Salmonella, Shigella ve Escherichia coli
tirlerinde bulunmakta olan marRAB operonunun, tetrasiklinin disar1 atimi ile alakali
oldugu bilinmektedir (Davies, 1994; Nikaido, 1994; Yuce, 2001). Yillar 6nce
tetrasiklinler icin belirlenen bu aktif pompa sistemi gunimizde beta laktam
gruplarinin da i¢inde yer aldigi1 pekgok antibiyotik grubuna karsi direngte mahim rol
oynamistir. Onceleri gram negatif bakterilerin dogal direncinin dis membrandan
kaynaklandig1 saniliyordu, fakat bugiin aktif pompa sistemleri bu durumun 6niine
gecmistir ve sebep gosterilenler arasinda yerini almistir (Bambeke vd., 2000; Ciftgi
ve Aksoy, 2015).

Efflux pompa sistemleri, tek bir substrata 6zgl olabilmektedir veya yapisal olarak da
birbirlerinden farkli maddeleri substrat olarak kullanabilmektedir. Karsilasilan bu
durum, coklu antibiyotik dirence (MDR) sebebiyet vermektedir. Substrat profili
genisligine bagl olarak deterjanlar, dezenfektanlar, kanser kemoterapisinde
kullanilan bazi ilaglar, antimikrobiyal peptidler, biyosidler ve bazi boyalara kars1 da
direncle kars1 karsiya kalinabilmektedir. Mekanizmanin aktive olmasi, diizenleyici
genlerin yapisinda olusan mutasyonlar veya gevresel uyarilar sonucunda olmaktadir
ve bu, enerji gerektiren bir durumdur. Gerekli olan enerji ihtiyaci proton aktivasyonu
veya ATP’den saglanmaktadir (Zarakolu, 2003).

Bakterilerde kazanilmis olan antibiyotik direncine sebep olan mekanizmalardan biri
antibiyotik  konsantrasyonun bakteri hicresi icinde yeterli bir seviyeye
ulasamamasidir. Bu durum iki sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Birinci durumda; bakteri
hlcre zarinin porin yitirmesiyle birlikte gecirgenlik azalir ve bdylece ilacin hiicreye
girisi yeterince olamamaktadir. Ikinci durumda ise; efflux pompalari cok fazla

eksprese olup, etkili bir bicimde antibiyotigi dis ortama atmaktadir. Sorumlu
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membran proteinler tarafindan, endojen ve ekzojen kaynakli gesitli maddeler hiicre
disina atilir. Hicre igindeki ve hiicre disindaki ortamlar arasinda maddelerin transferi
iki tirll gerceklesir. Bunlar aktif tasinma ve pasif tasinmadir. Aktif transfer olayinda;
kendi icinde aktif tasima ve vezikiller araciligiyla tasima yapilir. Pasif tasinma
olayinda ise; kendi iginde kolaylastirilmig ve basit diflizyon olarak tasinmaktadir
(Brincat vd., 2010; Denis, Rodriguez-Villalobos, ve Struelens, 2011; Bhardwaj ve
Mohanty, 2012; Tortora ve Derrickson, 2012; Ughachukwu ve Unekve, 2012; Aygil,
2015). Butin bakteriyel genlerin yaklasik olarak %5 ila 10’u tasimada goérev
almaktadirlar (Lomovskaya vd., 2001; Saier ve Paulsen, 2001; Webber ve Piddock,
2003; Poole, 2005; Ozkanca, 2018).

llag efflux (disa atim) pompalari, oldukca aktif olmalarindan dolay, sasirtict bir
derecede ¢ok genis bir ila¢ cesitliligine olanak saglamistir ve genis bir substrat
spesifisitesine sahiptirler. Tlaclar, amfifilik dzelligi gostermektedirler. fla¢ disa atinu
enzim araciligiyla isleyen detoksifikasyon sistemleri tzerindeki yikl azaltir, bylece
enzimleri doygunluga erismesi engellenmis olur. Bu durum, ilaglarin amfifisitesinde
bir artisa sebep olarak, ila¢ pompalarma daha uygun substratlar saglamaktadir
(Kolaczkowski ve Goffeau, 1997; Bambeke vd., 2000).

Efflux pompa sistemleri, maya, insan, bakteri, kif, mantar gibi her tir hicrede
bulunmaktadir. Tetrasiklinler, florokinolonlar, makrolidler i¢in orta ya da ytksek
direng gelisimine sebep olabilmektedirler. Ornegin; florokinolonlar icin dirence
sebep olanlar Staphylococcus aureus, makrolidler icin Streptococcus pyogenes ve
Streptococcus pneumoniae bulunmaktadir (Cohen, Murray ve Levy, 1988; Masuda
vd., 1999; Gilay, 2001).

1.6.1. Efflux Pompa Sistemlerinin Simiflandirilmalar:

Prokaryotlar aleminde 5 slper aile olarak bilinen efflux tasiyicilar; ABC (ATP
Binding Cassette); MATE (Multidrug and Toxic Efflux), MF (Major Facilitator),
RND (Resistance-nodulation-division) ve SMR (Small Multidrug Resistance) olarak
bilinenlerdir (Lomovskaya vd., 2001; Webber ve Piddock, 2003). Efflux
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pompalarinin sematik olarak karsilastirilmasi Sekil 1.20.’de gosterilmistir (Piddock,
2006).
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Sekil 1.20. Efflux pompalarinin sematik olarak karsilastirilmasi

1.6.1.1. MF (Major Facilitator)

MF tasiyicilart yaklasik olarak 400 aminoasit igerirler (Borges, McKeegan ve
Walmsley, 2003; Saier vd., 1999). Tipik olarak 12’den fazla olmak (zere
transmembran segmenti bulundururlar. Uniport, simport ve antiport surecini ABC
siper familyas1 ile birlikte dizenler. Krebs dongisinin, seker ve ilaglarin
transportunu saglar ve benzerlik derecelerine bagli olarak 17 alt aileye bolinur (Deng
vd., 2015). TetA(B) proteini, MF ailesinin Gyeleri icerisinde en ¢ok incelenenlerden
birisidir (Tamura vd., 2001; Borges vd., 2003). Bu tip efflux pompasinin sematik
gorinimu Sekil 1.21.’de gosterilmistir (Deng vd., 2015).
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Sekil 1.21. Glukoz transporter - GLUT4

1.6.1.2. MATE (Multidrug and Toxic Efflux)

MATE tasiyicilari, MF tasiyicilarina benzer bir boyuttadir ve tipik olarak yaklasik
450 aminoasitten olusmaktadir. Heliks yapist 12°dir (Jack, Yang ve Saier, 2001;
Borges vd., 2003). Sekans veri tabanlarindaki bilgilere gore, gesitli
mikroorganizmalarda ¢ok fazla sayida MATE tasiyicilar1 mevcuttur. Bilimsel
calismalarda elde edilen verilere gore simdiye kadar yaklasik 20 MATE tasiyicisi
karakterize edilmistir (Kuroda ve Tsuchiya, 2009). Bir MDR proteininin sematik
gorintist Sekil 1.22°de gosterilmistir (Cherak, Gugala ve Turner, 2016).

0

Sekil 1.22. Proteinin bir ucundan girip diger ucundan ¢ikis yaptigini gosteren bir MDR
proteinin sematik gosterimi
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1.6.1.3. RND (Resistance-Nodulation-Division)

RND tasiyicilari, MF tasiyicilarindan ¢ok daha buyuktir ve yaklasik olarak 1000
aminoasit artiklar1 icermektedir. Yapisal olarak 12 heliks yapiya sahip oldugu
ongorilmiistir (Fujihira, Tamura, ve Yamaguchi, 2002; Elkins, ve Nikaido, 2002;
Mao vd., 2002; Murakami, Nakashima, Yamashita, ve Yamaguchi, 2002; Borges vd.,
2003; Elkins ve Nikaido, 2003). Phenylalanyl-arginyl-p-naphtylamide, RND tipi
pompa sisteminde inhibe ettigi bilinen ilk bilesiktir. Acinetobacter baumannii
bakterisi de RND tipi AdeABC pompasini da inhibe etmektedir (Ribera, Ruiz,
Jiminez de Anta ve Vila, 2002; Lomovskaya ve Bostian, 2006; Dal, Dal ve Agir,
2012). RND transportunun motifi Sekil 1.23’de gosterilmistir (Loannou, 2001).
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RND isaretleri
Sekil 1.23. RND topolojisi
1.6.1.4. SMR (Small Multidrug Resistance)

SMR protein ailesi, bir bakteriyel ¢oklu ila¢ tasiyici ailesidir. SMR proteinleri
yaklagik olarak 100-140 aminoasit uzunlugundaki 4 transmembran o sarmalindan
olusmaktadir (Paulsen vd., 1996; Chung ve Saier, 2001; Bay, Rommens ve Turner,
2007). RND ve MF ailelerine gore daha kugcukturler ve 4’1u sarmal yapidadirlar. En
Iyl tanimlanmig olan SMR pompasi E. coli’de bulunan ve EtBr (Etidyum Bromiir) ve
Metil Viologen’e kars1 dirence katkida bulunan, EmrE’dir (Yerushalmi, Lebendiker
ve Schuldiner, 1995; Yerushalmi, Lebendiker ve Schuldiner, 1996; Schuldiner vd.,
2001; Borges vd., 2003). SMR homologu Sekil 1.24’de gosterilmistir (Sickert, Stone,
Poulsen ve Deber, 2015).
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SMR'nin dimerizasvonu tarafindan Peptid zincirlerinin ekleme ve
aracilik edilen efflux substratian 1 baglama ile inhibisyon

Periplazma

©.0.0,0)

Stoplazma t

Substrat Substrat

Sekil 1.24. Hsmr’nin bir SMR homologu
1.6.1.5. ABC (ATP Binding Cassette)

ABC tipi pompa turinde; ¢esitli ilaglar, endojen bilesikler ve ksenobiyotiklerin,
membranlardan tasinilmasini saglayan proteinlerden olusur. ABC (ATP binding
cassette) proteinleri substratlarini membranlardan pompalamakta ve ATP’ye bagh
bicimde c¢alismaktadir. Primer aktif tasiyict Ozelliktedirler. Karaciger, bobrek,
bagirsak segmentleri gibi ila¢ emiliminden, atilmindan ve metabolizmasindan
sorumlu olan organlar ile birlikte kalp ve beyin gibi elzem dokularda da varlig
bilinmektedir. P-gp (P-glikoprotein), ABC ailesinin 6nemli bir Uyesidir ve meme
kanseri diren¢ proteini (BCRP) ile coklu ilag direncine bagli proteinler (MRP),
ilaglarin bagirsaklardan disar1 atiminda gorev almaktadir. Bu sebepten dolayr ABC
transporterlarinin ilag metabolitlerinin ve ilag farmokinetiginde, detoksifikasyonunda
onemli bir rol aldigi bilinmektedir. Bilinen bu ABC proteinleri saglikli dokularda
eksprese olabildikleri gibi, bircok timor dokularinda da eksprese olabilmektedirler.
Bu transporterlar; antineoplastik ilaglar1 timor hiicrelerinde de atarlar ve ilacin timaor
dokusunda toplanmasini engellerler. Bu yiizden de uygulanan kemoterapi tedavi
yontemi basarisizlikla sonu¢lanmaktadir. Karsilasilan bu durum MDR olarak
bilinmektedir. Ister kanser tedavisi, ister antibiyotik tedavisi olsun sorun olarak
distiniilmektedir. ABC transporterlar1 ile tasman ilaglarin toksisiteleri ve

etkinliklerinde uygulama zamanlarina baglh olarak farkliliklar gozlemlenmistir (Kara,
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Ozturk, Oztirk ve Okyar, 2013). Bahsi gecen ABC transportunun, ABCA12
proteininin sematik gosterimi Sekil 1.25.”deki gibidir (Walsh vd., 2012).

Hucre dig
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B
NH ATP
N & 200 5
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L 0.Glvi559Val aglayici kaset
(ekson 32)
@ Yurutec AlWsalker Alve yuritec B (Walker B) motifler
» ABCisareti

Sekil 1.25. ABC topoloji, ABCA12 proteini

1.6.2. Efflux Pompalarimin Yapis1 ve Filogenetik Ozellikleri

Tastyicilar; enerji kaynagi, filogenetik ve yapisal Ozellikler, substrat spesifikligi,
transport yolu, birincil ve ikincil aktif transport sistemleri olmak (zere
smiflandirilabilmektedir (Paulsen, Sliwinski ve Saier, 1998; Paulsen, Sliwinski,
Nelissen, Goffeau ve Saier, 1998; Bambeke vd., 2000).

Birincil aktif transport sistemleri; ABC (ATP-Binding Cassette) Ust ailesine bagl
olan 6 tane aile, antibiyotik atilimindan sorumludur. Ozellikle 6karyot hiicrelerden
antibiyotik atilmin1 saglayan bu aileler 6nemli rol oynamaktadir. Ikincil aktif
transport sistemleri (simport, antiport, uniport); 5 Ust aile icerisindeki 10 aileden
olugsmaktadir. Daha basit yapiya sahiptirler. Bahsedilen 5 uUst aile; Multidrug
Endosomal Transporter (MET), Small Multidrug Resistance (SMR), Multi
Antimicrobial Resistance (MAR), RND (Resistance-Nodulation-Division) ve Major
Facilitator Superfamily (MFS)’dir. Prokaryot hiicrelerde bulunan st aileler sadece
RND ve SMR’dir. ABC Ust familyalarina ait olan 4 aile ve MET haricinde kalanlar
ise prokaryot htcrelerinin farkli antibiyotik siniflarinin atiliminda goérev almaktadir
(Li, Nikaido ve Poole, 1995; Nikaido, 1998; Bambeke vd., 2000; Nikaido, 2000a;
Gulay, 2001).
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Sekonder aktif transport sistemi icinde MFS (Membran Fusion Protein), en buyuk
gruptur. SMR ailesi; DMT (Drug Metabolic Transporter) super familyasina aittir
(Bambeke vd., 2000; Saier ve Paulsen, 2001; Poole, 2005; Bambeke ve Lee, 2006;
Hasdemir, 2007; Stavri, Piddock ve Gibbons, 2007; Li ve Nikaido, 2009; Pages ve
Amaral, 2009; Webber ve Coldham, 2010; Tegos vd., 2011; Soto, 2013;
Sun, Deng ve Yan, 2014; Aygul, 2015). Gram-negatif bakterilerin antibiyotik direnci
icin énemli bir yere sahip olan RND st ailesi, beta-laktam antibiyotikleri icin ¢ok
onemli bir yere sahiptir. Bu ailenin Gyeleri, 3 elemanli pompa sistemleri ve 3 farkli
proteinden olusmaktadir. Ornek olarak; Escherichia coli’de Acr AB-Tol C pompasi
ve Pseudomonas aeruginosa’da ise Mex AB-OprM pompalar1 verilebilir (Li vd.,
1995; Nikaido, 1998; Bambeke vd., 2000; Nikaido, 2000b; Gulay, 2001).

Efflux (Disa Atim) pompalart yapisal olarak incelendiginde; mikroorganizmanin
hlcre duvar sekline gore farkli bigcimlerde organize olduklar1 gézlemlenmistir. Gram
pozitif bakterilerde disa atim sistemi hlicrenin membranindan tek bir pompa proteini
ile gergeklestirilir. Tek pompali disa atim proteinleri dar spektrumludur, cinkd
antibiyotik, plazmadan periplazmik bosluga atilir. Gram-negatif bakterilerde ise disa
atim tek pompa proteini veya 3 modul proteinden meydana gelen pompa sistemi ile
gerceklesmektedir. U¢ pompali disa atim sistemleri genis spektrumlu ozellige
sahiptir ve ¢oklu dirence sebep olurlar, ¢linkii antibiyotik sitoplazmadan dis ortama
direkt aktarilir. 3 pargali bu sistemin birinin 6zelligi; OMF (Outer Membrane Factor)
olarak adlandirilan dis membran faktori ya da OMC (Outer Membrane Channel)
seklinde nitelendirilen dis membrana oturmus olan bir kanal proteinidir. Digeri ise; 2
proteinin arasindaki irtibati saglayan membran fiizyon proteinidir (MFP). Uglincii
protein ise; hlcre membranina yerlesmis olan ve disa atimi saglayan transport
proteinleridir. Bahsedilen pompalarin islevsel olabilmesi igin, minimum 12
transmembran segmenti olmalidir. SMR tipi pompa proteinlerinin de, trimerler
seklinde organize olduklar1 bilinmektedir (Bambeke vd., 2000; Saier ve Paulsen,
2001; Levy, 2002; Poole, 2005; Bambeke vd., 2006; Hasdemir, 2007; Stavri vd.,
2007; Li ve Nikaido, 2009; Pages ve Amaral, 2009; Webber ve Coldham, 2010;
Tegos vd., 2011; Schweizer, 2012; Soto, 2013; Sun vd., 2014; Aygul, 2015).

Transportlarin topolojiisi, mekanizmasi ve antibiyotiklerin sematik gosterimi Sekil
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1.26.’de verilmistir (Georges, Tsuruo ve Ling, 1993; Bakos vd., 1996; Paulsen,
Brown ve Skurray, 1996; Bambeke vd., 2000).
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Sekil 1.26. Transportlarin topolojik dzellikleri, mekanizmasi ve antibiyotikler

1.6.3. Antibiyotik Direncinde Klinik Olarak Tamimlanan Baz1 Bakteriler

Gram-negatif bakterilerin direnci, gram-pozitif bakterilerin direncine goére daha
fazladir. Klinik olarak direncli tanimlanan bakterilere érnek olarak Campylobacter
jejuni (CmeABC), Pseudomonas aeruginosa (MexAB-OprM, Mex-CD-Oprj,
MexEF-Oprn, MexXY-OprM), Streptococcus pneumoniae (PrmA), Staphylococcus
aureus (NorA), Escherichia coli (AcrAB-TolC, AcrEF-TolC, EmrB, EmrD),
Salmonella typhimurium (AcrB) verilebilir (Kaatz ve Seo, 1995; Gill, Brenwald ve
Wise, 1999; Nikaido, 2000b; Poole, 2000; Lin, Michel ve Zhang, 2002; Pumbwe ve
Piddock, 2002; Webber ve Piddock, 2003 ).
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1.6.4. Efflux Pompasimi inhibe Edebilen Birtakim Bilesikler

Efflux pompasini inhibe edebilen birtakim bilesenler; INF271, Fenil Arjinin Beta
Naftilamid (PABN), karbonil siyanid m-klorofenil hidrozon, birikodar, rezerpin,
timkodar, birikodar,  milbemisin,  verapamil, paroksetin, klorpromazin,
omeprozol’dur. Fakat toksisite problemleri oldugundan dolay1 klinik kullanim1 olan
pompa inhibitorleri henliz yaygin degildir (Aygul, 2015).

1.6.4.1. Bilinen inhibe bilesiklere ait 6rnekler ve kimyasal yapilart

Peptidomimetikler sinifi

Bu sinif tlirlinde bulundugu bilinen U¢ adet inhibitdr vardir. Bunlar:

- Fenil Arjinin Beta Naftilamid (PABN), (MC-207, 110) inhibitort, gram-negatif
bakterilerde etkindir. Disa atim sistemleri RND’dir. Kimyasal yapisi1 Sekil 1.27.” de
gosterilmistir (Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009; Tegos vd., 2011; Aygiil,
2015; Opperman ve Nguyen, 2015).
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Sekil 1.27. PABN inhibitoriintn kimyasal yapisi

- INF271 (BLT-4) inhibitori, gram-pozitif bakterilerde etkindir. Disa atim sistemleri
MFS’dir. Kimyasal yapist Sekil 1.28.°de gosterilmistir (Markham, Westhaus,
Klyachko, Johnson ve Neyfakh, 1999; Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009;
Tegos vd., 2011; Aygul, 2015).
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Sekil 1.28. INF271 (BLT-4) inhibitériintn kimyasal yapisi

- INF55 inhibitord, gram-pozitif bakterilerde etkindir. Disa atim sistemleri MFS’dir.
Kimyasal yapis1 Sekil 1.29.°da gosterilmistir (Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido,
2009; Tegos vd., 2011; Aygdl, 2015; Rineh, 2017).
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Sekil 1.29. INF55 inhibitériniin kimyasal yapisi

Proton iyonoforlar: (enerji dekuplor) sinifi

CCCP (Karbonil Siyanid m-Klorofenil Hidrazon) inhibitéri, gram-negatif ve
mikobakteriler Uzerinde etkindir. Digsa atim sistemleri; RND, MFS ve MATE’dir.
Kimyasal yapis1 Sekil 1.30.’da gosterilmistir (Pagés, Masi ve Barbe, 2005; Bambeke
vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009; Tegos vd., 2011; Aygul, 2015).
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Sekil 1.30. CCCP inhibitdrtnun kimyasal yapisi
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Alkaloidler sinifi

Rezerpin inhibitord, gram-pozitif bakteriler Gzerinde etkindir. Disa atim sistemleri
MFS ve ABC’dir. Kimyasal yapis1 Sekil 1.31.’de gosterilmistir (Markham vd., 1999;
Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009; Tegos vd., 2011; Aygul, 2015).
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Sekil 1.31. Rezerpin inhibitoriinin kimyasal yapist

Piperazin tirevleri sinifi

NMP (1-(1-Naftilmetil) Piperazin) inhibitori, gram-negatif bakteriler Uzerinde
etkindir. Disa atim sistemleri RND’dir. Kimyasal yapis1 Sekil 1.32.’de gésterilmistir
(Bohnert ve Kern, 2005; Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009; Tegos vd., 2011;
Ayqgil, 2015; Yang, Domalaon, Lyu, Zhanel ve Schweizer, 2018).

Sekil 1.32. NMP (1-(1-naftilmetil) piperazin) inhibitorinin kimyasal yapisi

Ca"' antagonistleri sinifi

Verapamil inhibitort gram-negatif ve mikobakteriler zerinde etkindir. Disa atim
sistemleri MFS ve ABC’dir. Kimyasal formilu Sekil 1.33.’de gosterilmistir (Loo ve
Clarke, 2001; Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009; Tegos vd., 2011; Gadhe ve
Cho, 2013; Aygdil, 2015).
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Sekil 1.33. Verapamil inhibitoruniin kimyasal yapisi

Fenotiyazinler sinifi

Klorpromazin inhibitérii gram-pozitifler ve mikobakteriler Gzerinde etkindir. Disa
atim sistemleri ABC ve SMR’dir. Kimyasal yapist Sekil 1.34.°de gosterilmistir
(Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009; Tegos vd., 2011; Aygul, 2015; Nys vd.,
2016).

: N : .Cl
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Sekil 1.34. Klorpromazin inhibitoriintin kimyasal yapisi

Selektif seratonin geri alim inhibitorleri sinifi

Paroksetin inhibitorl, gram-pozitif ve gram negatif bakteriler tizerinde etkindir. Disa
atim sistemleri, MFS ve RND’dir. Kimyasal yapist Sekil 1.35.’de gosterilmistir
(Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009; Tegos vd., 2011; Porto vd., 2012; Aygdl,
2015).
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Sekil 1.35. Paroksetin inhibitoruniin kimyasal yapisi

Proton pompa inhibitorleri sinifi

Omeprazol inhibitord, gram-pozitifler tzerinde etkindir. Disa atim sistemi MFS’dir.
Kimyasal yapis1 Sekil 1.36.’da gosterilmistir (Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido,
2009; Tegos vd., 2011; Aygal, 2015; Pawar, Punith, Naik ve Seetharamappa, 2017).
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Sekil 1.36. Omeprazol inhibitdrinin kimyasal yapist

Makrolid tirevleri sinifi

Bu smif icerisinde bilinen iki adet inhibitdr bulunmaktadir. Bunlar:

- Milbemisin inhibitori, gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler izerinde etkindir.
Disa atim sistemi ABC’dir. Kimyasal yapist Sekil 1.37.’de gosterilmistir (Aygul,
2015; Li ve Nikaido, 2009; Tegos vd., 2011; Bambeke vd., 2006; Abongwa, Martin
ve Robertson, 2017).
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Sekil 1.37. Milbemisin inhibitorinun kimyasal yapisi

- Birikodar (VX-710) inhibitoru, gram-pozitif ve gram-negatifler Gzerinde etkindir.
Disa atim sistemleri MFS ve ABC’dir. Kimyasal yapist Sekil 1.38.’de gosterilmistir
(Mullin, Mani ve Grossman, 2004; Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009; Tegos
vd., 2011; Aygul, 2015).

Sekil 1.38. Birikodar (VX-710) inhibitorinun kimyasal yapisi

Piperidin-karboksilik asit tlirevleri sinifi

Timkodar inhibitori (VX-853) inhibitort, gram pozitif ve gram negatif bakteriler
uzerinde etkindir. Disa atim sistemleri MFS ve ABC’dir. Kimyasal yapis1 Sekil
1.39.°da verilmistir (Mullin vd., 2004; Bambeke vd., 2006; Li ve Nikaido, 2009;
Tegos vd., 2011; Aygdl, 2015).
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Sekil 1.39. Timkodar (VX-853) inhibitdrinin kimyasal yapisi

1.6.5. Pompa Tiplerine Gére Tamimlanan Antibiyotikler

ABC (ATP Binding Cassette); aminoglikozidler, tetrasiklinler, rifampisinler,
florokinolonlar, makrolidler, kloramfenikoller, linkozamidler (Bambeke vd., 2000;
Li ve Nikaido, 2009; Aygul, 2015).

MFS (Major Facilitator Superfamily); aminoglikozidler, tetrasiklinler, rifampisinler,
florokinolonlar, makrolidler, kloramfenikoller, linkozamidler’e ek olarak
pristinamisin (Bambeke vd., 2000; Li ve Nikaido, 2009; Aygul, 2015).

RND (Resistance-Nodulation-Division); beta-laktamlar, fusidik asid, sulfonamid
(Bambeke vd., 2000; Li ve Nikaido, 2009; Aygl, 2015).

SMR (Small Multidrug Resistance); tetrasiklin, stlfadiyazin, eritromisin. (Bambeke
vd., 2000; Li ve Nikaido, 2009; Aygdl, 2015).

Efflux pompa proteinleri Gst aileleri, kimyasal substratlar ve konak bakterilerin tablo
seklinde gorinimi Tablo 1.3.”de verilmistir (Zarakolu, 2003).
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Tablo 1.3. Efflux pompa proteinleri (st aileleri, kimyasal substratlar ve bakteriler

Super familya Kimyasal substrat Konak bakteri
Antibiyotikler, tetrafenil Escherichia, Bacillus,

SMR fosfonium, kuarterner Staphylococcus,
amonyum bilesikleri, Lactobacillus,
antiseptikler Mycobacterium
Antibiyotikler, bazik Escherichia, Bacillus,

MFS boyalar, fosfonium Staphylococcus,
iyonlar1, kuarterner Lactobacillus,
amonyum bilesikleri Mycobacterium,

Steptococcus, Vibrio

ABC Etidium alkaloidleri, Escherichia,
fosfolipidler, iyonoforlar ~ Lactobacillus,

Staphylococcus,

Mycobacterium

MATE Florokinolonlar, boyalar,  Vibrio, Bacillus,
aminoglikozidler Haemophilus

RND Deterjanlar, yag asitleri, Pseudomonas, Neisseria,
antibiyotikler, bazik Haemophilus, Escherichia
boyalar

1.7. Mikroorganizmalar

Efflux pompalari, gram (-) ve gram (+) gibi bircok mikroorganizmada
bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalardan biri de bu tez ¢alismasinda kullanilan ve

gram (-) 6zellige sahip olan Escherichia coli bakterisidir.

1.7.1. Escherichia coli

Escherichia coli olarak adlandirilan mikroorganizma Theodor Escherichia tarafindan
1885 yilinda bulunmus olup, Onceleri Bacterium coli ismiyle, ardindan Theodor
Escherichia soyismini alarak adlandirilmistir. Yeni dogmus bebeklerin diskilarindan

izole edilmistir. E. coli Onceleri uzun zaman boyunca kalin bagirsakta kommensal
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olarak yasayan canli olarak diisiiniilmiistiir, fakat daha sonralar1 bu diisiince etkisini
yitirmigtir. GUnkd 1935 yilinda bebeklerde ishal vakasinda gorilmistiir. Bu
durumdan dolayr mikroorganizmanin kommensal bir yasam siiremeyecegi

ongoriilmiistir (Altuner, 2008).

E. coli, nozokomiyal kaynakli enfeksiyon hastaliklarinin basinda gelmektedir. Bunun
nedeni ise antimikrobiyallere kars1 olabildigince hizli bir bigimde direng olusturmasi,
normal flora elemani olmasi ve virtilans faktorleri arasinda olmasidir. E. coli, Uriner
sistem enfeksiyonlarinin yaklasik olarak %70 ve fazlasina sebebiyet vermektedir
(Tasdemir, 2009).

E. coli, Enterobacteriaceae ailesinin bir tUyesi olmak ile birlikte gram negatif bir
bakteridir. Fakiltatif anaerob ozelligi gosterir. Saglikli ya da hastalikli insanlarin
veya hayvanlarin bagirsaklarinda yasamaktadir. E. coli, gastrointestinal sistemde
(Uriner sistem) yaygin olarak bulunmasindan dolay1 Griner sistem enfeksiyonu,
bakteriyel enfeksiyon, gastroenterit, neonatal menenjit gibi hastaliklara sebebiyet
vermektedir. E.coli bakterisinin mikroskobik gorinimu Sekil 1.40.’da gosterilmistir.
(Altuner, 2008; Karn, Sharon, Kumar ve Sharon, 2014).
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Sekil 1.40. Escherichia coli bakterisinin mikroskobik gorinimi

1.7.1.1. Escherichia coli bakterisinin yapisi

E. coli bakterisi, gram negatif bir bakteri olup ¢ubuk seklinde ve sporsuz bir bakteri

tiriddr. Kapsul olusturmalart nadiren gorultr. H kirpik antijenleri ve O somatik
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antijen bigimlerine gore tiplendirilebilmekte ve bakteriyofajlarina gore de faj
tiplerine siniflandirilabilirler. Bunlarin  disinda, kolisin tiplerine gore de
ayrilabilmektedir ve kolisin antimikrobiyal aktivitesi olan bir bakteriyosin olarak
bilinmektedir. Escherichia coli bakterisi, jeloz ve peptonlu su gibi
zenginlestirilmemis besiyerlerde fakultatif anaerob bicimde remektedir ve optimal
uremesi 37°C’de notr pH varliginda olmaktadir. E. coli, sivi besiyerlerinde tiredigi
zaman homojen bir bulaniklik olusturmaktadir. 24 saatte kat1 besiyerlerindeki E. coli
Uremesinde ise; ortasi kalkik, dizgin kenarli ve 2-3 milimetre (mm) g¢apinda
pigmenti olmayan S kolonileri olusmaktadir. Laktoz, maltoz, D-sorbitol, D-mannitol,
glikozdan asit ve gaz olusturmasi, eritrol, metil kirmizisi, indol olusturmasi, Ureaz
olusturmamasi, jelatini hidroliz edememesi, deoksiriboniikleaz (DNaz) deneylerinin
negatif olmasi, potasyum siyanid’li (KCN) ortamda Urememesi ve buna benzer
birtakim biyokimyasal olaylar E. coli’nin 6nemli 6zellikleri olarak bilinmektedir.
Bakterinin hiicre duvar yapisi sematik olarak Sekil 1.41.’de gosterilmistir (Bilgehan,
2000; Toreci, 2002; Tasdemir, 2009; Varki vd., 2009).
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Sekil 1.41. Gram negatif bir bakterinin hiicre duvar yapisi
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1.7.1.2. Escherichia coli bakterisinin direnci

E. coli bakterisi ¢cok fazla dirence sahiptir. Dezenfektanlara karsi oldukga direng
gelistirmelerine ragmen safra, safra tuzlari, sodyum tetratiyonat, sodyum silfat,
brillant yesili, malasit yesili ve selenit tuzlarina karsi daha az direncli olduklari
bilinmektedir ve bu daha az direng o6zelliginden yararlanilarak Shigella ve
Salmonella gibi bakterilere selektif besiyerler gelistirilmektedir. Ayrica, E. coli
bakterisinin oda sicakliginda 30 dakika boyunca 60°C’de uzun bir sire canli
kalabildigi belirtilmis olup 8°C’ye kadar da canliligini yitirmeden kaldigi
bilinmektedir. (Bilgehan, 2000; Tasdemir, 2009).
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2. YAPILAN CALISMALAR

Ozer (2013) yapmis oldugu c¢alismasinda E. coli, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae gibi gram negatif bakterilerinde
efflux pompalarma etki ettigi bilinen tiyoridazin, CCCP ve PABN gibi inhibitorleri
ile birlikte Bisbenzimid maddesini kullanarak bu bakterilerin antimikrobiyal direng
gelisimini  belirlemede mikrodilisyon metoduyla arastirmasini  amaglamistir.
Bisbenzimid maddesi, bakteri iceren 96 kuyucuklu plaka kuyucuklarina eklenip
bakteri hiicrelerinin DNA yapisina baglanmasini ve floresans miktarinin 6lgtilmesini
saglayip nicel degerlerin elde edilmesini saglamistir. Boylece floresans miktarina
gore hicre icindeki konsantrasyonu belirlemistir ve efflux pompalarinin inhibisyon
etkisini  gozlemlemistir. Acinetobacter baumannii bakterisi Uzerinde Efflux
pompasina en etkili olan inhibitérin PABN oldugunu goézlemlemistir. PABN
inhibitorinln efflux pompasinda en az etkili oldugu gdzlemlenen bakteri turu ise
Klebsiella pneumoniae olarak belirlenmistir. CCCP inhibitérinun ise efflux
pompasini inhibe etmedigi ve bununla birlikte Bisbenzimid maddesini de disar
attigin1 gozlemlemistir. Tiyoridazin inhibitérinin de efflux pompasi aktivitesinde
etki gostermedigini gozlemlemistir. Aymi sekilde CCCP inhibitorinin E. coli
bakterisi Uzerinde de bir etki saglamayip efflux pompasint inhibe etmedigini,
Bisbenzimid maddesinin de disar1 atimini arttirmis oldugunu gézlemlemistir. E. coli
icin kullanilan CCCP inhibitori 4 pL ve 10 pL olarak kullanilmistir. Bisbenzimidin
+ bakteri degerleriyle CCCP inhibitoruniin bulundugu kuyucuklarin degerleri
arasinda oldukga farklilik oldugunu tespit etmistir (P<0,0001). Degerlerin,
kuyucuklarda bulunan CCCP konsantrasyon miktarina gore degiskenlik gosterdigini
belirtmistir. CCCP inhibitorii eklenen kuyucuklarda bulunan bitiin bakterilerde
bisbenzimidin + bakteri kuyucuklarindaki floresans degerlerinden daha diisiik veriler
elde edildigini belirtmistir. 10 pL CCCP inhibitori eklenen kuyucuklarda bulunan
verilerin, 4 pL eklenmis olan kuyucuklara oranla daha diisiik degere sahip oldugunu
saptamistir. Fakat PABN inhibitorinun E.coli bakterisinde efflux pompasini inhibe
edip bisbenzimid maddesinin de bakterinin igerisinde kaldigim1 ve atilmayip
bakterinin DNA yapisina baglandigi sonucuna ulasmistir. PABN inhibitérd igin
kullanilan 10 pL deger icin en yiiksek etki Acinetobacter baumannii bakterisinde, 4
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ML deger icin ise E. coli bakterisi ve A. baumannii de saptanmistir. Arastirmada yer
alan grafik sonuclarina gore alanlar karsilastirildiginda E. coli + bisbenzimid +
PAPBN degerlerinin E. coli + bisbenzimid degerlerinden daha ylksek oldugunun
kanitlandigini belirtmistir. Bununla birlikte bu degerlerin istatiksel olarak arasinda

fark oldugu sonucuna ulagmustir.

Cetinkaya (2007) yapmis oldugu calismasinda ¢oklu ila¢ direncine sahip olan gram
negatif ve gram pozitif bakterilerine kars1 efflux pompasi inhibitdrlerin etkilerini in
vitro ortamda arastirmistir. Calisilmis olan tim suslarin siprofloksasin’e karsi
direncli oldugunu belirlemistir. Efflux pompa inhibitérlerini (EPI) kullanarak
mikrodilisyon metoduyla siprofloksasin MIKleri ile tekrar ¢alismis ve E.coli ve
diger bakteriler icin MIK degerlerinin tespitini yapmustir. E. coli bakterisi icin PABN
inhibitorini kullanmistir. E.coli bakterisinin siprofloksasin MIK degerlerine gore; 25
mg/L  PABN mevcudiyetinde bakteri suslarmin  siprofloksasin - MiK lerinin
%42,2’sinde yaklasik 4 kat ve Uzeri, %30,9’unda ise 2 kat ve Uzeri azalma oldugunu
gozlemlerken, %26,9’unda ise bir azalma olmadigini belirtmistir. 100 mg/L PABN
mevcudiyetine gore degerler odlgiildiigiinde ise; bakteri suslarmin MIiK lerinin
%83,6’sinda 4 kat ve Uzeri, %13,4’tinde 2 kat azalma oldugu belirtilirken, %3’tinde
ise bir azalma olmadigmi gozlemistir. TUm bu degerler g0z Onilinde
bulunduruldugunda; gram negatif bakteriler (E. coli) igin kullanilan PABN
inhibitoriiniin varlig: sayesinde siprofloksasin MIK degerlerinde bir azalma oldugunu
gdzlemlemistir. Azalan bu MIK degerlerinin sebep oldugu etken olarak efflux

pompalarimn inhibisyonunun etkisi oldugunu diisiinmektedir.

Coban, Birinci, Ekinci ve Durupinar (2004) yapmis olduklari ¢alismada, yiksek
diizeyde florokinolon’a direngli olan E. coli bakterilerinin klinik izolatlarinda efflux
pompasi inhibitorlerinin siprofloksasin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK)
degerleri Uzerine etkilerini arastirmislardir. Inhibitdr olarak verapamil, lansoprazol,
PABN (MC-207, 110) ve omeprazol’l kullanmuslardir. Idrar orneklerinden izole
edilen 14 E. coli bakterisinin florokinolon’lara kars1 oldukga direngli oldugu
belirtmiglerdir. MIK degerlerini Mueller-Hinton sivi besiyerinde  NCCLS’nin
(National Committee for Clinical Laboratory Standards) verilerine gore

mikrodilisyon yontemi ile belirlemislerdir. Deney asamasinda, 20 pg/mL verapamil
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(Sigma), lansoprazol (ilsan, Iltas), PABN (MC-207,110) (Sigma) ve omeprazol
(Sigma) inhibitorlerini kullanmiglardir. Bakterilerin siprofloksasin’e karsi direng
MIK araligmni 16-512 pg/mL olarak hesaplamislardir. 20 pg/mL  omeprazol
inhibitérii  icin  siprofloksasin’in - MIK  degerinde  degisiklik  oldugunu
gozlemleyemediklerini  belirtmislerdir. 20 pg/mL lansoprazol ve verapamil
inhibitorleri icin MIK degerlerinin iki bakteride 2 Kat arttigmi gdzlemlemislerdir. 20
png/mL PAPBN igin ise alt1 bakteride 2 kat ve iki bakteride de 4 kat azalmis olarak
saptamiglardir. Boylece, izole edilen E. coli bakterilerinin siprofloksasin direncine
kars1 yapilan ¢alismada test edilen inhibitor bilesenlerinin ¢ok énemli bir etkisinin

olmadig1 sonucuna varmislardir.

Tuncer (2016), klinik olarak izole edilmis Mycobacterium tuberculosis bakterisinin
izoniazid direncine sebep olan efflux pompalarinin saptanmasini ¢alismistir. Yapmis
oldugu calismasinda; izoniazid direncine sahip olan izole edilmis 50 tane M.
tuberculosis bakterisini kullanmis olup, MIK degerlerini agar diliisyon metoduyla
belirlemistir. Efflux pompasinin varligini gostermek igin ise EtBr kimyasal boyasini
kullanmustir. Efflux pompasini inhibe etmek amagh ise rezerpin, verapamil ve
klorpromazin inhibitorlerini kullanmistir. Kullanilan inhibitérlerin miktarlarini, MIK
degerlerinin % oraninda olacak seklinde plaklar hazirlayarak uygulamistir. M.
tuberculosis’in izoniazid konsantrasyonunun en diisiik MIK degerini 4 pg/mL,
maksimum degerini ise >512 pg/mL olarak belirlemistir. Klorpromazin MiK degeri
icin en disiik deger 2,5 pg/mL olup, maksimum degerini ise 40 pg/mL olarak
saptamistir. Ayrica, izole edilenlerin 24 tanesinde ise klorpromazinin MIK degerini
10 pg/mL olarak belirlemistir. Verapamilin MIK deger sonuglarini ise minimum 62,5
pg/mL, maksimum 250 pg/mL olarak bulmustur. Ayrica, izole edilen M.
tuberculosis bakterisinin  36’sinda MIK deger sonucunu 125 pg/mL olarak
saptamistir. Klorpromazin inhibitorii ve izoniazid kombinesi ile olusan izolatlarin
34’{iniin MIK degerinde >1 dilisyon diisiisii, verapamil inhibitorii ile izoniazid
kombinasyonu ile olusan izolatlarin 18 tanesinin MIK degerlerinde >1 dillisyon
diistis ve rezerpin inhibitori ile izoniazid kombinasyonuyla meydana gelen
izolatlarin 18 adedinin MIK degerinde de >1 diliisyon diisiisi meydana geldigini
saptamistir. Genel olarak MIK degerleri sonu¢ olarak belirtildiginde; MIK
degerlerinin 4 pg/mL’den baslamig olup >512 pg/mL’ye kadar yiikseldigini saptamis
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ve %90 izolatin MIK degerinin sonucunu ise >16 pg/mL olarak belirlemistir.
Calismasinda kullandigi 50 adet direngli M.tuberculosis’in 38 tanesinde (%76)
kullanilan inhibitérlerin herhangi bir tanesinin varliginda izoniazid MIK degerinde
bir azalma oldugunu saptamistir. MIK degerlerinde azalma gosteren 21 tane izole
bakterinin, efflux pompas: varligini gostermek igin EtBr’yi kullanmistir. 11 tane
izolatta, inhibitor iceren ve icermeyenleri floresans yogunluguna gore gozlemlemis

ve efflux pompasi varligini belirlemistir.

Martins ve arkadaslari, (2010) yapmis olduklar1 ¢alismada; ¢oklu ilag direncine sahip
olan klinik izolatli bakterileri kullanarak EtBr’li agarda cartwheel yontemi ile efflux
pompalariin varhigmi belirlemislerdir. Calismada kullanmis olduklar1 bakteriler;
direncli E.coli, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Enterococcus
faecalis, Enterobacter aerogenes ve Staphylococcus aureus suslaridir. Yapmis
olduklar1 ¢alismanin ilk asamasinda, bakterileri Luria-Bertani (LB) Broth igerisinde
biiylitmiglerdir (OD= 0,6; 600 nm) ve efflux pompalarinin varligint gézlemlemek
Uzere cartwheel yontemiyle bakteri pasajin1 EtBr kimyasal boyasini igeren TSB
agarlar Gzerine yapmislardir. 0,5 mg/L, 1,0 mg/L, 1,5 mg/L, 2,0 mg/L ve 2,5 mg/L
olacak sekilde konsantrasyonlarini ayarlamiglardir. UV altinda g6zlemini yaptiktan
sonra, 0,5 mg/L konsantrasyonda efflux pompasinin tiim bakterilerde aktif oldugunu,
1,0 mg/L’de butun bakterilerin efflux pompasinin ¢aligmadigini gézlemlemislerdir.
1,5 mg/L, 2,0 mg/L, 2,5 mg/L olan konsantrasyonlarda EtBr kimyasalinin fazla
miktarda olmasindan dolayr EtBr maddesinin disar1 atilamadigi icin bakteri iginde
kaldigin1 ve pompanin ¢alisamadigini saptamiglardir. Pompa varligini belirledikten
sonra ¢alismanin ikinci asamasinda, direncli bakterilere karsi antibiyotik diskleri ve
bazi inhibitorler kullanmislardir. Kullanmis olduklari inhibitérler PABN, CCCP,
Klorpromazin (CPZ) ve tiyoridazin’dir (TZ) (Sigma Aldrich). Yapilan ¢alismada iki
adet E. coli susu icin iki adet antibiyotik (tetrasiklin ve ofloksasin) kullanilmis olup,
bu suslarin her ikisinde de tetrasiklin ile birlikte kullanilan PABN inhibitor etkisi
gosterirken, bu suslardan sadece birinde terrasiklin ile birlikte kullanilan tiyoridazin

inhibitor olarak etki gostermistir.

Dal (2009) yapmis oldugu calismasinda, gram negatif bir bakteri tlrl olan
Acinetobacter baumannii’yi kullanarak c¢oklu ila¢ direncinde AdeABC pompasinin
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rolini arastirmayr amacglamistir. Calismasinda, MDR’ye sahip olan 14 adet A.
baumannii bakterisi kullanmistir. E. coli bakterisinde bulunan AcrAB-TolC’un RND
protein ailesine Uye olan AdeABC pompa sisteminde etkin rol oynadig: icin, sivi
mikrodillisyon testinde E. coli ATCC 25922 bakterisini kontrol susu olarak
kullanmigtir. Eritromisin, gentamisin, siprofloksasin, tetrasiklin, kloramfenikol ve
trimetoprim antibiyotiklerini kullanarak MIK konsantrasyonlarmi belirlemistir.
Efflux pompa inhibitorleri olarak ise (RND tipi pompa); 1-(1-naphythylmethyl)-
piperazine (NMP) ve PAPN bilesenlerini kullanmis olup, mevcudiyetinde ve
yoklugunda sivi  mikrodilisyon metoduyla arastirip inhibitorler varliginda
gerceklesen antibiyotik MIK degerlerini belirlemistir. Izole edilen suslarin
antibiyotiklerinin  MIK degerleri 0,25 ile >512 pg/mL arasinda degiskenlik
gosterdigini belirtmistir. Kullandig1 tum bakterilerin %51,1’inde; PABN ve NMP
inhibitorlerine karsi duyarlilik tespit edildigini gézlemlemistir. Grup | olarak calistig
bakterilerin antibiyotiklerinin MIK degerlerinde; PAPN’inkinde 0-2,66 kat yani
ortalama 1,4 diisiis gbzemlenirken, NMP’ninkinde ise 1,66-6 kat yani ortalama 3,74
diistis oldugunu belirtmistir. Grup Il olarak calistigi bakterin %42,9’°unda NMP ve
PAPBN inhibitor bilesenlerinin antibiyotik MIK degerlerinde herhangi bir etkisinin
saptanmadigini  belirtmistir. NMP inhibitérinin PABN inhibitérine gére daha
belirgin oranda diisiise sebebiyet vermesi, pompa inhibitériinin RND tipi efflux
pompasinin inhibesinde daha etkili oldugu sonucuna ulasmistir. Elde ettigi bu
sonuglara gore, efflux pompa tiplerinden biri olan RND pompasinin oldukca etkin bir
roli oldugu ve RT-PCR testi ile elden edilen verilere gore yuksek ihtimalle AdeABC

coklu direng pompasinin oldugunu ortaya koydugunu belirtmistir.

Ozkanca (2018) yapmis oldugu ¢alismasinda, Escherichia coli ve Staphylococcus
aureus bakterilerini kullanarak kademeli bir bicimde olusturulan antibiyotik direncini
bitkisel maddelerle engellemesini amaglamistir. CLSI tarafindan belirlenen degerler
ile mikrodillisyon yontemini kullanarak MIK degerlerini olusturmustur. MIK
degerleri igin kullanmis oldugu antibiyotikler siprofloksasin ve meropenemdir.
Antibiyotik direncini engellemek amagli kullanmis oldugu bitkisel maddeleri ise
karanfil yagi, kurkumin, sinnamaldehit, punikalagin ve epigallokatesin gallat olarak
belirlemistir. Kullanmis oldugu maddelerin MIK degerlerini de CLSI verilerine gore

hesaplamigtir. Standart1 saglamak amagli kullanmis oldugu suslar ise E. coli ATCC
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25922 ve S. aureus ATCC 25923’tiir. Standart E. coli susunun meropenem MIK
degeri 0,32 mg/L, siprofloksasin MiK degeri ise 0,008 mg/L’dir. Klinik E. coli
susunun siprofloksasin MIK degeri 0,125-0,5 mg/L olarak bulunurken, meropenemin
MIK degeriyse 0,003-0,032 mg/L olarak bulunmustur. E. coli susunun siprofloksasin
antibiyotigine karsi direncli sayilabilmesi icin EUCAST degerlerine gére MIiK
degerinin > 0,5 mg/L, meropenem igin ise > 8 olmas1 gerektigi belirtilmistir.
Kullanilan bitkisel maddelerin MiK degerleri ise E. coli icin; sinnamdehit 0,25-0,5
mg/L, epigallokatesin gallat 0,12 mg/L, kurkumin 325 mg/L, punikalagin 121,6 ve
karanfil yagi1 3,47 mg/L olarak belirlenmistir. E. coli bakterisine ait sonuglar
sOyledir; siprofloksasin ve meropenem antibiyotiklerinin  0,001-8 mg/L
konsantrasyonlar1 her giin dnceki guniin 2 kati olacak sekilde tek basina ve bitkisel
maddelerle sub-MIK degerleriyle beraber birakilarak gozlemleme yapilmistir. Deney
siresince antibiyotik kullanmadan birakilan suslarm konrol grubundaki MIK
degerlerinde baslangica gore artis gézlenmemis olup siprofloksasin ilaci i¢in 0,025
mg/L olarak kalirken, meropenem ilaci i¢in 0,032 mg/L olarak kalmistir. Antibiyotik
temas ettirilen grup ise 0,001-0,25 mg/L konsantrasyonlarinda 9 gun suresince
biiyiimiis ve MIK degerleri 0,032 mg/L’den 0,25mg/L’ye artmis olarak
gozlemlemistir. Bitkilerden sinnamaldehitin kullanildigi ¢alisma grubu 7 gin
suresince hayatta kalarak 0,032 mg/L-0,16 mg/L MIK degerlerini gdsterirken,
karanfil yagimin kullanildigi grup aymi sekilde 7 gun siresince canli bir bigimde
kalarak 0,032 mg/L-0,08 mg/L, epigallokatesin gallat bitkisi grubu 7 gln bitiminde
0,032 mg/L-0,16 mg/L, punikalagin ile kurkumin ¢alisma gruplar1 6 giiniin bitiminde
0,032 mg/L-0,16 mg/L MIK degerleri sonucuna ulastig1 belirtilmistir. Yapilan
pasajlamalarin MIK degerleri > 8 mg/L’ye (direng smir1) erismedigi icin meropenem
ilacna kargi diren¢ kazanilmadigimni belirtmistir. Siprofloksasin antibiyotigi ile
kullanilan deney grubunda da E. coli igin soyledir; yalnizca antibiyotik ile etkilesim
olusturulan grup 0,001-8,00 mg/L konsantrasyonda 11 gun slresince Ureme
saglanmis ve MIK degerleri 0,025-0,8 mg/L konsantrasyona ulasmistir. 10. giinden
itibaren antibiyotik, bakterilere kars1 etkisiz hale gelmistir. Bitki gruplaridan
sinnamaldehit 6 glin stiresince 0,025-0,05 mg/L, karanfil yag1 7 giin siresince 0,025-
0,1 mg/L MIK degeri gosterirken, epigallokatesin gallat 6 giin stiresince 0,025-0,08
mg/L, kurkumin 7 gun suresince 0,025-0,08 mg/L ile punikalagin 6 giin slresince

0,025 mg/L-0,08 mg/L olarak MiK degerleri belirlenmis olup siprofloksasin direng
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smirmi >0,5 mg/L olarak asmistir. Fakat bitkisel o6gelerle kombine halde

kullanildiginda direncli MIK degerlerinin agilamadigi belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

Tez ¢alismasinda kullanilan materyal ve cihazlar asagida belirtilmistir.

3.1.1. Petri Kaplan

Bu c¢alismada, 90 mm ebatlarinda cam petri kaplar1 kullanilmis olup Labor
Teknik’ten siparis edilmistir ve kullanimdan Once inkibatérde 180°C’de 1 saat
siresince steril edilmistir. Mikroorganizma kaltirlerini olusturmak amaciyla

kullanilmuastir.

3.1.2. LB Broth

LB Broth, (Merck, Almanya) deney asamasinda ¢alisilan bakteri sayisini arttirip,

bakterilerin ¢ogalip zenginlesmesi amaci ile kullanilmustir.

3.1.3. Tryptic Soy Broth (TSB)

TSB Broth (Merck, Almanya) bakterilerin zenginlesmesi amagli kullanilmustir.

3.1.4. Agar-Agar

Agar-Agar (Merck, Almanya) besiyeri; TSB ve LB agar olusturmak i¢in kullanilmis
olup, TSB ve LB agar bakteri stspansiyonu hazirlanmasinda kullanilacak saf

kolonileri elde etmek i¢in kullanilmustir.

3.1.5. Mueller-Hinton Broth

Deney asamasinda  kullamlan  E.coli suslan MIK ¢alismasinda  ve
besiyeri+antibiyotik+inhibitdr uygulamasi asamasinda kullanilmig sivi besiyerinde

uremesini saglamak amaclh kullanilmigtir. MUeller-Hinton Broth (MHB) (Merck,
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Almanya); yapilan diger c¢alismalarda standardizasyonu sagladigi icin tercih

edilmistir.

3.1.6. NaCl (Tuz)

NaCl (Merck, Almanya), serum fizyolojik hazirlamak amagli kullanilmustir.

3.1.7. Etidyum Bromur (EtBr)

EtBr (Merck, Almanya) kanserojen bir kimyasal boya maddesi olup, genel olarak
molekiler biyoloji laboratuvarlarinda nukleik asitlerin fliioresan isaretlemelerinde
kullanilmaktadir. DNA’ya baglanmasi durumunda molekdllerin ultraviyole (UV)
1sinlar1, yani morotesi isiklar1 altinda floresans 6zelligine sahiptir. UV 1sinlar altinda
gozlemlendiginde turuncu renk ile kendini belli etmektedir. Yapilan deneyde
kullanma amaci ise; EtBr’nin UV altinda 1s1ma yapmasi avantajindan yararlanarak
coklu ilag direncine sahip E.coli bakterisinin efflux pompasinin ¢aligip ¢alismadigini
kontrol edip goOzlemleyebilmek igin kullanilmistir. Ayrica, bu kimyasal madde
oldukga zararli oldugu icin solunmamasi ve ¢iplak elle dokunulmamasi

gerekmektedir. EtBr ve EtBr ¢ozeltisinin gorunimi Fotograf 3.1.’de verilmistir.

§ LAs1S001 KATTO6TIS 121
Ethidium

Fotograf 3.1. EtBr ve ¢ozeltisinin gérinima
3.1.9. Efflux Pompasi Inhibitorleri

Fenil arjinin beta naftilamid (25 mg), verapamil (1 gr) ve tiyoridazin hidroklortr (5

gr) (Sigma Aldrich) bilesenleri, efflux pompasini inhibe etmek amagl kullanilmig
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olup, gorunumleri Fotograf 3.2.’de gortldigi gibidir. PABN inhibitori -20°C derin

dondurucuda bekletilmistir.

Fotograf 3.2. Inhibitérlerin gorinimi

3.1.10. Antibiyotik Diskleri

Deneyin son asamasi olan inhibitorlerin etkisini belirlerken, antibiyotik + inhibitor
kombinasyonu etkisini 6lgmek amagli kullanmilmigtir. Sefiksim (CFM) (5ug),
Seftazidim (CAZ) (10ug), Seftriakson (CRO) (30ug), Sefepim (FEP) (30uQ),
Aztreonam (ATM) (30ug), Ampisilin (AMP) (10ug), Amoksisilin-Klavulanat
(AMC) (30ug), Siprofloksasin (CIP) (5ug), Norfloksasin (NOR) (10ug),
Piperasillin-Tazobaktam (TZP) (36pg) Gentamisin (CN) (10ug), Trimetoprim-
Sllfametoksazole (SXT) (25ug) ve Ertapenem (ETP) (10pg) (Oxoid, UK).
kullanilmigtir. Antibiyotik disk 6rnegi Fotograf 3.3.’de gésterilmistir.

Fotograf 3.3. Antibiyotik diski 6rnegi
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3.1.11. Falcon Tupler

LB Broth besiyerlerini dokmek, serum fizyolojik hazirlamak ve inhibitorleri

muhafaza etmek amagli sterile edilmis falcon tlpler (Isolab, Almanya) kullanilmustir.

3.1.12. Mikrobank Boncuklu Bakteri Saklama Tupleri

Kullanilan bakteriyi stoklayip muhafaza edebilmek amaciyla kullanilmis olup,
Orbak’dan (Turkiye) siparis edilmistir. E. coli bakterilerinin muhafaza edildigi

boncuklu bakteri saklama tiplerinin goérinimi Fotograf 3.4.’te verildigi gibidir.

Fotograf 3.4. Bakteri saklamak igin boncuklu tupler

3.1.13. Distile Su

Yapilan deney asamasindaki materyal temizligi ve besiyer hazirlamak igin
kullanilmistir. Kullanilan distile su, distile su cihazi tarafindan (Human Corporation,

Kore) iiretilmistir.

3.1.14. Sterile Distile Su

Yapilan ¢alismada, efflux pompa inhibitorlerini hazirlamak amagli kullanilmustir.

3.1.15. Enjektor

Etidyum Bromur (EtBr) cozeltisini TSBa agarmma aktarmak amagli ve inhibitor

cozeltilerini filtre ile sterilize edebilmek amagli kullanilmistir (Helmed).
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3.1.16. Enjektor Filtresi

EtBr c¢ozeltisini TSBa agarina aktarirken ve inhibitor kimyasal bilesenleri ¢Ozeltisini
mikroplakalara aktarmadan once sterile etmek amach steril 0,45 pm’lik enjektor

filtreleri (Sartorius stedim) kullanilmustir.

3.1.17. Otomatik Mikropipetler (10 pl-100 pL ve 100 uL-1000 pL)

92 ve 24 kuyucuklu mikroplakalara bakteri, inhibitor ve MHB ylklemesi yapmak
icin mikropipetler (Microlit ve Dragon) kullanilmis olup Fotograf 3.5.°de

gosterilmistir.

Fotograf 3.5. Mikropipet gortintimleri

3.1.18. Mikropipet Uglari

Otomatik mikropipetlerin u¢ kisimlarina takilip islem yapilmasi amagli sterile
edilmis, 10 pl-100 pL ve 100 pL-1000 pL pipet uglart kullanilmistir (Isolab,
Almanya).
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3.1.19. 24 ve 96 Kuyucuklu Mikroplakalar

96 kuyucuklu mikroplakalar (Citotest, Cin) MIK testi icin, 24 kuyucuklu
mikroplakalar (Cellstar) ise inhibitér uygulamasini yapmak igin kullanilmis olup
Fotograf 3.6.’da gosterilmistir.
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Fotograf 3.6. 24 ve 96 kuyucuklu plaka goértnimleri
3.1.20. Steril Ekiivyon Cubugu (Swab) ve Steril Ozeler

Bakteri kilturl hazirlamak, mikroorganizmalar1 pasajlamak ve cizgi ekimi yapmak
icin kullanilm1s olup Loop plast’dan (italya) alimistir.

3.1.21. Mezur

Hazirlanan ¢Ozeltilerin miktarlarint dogru ayarlamak i¢in 100-250-500’er mL’lik
cam mezurlar kullanilmistir (ldam, Ttirkiye).

3.1.22. Erlenmayer, Beher ve Cam Siseler
TSBa ve TSBg agarlarin1 birbirlerine ekleyip 200 mL’ye tamamlamak, EtBr gibi

cozeltileri hazirlamak ve agarlart hazirlamak amacgh ¢esitli Olcutlerde siseler
kullanilmistir (Isolab, Almanya).
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3.1.23. Maske

EtBr gibi kimyasal maddeleri ve agar hazirlama agamasinda solumayi etkilememesi

icin maske (Neon) kullanilmustir.

3.1.24. Aliminyum Folyo Kagidi

EtBr ¢Ozeltisini 1siktan korumak, malzemelerin sterilizasyonu yapilirken ve petrilerin

kontamine olmamasi i¢in sarmak amagli kullanilmistir.

3.1.25. Parafilm

Besiyerlerin muhafazas: asamasinda kontaminasyonu onlemek icin kullanilmistir
(Orlab, Turkiye).

3.1.26. Muayene Eldiveni

Yapilan c¢alismalar esnasinda el hijyeni ve korumas: i¢in kullanilmistir (Perfect
Touch)

3.2. Cihazlar

3.2.1. Hassas Terazi

Deney asamasinda kullanilan malzemeleri tartmak amacgli hassas terazi (Precisa,
Isvigre) kullamlmustir. Olgiimlerde kullanilan hassas terazinin gorinimii Fotograf
3.7.”deki gibidir.
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Fotograf 3.7. Hassas terazi
3.2.2. Otoklav

Deney asamasinda kullanilan materyalleri ve kiltlr ortamlarini steril etmek amaci ile
otoklav cihaz1 (Wise Clave, Kore) kullanilmigtir. Kullanilan otoklavin gorinimi

Fotograf 3.8.’deki gibidir.

Fotograf 3.8. Otovlav
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3.2.3. inkiibator

Duragan bir sicaklikta; bakterileri gelistirmek igin, kuru sterilizasyonu saglamak
veya hazirlanan besiyerlerinin kontaminasyon kontroliini saglamak amaciyla
inkiibator (Selecta, Ispanya) kullanilmistir. Calismalar esnasinda kullanilan

inkUbatorin iginden bir gorinum Fotograf 3.9.’daki gibidir.

Fotograf 3.9. Inkiibatériin i

3.2.4. Ultraviyole Lambasi (UV)

Efflux pompasi c¢alisan ve ¢alismayan bakterileri, florasan iceren EtBr varliginda

gozlemleyebilmek amagli UV lambasi (Merck, Almanya) kullanilmistir.

3.2.4. Derin Dondurucu

Deney asamasinda kullanilan malzemelerden bakteri iceren mikrobank boncuklu
bakteri saklama tiplerini ve fenil arjinin beta naftilamid inhibitéri derin
dondurucuda (Vestel, Turkiye) muhafaza edilmistir.

3.2.5. Buzdolab:

Hazirlanan besiyerleri ve antibiyotik disklerini buzdolabinda (Vestel, Turkiye)
muhafaza etmek amacl bekletilmistir.



3.2.6. Biyoguvenlik Kabini

Deney asamasinda caligilan ortamin steril olmasi gerektiginden, yapilan bazi
caligmalar biyoguvenlik kabini (Heal Force, Cin) icerisinde gergeklesmistir. Calisma
esnasinda kullanilan biyoglvenlik kabini iginden bir gorinim Fotograf 3.10.’da

verilmisgtir.

Fotograf 3.10. Biyoguvenlik kabin ici

3.3. Calismada Kullamilan Mikroorganizmalar

Yapilan calismada, coklu ilag direncine sahip (MDR) farkli kulttrlerden izole
edilmis Escherichia coli (E.coli) suslart kullanilmistir (Tablo 3.1.). Kullanilan
mikroorganizmalarin teshisi ve MIK degerleri antibiyogram sistem cihazi Phoenix

100’de ol¢iilmiistiir.
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Tablo 3.1. Kullanilan E. coli suslar:

Bakteri Kodu
Bakteri 1 25922 ATCC
Bakteri 2 #1200740
Bakteri 3 #1202265
Bakteri 4 #1202671
Bakteri 5 #1203120
Bakteri 6 #120912
Bakteri 7 #1210323
Bakteri 8 #1214329
Bakteri 9 #1214816
Bakteri 10 #1219801
Bakteri 11 #1219806
Bakteri 12 #1220119

3.4. Besiyeri Hazirlama

3.4.1. LB Broth

25 gram (gr) LB Broth, hassas terazi kullanilarak tartilmistir ve 1 litre (L) distile su
icerisinde karistirilarak ¢Ozinmesi saglanmistir ve sonrasinda ise 15 dakika (dk)
boyunca 121°C’de otoklavda sterilize edilmistir. Sterilize edilen LB Broth, daha 6nce
sterilize edilmis olan falcon tlplere 10’ar mililitre (mL) bosaltilmistir. LB iceren
falcon tupler inkibatérde kontaminasyon kontrolii yapilmak (izere 24 saat boyunca
37°C’de bekletilmistir. 24 saat sonrasinda kontrol edilen falcon tiipleri daha sonra

kullanilmak (izere buzdolabina yerlestirilmistir.

3.4.1.1. Bakterilerin LB Broth’a pasajlanmast

Bakteri saklama tuplerindeki E. coli bakterileri 6ze yardimiyla, hazirlanmis olan LB
Broth igerisine pasaj1 yapilip 24 saat 37°C’de inkUbattrde tremeye birakilmistir. LB
Broth Ureme sonrasinda igerisinde zenginlesen bakteriler sebebiyle bulaniklagmig

olup, gorinimi Fotograf 3.11.’deki gibidir.
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Fotograf 3.11. Bakteri iceren LB Broth

3.4.2. LB Agar

7.5 gr Agar-Agar, hassas terazi kullanilarak tartilmistir. Ardindan 500 mL olarak
hazirlanan LB Broth igerisine eklenerek ¢ozlinmesi saglanmis olup, 121°C’de 15 dk
boyunca otoklavlanarak sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrasinda agar sicakligini
kaybedip jellesme olmas1 saglanmadan, steril cam petri kaplarina dokiilmiistiir. Steril
cam petri kaplarindaki agarlar kontaminasyon kontrolli yapilmak Uzere 37°C’de

etuvde 24 saat stresince inkiibasyona birakilmistir.

3.4.2.1. LB Agarda Cizgi EKim

LB Broth igerisinde zenginlestirilmis olan E. coli bakterileri 6ze yardimiyla gizgi
ekimi yapilarak LB Agar’a pasajlanip koloni olusturulmasi amaglanmistir. EKim
islemi tamamlandiktan sonra Ureme igin inkibatérde 37°C’de 24 saat bekletilmistir.
LB Agar’da bakteriler Ureyip koloni olusturduktan sonra bir diger asama; saf
kolonilerinden segilip serum fizyolojik de ¢6ziindiikten sonra EtBr’li TSB agarlarina

cartwheel yontemini uygulayip pasajinin yapilmasidir. LB Agar’a ¢izgi ekimi ve

kolonilerin gérinimi Fotograf 3.12.°deki gibidir.
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Fotograf 3.12. LB Agar’a ¢izgi ekimi ve koloni gérintmleri

3.4.3. Tryptic Soy Agar (TSB)

TSB Agar, TSB Broth kullanilarak hazirlanmistir. TSB Agar iki tirll hazirlanmig
olup TSBa ve TSBg olarak adlandirilmistir. TSB’lerin hazirlanig yontemleri asagida

ayrintili olarak agiklanmustir.

3.4.3.1. TSBa hazirlanisi

18 gr TSB Broth ve 9 gr Agar-Agar hassas terazide tartilarak 580 mL distile su
icerisinde ¢oziinmiistiir. Ardindan 121°C’de 15 dk boyunca otoklavlanmistir. TSBa
agarin 580 mL olarak hazirlanmis olmasinin sebebi, Gizerine 20 mL Etidyum Bromdir

(EtBr) c¢ozeltisinin eklenecek olmasidir. Boylece TSB 600 mL’ye tamamlanmustir.

Etidyum Bromarlu (EtBr) TSBa

0,0015 gr EtBr hassas terazide tartilarak 20 mL distile su icerisinde ¢dzinmesi

saglanmstir.

3.4.3.2. TSBg hazirlanisi

600 mL distile su icerisine, hassas terazi kullanarak tartilan 18 gr TSB Broth ve 9 gr
Agar-Agar eklenip c¢ozlnmesi saglandiktan sonra 15 dk slresince 121°C’de

otoklavlanmistir. TSBg agar icerisinde Etidyum Bromur bulunmamaktadir.

57



3.4.3.3. TSBave TSBg Agarlarinin Petrilere Aktarimast

TSBa agarinin EtBr’li dilisyon hesabi yapilmis ve sonrasinda TSBg agar ile
belirlenen miktarlarda karistirildiktan sonra petri kaplarina dokiilmistiir. EtBr
dilisyon hesabi Tablo 3.2.°de gosterilmistir. TSB agarlarin1 petriye dokerken
gorunimui Fotograf 3.13.’deki gibidir.

Fotograf 3.13. TSB agarlarin petriye dokimu

Tablo 3.2. EtBr dilisyon hesab:

Stok (2,5 mg/L)
Stoktan TSB’den Alinan Toplam
Alinan (TBSg) (TSBa +
(TSBA) TSBg)
No:1 Kontrol
0 mg/L 0mL 200 mL 200 mL (TSBa)
No:2
0,5 mg/L 40 mL 160 mL 200 mL
No:3 80 mL 120 mL 200 mL
1 mg/L
No:4
1,5 mg/L 120 mL 80 mL 200 mL
No:5
2 mg/L 160 mL 40 mL 200 mL
No'6 Kontrol
25 mg/L 200 mL 0mL 200 mL (TSBg)
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Tablo 3.2°de ki verilere gore hazirlanmis olan TSB’ler petri kaplarina 20 mL olarak
dokiilmiistiir.  Yapilan ¢alisma 2 paralel seklinde tekrarlanmistir. Farkli
konsantrasyonlarda EtBr iceren TSB agarlarinin, petrilere aktarimi sonrasi

gorindmleri Fotograf 3.14.’de verilmistir.

Fotograf 3.14. Farkli konsantrasyonlarda EtBr iceren TSB agarlarinin petrilerde gérinuma
3.4.4. Mueller-Hinton Broth (MHB)

Inhibitérlerin MIK degerinin belirlenmesi ve bakteriye inhibitér + antibiyotik

etkisinin uygulanmasi i¢in MHB besiyeri 1 L olarak hazirlanmustir.

3.5. Etidyum Bromur (EB) Cartwheel Method (Cember Hareketi Metodu)

Bakterilerin ¢oklu ilag direncinden (MDR) sorumlu oldugu efflux pompalarinin,
calisip calisgmadigini belirlemek amagli kullanilan bir yontemdir. Bu, niikleik asitlere
baglandiginda floresans yapan EtBr’nin kullanildigi bir yontemdir. E. coli ATCC
25922 standart susu, c¢oklu ilag direncine sahip diger bakteriler ile efflux
pompalarinin ¢alisip ¢alismadiginin karsilastirilmas: amagli referans sus olarak
kullanilmistir. EtBr hiicrelerin icine girer ve efflux pompasi ¢alismayan ¢oklu ilag
direncine sahip bakterilerin hicre icinde EtBr yiiksek konsantrasyonda bulunur.
Hicreler EtBr’ii disar1 atamazlar ve EtBr niikleik asitlere baglanarak floresans yapar.
Yayilan floresansa bakilarak efflux pompasmin ¢alismadigi tespit edilir. Turuncu
parlak floresans efflux pompalarmin ¢alismiyor oldugunu gostermektedir. Tim bu
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bilgiler 1s181nda, cartwheel yontemiyle pasajlar yapilmistir. Bu yontemin uygulanisi
Sekil 3.1°de gosterilmistir (Martins, Couto, Viveiros ve Amaral, 2010).

Kontrol S 1

—— Balcteri 1
Bakteri 1l [ 3 -
/ /N .
Bakteri 10 { / /) Balcteri 2
II.‘H_T . .{f_ 1|!
Bakteri O 4= / 2 + Balkteri 3
1 Taer I
\ ‘_,/'# / \‘:H“x. /
Balcteri 8 . lf.-"f \. IfBaJ-:teri-‘l-
W, \
Bakteri7 0 Balkteri 5

Balcteri 6

Sekil 3.1. Cartwheel yonteminin uygulanisi

Sekil 3.1.°de gosterilmis oldugu gibi bakteriler c¢izgi halinde pasajlanmstir.
Aragtirmada kullanilan bakteri sayis1 12 adettir. Bunlardan 1 tanesi E. coli ATCC
25922 standart susu olup, kontrol olarak kullanilmistir. Diger 11 bakteri ise
numaralandirilarak 2 tane petri kabina pasajlanmustir. Ilk petri 1’den 6’ya kadar olan
bakterileri, ikinci petri ise 7°den 12’ye kadar numaralandirilmis olan bakterileri
icermektedir. 1 numara E. coli ATCC 25922 susunu icermektedir. Bakteriler
pasajlanirken 2 paralel seklinde caligma yapilmustir. Paralellerden birisi LB Broth
icerisinde zenginlestirilen E. coli bakterilerinden pasajlanmis olup, diger paralel de
ise serum fizyolojik bakteri suspansiyonundan pasaji yapilmistir (Mc Farland 0,5).
Uygulanan cartwheel yontemi c¢alismasindan bir gortinim Fotograf 3.15.°de

verilmistir.

Fotograf 3.15. Cartwheel yontemiyle treyen bakteriler
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3.5.1. Birinci Paralel Cahsma (LB Broth Icerisinde Zenginlestilen E. coli
Bakterilerinden Cartwheel Yontemi Olusturma)

Icerisinde E. coli bulunan LB Brothlara steril ekilvyon cubuklar1 (swab) daldirip
cikartilarak TSB agar iceren petrilere pasajlanmasi yapilmistir. 1-6 arasindakiler ilk
petri kabimna, 7-12 arasindaki bakteriler ise ikinci petri kabina tek cizgi seklinde
ekilmistir. Cartwheel yonteminde ekim islemi yapilirken 6 farkli petri kullanilmistur.
Her petride farkli konsantrasyonda EtBr Tablo 3.2 de belirtildigi gibi bulunmaktadir.
1 numarali petri de EtBr bulunmamaktadir (0,0 mg/mL) ve kontrol amagh
kullanilmistir. Sadece TSB agar icermektedir. 2 numarali petri 0,5 mg/mL, 3
numaralt petri 1,0 mg/mL, 4 numarali petri 1,5 mg/mL, 5 numarali petri 2,0 mg/mL
konsantrasyonda EtBr icermektedir. 6 numarali petri ise 2,5 mg/mL EtBr
bulundurmaktadir. Degisen EtBr konsantrasyonu sayesinde bakterilerin disar

atabildikleri EtBr konsantrasyonu tespit edilmistir.

3.5.2. Ikinci Paralel Cahsma (Bakteri Suspansiyonundan Cartwheel Yéntemi

Olusturma)

Bu calismada kullanilacak serum fizyolojik hazirlanirken, 2,25 gr NaCl hassas
terazide tartilmis ve tuz dnce mezilre aktarilmistir. Ardindan tuzun dzerine distile su

eklenerek 250 mL’ye tamamlanmuistir.

Hazirlanan 250 mL’lik serum fizyolojik otoklavlanip sterile edilmistir ve her bir
bakteriyi ¢c6zmek amacli hazirlanan serum fizyolojik steril falcon tlplerine 10’ar mL
aktarilmistir. Daha sonra, steril plastik 6zeler kullanilarak petrilerde ekilmis olan E.
coli bakterileri kolonilerin ayni morfolojiye sahip olanlarindan alinarak serum
fizyolojigin igerisine daldirilip ¢0zilmesi saglanmistir. Bulaniklik 0,5 Mc Farland’a
ayarlanmistir. Ardindan, serum fizyolojigin igerisinden steril plastik 6zeler ile farkli

konsantrasyonlarda EtBr bulunan TSB’li petrilere pasajlanmasi yapilmistir.

TUm islemler tamamlandiktan sonra petriler inkubatorde 37°C’de 24 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Cartwheel ydntemi uygulama sonrasi bakterilerin inkibatérde

uremesi sonrasi gorinimi Fotograf 3.16.’daki gibidir.
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Fotograf 3.16. Cartwheel yontemi sonras1 bakterilerin {iremesi

3.6. UV Isig1 Altinda Efflux Pompalarimin Varhgm Gozlemleme

Cartwheel yontemi ile ekimi yapilan E. coli bakterilerinin karanlik bir ortam
saglanarak UV lambasi ile varligi gozlemlenmistir. Cesitli EtBr konsantrasyonuna
sahip bakterilerden efflux pompasi ¢alisanlarin renk vermemesi beklenirken, efflux
pompasi ¢alismayan bakterilerin ise hiicre icindeki EtBr niikleik asitlere baglanarak

turuncu bir renk vererek 1s1ma yapmasi beklenmektedir.
3.7. Efflux Pompasi Inhibitérleri i¢in MIK Degerlerinin Belirlenmesi

Efflux pompas inhibitorleri (EPI) olarak; verapamil, tiyoridazin hidroklorir ve fenil
arjinin beta naftilamid olmak Uzere 3 adet kimyasal bilesen kullanilmistir. Yapilan
MIK ¢alismasi, EPI’ler icin toksisite miktarin1 6lgmek amachdir. EPI stok ¢ozeltileri
512 pg/mL olarak hazirlanmis olup, 96 kuyucuklu mikroplakalarda seri dilisyon
yontemi uygulanmistir. Uygulama asamasinda kontrol grubu disindaki her plakanin
kuyucuklarma 100 uL MHB + 100 pL inhibitér + 10 pL bakteri eklenmistir. ilk
kuyucuga 100 pL MHB + 100 pL inhibitor eklendikten sonra ilk kuyucuktan 100
ML alinp, ikinci kuyucuga aktarilmis; bu islem kontrol kuyucuklarina kadar devam
etmis ve son kuyucuktan 100 pL disar1 atilmistir. 7 adet plaka ile 12 adet ¢oklu ilag
direncine sahip E. coli susu kullanilmistir. Pozitif ve negatif kontrol kuyucuklarinda
ise, pozitif kontrol kuyucugunda 100 pL MHB + 10 pL bakteri kullanilmisken
negatif kontrol kuyucuguna 100 uL MHB pipetlenmistir. Inhibitdrler hazirlanirken

distile sterile su kullanilmis olup, deney asamasi esnasinda taze hazirlanmistir,
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Toksisite MIK degerleri icin pipetleme galismalar1 Fotograf 3.17.’de, seri diliisyon

calismasi ise Fotograf 3.18.’da gosterilmistir.

Fotograf 3.18. Inhibitor MIK toksisitesi icin seri diliisyon ¢aligmasi

3.8. Efflux Pompasi inhibitorlerinin MIK Degerlerine Gore Hazirlanmasi

Seri diltsyon yontemi uygulanip toksisite MIK degerleri belirlendikten sonra, bir
sonraki asama olan E. coli suslarmin EPI’lere kars1 davramslarmimn gézlenmesi icin
inhibitorler yeniden hazirlanmistir. Her bir inhibitér MIK degerinin yaris1 (MiK/2)
olacak sekilde uygulanmistir. Buna gore; verapamil igin 128 pg/mL (256/2 pg/mL),
tiyoridazin hidroklorur ve fenil arjinin beta naftilamid igin 32 pg/mL (126/2 pg/mL)
olarak hesaplanmistir (Martins vd., 2010).
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3.9. 24 Kuyucuklu Mikroplakalara Inhibitér, Antibiyotik Diskleri ve Bakteri

Yiklemelerinin Yapilmasi

Deneyin bu asamasinda 13 adet 24 kuyucuklu mikroplaka ile 12 adet coklu ila¢
direncine sahip E. coli susu kullanilmistir. Ilk olarak MHB, plakalarin tim
kuyucuklarina 1000 pg/mL olacak sekilde yiiklenmistir. Ardindan, kontrol grubu
haricinde (A1, B1, C1, D1) tum kuyucuklara, numaralandirilan bakterilerden hangi
antibiyotige kars1 direnci var ise o antibiyotik diski yerlestirilmis ve 0 antibiyotige
kars1 direncli olan bakteriler (10uL) eklenmistir. Kuyucuklardan ilk satira EPI
konulmamis olup (A satir1), diger 3 satira 3 farkli EPI eklenmistir (100uL) (B
satirma verapamil, C satirina tiyoridazin hidroklorir ve D satirina PABN). Yapilan
caligmada pozitif (+) ve negatif (-) kontrol gruplari kullanilmistir. (+) kontrol
grubunda MHB + bakteri bulunurken, (-) kontrol grubunda ise sadece MHB
bulunmaktadir (Martins vd., 2010).

Yapilan deneyin son asamasi olan inhibitdr, antibiyotik ve bakteri yuklemelerinin

sematik gorinimu Sekil 3.2.’de verilmistir.

Plaka 1 2 3 4 5 6
* \HE # \[HE * \[HE # \HE * \HE
A () * Antibivotik * Antibivotik * Antibivotik  * Antibivotil * Antibivotik EPl Yok
Eontrol  # Balteri * Balctari # Balcteri * Balcteri * Balctari
* \HE #),[HE #,[HE #)\[HE #\[HE
i+ FAntibivotik *Antibivotik *Antibivotik  *Antibivetik  *Antibivotik
Kontrol  * Inhibitar #Tnhibitir *Inhibitar *Inhibitar #{nhibitir
# Balcteri #Balcteri # Balcteri #Ralcteri #Balcteri
# \[HE #),[HE # WIHE #),[HE #,[HE

()  *Antibiyotik *Antibiyotik * Antibivotik *Antibivotik *Antibiyotic  liyondazin

€ Komwol *inhibitsr  *inhibitér  *lnhibitse  *Inhibitée  *inhibitse  Hidroklosiir
* Balcteri *Balcteri *Halcteri *Balcteri *Balcteri
*\HB #*\HB #\HB *N\HB *N\HB
- (#)  *Aatibivotik *Antibiyotil *Antibivotil *Antibivotik *Antibivotik PABN
Eontral FInhibitor *Inhibitor #* Inhibitor #Inhibitor ¥ Inhibitor :
*Ralcteri *Balcteri *RBalcteri *RBalcteri *Halcteri

Sekil 3.2. EPI’ler, antibiyotik diskleri, bakteri yiiklemesinin sema gorinimdi

Sekil 3.2.°de sematik olarak gosterilen uygulama asamasmin plakalar seklinde

gorunumu Fotograf 3.19.’da verilmistir.
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Fotograf 3.19. Antibiyotik diski+inhibitor+bakteri uygulamasi plaka 6rnegi
3.10. Istatistiksel Hesaplama

Deneyler Uger tekrarli olarak yapilmis olup, tekrarlar arasindaki farkin istatistiksel
degerlendirilmesinde R Studio v 3.3.2 programi kullanilmistir. Verilerin gruplar
arasindaki dagilimi ANOVA testi ile degerlendirilmistir. p-degeri 0,05’den kiguk
oldugunda gruplar arasindaki fark anlamli kabul edilmistir (Core R Team, 2016).

65



4. BULGULAR

4.1. EtBr Varhginda UV Altinda Efflux Pompasi Belirleme

Yapilan tez ¢alismasinda; EtBr varliginda cartwheel yéntemi ile ekimi yapilan ¢oklu
ilag direncine sahip E. coli bakterilerinin, UV 15181 altinda gozlemlenen efflux
pompalarinin ¢aligmasi ile ilgili elde edilen sonu¢ bilgileri asagida verilmistir.
Yapilan ¢alisma, LB Broth 24 saatlik kultlr ortami ile serum fizyolojik Mc Farland
0,5 olmak tizere 2 farkli sekilde yapilmustir.

Toplamda 12 adet E. coli bakteri susu kullanilmis olup, bunlardan sadece bir tanesi
standart E. coli susudur (ATCC 25922). Standart sus referans olarak kontrol amagl
kullanilmistir. Kalan diger bakteriler ise 11 farkli klinik izole ¢oklu ilag direncine
sahip (MDR) suslaridir. Kullanilan bakteriler, Tablo 3.2°de gosterildigi gibi ¢esitli

konsantrasyonlarda EtBr iceren TSB agarlarina cartwheel yontemi ile pasajlanmustir.

Elde edilmis olan verilere gore, Ureme sonrasinda efflux pompalarinin galisip
calismadigt UV 15181 altinda goriintiilenmistir ve elde edilen sonuglar Fotograf

4.1.°de verilmistir.
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LB Broth- 24 Saatlik Kiiltir
0,0mg/L 0,5mg/L 1,0mg/L 1,5mg/L

.
-

Serum Fizyolojik - Mc Farland 0,5
0,0mg/L 0,5mg/L 1,0mg/L 1,5mg/L 2,0mg/L 2,5mg/L

-~
-

Fotograf 4.1. E.coli bakterilerinin UV altinda efflux pompalarinin ¢alisip ¢aligmadiginin
gozlemlenmesi

Fotograf 4.1.’de goriildiigii Uzere; 1 numarali petriler kontrol amaglh kullanilmistir ve
sadece TSB agar icermektedir. icerisinde EtBr bulunmamasindan dolay: herhangi bir

floresans gozlenmemistir.

2 numarali petriler 0,5 mg/L en diisiik konsantrasyona sahip EtBr icermektedir.
Standart olarak kullanilan ATCC susu haricindeki diger bakteriler, icerisinde
bulunan kimyasal maddeyi disar1 atabilmistir. Standart susda ise efflux pompasi
EtBr’yi disar1 atamadigindan, EtBr bakterinin nikleik asitlerine baglanip floresansa
sebep olmustur. Floresans, UV altinda parlak turuncu bir renkte goriulmektedir.
Klinik izole diger diger 11 bakterinin ise efflux pompasinin ¢alistigi ve aktif oldugu

gozlemlenmistir. Bakteriler efflux pompalari ile EtBr’yi hiicre digina atmuslardir.
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Calisgilan 11 bakterinin de efflux pompasinin digar1 atabildigi maksimum EtBr

konsantrasyonunun ayni olmadigi gézlenmistir.

3 numaral1 petriler 1,0 mg/L EtBr icermektedir. 0,5 mg/L EtBr iceren 2. petriye gore
11 bakterinin yaptigi floresans belli olmaya baslamistir. Konsantrasyon arttigi icin
EtBr, bakteri hicre iginde birikmeye baslamistir. 3 numarali petrilerden sadece 5
numaraya ekilen susun efflux pompasmin bu konsantrasyondaki EtBr’yi disari

atabildigi gorulmektedir.

4 numarali petrilerde bulunan EtBr konsantrasyonu 1,5 mg/L, 5 numaral1 petrilerde
bulunan EtBr konsantrasyonu ise 2,0 mg/L’dir. Konsantrasyon gittikge arttigindan
dolay1, bakteride biriken EtBr artmistir. Bu sebeple UV altinda goriilen floresansta da

artis S0z konusu olmustur.

6 numarali son petriler ise kontrol amag¢lh kullanilmis olup yiksek miktarda EtBr
icermektedir (2,5 mg/L). EtBr oram1 fazla oldugu igin tum bakterilerde oldukca

yuksek bir floresans meydana gelmistir.
4.2. Antibiyogram Sonuclarima Gére MIK Degerleri

Calismada kullanilan suslar, Phoenix 100 cihazindaki MIiK degerlerine gore baz
alimmis olup sadece direncli olunan antibiyotiklere karsi c¢alisma yiiriitiilmistiir.
Antibiyogram sonuglarina gére MIK degerleri Tabli 4.1.’de gdsterilmistir.
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Tablo 4.1. MIK degerleri

Antibiyotikler #Bakteri 2 #Bakteri 3 #Bakteri 4 #Bakteri 5 #Bakteri 6
Amikasin <=4(S) <=4(S) <=4 (S) <=4 (S) <=4 (S)
Gentamisin <=1(S) 2(S) 2 (S) <=1 (S) <=1 (S)
Ertapenem <=0.25(S) <=0.25(S) <=0.25(S) <=0.25(S) <=0.25(S)
Imipenem <=0.25(S) <=0.25(S) <=0.25(S) <=0.25(S) 2 (S)
Meropenem <=0.13(S) <=0.13(S) <=0.13(S) <=0.13(S) <=0.13(S)
Sefiksim <=0.5(S) > 2 (R) <=0.5(S) <=0.5(S) 1(S)
Seftazidim <=1(S) 4 (1) <=1(S) <=1(S) <=1(S)
Seftriakson <=1(S) >4 (1) <=1(S) <=1(S) <=1(S)
Sefepim <=1(9) 2 () <=1(9) <=1(9) <=1(9)
Aztreonam <=1(S) 4(1) <=1(S) <=1(S) <=1(S)
Ampisilin > 8 (R) > 8 (R) > 8 (R) <=2(S) > 8 (R)
Amoksisilin-Klavulanat (f) 16/2 (R) 4/2 (S) 16/ 2 (R) 4/2 (S) 8/2 (R)
Piperasillin-Tazobaktam <=4/4(S) <=4/4(S) <=4/4(S) <=4/4(S) <=4/4(S)
Kolistin <=1(X) <=1(X) <=1(X) <=1(X) <=1(X)
Trimetoprim-Sulfametoksazole <=1/19 (S) >4/76 (R) <=1/19(S) >4/76 (R) >4/76 (R)
Fosfomisin w/G6P <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S)
Nitrofurantoin <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S)
Siprofloksasin <=0.25(S) >1(R) >1(R) >1(R) >1(R)
Norfloksasin <=0.5(S) >2(R) >2(R) > 2 (R) > 2 (R)

(S): Duyarh
(R): Direncli

(I): Orta Direngli
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Tablo 4.1.’in devam

Antibiyotikler #Bakteri 7 #Bakteri 8 #Bakteri 9 #Bakteri 10 #Bakteri 11 #Bakteri 12
Amikasin <=4(S) 8 (S) 8(S) <=4 (S) <=4 (S) <=4(S)
Gentamisin 2 (S) 2(S) >4 (R) 2 (S) <=1 (9) <=1(9)
Ertapenem <=0,25(S) <=0,25(S) <=0,25(S) <=0,25(S) >1(R) <=0,25(S)
Imipenem <=0,25(S) <=0,25(S) 2(S) <=0,25(S) <=0,25(S) 0,5 (S)
Meropenem <=0,13(S) <=0,13(S) <=0,13(S) <=0,13(S) X <=0,13(S)
Sefiksim <=0,5(S) > 2 (R) > 2 (R) >2(R) <=0,5(S) >2(R)
Seftazidim <=1(S) 2 (1) > 8 (R) > 8 (R) <=1(S) > 8 (R)
Seftriakson <=1(S) >4 (R) >4 (R) >4 (R) <=1(S) > 16 (R)
Sefepim <=1(9) 4 (1) > 8 (R) <=1(9) 2 () > 8 (R)
Aztreonam <=1(S) 2 () >16 (R) 8 (R) <=1(S) > 16 (R)
Ampisilin > 8 (R) > 8 (R) > 8 (R) > 8 (R) <=2(9) > 8 (R)
Amoksisilin-Klavulanat (f) > 32/2 (R) > 32/2 (R) > 32/2 (R) > 32/2 (R) 4/2 (S) 16/2 (R)
Piperasillin-Tazobaktam > 16/4 (R) > 16/4 (1) 8/4 (S) <=4/4(S) <=4/4(S) <=4/4(S)
Kolistin <=1(X) <=1(X) <=1(X) <=1(X) <=1(X) <=1(X)
Trimetoprim-Sulfametoksazole >4/76 (R) >4/76 (R) <=1/19(S) <=1/19(S) <=1/19(S) <=1/19(S)
Fosfomisin w/G6P <=16(S) <=16 (S) <=16(S) <=16 (S) <=16(S) <=16 (S)
Nitrofurantoin <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S) <=16(S) 32 (S)
Siprofloksasin <=0,25(S) >1(R) >1(R) 0,5(I) <=0,25(S) <=0,25(S)
Norfloksasin <=0,5(S) >2(R) >2(R) (D <=0,5(9) <=0,5(9)

(S): Duyarh
(R): Direncli
(I): Orta Direngli



4.3. Inhibitorlerin Toksisitesi Icin MIK Test Sonuclar

512 pg/mL olarak hazirlanan inhibitérlerin MIK degeri sonuglar1 Tablo 4.2.°de ve
Tablo 4.3.’de verilmistir. Istatistiksel analizler paralel calismalar arasinda istatistiksel

acidan fark olmadigimi ortaya koymustur (p-degeri > 0,05).

Tablo 4.2. Verapamil Inhibitérii igin Toksisite MIK Degerleri

Verapamil Inhibitdrii Inhibitor i¢in MiK Degeri
1. Bakteri >256 pg/mL
2. Bakteri >256 pg/mL
3. Bakteri >256 pg/mL
4. Bakteri >256 pg/mL
5. Bakteri >256 pg/mL
6. Bakteri >256 pg/mL
7. Bakteri >256 pg/mL
8. Bakteri >256 pg/mL
9. Bakteri >256 pg/mL
10. Bakteri >256 pg/mL
11. Bakteri >256 pg/mL
12. Bakteri >256 pug/mL

Tablo 4.3. Tiyoridazin Hidrokloriir /nhibitérii Icin Toksisite MIK Degerleri

Tiyoridazin Hidroklorir inhibitorii Inhibitdr icin MIK Degeri
1. Bakteri 64 pg/mL
2. Bakteri 128 pg/mL
3. Bakteri 128 pg/mL
4. Bakteri 128 pg/mL
5. Bakteri 128 pg/mL
6. Bakteri 128 pg/mL
7. Bakteri 128 pg/mL
8. Bakteri 128 pg/mL
9. Bakteri 128 pg/mL
10. Bakteri 128 pg/mL
11. Bakteri 128 pg/mL
12. Bakteri 128 ug/mL

PAPN inhibitori icin madde miktarinm azligindan dolayr MIK testi yapilamamustir.
PAPBN icin MIK degeri, iki inhibitor icin en diisiik deger olan 64 pg/mL secilmistir.
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Inhibitorler icin MIK toksisite bulgularmdan bir goériinim Fotograf 4.2.°de ve
Fotograf 4.3.’de gosterilmistir.

Fotograf 4.2. Inhibitérler icin 96 kuyucuklu plakalarda MIK toksisitesini belirleme testi

—?_
W‘vLJw» f\/f\f»/*\f-
LGN MINIIA By

Fotograf 4.3. Belirlenen MIK degeri drnegi

4.4. MDR E. coli Suslarmin Efflux Pompasi Inhibitorlerine Karsi Davramslan

Coklu ila¢ direncine sahip E. coli suslarmin, efflux pompasini inhibe etme &zelligi
oldugu bilinen verapamil, tiyoridazin hidrokloriir ve PABN inhibittrlerine karsi
davraniglar1 yapilan deney asamalari sonucunda gézlemlenmis olup 24 kuyucuklu
plaka calismalarindan goriinim Fotograf 4.4.’de verilmistir. Inhibitér sonuclar1 ise
Tablo 4.4., Tablo 4.5., Tablo 4.6., Tablo 4.7, Tablo 4.8., Tablo 4.9., Tablo 4.10.,
Tablo 4.11., Tablo 4.12., Tablo 4.13. ve Tablo 4.14.”de gosterilmistir.
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Fotograf 4.4. Antibiyotik diski+inhibitor+bakteri uygulamasi sonucundan bir gériiniim

Tablo 4.4. Bakteri 2 'nin inhibitor etkileri

Bakteri 2 EPI’ler
AMP AMC EPI Yok
(+) )
AMP AMC Verapamil
() )
AMP AMC Tiyoridazin HCI
() )
AMP AMC PABN
(+) @)

(+) : Ureme var
() : Ureme yok

2. bakteri icin EPI’siz antibiyotik etkisi;

Bakteri 2; AMP antibiyotigine kars1 direnclidir ve Uremeye devam etmistir. Fakat

normalde direncli olan AMC antibiyotik diski tremesini durdurmustur.

2. bakteri icin EPI etkileri;

AMP + Verapamil ve AMP + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri tremesi
gozlenmemis olup, inhibitor etkisini gostermistir. AMP + PABN kombinasyonunda

ise bakteri Gremesine devam etmis ve inhibitor etkisini géstermemistir.

AMC + Verapamil, AMC + Tiyoridazin HCI ve AMC + PABN kombinasyonunda ise

Ureme gozlemlenmemistir.
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Tablo 4.5. Bakteri 3 zin inhibitor etkileri

Bakteri 3 EPI’ler

AMP NOR CIP CFM CAZ CRO FEP ATM SXT  EPiYok
() H 60 60 6 60 6 6B 0
AMP NOR CIP CFM CAZ CRO FEP ATM SXT  Verapamil
G 60 60 60 6 60 6 6 06
AMP NOR CIP CFM CAZ CRO FEP ATM SXT  Tiyoridazin
G 60 60 60 6 60 6 6 06 HCI
AMP NOR CIP CFM CAZ CRO FEP ATM SXT PABN
OB 6 6 6 0 & #H O

(+) : Ureme var
() : Ureme yok

3. bakteri icin EPI’siz antibiyotik etkisi;

Bakteri 3; AMP, CIP, CFM, CAZ, CRO, FEP ve SXT antibiyotiklerine karsi
normalde direncli olmasina ragmen remesi durmustur. NOR ve ATM antibiyotigine

kars1 ise direncli olup, Gremeye devam etmistir.

3.bakteri icin EPI etkileri;

AMP + Verapamil, AMP + Tiyoridazin HCl ve AMP + PABN kombinasyonunda

bakteri liremesi gézlenmemistir.

NOR + Verapamil ve NOR + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri Gremesi
durmus ve inhibitor etkisini gostermisti. NOR + PAPN kombinasyonunda ise

bakteri Gremeye devam etmis, inhibitor etkisi gézlenmemistir.

CIP + Verapamil, CIP + Tiyoridazin HCI ve CIP + PABN kombinasyonunda bakteri

uremesi durmustur.

CFM + Verapamil, CFM + Tiyoridazin HCIl ve CFM + PABN kombinasyonunda

bakteri Uremesi durmustur.

CAZ + Verapamil, CAZ + Tiyoridazin HCI ve CAZ + PABN kombinasyonunda

bakteri Gremesi durmustur.
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CRO + Verapamil, CRO + Tiyoridazin HCl ve CRO + PABN kombinasyonunda

bakteri Gremesi durmustur.

FEP + Verapamil ve FEP + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri tremesi

durmustur. FEP + PABN kombinasyonunda ise bakteri Uremeye devam etmistir.

ATM + Verapamil ve ATM + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri (iremesi
durmus olup, Uremenin olmadig: ve inhibitoriin etkisinin gerceklestigi goriilmiistiir.
ATM + PABN kombinasyonunda ise bakteri Gremeye devam etmis, inhibitor etkisi

gbzlemlenmemistir.

SXT + Verapamil, SXT + Tiyoridazin HCI ve SXT + PABN kombinasyonunda

bakteri Gremesi durmustur.

Tablo 4.6. Bakteri 4 ’de inhibitorin etkileri

Bakteri 4 EPI’ler
AMP AMC CIP NOR .
*) 0 +) ) EP1 Yok
AMP AMC CIP NOR Verapamil
0 0 0 0
AMP AMC CIP NOR Tiyoridazin HCI
0 0 0 0
AMP AMC CIP NOR PABN
0 ® +) )

(+) : Ureme var
(-) : Ureme yok

4. bakteri icin EPI’siz antibiyotik etkisi;

Bakteri 4; AMP, CIP ve NOR antibiyotiklerine kars1 direncliligini korumus olup,
bakteri Uremesi devam etmistir. AMC antibiyotigine kars1 ise normalde direngli iken

duyarlilik gostermis ve bakteri Gremesi gozlemlenmemistir.
4. bakteri icin EPI etkileri;

AMP + Verapamil, AMP + Tiyoridazin HCI ve AMP + PABN kombinasyonunda

bakteri lireme gozlemlenmemis olup inhibitor etkisini gostermistir.
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AMC + Verapamil, AMC + Tiyoridazin HCI ve AMC + PABN kombinasyonunda

bakteri Gremesi durmustur.

CIP + Verapamil ve CIP + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri (reme
gbzlemlenmemis olup, inhibitor etkisini gostermistir. CIP + PABN kombinasyonunda

ise inhibitor etkisini gosterememis ve bakteri Gremeye devam etmistir.

NOR + Verapamil ve NOR + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri Ureme
gozlemlenmemis olup, inhibitér etkisini  gostermistir. NOR + PABN
kombinasyonunda ise inhibitor etkisini gosterememis ve bakteri Uremeye devam

etmistir.

Tablo 4.7. Bakteri 5 inhibitdrin etkileri

Bakteri 5 EPI’ler

CIP NOR SXT -
EPI Yok

(+) (+) (+)
CIP NOR SXT Verapamil
() () )
CIP NOR SXT Tiyoridazin HCI
() () )
CIP NOR SXT PABN
(+) (+) (+)

(+) : Ureme var
(-) : Ureme yok

5. bakteri icin EPI siz antibiyotik etkisi;

Bakteri 5; CIP, NOR ve SXT antibiyotiklerine kars1 direncli olup, Gremeye devam

etmistir.

5. bakteri icin EPI etkileri;

CIP + Verapamil ve CIP + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri Greme
gozlemlenmemis olup inhibitdr etkisini gostermistir. CIP + PABN kombinasyonunda

ise inhibitor etkisini gosterememis ve bakteri Gremeye devam etmistir.
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NOR + Verapamil ve NOR + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri Ureme
gozlemlenmemis olup, inhibitor etkisini  gostermisti. NOR + PABN
kombinasyonunda ise inhibitor etkisini gosterememis ve bakteri (remeye devam

etmistir.

SXT + Verapamil ve SXT + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri treme
gozlemlenmemis olup, inhibitor etkisini  gostermistir. SXT + PABN
kombinasyonunda ise inhibitor etkisini gosterememis ve bakteri remeye devam

etmistir.

Tablo 4.8. Bakteri 6 ’nin inhibitor etkileri

Bakteri 6 EPI’ler

AMP CIP NOR SXT EPI Yok
(+) () () Q)
AMP CIP NOR SXT Verapamil
(-) () () Q)
AMP CIP NOR SXT Tiyoridazin HCI
A(I;/)I P éI)P N(gR S(X-)T

(+) 0 ® ® PAPN

(+) : Ureme var
(-) : Ureme yok

6. bakteri icin EPI siz antibiyotik etkisi;

Bakteri 6; AMP antibiyotigine kars1 direngli olup, Uremeye devam etmistir. CIP,
NOR ve SXT antibiyotiklerine karsi normalde duyarli direngli olmasina ragmen

ureme gozlenmemistir.

6. bakteri icin EPI etkileri;

AMP + Verapamil ve AMP + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri reme
gozlemlenmemis olup, inhibitor etkisini = gostermistir. AMP + PABN
kombinasyonunda ise inhibitor etkisini gosterememis ve bakteri (remeye devam

etmistir.
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CIP + Verapamil, CIP + Tiyoridazin HCI ve CIP + PABN kombinasyonunda bakteri

ureme gozlemlenmemistir.

NOR + Verapamil, NOR + Tiyoridazin HCI ve NOR + PABN kombinasyonunda

bakteri Ureme gozlemlenmemistir.

SXT + Verapamil, SXT + Tiyoridazin HCI ve SXT + PABN kombinasyonunda

bakteri Greme gozlemlenmemistir.

Tablo 4.9. Bakteri 7’de inhibitor etkileri

Bakteri 7 EPi’ler
AMC TZP AMP SXT EPI Yok
(+) (+) (+) (+)
AMC TZP AMP SXT Verapamil
Q) () () ()
AMC TZP AMP SXT Tiyoridazin HCI
Q) () () ()
AMC TZP AMP SXT PABN
(1) (+) (+) (+)

(+) : Ureme var
() : Ureme yok

7. bakteri icin EPI’siz antibiyotik etkisi;

Bakteri 7; AMC, TZP, AMP ve SXT antibiyotiklerine kars1 direngliligini korumus ve

bakteri lremesi gézlemlenmistir.

7. bakteri icin EPI etkileri;

AMC + Verapamil ve AMC + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri Greme
gozlemlenmemis olup, inhibitor etkisini gdstermistir. AMC + PABN
kombinasyonunda ise inhibitor etkisini gosterememis ve bakteri (remeye devam

etmistir.

TZP + Verapamil ve TZP + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri treme

gozlemlenmemis olup, inhibitor etkisini  gostermistir. TZP + PABN
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kombinasyonunda ise inhibitor etkisini gosterememis ve bakteri (remeye devam

etmistir.

AMP + Verapamil ve AMP + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri Greme
gozlemlenmemis olup, inhibitér etkisini = gostermistir. AMP + PABN
kombinasyonunda ise inhibitor etkisini gosterememis ve bakteri remeye devam

etmistir.

SXT + Verapamil ve SXT + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri (reme
gozlemlenmemis olup, inhibitdr etkisini  gostermistir. SXT + PABN
kombinasyonunda ise inhibitor etkisini gosterememis ve bakteri remeye devam

etmistir.

Tablo 4.10. Bakteri 8 de inhibitor etkileri

Bakteri 8 EPI’ler

CFM CAZ CRO FEP ATM AMP AMC TzZP CIP SXT EPIYok
# ¢ & 6 6 6 H 60 &6 o

CFM CAZ CRO FEP ATM AMP AMC TZP CIP SXT Verapamil
G 60 6 6 6 6 6 6 6 06

CFM CAZ CRO FEP ATM AMP AMC TzP CIP SXT Tiyoridazin
G 60 6 6 6 6 6 6 6 06 HCI

CFM CAZ CRO FEP ATM AMP AMC TZP CIP SXT  PAPN
G 60 60 60 6 6 6 60 &

(+) : Ureme var
() : Ureme yok

8. bakteri icin EPI siz antibiyotik etkisi;

Bakteri 8; CFM, CAZ, CRO, AMP, AMC, CIP ve SXT antibiyotiklerine kars1 direng

gostermis ve bakteri Gremesine devam etmistir. FEP, ATM ve TZP antibiyotiklerine
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karst ise normalde direncli olmasina ragmen duyarlilik gostermis olup, bakteri

Uremesi durmustur.

8. bakteri icin EPI etkileri;

CFM + Verapamil, CFM + Tiyoridazin HCI ve CFM + PABN kombinasyonuna kars1

bakteri Gremesi durmus olup, inhibitor etkisini gostermistir.

CAZ + Verapamil, CAZ + Tiyoridazin HCI ve CAZ + PABN kombinasyonuna karsi

bakteri Gremesi durmus olup, inhibitor etkisini gostermistir.

CRO + Verapamil, CRO + Tiyoridazin HCI ve CRO + PABN kombinasyonuna kars1

bakteri Gremesi durmus olup, inhibitor etkisini gostermistir.

FEP + Verapamil, FEP + Tiyoridazin HCI ve FEP + PABN kombinasyonuna karsi

bakteri Uremesi durmustur.

ATM + Verapamil, ATM + Tiyoridazin HCI ve ATM + PABN kombinasyonuna

kars1 bakteri iremesi durmustur.

AMP + Verapamil ve AMP + Tiyoridazin HCI| kombinasyonuna karsi bakteri
uremesi  durmus olup, inhibitdr etkisini gostermistir. AMP + PAPN
kombinasyonunda ise bakteri Uremeye devam etmis olup inhibitor etkisini

gosterememistir.

AMC + Verapamil, AMC + Tiyoridazin HCl ve AMC + PABN kombinasyonuna

kars1 bakteri iremesi durmus olup, inhibitor etkisini gostermistir.

TZP + Verapamil, TZP + Tiyoridazin HCI ve TZP + PABN kombinasyonuna karsi

bakteri Gremesi durmustur.

CIP + Verapamil ve CIP + Tiyoridazin HCI kombinasyonuna kars1 bakteri Giremesi
durmus olup, inhibitér etkisini gostermistir. CIP + PABN kombinasyonunda ise

bakteri Uremeye devam etmis olup, inhibitor etkisini gosterememistir.
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SXT + Verapamil ve SXT + Tiyoridazin HCI kombinasyonuna kars1 bakteri tremesi
durmus olup, inhibitor etkisini gostermistir. SXT + PABN kombinasyonunda ise

bakteri Uremeye devam etmis olup, inhibitor etkisini gésterememistir.

Tablo 4.11. Bakteri 9°da inhibitor etkileri

Bakteri 9 EPI’ler

CN CFM CAZ CRO FEP ATM AMP AMC CIP NOR
f H H H H 6H 6H ®H 6O EPi Yok

CN CFM CAZ CRO FEP ATM AMP AMC CIP NOR
6 6 60 6 60 60 6 6 0 Verapamil

CN CFM CAZ CRO FEP ATM AMP AMC CIP NOR

OB 60 ®m 6O ® 60 0 0 @ e

CN CFM CAZ CRO FEP ATM AMP AMC CIP NOR

M ® ®M®®H®® 06 PAPN

(+): Ureme var
() : Ureme yok

9. bakteri icin EPI siz antibiyotik etkisi;

Bakteri 9; CN, CFM, CAZ, CRO, FEP, ATM, AMP, AMC, CIP ve NOR

antibiyotiklerinin hepsine kars direnclidir ve bakteri Gremesine devam etmistir.

9. bakteri icin EPI etkileri;

CN + Verapamil ve CN + Tiyoridazin kombinasyonunda lreme durmus olup,
inhibitor etkisini gostermistir. CN + PABN kombinasyonunda ise bakteri Gremeye

devam etmis ve inhibitorin etkisinin olmadig1 gorilmistiir.

CFM + Verapamil ve CFM + Tiyoridazin kombinasyonunda treme durmus olup,
inhibitor etkisini gostermistir. CFM + PABPN kombinasyonunda ise bakteri Gremeye

devam etmis ve inhibitoriin etkisinin olmadig gorilmistiir.
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CAZ + Verapamil ve CAZ + Tiyoridazin kombinasyonunda ureme durmus olup,
inhibitor etkisini gostermistir. CAZ + PABN kombinasyonunda ise bakteri tiremeye

devam etmis Ve inhibitdrin etkisinin olmadig gorilmistiir.

CRO + Verapamil ve treme durmus olup inhibitor etkisinin oldugu goriilmiistiir.
CRO + Tiyoridazin ve CRO + PABN kombinasyonunda ise bakteri Gremeye devam

etmis Ve inhibitorin etkisinin olmadigi goriilmistiir.

FEP + Verapamil ve FEP + Tiyoridazin kombinasyonunda lreme durmus olup,
inhibitor etkisini gostermistir. FEP + PABN kombinasyonunda ise bakteri Gremeye

devam etmis ve inhibitoriin etkisinin olmadig gorilmistiir.

ATM + Verapamil ve treme durmus olup inhibitor etkisinin oldugu gorulmiistiir.
ATM + Tiyoridazin ve ATM + PABN kombinasyonunda ise bakteri (iremeye devam

etmis ve inhibitdrun etkisinin olmadigi goriilmiistiir.

AMP + Verapamil ve AMP + Tiyoridazin kombinasyonunda treme durmus olup,
inhibitor etkisini gostermistir. AMP + PABN kombinasyonunda ise bakteri Uremeye

devam etmis ve inhibitdrin etkisinin olmadigi gérilmiistiir.

AMC + Verapamil, AMC + Tiyoridazin ve AMC + PABN kombinasyonunda tireme

durmus olup, inhibitor etkisini gostermistir.

CIP + Verapamil ve CIP + Tiyoridazin kombinasyonunda ureme durmus olup,
inhibitor etkisini gostermistir. CIP + PABN kombinasyonunda ise bakteri Gremeye

devam etmis ve inhibitdrin etkisinin olmadigi gérilmiistiir.

NOR + Verapamil ve NOR + Tiyoridazin kombinasyonunda tdreme durmus olup,
inhibitor etkisini gostermistir. NOR + PABN kombinasyonunda ise bakteri Gremeye

devam etmis ve inhibitoriin etkisinin olmadig1 gorilmistiir.

82



Tablo 4.12. Bakteri 10 da inhibitor etkileri

Bakteri 10 EPI’ler

CFM CAZ CRO ATM AMP AMC  CIP NOR  EPI Yok
) ) ) @ ®) (+) () (-)

CFM CAZ CRO ATM AMP AMC  CIP NOR  Verapamil
() O 6 6 (-) (-) () (-)

CFM CAZ CRO ATM AMP AMC  CIP NOR  Tiyoridazin
G 60 6 6 () () () () HCI

CFM CAZ CRO ATM AMP AMC  CIP NOR PABN
B 6 ¢ B & (+) () ()

(+): Ureme var
() : Ureme yok

10. bakteri icin EPI siz antibiyotik etkisi;

Bakteri 10; CFM, CAZ, CRO, ATM, AMP ve AMC antibiyotiklerine kars1 direng
gostermis olup, bakteri Uremesi devam etmistir. CIP ve NOR antibiyotiklerine kars1

ise normalde direncli olmasina ragmen Uremesi durmustur.

10. bakteri icin EPI etkileri;

CFM + Verapamil ve CFM + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri tremesi
durmus olup, inhibitérin etkisi gézlemlenmistir. CFM + PABN kombinasyonunda

ise bakteri iremesi devam etmis olup, inhibitor etkisi gézlemlenmemistir.

CAZ + Verapamil, CAZ + Tiyoridazin HCI ve CAZ + PABN kombinasyonunda

bakteri tremesi durmus olup, inhibitorin etkili oldugu gézlemlenmistir.

CRO + Verapamil ve CRO + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri Gremesi
durmus olup inhibitdrin etkisi gozlemlenmistir. CRO + PABN kombinasyonunda ise

bakteri Uremesi devam etmis olup, inhibitor etkisi gozlemlenmemistir.

ATM + Verapamil ve ATM + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri iremesi
durmus olup, inhibitorin etkisi gézlemlenmistir. ATM + PABN kombinasyonunda

ise bakteri (iremesi devam etmis olup, inhibitor etkisi gézlemlenmemistir.
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AMP + Verapamil ve AMP + Tiyoridazin HCl kombinasyonunda bakteri tremesi
durmus olup, inhibitorun etkisi gézlemlenmistir. AMP + PABN kombinasyonunda

ise bakteri remesi devam etmis olup, inhibitor etkisi gézlemlenmemistir.

AMC + Verapamil ve AMC + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri tremesi
durmus olup, inhibitorin etkisi gozlemlenmistir. AMC + PABN kombinasyonunda

ise bakteri remesi devam etmis olup, inhibitor etkisi gézlemlenmemistir.

CIP + Verapamil, CIP + Tiyoridazin HCI ve CIP + PABN kombinasyonunda bakteri

uremesi durmustur.

NOR + Verapamil, NOR + Tiyoridazin HCl ve NOR + PABN kombinasyonunda

bakteri Gremesi durmustur.

Tablo 4.13. Bakteri /1 ’in inhibitor etkileri

Bakteri 11 EPI’ler
ETP FEP EPI Yok
() ()
ETP FEP Verapamil
() ()
ETP FEP Tiyoridazin HCI
() ()
ETP FEP PABN
@) ()

(+) : Ureme var
() : Ureme yok

11. bakteri icin EPI siz antibiyotik etkisi;

11. bakteri; ETP ve FEP antibiyotiklerine kars1 normalde direncli olmasina ragmen

bakteri Gremesi durmustur.

11. bakteri icin EPI etkileri;

ETP + Verapamil, ETP + Tiyoridazin HCI ve ETP + PABN kombinasyonunda

bakteri Gremesi durmustur.
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FEP + Verapamil, FEP + Tiyoridazin HCI ve FEP + PABN kombinasyonunda bakteri

uremesi durmustur.

Tablo 4.14. Bakteri 12 'nin inhibitor etkileri

Bakteri 12 EPI’ler

CFM CAZ CRO FEP ATM AMP  AMC EPI Yok
(+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)

CFM CAZ CRO FEP ATM AMP  AMC  Verapamil
) ) (+) () () () ()
CFM CAZ CRO FEP ATM AMP AMC
) ) () () () () ()
CFM CAZ CRO FEP ATM AMP AMC PABN

() (+) (+) (+) (+) (+) (+)

Tiyoridazin
HCI

(+) : Ureme var
(-) : Ureme yok

12. bakteri icin EPI’siz antibiyotik etkisi;

Bakteri 12; CFM, CAZ, CRO, FEP, ATM, AMP ve AMC antibiyotiklerine kars1

direncli olup, bakteri Gremeye devam etmistir.

12. bakteri icin EPI etkileri;

CFM + Verapamil, CFM + Tiyoridazin HCI ve CFM + PABN kombinasyonunda

bakteri iremesi durmus olup, inhibitorin etkili oldugu gézlemlenmistir.

CAZ + Verapamil ve CAZ + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri Gremesi
durmus olup, inhibitorin etkili oldugu go6zlemlenmistir CAZ + PABN
kombinasyonunda ise bakteri Uremeye devam etmis olup inhibitor etkisi

gozlenmemistir.

CRO + Verapamil ve CRO + PABN Kombinasyonunda bakteri Gremeye devam
etmis olup, inhibitdr etkisi gozlenmemistir. CRO + Tiyoridazin HCI
kombinasyonunda ise bakteri Uremesi durmus olup, inhibitérin etkili oldugu

gbzlemlenmistir.
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FEP + Verapamil ve FEP + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri tremesi
durmus olup, inhibitorin etkili oldugu gozlemlenmistir. FEP + PABN
kombinasyonunda ise bakteri Uremeye devam etmis olup, inhibitor etkisi

gbozlenmemistir.

ATM + Verapamil ve ATM + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri (iremesi
durmus olup, inhibitorin etkili oldugu gozlemlenmistir. ATM + PABN
kombinasyonunda ise bakteri Uremeye devam etmis olup, inhibitor etkisi

gbozlenmemistir.

AMP + Verapamil ve AMP + Tiyoridazin HCI kombinasyonunda bakteri tiremesi
durmus olup, inhibitorin etkili oldugu gozlemlenmistir. AMP + PABN
kombinasyonunda ise bakteri Uremeye devam etmis olup, inhibitor etkisi

gdzlenmemistir.

AMC + Verapamil ve AMC + Tiyoridazin HCl kombinasyonunda bakteri tiremesi
durmus olup, inhibitorin etkili oldugu go6zlemlenmisti. AMC + PABN
kombinasyonunda ise bakteri (remeye devam etmis olup, inhibitor -etkisi

gozlenmemistir.

Tum bu bulgulara gore; verapamil ve tiyoridazin inhibitorinin etkisi PABN
inhibitorine gore daha etkili oldugu gorilmistiir. Verapamil inhibitorl icin etki
%98,41; tiyoridazin HCI igin %96,82 ve PAPN igin ise %38,09 olarak gozlenmis
olup, yuzde grafikleri Grafik 4.1.’de, Grafik 4.2.’de, Grafik 4.3.’de ve Grafik 4.4.’de

verilmistir.

86



Verapamil, Tiyoridazin HCI ve PABN inhibitérleri
Antibiyotik Kombinasyon Etki Sonug¢lar:

120
100
80
60
40
20

96.82 98.41

%

| Etkili
H Etkisiz

3.17 1.58

Tiyoridazin HCI PABN Verapamil
inhibitor

Grafik 4.1. Tim inhibitorlerin antibiyotik kombinasyonu ile yuzde karsilastiriimasi

Verapamil Inhibitérii-Antibiyotik Kombinasyon
Etki Sonuc¢lari

®Etkili = Etkisiz

2%

Grafik 4.2. Verapamil inhibitorindin antibiyotik kombinasyonu sonucu etki yiizdesi
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Tiyoridazin HCI Inhibitérii-Antibiyotik Kombinasyon
Etki Sonuc¢lar

| Etkili w Etkisiz

3%

Grafik 4.3. Tiyoridazin HCI inhibitdriinin antibiyotik kombinasyonu sonucu etki ylzdesi

PABN Inhibitérii-Antibiyotik Kombinasyon
Etki Sonuc¢lar

| Etkili w Etkisiz

Grafik 4.4. PABN inhibitorlnin antibiyotik kombinasyonu sonucu etki ylzdesi
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5. TARTISMA

5.1. Efflux Pompalarimin UV Altinda Tespiti ve Inhibitor Etkileri

Yapilan bu arastirmada, klinik izole 11 adet farkli E. coli susu kullanilmstir.
Bunlarin haricindeki 1 bakteri standart E.coli ATCC 25922 olup, kontrol susu olarak
cartwheel yonteminde 1 numarali olarak pasaji yapilmistir. 12 numaraya kadar olan
her bir rakama ait farkli bir izolat pasaji yapilmig ve UV altinda gézlemlenmistir.
TUum bu verilere gore; Fotograf 4.1.’de goruntilenen efflux pompasi tespitinde bazi
numaralarda eksik kalan birtakim yerler gozlemlenmistir. EKim yapma asamasinda
bu yerlerin ekilmedigi, ancak bakteri Gremesi saglandiktan sonra ortaya ¢ikmis olup,
pasajlama esnasinda fark edilememistir. Yapilan deney, iki paralel seklinde

caligildigr i¢in sonucu olumsuz bir sekilde etkilememistir.

Farkli Kkonsantrasyonlara sahip EtBr TSB Agara ekilen bakterilerin efflux
pompasinin aktifligi goézlemlendiginde, her bakterinin ayni Olcude floresans
yapmadigl goriilmiistiir. Fotograflanan goruntilerde ilk bakista bu durum hemen
algilanamasa da, ¢iplak gozle dikkatli olarak incelendiginde farkedilebilmektedir.
Ornegin Fotograf 4.1.’de gosterilen resimde 3. petri 1,0 mg/L konsantrasyonunda
EtBr icermekte olup, 5. numarasina ekilen izolatin efflux pompasinin ¢alistig1 fakat
ayni numarali petrinin diger numaralara ekilen bakterilerinkinin ise efflux

pompasinin ¢alismayip boyay1 igeri hapsettigi gdzlemlenmistir.

Deneyin UV altinda EtBr varliginda efflux pompasininin etkili oldugunu
gozlemleme asamasindan sonraki basamak olan MIK testi sonuglarina gore;
verapamil inhibitéri icin MIK degeri 256 pg/mL degerinde olup, tiyoridazin
hidroklorir inhibitéri icin 1. kuyucukta 64 pg/mL, diger kuyucuklarda ise 128
pg/mL olarak belirlenmistir. Bilesenin sulu ¢ozeltisi hazirlanirken toksisite problemi
olusturmamas1 acisindan MIK degeri, en diisiik deger olan, 64 pg/mL olarak
ayarlanmistir. PABN inhibitor( icinde MIK degeri 64 pg/mL olarak baz almmstir.
Hesaplanan MIK degerleri bir sonraki asama olan inhibitor etkisinin gozlenmesi
sirasinda, inhibitor konsantrasyonu inhibitorlerin toksisiteye sebep olmamasi igin

MIK/2 olarak ayarlanmustir.
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Deneyin son asamast olan inhibitor etkisinin sonucunu godzlemlemek igin Sekil
3.2.°de verildigi gibi antibiyotik diski + inhibitér + bakteri seklinde ylklemeler
yapilmis olup; verapamil, tiyoridazin HCI ve PAPBN inhibitorlerinin, efflux
pompasmin inhibe ederek antibiyotigi hlcre dismna atamadigi yorumu

yapilabilmektedir.

Tablo 4.4°deki verilere gore; Bakteri 2°nin direngli oldugu antibiyotikler AMP ve
AMC’dir. AMP+bakteri kombinasyonunda, bakterinin ila¢ direncinden dolay1
bakteri remesi devam ectmis olup beklenilen etki goriilmistir. AMP+inhibitor
kombinasyonlarinda ise; verapamil ve tiyoridazin, inhibe edici 6zellik gostermisken,
PABN inhibe edici 0Ozellik gdstermemistir. AMC+bakteri kombinasyonunda ise
bakterinin ilaca karsi direnci soz konusu oldugu halde bakteri Gremesini
durdurmustur. Bu etki, kullanilan antibiyotik diski Gzerinde yiiklenmis antibiyotik
miktarinin MiK sinirindan fazla olusu yoni ile agiklanabilir. AMP’nin inhibitorler ile
ilgili kombinasyonlarinda ise Ureme gozlemlenmemis olup, lreme olmayisinin
sebebi antibiyotikten mi yoksa inhibitorden mi kaynakli olusu net bir bi¢imde

yorumlanamamaktadir. Bu durumun tespiti icin daha ileri denemeler yapilmalidir.

Tablo 4.5.°deki verilere gore; Bakteri 3’tin direngli oldugu antibiyotikler AMP,
NOR, CIP, CFM, CAZ, CRO, FEP, ATM, SXT’dir. AMP+bakteri
kombinasyonunda, bakteri ilag direncine sahip olmasina ragmen, Uremesi
engellenmistir. Bu etki de, kullanilan antibiyotik diski miktarmin MIK smirindan
fazla olusu yoni ile agiklanabilir. AMP’nin inhibitorler ile ilgili kombinasyonlarinda
ise Ureme gozlemlenmemis olup, Ureme olmayisinin sebebi antibiyotikten mi yoksa
inhibitdrden mi kaynakli olusu net bir bicimde yorumlanamamaktadir. NOR ve ATM
antibiyotiklerinde, bakterinin ila¢ direncinden dolay1 bakteride Greme devam etmis
olup beklenilen etki goriilmiistiir. Inhibitor ile olan kombinasyonlarinda ise;
verapamil ve tiyoridazin, inhibe edici Ozellik gostermisken, PAPN inhibe edici
Ozellik gostermemistir. CIP, CFM, CAZ, CRO, FEP ve SXT antibiyotiklerinin
bakteri kombinasyonunda, bakterinin bu ilaglara kars1 direnci s6z konusu oldugu
halde bakteri remesini durdurmustur. Bu etki, kullanilan antibiyotik diski miktarinin
MIK smirindan fazla olusu yonu ile agiklanabilir. Inhibitorler ile ilgili

kombinasyonlarinda ise Ureme gozlemlenmemis olup, Ureme olmayisinin sebebi
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antibiyotikten mi yoksa inhibitrden mi kaynakli olusu net bir bigimde
yorumlanamamaktadir. FEP+inhibitér kombinasyonunda PABN inhibitori ise
durdurucu etki gostermemis olup, bakteri iiremistir. Bu etki de kullanilan inhibit6r ile

antibiyotik arasinda ortaya ¢ikan antagonistik etki ile agiklanabilir.

Tablo 4.6.’daki verilere gore; Bakteri 4’tin direngli oldugu antibiyotikler AMP,
AMC, CIP ve NOR’dur. AMP, CIP ve NOR+bakteri kombinasyonunda, bakterinin
ilag direncinden dolay1 bakteri Uremesi devam etmis olup beklenilen etki
goriilmiistiir. AMP+inhibitér kombinasyonlarinda ise; verapamil, tiyoridazin ve
PABN inhibitoru bakteri Gremesini durdurmus olup istenilen etkiyi gostermistir. CIP
ve NOR’un inhibitoér kombinasyonlarinda ise; verapamil ve tiyoridazin, inhibe edici
Ozellik gostermisken, PABN inhibe edici 0zellik gostermemistir. AMC+bakteri
kombinasyonunda; bakteri ilag direncine sahip olmasina ragmen, Uremeye devam
etmistir. Bu etki, kullanilan antibiyotik diski miktarmin MiK sinirindan fazla olusu
yoni ile agiklanabilir. AMC’nin inhibitorler ile ilgili kombinasyonlarinda ise Ureme
gozlemlenmemis olup, Ureme olmayisinin sebebi antibiyotikten mi yoksa

inhibitdrden mi kaynakli olusu net bir bi¢cimde yorumlanamamaktadir.

Tablo 4.7.’deki verilere gore; Bakteri 5’in direncgli oldugu antibiyotikler; CIP, NOR
ve SXT’dir. Bu antibiyotiklerin bakteri kombinasyonunda, bakterinin ilag
direncinden dolay1 bakteri tremesi devam etmis olup, beklenilen etki goriilmistiir.
CIP, NOR ve SXT’nin inhibitér kombinasyonlarinda ise; verapamil ve tiyoridazin,

inhibe edici 6zellik gostermisken, PABN inhibe edici 6zellik gostermemistir.

Tablo 4.8.°deki verilere gore; Bakteri 6’nin direngli oldugu antibiyotikler; AMP,
CIP, NOR ve SXT’dir. AMP+ bakteri kombinasyonunda, bakterinin ila¢ direncinden
dolay1r bakteri Gremesi devam etmis olup, beklenilen etki goriilmistiir.
AMP+inhibitdér kombinasyonunda ise; verapamil ve tiyoridazin inhibe edici 6zellik
gostermisken, PABN inhibe edici 6zellik gostermemistir. CIP ve NOR’un bakteri
kombinasyonunda; bakteri ila¢ direncine sahip olmasma ragmen, Uremeye devam
etmistir. Bu etki, kullanilan antibiyotik diski miktarmm MIK smirindan fazla olusu
yonu ile agiklanabilir. SXT+bakteri kombinasyonunda da, kullanilan antibiyotik

miktarinin, belirlenen MiK degerine gére az olmasina ragmen (ireme olmamistir. Bu
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durumun sebebinin daha ileri ¢alismalarla incelenmesi gerekmektedir. CIP, NOR ve
SXT’nin inhibitorler ile ilgili kombinasyonlarinda ise Ureme gbézlemlenmemis olup,
ureme olmayisinin sebebi antibiyotikten mi yoksa inhibitérden mi kaynakli olusu net

bir bicimde yorumlanamamaktadir.

Tablo 4.9.°daki verilere gore; Bakteri 7°nin direncli oldugu antibiyotikler; AMC,
TZP, AMP ve SXT’dir. Kullanilan antibiyotiklerin bakteri ile kombinasyonunda,
bakterinin ila¢ direncinden dolay1 bakteri Gremesi devam etmis olup beklenilen etki
goriilmiistiir. Antibiyotiklerin inhibitor ile kombinasyonunda ise; verapamil ve
tiyoridazin inhibe edici 0Ozellik g6stermisken, PAPN inhibe edici 0Ozellik

gostermemistir.

Tablo 4.10.’daki verilere gore; Bakteri 8’in direncli oldugu antibiyotikler; CFM,
CAZ, CRO, FEP, ATM, AMP, AMC, TZP, CIP ve SXT’dir. CFM, CAZ, CRO ve
AMC’nin antibiyotik ile kombinasyonunda, bakterinin ila¢ direncinden dolay1
bakteri Gremesi devam etmis olup, beklenilen etki goriilmiistir. CFM, CAZ, CRO ve
AMC’nin inhibitor ile kombinasyonunda ise; verapamil, tiyoridazin ve PABN inhibe
edici Ozellik gostermisti. AMP, CIP ve SXT antibiyotiklerinin bakteri ile
kombinasyonunda, bakterinin ilag¢ direncinden dolay1 bakteri Gremesi devam etmistir.
AMP, CIP ve SXT’nin inhibitor ile kombinasyonunda ise; verapamil ve tiyoridazin
inhibe edici 6zellik gostermisken, PABN inhibe edici 6zellik gostermemistir. FEP,
ATM ve TZP antibiyotiklerinin bakteri ile kombinasyonunda, bakterinin ila¢ direnci
olmasina ragmen Ureme durmustur. Bu etki, kullanilan antibiyotik diski miktarinin
MIK smirindan fazla olusu yoni ile aciklanabilir. FEP, ATM ve TZP nin inhibitorler
ile ilgili kombinasyonlarinda ise Ureme gézlemlenmemis olup, reme olmayiginin
sebebi antibiyotikten mi yoksa inhibitorden mi kaynakli olusu net bir bicimde

yorumlanamamaktadir.

Tablo 4.11.°deki verilere gore; Bakteri 9’un direncli oldugu antibiyotikler; CN,
CFM, CAZ, CRO, FEP, ATM, AMP, AMC, CIP ve NOR’dur. CN, CFM, CAZ,
FEP, AMP, CIP ve NOR antibiyotiklerinin bakteri ile kombinasyonunda, bakterinin
ilag direncinden dolay:r bakteri Uremesi devam etmis olup, beklenilen etki
gorilmiistir. CN, CFM, CAZ, FEP, AMP, CIP ve NOR’un inhibitor ile
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kombinasyonunda ise; verapamil ve tiyoridazin inhibe edici 6zellik gostermisken,
PAPBN inhibe edici 6zellik gostermemistir. ATM+bakteri kombinasyonunda, bakteri
uremeye devam etmis olup, istenilen etki gorilmistir. ATM’nin verapamil ile
kombinasyonun da inhibitor etkisi gorullrken, tiyoridazin ve PABN inhibitoriinde
durdurucu etki goriilmemis olup, bakteri Uremesi devam etmistir. AMC’nin bakteri
ile kombinasyonunda, bakteri Uremeye devam etmis olup, istenilen etki goriilmiistiir.
AMC’nin verapamil, tiyoridazin ve PAPN inhibitér ile olan kombinasyonunda

inhibitor etkisi goriilmiis olup, bakteri Gremesi durmustur.

Tablo 4.12.°deki verilere gore; Bakteri 10’un direngli oldugu antibiyotikler; CFM,
CAZ, CRO, ATM, AMP, AMC, CIP ve NOR’dur. CFM, CRO, ATM, AMP ve
AMC antibiyotiklerinin bakteri ile kombinasyonunda; ila¢ direncinden dolay1 bakteri
Uremesi devam etmis olup, verapamil ve tiyoridazin inhibitorleri kombinasyonunda
inhibe edici 6zellik goriilmiisken, PABN igin inhibe edici 0zellik goriilmemistir.
CAZ’in bakteri ile kombinasyonunda; ila¢ direncinden dolay1 beklenilen Greme
goriilmistiir. Verapamil, tiyoridazin ve PABN inhibitorleri kombinasyonunda inhibe
edici Ozellik gozlemlenmistir. CIP ve NOR antibiyotiklerinin bakteri ile
kombinasyonunda, bakterinin ila¢ direnci olmasina ragmen Ureme durmustur. Bu
etki, kullanilan antibiyotik diski miktarinin MIK sinirindan fazla olusu yonu ile
aciklanabilir. CIP ve NOR’un inhibitorler ile ilgili kombinasyonlarinda ise Ureme
gozlemlenmemis olup, Ureme olmayisinin sebebi antibiyotikten mi yoksa

inhibitérden mi kaynakli olusu net bir bigimde yorumlanamamaktadir.

Tablo 4.13.”deki verilere gore; Bakteri 11’in direngli oldugu antibiyotikler; ETP ve
FEP’dir. Bu antibiyotiklerin bakteri ile kombinasyonunda, bakterinin ila¢ direnci
olmasina ragmen Ureme durmustur. Bu etki, kullanilan antibiyotik diski miktarinin
MIK smirindan fazla olusu yonu ile agiklanabilir. Inhibitorler ile ilgili
kombinasyonlarinda ise Ureme gozlemlenmemis olup, Ureme olmayisinin sebebi
antibiyotikten mi yoksa inhibitérden mi kaynakli olusu net bir bicimde

yorumlanamamaktadir.

Tablo 4.14.’deki verilere gore; Bakteri 12’nin direncli oldugu antibiyotikler; CFM,
CAZ, CRO, FEP, ATM, AMP ve AMC’dir. CAZ, FEP, ATM, AMP ve AMC
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antibiyotiklerinin bakteri ile kombinasyonunda; ila¢ direncinden dolay:r bakteri
uremesi devam etmis olup, verapamil ve tiyoridazin inhibitorleri kombinasyonunda
inhibe edici 6zellik goriilmiisken, PABN icin inhibe edici 0zellik gorilmemistir.
CFM antibiyotiginin bakteri ile kombinasyonunda; ila¢ direncinden dolay: bakteri
uremesi devam etmis ve beklenilen etki goriilmiis olup; verapamil, tiyoridazin ve
PABN inhibitorleri kombinasyonunda inhibe edici ozellik gorilmiis ve bakteri
uremesi durmustur. CRO antibiyotiginin bakteri ile kombinasyonunda; ilag
direncinden dolay:1 bakteri Uremesi devam etmis ve beklenilen etki goriilmiis olup,
sadece tiyoridazin inhibitoru etki gostermis ve Gremesini durdurmustur. Verapamil

ve PABN inhibitorleri kombinasyonunda ise inhibitorler etki gostermemistir.

Elde edilen tim bu verilere gore; inhibitdr kullanilmadan sadece antibiyotik+bakteri
kombinasyonu ile elde edilecek sonugcta beklenti, bakteri Uremesinin devam ediyor
olmas1 yonundedir. Cunki antibiyotik+bakteri kombinasyonlar1 secilirken 6zellikle
bakterilerin direng gosterdigi antibiyotikler géz éniine alinmistir. Ornegin Bakteri 9;
19 antibiyotikten 10 antibiyotige kars1 direnclidir.  Antibiyotik+bakteri
kombinasyonunda (reme olmamasmin sebebi, deney asamasinda kullanilan
antibiyotik disklerinin dozajlarinm, antibiyotik MIK degerlerinden fazla olmasindan
kaynaklaniyor olmasidir. Bu ayarlamayi yapabilmek igin antibiyotik diskleri ile
degil, toz antibiyotikler ile ¢alisilarak dogru dozajlama yapilmalidir. Antibiyotik ile
bakteri ~ kombinasyonunda Ureme olmadigi  bir durumda, bakterinin
inhibitor+antibiyotik ile kombinasyonunda da lreme olmadig: takdirde, inhibitor
etkisini yorumlamak oldukg¢a zordur. Cunki etkinin antibiyotikten mi yoksa
inhibitorden mi kaynakli oldugu net bir sekilde yorumlanamamaktadir. Eger
bakteri+antibiyotik kombinasyonunda treme yoksa ve inhibitorler etki etmis ise
burada da antagonist etki s6z konusu seklinde yorum yapilabilir. Nitekim Bakteri
3’de FEP antibiyotiginde bu durum s6z konusudur. FEP antibiyotigi bakteri
uremesini durdurmustur. Verapamil ve tiyoridazin inhibitorlerinin kombinasyonunda
(bu inhibitorlerin etki etmis oldugu diisiiniiliirse) bakteri Uremesi gergeklesmemistir.
Fakat, PABN ile kombinesinde bakteri tremeye baslamis ve beklenenden farkl: bir
etki gortlmustiir. Bu beklenmeyen etki, antagonist etki ile agiklanabilmektedir.
Kullanilan iki kimyasal bilesen sonucu (antibiyotik+inhibitor) bu etki gerceklesmis
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olabilmektedir. PABN inhibitori FEP antibiyotiginin MIK degerini diisiirmiis ve
antibiyotigi direncli olan bakteri de etkili hale getirmistir.

Yapilan tez galismasina benzer bir ¢alisma literatiirde bulunmadig igin, ancak bazi

veriler kullanilarak asagida verilen tartismalar yapilabilmistir.

Ozer’in (2013) yapmis oldugu ¢alismasinda kullanmis oldugu bakterilerden biri de E.
coli’dir. Bisbenzimidin kimyasalin1 kullanarak florometrik él¢iim yapmis ve florans
miktarina gore efflux pompasinin bu maddeyi disar1 atip atamadigini nicel veriler ile
gozlemlemistir. Bisbenzimidin + bakteri degerleri ile kuyucuklu plakalara
inhibitorler eklemis ve florans degerlerine gore efflux pompasi etkisini
yorumlamistir. CCCP inhibitortinii 4 pL ve 10 pL olarak kullanmustir. Bu inhibitérin
E. coli Uzerinde kuyucuklarin degerleri arasinda olduk¢a manidar bir farklilik
oldugunu tespit etmistir (P<0,0001). 10 pL CCCP inhibittru eklenen kuyucuklarda
bulunan verilerin, 4 pL eklenmis olan kuyucuklara oranla daha diisiik degere sahip
oldugunu saptamistir. E.coli bakterisinde PAPBN inhibitorinin ise bisbenzimid
maddesinin bakterinin hiicre icinde kaldigim1 ve atilmayip bakterinin nukleik asit
yapisina baglandigi sonucuna ulagmis olup, 4 pL degeri E. coli igin en yuksek miktar
olarak belirlemistir. Tiyoridazin inhibitori de kullanmis olup, efflux pompasini

aktive etmedigi gozlemlemistir.

Bu tez ¢alismasinda ise, yukarida yapilan ¢alismaya benzer bir sekilde, gram negatif
bakterilerden olan E.coli suslar1 kullamilmistir. Kimyasal madde olarak ise florasan
ozellige sahip EtBr kimyasali kullanilmis olup, UV altindaki gozlemlere dayanilarak
efflux pompasi varliginin tespiti yapilmistir. Kullanilan bakterilerin direng gostermis
oludugu antibiyotikler ve inhibitorler kullanilmistir. Kullanilan inhibitorler
verapamil, PABN ve tioridazin hidroklortir maddeleridir. Verapamil i¢in kullanilan
konsantrasyon 128 pg/mL olarak belirlenirken, tiyoridazin HCl ve PAPN
inhibitorleri icin bu deger 32 pg/mL’dir. Yukaridaki ¢aligmada bisbenzimidin +
inhibitor + bakteri kullanilmisken, bu tez ¢alismasinda antibiyotik diskleri + inhibitor
+ bakteri kullanilmistir. Kullanilacak antibiyotik diskleri belirlenirken, suslar
direngli oldugu antibiyotiklere bakilmistir. Kullanilan antibiyotikler, Sefiksim (CFM)
(519), Seftazidim (CAZ) (10ug), Seftriakson (CRO) (30ug), Sefepim (FEP) (30ug),
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Aztreonam (ATM) (30pg/mL), Ampisilin (AMP) (10pg), Amoksisilin-Klavulanat
(AMC) (30pg), Siprofloksasin (CIP) (5ug), Norfloksasin (NOR) (10pg/mL)
Piperasillin-Tazobaktam (TZP) (36ug) Gentamisin (CN) (10ug), Trimetoprim-
Sulfametoksazole (SXT) (25ug) ve Ertapenem’dir (ETP) (10ug). Yukaridaki
calismaya benzer olarak kullanilan PABN inhibit6ri; yapilan bu tez ¢alismasinda da
etki gostermis olup, efflux pompasmi inhibe ederek antibiyotigin hiicre disina

atilmasini1 engellemistir. BOylece bakteri Uremesi ger¢eklesmemistir.

PABN inhibitéri; deney asamasinda kullanilan 11 adet MDR E. coli susunda
toplamda 63 adet farkli antibiyotik+inhibitor kombinasyonu kullanilmis ve
bazilarinda etki gorilmiistiir. 63 adet kombinasyonun (antibiyotik + inhibitor) 24
adetinde inhibitor etkisi (%38,10) gozlemlenirken, 39 adetinde inhibitor etkisi yoktur
(%61,90). Yukaridaki ¢alismada tiyoridazin inhibitérinin efflux pompasina aktive

etmedigi gozlemlenirken, bu tez ¢alismasinda inhibe aktivitesi gorilmistiir.

Tiyoridazin HCI inhibitéri icin kullanilan konsantrasyon 32 pg/mL olarak
belirlenmis olup, 11 bakteri susundan toplamda 63 adet farkli antibiyotik + inhibitor
kombinasyonu kullanilmig ve bunlardan 61 kombinasyonda etki gdzlemlenirken
(%96,82), 2 tanesinde (Bakteri 9 susu) (CRO + tiyoridazin HClI ve ATM +
tiyoridazin HCI kombinasyonu) inhibitdr etkisi gozlenmemistir (%3,17).

Cetinkaya (2007) yapmis oldugu ¢alismasinda MDR’ye sahip G(-) ve G(+) bakteriler
kullanmig olup, bu bakterilerde efflux pompasi inhibitorlerin etkilerini arastirmistir.
Calistig1 suslarin Siprofloksasin’e karsi oldukga direncli oldugunu belirtmistir. G(-)
bakteri tiirii olan E. coli bakterisi de kullandig: suslar arasindadir ve ¢alismada MIK
degerlerine gore inhibitorler kullanmigtir. E. coli bakterisi icin PABN inhibitorinu
kullanilmis, PABN inhibitoriini konsantrasyonu 25 mg/L ve 100 mg/L olarak MiK
verilerine gore ayarlamistir. 25 mg/L PABN inhibitorinu kullandiginda suslarinin
Siprofloksasin MiK’lerinin %42,2’sinde yaklasik 4 Kat ve tzeri, %30,9’unda ise 2
kat ve Uzeri azalma oldugunu gozlemlerken, %26,9’unda ise bir azalma olmadigini
belirtmistir. 100 mg/L PAPBN inhibitorl kullandiginda ise; bakteri suslarinin
MIK lerinin %83,6’sinda 4 kat ve Uzeri, %13,4’iinde 2 kat azalma oldugu
belirtilirken, %3’linde ise bir azalma olmadigini1 gézlemistir. Net bir sekilde ifade
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edildiginde, E. coli ic¢in kullanilan PAPBN inhibitorinin varligi sayesinde
Siprofloksasin MIK degerlerinde bir azalma oldugu, azalan bu MIK degerlerinin

efflux pompa inhibisyonu sonuci oldugunu diisiinmektedir.

Bu tez ¢alismasinda ise, yukaridaki ¢alismaya benzer bir sekilde E. coli bakterisi
kullanilmistir. Calismada kullanilan direncli suslar arasinda Siprofloksasin
antibiyotigine karsi da diren¢ gosterenler bulunmaktadir. Yukaridaki calismaya
benzer bir sekilde kullanilan inhibitérlerden bir tanesi de PABN’dir. Toplamda
kullanilan 11 adet MDR E. coli suslarindan Siprofloksasin’e karsi direncli olan
bakteri sayis1 7 olup 6 tanesinin antibiyogram testine gére MIK degerleri > 1
(ug/mL) ile direncli, diger 1 tanesinin MiK degeri 0,5 (ug/mL) ile orta direnglidir.
Siprofloksasin + PABN kombinasyonunda inhibitor etkisi bazilarinda gozlenmis
olup; 7 bakteriden 3 adetinde etkili olurken (%42,85), 4 adetinde etki olmadigi
(%57,14) gozlemlenmistir. Iki ¢alisma arasinda etki yiizdeleri agisindan fark
bulunmasinin sebebi, her iki ¢calismada kullanilan E. coli suslarinin birbirinden farkl

olmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Coban, Birinci, Ekinci ve Durupmar (2004) yapmis olduklart ¢aligmada,
florokinolona karsi direncli olan E. coli suslarini kullanmiglardir. Kullanmig
olduklar1 antibiyotik Siprofloksasin, inhibitorler ise verapamil, lansoprazol, PABN
(MC-207, 110) ve omeprazol’diir. Mueller-Hinton sivi besiyerinde NCCLS
standartlarma gore MIK degerlerini mikrodilisyon yontemi ile belirlemislerdir.
Kullanmig olduklart inhibitorlerin miktarlar;; 20 pg/mL  verapamil (Sigma),
lansoprazol (Ilsan, Iltas), PABN (MC-207,110) (Sigma) ve omeprazol (Sigma)
seklindedir. Siprofloksasin’e kars1 direnc MIK araligmm 16-512 pg/mL olarak
hesaplamislardir. 20 pg/mL omeprazol inhibitorii icin Siprofloksasin’nin MIK
degerinde degisiklik belirtmislerdir. 20 pg/mL lansoprazol ve verapamil inhibitorleri
icin ise MIK degerlerinin iki bakteride 2 kat arttigini, 20 pg/mL PAPN igin ise alt1
bakteride 2 kat ve iki bakteride de 4 kat azalmis olarak saptamiglardir. Yapmis
olduklart bu g¢alismanin sonucunda kullanilan inhibitorlerin énemli bir etkisinin

olmadig1 kanisina varmislardir.
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Bu tez ¢alismasinda ise, yukaridaki ¢alismaya benzer bir sekilde ¢oklu ilaca direngli
E. coli bakterisi kullanilmigtir. Yine benzer bir sekilde, kullanilan inhibitérlerden
verapamil ve PAPN inhibitorleri ortaktir. Bu tez c¢alismasinda toplamda 13 adet
antibiyotik kullanilmis olup yukaridaki ¢alismaya benzer bir bicimde, Siprofloksasin
antibiyotigi de kullanilmistir (MIK > 1 pug/mL) ve verapamil igin MIK degeri > 64
pg/mL, PABN icin ise 32 pg/mL’dir. Siprofloksasin + PABN kombinasyonunda
inhibitor etkisi gézlenmis olup; 7 adet Siprofloksasin + PABN kombinasyonundan, 3
adedinde etkili olurken (%42,86), 4 adedinde etki olmadigi (%57,14)
gozlemlenmistir. Siprofloksasin + Verapamil kombinasyonunda inhibitor etkisi
gozlenmis olup; 7 adet MDR susunda kullanilan Siprofloksasin etkisinin tamaminda
inhibitor etkisi (%100) goriilmiistiir. Verapamil inhibitdrinin, ¢alismada kullanilan
tim antibiyotiklerle kombinasyonu ise %98,41°dir, yani 63 adet kombinasyondan 62
tanesinde inhibitor etkisi gozlemlenmistir. ki calisma arasinda etki yiizdeleri
acisindan fark bulunmasimin sebebi, kullanilan E. coli suslarmin farkli olmasindan

kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Tuncer (2016) yapmis oldugu calismasinda izoniazid direncine sahip olan 50 adet
Mycobacterium tuberculosis bakterisini kullanmigtir. Efflux pompasimin varligin
gostermek igin ise EtBr kimyasal boyasini kullanilmis, agar dilisyon yontemi ile
MIK degerlerini belirledikten sonra efflux pompasini inhibe etmek amagli rezerpin,
verapamil ve klorpromazin inhibitorlerini uygulamistir. MIK degerlerinin ¥4 oraninda
olacak seklinde plaklar hazirlayarak inhibitorler kullanilmigtir. M. tuberculosis’in
izoniazid konsantrasyonunun en diisiik MIK degerini 4 pg/mL, maksimum degerini
ise >512 pg/mL olarak belirlemistir. Klorpromazin MIK degeri icin en diisiik deger
2,5 pg/mL olup, maksimum degerini ise 40 pg/mL olarak saptamistir. izole
edilenlerin 24 tanesinde ise klorpromazinin MIK degerini 10 pg/mL olarak
belirlemistir. Verapamilin MIK deger sonuglarini ise minimum 62,5 pg/mL,
maksimum 250 pg/mL olarak bulmustur. M. tuberculosis bakterisinin 36’sinda MIK
deger sonucunu 125 pg/mL olarak saptamistir. Klorpromazin inhibitoru ve izoniazid
kombinesi ile olusan izolatlarin 34’iiniin MIK degerinde >1 diltisyon diisiisii,
verapamil inhibitoru ile izoniazid kombinasyonu ile olusan izolatlarin 18 tanesinin
MIK degerlerinde >1 dillisyon diisiis ve rezerpin inhibitérii ile izoniazid

kombinasyonuyla meydana gelen izolatlarmn 18 adedinin MIK degerinde de >1
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diliisyon diisiisii meydana geldigini saptamistir. Genel olarak MIK degerleri sonug
olarak belirtildiginde; MIK degerlerinin 4 pg/mL’den baslamis olup >512 pg/mL’ye
kadar yiikseldigini saptamis ve %90 izolatin MIK degerinin sonucunu ise >16 pg/mL
olarak belirlemistir. Calismasinda kullandigi 50 adet direncli M. tuberculosis’in 38
tanesinde (%76) kullanilan inhibitérlerin herhangi birinin varhiginda izoniazid MiK
degerinde bir azalma oldugunu saptamistir. MiK degerlerinde azalma gosteren 21
tane izole bakterinin, efflux pompasi varhigimi ortaya koymak icin EtBr’yi
kullanmistir. 11 tane izolatta, inhibitér iceren ve icermeyenleri floresans

yogunluguna gore gozlemleyerek, efflux pompasi varligi belirlenmistir.

Bu tez calismasinda ise, ¢oklu ilaca direncli E. coli bakterisi ile birlikte EtBr
kimyasal boyasi, efflux pompas: varligini belirlemek amagl kullanilmistir. MIK
degeri icin dillisyon yontemi uygulanmis ve belirlenen MiK degeri, yukaridaki
calismada ¥4 oraninda alinirken, bu tez ¢alismasinda ise Martins, Couto, Viviros ve
Amaral (2010) kaynagina uygun olarak % olarak alinmistir. Yukaridaki ¢alismaya
benzer olarak verapamil inhibitori kullanilmistir ve MIK degeri > 128 pg/mL’dir.
Bu tez calismasinda kullanilan suglar M. tuberculosis olmayip, Gram negatif bakteri
olan E. coli oldugu icin sonuglar farklilik gdzlenmis olmast gayet normaldir. Yapilan
caligmanin sonucunda verapamil inhibitorinin kullanildigi  kombinasyonlardan
sadece bir tanesinde (Bakteri 12 i¢cin CRO + verapamil kombinasyonu) etki
gozlenmemisken, verapamil digerlerin hepsinde (%98,41) efflux pompa inhibitord
olarak etkili olmustur. Bakteri 12°de CRO + verapamil kombinasyonu icin etkinin
gorilmemesinin sebebi, verapamil ile CRO antibiyotigi arasindaki antagonistik
etkilesim ihtimali ile agiklanabilir. Ancak bu durumun ispat edilebilmesi igin ileri

caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Martins ve arkadaslari, (2010) yapmis olduklari ¢calismada; MDR olan klinik izolatl
bakterileri kullanmis ve EtBr’li agarda cartwheel yontemi ile efflux pompalarinin
varligint belirlemislerdir. Direngli E.coli, Salmonella typhimurium, Salmonella
enteritidis, Enterococcus faecalis, Enterobacter aerogenes ve Staphylococcus aureus
bakteri suslart kullanmilmistir. Efflux pompalarinin varligint gozlemlemek tzere
cartwheel yontemiyle bakteri pasajini EtBr kimyasal boyasini igeren TSB agarlari
Uzerine yapmislardir. 0,5 mg/L, 1,0 mg/L, 1,5 mg/L, 2,0 mg/L ve 2,5 mg/L olacak
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sekilde konsantrasyonlarini ayarlamiglardir. UV altinda g0zlemini yaptiktan sonra,
0,5 mg/L konsantrasyonda efflux pompasinin tim bakterilerde aktif oldugunu, 1,0
mg/L’de her bakterinin efflux pompasinin g¢alismadigini gozlemlemislerdir. 1,5
mg/L, 2,0 mg/L, 2,5 mg/L olan konsantrasyonlarda EtBr kimyasalinin fazla miktarda
olmasindan dolayr EtBr’nin disart atilamadigr icin bakteri iginde kaldigini
saptamiglardir. Pompa varligin1 belirledikten sonra ¢alismanin ikinci asamasinda,
direncli bakterilere kars1 antibiyotik diskleri ve bazi inhibitorler kullanmislardir.
Kullanmis olduklar1 inhibitérler PABN, CCCP, klorpromazin (CPZ) ve
tiyoridazin’dir (TZ) (Sigma Aldrich). Yapilan ¢alismada iki adet E. coli susu i¢in iki
adet antibiyotik (tetrasiklin ve ofloksasin) kullanilmig olup, bu suslarin her ikisinde
de tetrasiklin ile birlikte kullanilan PABN, inhibitor etkisi gosterirken; bu suslardan
sadece birinde tetrasiklin ile birlikte kullanilan tiyoridazin inhibitoér olarak etki

gostermistir.

Bu tez calismasinda, yukaridaki ¢alismaya benzerlik olarak, direncli E. coli suslar
kullanilmigtir. EtBr varliginda (0,5 mg/L, 1,0 mg/L, 1,5 mg/L, 2,0 mg/L, 2,5 mg/L)
konsantrasyonlarda efflux pompalar1 UV altinda belirlenmistir. 0,5 mg/L ve 1,0
mg/L konsantrasyonlarinda efflux pompasinin ¢alistigt UV altinda belli olmustur.
Yukaridaki ¢alismaya benzer olarak kullanilan inhibitorler tiyoridazin HCI ve
PABN’dir. Kullanilmis olan antibiyotikler ise farklilik gostermistir. PABN ve
tiyoridazin ile antibiyotik kombinasyonunda inhibitor etkisi gézlenmis olup, bu tez
calismasinda da uygulanmig olan PABN ve tiyoridazin inhibitorlerinde ayni etki

gorilmiistiir.

Dal (2009) yapmis oldugu ¢alismasinda, gram negatif bir bakteri tlrl olan
Acinetobacter baumannii’yi kullanmistir. Coklu ilag direncine sahip olan bu suslarin
AdeABC pompasmin aktivitesini aragtirmayr amacglamistir. E. coli bakterisinde
bulunan AcrAB-TolC’un RND protein ailesine Uye olan AdeABC pompa sisteminde
etkin rol oynadig i¢in, sivi mikrodiliisyon testinde E. coli ATCC 25922 bakterisini
kontrol susu olarak kullanmistir. Kullanmis oldugu bu suslar igin eritromisin,
gentamisin,  siprofloksasin, tetrasiklin,  kloramfenikol ~ ve  trimetoprim
antibiyotiklerini, inhibitorler olarak ise NMP ve PABN bilesenlerini kullanmustir.

MIK degerlerini belirlerken sivi mikrodiltisyon yontemini kullanmustir. Izole edilen
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suslarm antibiyotiklerinin MIK degerleri 0,25 ile >512 pg/mL arasinda degiskenlik
gosterdigini belirtmistir. Grup | olarak calistigi bakterilerin antibiyotiklerinin MIiK
degerlerinde; PABN’inkinde 0-2,66 kat yani ortalama 1,4 diisiis gbzemlenirken,
NMP’ninkinde ise 1,66-6 kat yani ortalama 3,74 diisiis oldugunu belirtmistir. Grup |1
olarak c¢alistig1 bakterin %42,9’unda NMP ve PAPBN inhibitor bilesenlerinin
antibiyotik MIK degerlerinde herhangi bir etkisinin saptanmadigini belirtmistir.
NMP inhibitérinin PABN inhibitoriine gore daha belirgin oranda diisiise sebebiyet
vermesi, pompa inhibitériinin RND tipi efflux pompasinin inhibe edilmesinde daha

etkili oldugu sonucuna ulagmustir.

Yukaridaki caligmada gram negatif bakteri olan Acinetobacter baumannii susu
kullanirken, bu tez ¢alismasinda gram negatif bir bakteri olan coklu ila¢ direncine
sahip E. coli suslar1 kullanilmistir. Kullanilan antibiyotiklere benzerlik olarak
siprofloksasin ve gentamisin, inhibitér olarak ise PAPN’dir. PABN icin MIK degeri
32 pg/mL’dir. Siprofloksasin + PABN kombinasyonunda %42,86 inhibitor etkisi
gordlirken, %57,14’tinde inhibitdr etkisi goriilmemistir. Yani 7 adet bakteriden 3
tanesinde inhibitor etkisi mevcutken, 4 tanesinde bu etkinin olmadigi goriilmiistiir.
Izole edilen 11 bakteriden sadece 1 adet bakteride Gentamisin antibiyotigine kars
diren¢ bulunmaktadir. Gentamisin + PABPN kombinasyonunda ise inhibitor etkisi
goriilmemistir.  Sonuglar arasindaki farklilik  kullanilan bakteri suslarindan

kaynaklanmaktadir.

Ozkanca (2018) yapmis oldugu calismasinda, direng sorunu nedeni ile Klinik
kullaniminda problem dogurdugu igin tedavide kullanilamayan antibiyotiklerin,
tekrar etkin hale getirilebilmeleri icin farkli bitki tdrlerinden hazirlanmig olan
ekstraktlarin direng gelisimi middetindeki etkilerinin belirlenmesini amaglamistir. E.
coli ile S. aureus bakterilerini kullanip, siprofloksasin ile meropenem antibiyotigine
kars1 diren¢ gelisimlerini kontrol ederek; direncini yavaslatma veya durdurma
amaciyla degisik bitki metabolitlerinin etkilerini gozlemlemistir. Ozellikle yesil
cayda efflux pompa inhibisyonu ile ilgili oldukca pozitifbir sonuca ulagilmistir. Buna
gore, yesil caym bakteri hlcre duvarinda yer alan PBP’lere baglanabilme ve inhibe
etme ozelligi bulunmakla beraber, efflux pompalarini da inhibe edici ozelligi

bulunmakta ve disa atimi1 engelleyebilmektedir. Sahip oldugu bu 6zelliklerden o6tur(
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siprofloksasin ve penisilin grubu antibiyotiklerin hucre igerisine alinmasimi kolay

hale getirdigi ileri siiriilmustiir.

Bu tez calismasinda ise; yukaridaki ¢alismaya benzer bir sekilde direncli E. coli
bakterileri kullanilmistir. Calismaya benzer bir sekilde siprofloksasin antibiyotigi de
kullanilmis olup, bakterilerin direncini inhibe etmek amagl bitkisel bilesenler degil,
kimyasal bilesenler kullanilmistir. Yukaridaki ¢alismada direng mekanizmasi ayrimi
yapilmamis olup, bu tez ¢alismasinda efflux pompasi diren¢ mekanizmasina yonelik
bir ¢alisma yiirttilmiistiir. Yukaridaki ¢alismaya benzerlik olarak Siprofloksasin
antibiyotigine kars1 direncli olan bakterileri inhibe etmek amagli kullanilan kimyasal
bilesenler verapamil, tiyoridazin HCI ve PABN’dir. 11 adet bakteri susundan 7 &deti
Siprofloksasine karsi direnclidir. Tiyoridazin HCI ve verapamil inhibitorleri bu
bakterilerin CIP direncini %2100 inhibe ederken, PABPN sadece %42,86’sinda
inhibisyon etkisi gostermistir. BOylece, bu antibiyotigi kullanirken verapamil ve
tiyoridazin HCI inhibitorleri ile kombine edildiginde efflux pompas1 kapanmakta ve
bakteri, antibiyotigi disar1 atamamaktadir. Bu inhibitorlerin etkilerinin daha fazla
oldugu yorumlanabilir iken, PABN inhibitori icin bu etkinin biraz daha az oldugu

sOylenebilir.
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6. SONUCLAR

Gunumuzde ¢ok sik karsilagilan problemlerden biri olan antibiyotik direnci, tedavi
siirecini zorlastirmakta ve iyilesme donemini geciktirmektedir. Bakterilerin kendi
dogal yapisinda olan diren¢ mekanizmasi; bilingsiz antibiyotik kullanimi gibi
birtakim sebeplerden dolayr bakterilerin daha da direncli konuma gelmesine
sebebiyet vermektedir. Antibiyotik direncini inhibe etmek icin pek cok calisma
yapilmaya devam etmektedir. Yapilan bu ¢alismalardan biri de, bakterilerin direnc

mekanizmalarindan olan efflux pompa sistemlerinin inhibe edilebilmesidir.

Bu tez calismasinda; bakterilerin sahip oldugu efflux pompalarinin, baz1 kimyasal
bilesenler kullanarak inhibe edilebilmesi amaglanmigtir. Antibiyotik direncine en
fazla sahip olan bakteriler, gram negatif bakteriler olarak bilinmektedir ve bu

calismada da ¢oklu ilag direncine sahip 11 adet E. coli susu kullanilmastir.

Calisma sonucuna gore; kullanilan verapamil, tiyoridazin HCI ve PABN inhibitorleri,
antibiyotik kombinasyonlar1 ile birlikte kullanildiginda, bakterilerin efflux pompasini
inhibe ettikleri g6zlemlenmistir. Verapamil ve tiyoridazin HCI inhibitorlerinin,

PABN inhibitoriine gore daha fazla etkili oldugu sonucuna varilmistir.

Toplamda 63 adet antibiyotik+inhibitér kombinasyonu kullanilmis olup; verapamil
icin etki sonucu %98,41; tiyoridazin HCI igin %96,82 ve PABN icin ise %38,09’dur.
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7. ONERILER

Bakterilerin dogal yapisinda direng mekanizmalari mevcut olup, bunlardan biri de
efflux pompa sistemleridir ve efflux pompasi sistemi igin yeterli ¢alisma mevcut
degildir. Bu c¢alismada, efflux pompa sistemlerinin inhibesini saglamak amach
kimyasal bilesenler kullanilmigtir. Bu kullanilan kimyasal bilesenler, toksisite
problemlerinden dolayr Kklinik kullanimlar1 giiniimizde yaygm degildir. leriki
calismalarda daha fazla bilesen Ornegi c¢alismalar1 yapilip, 6zellikle bitkisel
ekstraktlar kullanilarak ¢alismalar yurGtilup, klinik kullanima katki saglamasi ve
efflux pompasi igin daha fazla calismalarin yapilip, pompa tipine gore inhibitorlerin
kesfinin saglanmasi1 gerekmektedir. BOylece, antibiyotik ile inhibitorlerin kombine
kullanimlar1 sonucu efflux pompalar1 inhibe edilmesi suretiyle antibiyotiklerin hiicre
disina atilimi engellenmis, dolayisiyla direng gelistirilmis antibiyotiklerin de

mikroorganizmalara kars1 tekrar kullanimi saglanmis olacaktir.
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