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OZET

Bakterilerde coklu antimikrobiyal direncin gelisiminde aktif disa atim pompa sistemlerinin bulyiik 6ne-
mi vardir. Bu calismada, disa atim pompa inhibitérii olan 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine (NMP)’in
gram-negatif bakterilerden Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae klinik izolat-
larinin siprofloksasin (CIP) minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) degerlerine olan etkinliklerinin aras-
tinlmasi amaglanmistir. Calismaya, CIP’a direncli 19 P.aeruginosa, genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) pozitif 37 E.coli ve GSBL pozitif 13 K.pneumoniae izolati dahil edilmistir. Her bir izolatin CIP MiK
degeri CLSI onerilerine gore buyyon mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmis, daha sonra her bir izolatin
CIP MIK degerleri 100 ug/ml NMP varhiginda tekrar test edilmistir. Calismaya alinan tim izolatlarin CIP
MIK degerleri 4 pg/ml‘ye esit veya daha yiiksektir. Calismada 100 pg/ml NMP varhginda P.aeruginosa izo-
latlarinin higbirisinin CIP MIK degerinin degismedigi gdzlenmistir. Buna karsin E.coli izolatlarinin 22
(%59.4)'sinde 4 kat ve tzerinde, 14 (%37.8)’linde ise 2 kat azalma saptanirken bir izolatin MiK degerin-
de degisme olmamistir. NMP'nin ayrica, K.pneumoniae izolatlarinin 10 (%76.9)'unda 4 kat ve lzeri azal-
maya, 3 (%23.1)’linde ise 2 kat azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak NMP’nin, E.coli ve
K.pneumoniae Klinik izolatlarinin CIP MiK diizeylerini nemli oranda azalttigi, ancak P.aeruginosa izolatla-
rinin CIP MiK degerlerine etkisinin olmadigi saptanmustir.

Anahtar s6zciikler: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, disa atim pompa
inhibitord, 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine, siprofloksasin, direng.

* Bu calisma, XXXIII. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi'nde (21-25 Ekim 2008, Bodrum) poster olarak sunulmustur.
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Direncli Gram-Negatif Bakterilerin Siprofloksasin MiK Degerlerine Etkisi

ABSTRACT

Effective efflux pump systems play a crucial role in the development of multiple antimicrobial
resistance in bacteria. In this study, the effects of an efflux pump inhibitor 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine
on ciprofloxacin (CIP) minimum inhibitory concentration (MIC) values in gram-negative bacteria
including Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae were investigated.
Nineteen CIP-resistant P.aeruginosa, 37 extended spectrum beta-lactamase (ESBL) positive E.coli and
13 ESBL positive K.pneumoniae clinical isolates were included to the study. CIP MIC values of each
isolate were determined by broth microdilution method as recommended by CLSI. MIC values were
determined also in the presence of 100 ug/ml NMP. CIP MICs for all isolates were 4 pug/ml or higher.
In the presence of 100 ug/ml NMP, CIP MICs did not change for P.aeruginosa isolates. While MICs
decreased > 4-fold for 22 (59.4%) E.coli isolates, 2-fold decrease was detected only for 14 (37.8%)
isolates. MIC value did not change for 1 isolate. While MICs decreased > 4-fold for 10 (76.9%)
K.pneumoniae isolates, > 2-fold decrease was detected for 3 (23.1%) isolates. In conclusion, while
NMP consistently reduced the MIC of ciprofloxacin in E.coli and K.pneumoniae clinical isolates, no
effects was observed in P.aeruginosa isolates.

Key words: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, efflux pump inhibitor, 1-
(1-naphthylmethyl)-piperazine, ciprofloxacin, resistance.

GIiRiS

Bakterilerde ¢coklu antimikrobiyal direncin gelisiminde aktif disa atim pompa sistem-
lerinin katkisi blyuktur. Coklu ilag disa atim pompa sistemlerinin biyik ¢ogunlugu
“resistance-nodulation-cell division (RND)” stiper ailesine ait olup genellikle periplaz-
mada yer alan bir membran flizyon proteini ve dig membranda yer alan bir kanal pro-
teini ile kompleks olusturur'2. RND pompa proteinlerinin asiri Giretimi beta-laktam,
florokinolon, tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim gibi bircok antibiyotige dirence
neden olur?.

Disa atim pompasina bagli diren¢ yaygin olarak goriilmesine ragmen, gliiniimiizde bu
pompalari inhibe eden ve klinik kullanimi kanitlanmis bir etken heniiz bulunmamakta-
dir. Son yillarda yapilan arastirmalarda bazi kimyasal maddelerin disa atim pompalarini
inhibe ettigi gosterilmis ve bunlardan birisi olan 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine
(NMP)’in gram-negatif bakterilerde en sik coklu ila¢ direncine yol acan RND tipi pompa
sistemlerini inhibe ettigi belirtilmistir*>. Farkli mikroorganizmalarla NMP’nin etkilerinin
arastinldigi calismalarda, kinolonlar da dahil olmak tizere bircok antibakteriyel ajanin mi-
nimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerlerinde azalma saglandig tespit edilmistir°.
Ancak literattire bakildiginda disa atim pompalari ve bu pompalarin dirence katkisi iyi ta-
nimlanmis olan Pseudomonas aeruginosa suslarina karst NMP’nin etkinliginin aragstiriima-
digr gorilmektedir. Bu nedenle calismamizda, disa atim pompa inhibitéri NMP’nin sip-
rofloksasin (CIP)’e direncli gram-negatif bakterilerden P.aeruginosa, Escherichia coli ve
Klebsiella pneumoniae klinik izolatlarimin CIP MIK diizeylerine etkilerinin in vitro arastir-
masl amaclanmistir.
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GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Mikrobiyoloji Labora-
tuvarinda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen CIP’a direncli 19 P.aeruginosa, genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) pozitif 37 E.coli ve GSBL pozitif 13 K.pneumoniae susu
alindi. Kontrol olarak E.coli ATCC 25922, Paeruginosa ATCC 27853 ve K.pneumoniae
ATCC 700603 suslari kullanildi.

CIP etken maddesi (Bayer Turk Kimya San. Ltd. Sti) suda ¢oziilerek 8196 pg/ml son
konsantrasyonda hazirlandi. NMP (Sigma-Aldrich, Germany) ise DMSO ile ¢oziilerek son
konsantrasyonu 20.000 ug/ml olacak sekilde hazirlandi.

CIPin MIK degerlerinin belirlenmesinde katyon ayarli Mueller-Hinton besiyeri
(KAMHB) iceren U-tabanh 96 kuyucuklu plaklar kullanildi. Her bir kuyucuga 100 pl
KAMHB konularak CIP'in 128- 0.125 ug/ml’lik diliisyonlari hazirland. ilk kuyucuk tireme
kontrol kuyucugu olacagindan CIP eklenmedi. NMP’nin etkilerini arastirmak icin plaklar
icerisinde 100 pg/ml NMP iceren KAMHB besiyeri de yukaridaki gibi hazirlandi.

MIK degerlerinin belirlenmesi, “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” ta-
rafindan 6nerilen buyyon mikrodiliisyon yéntemiyle yapildi®. Test edilecek izolatlar kan-
I agar besiyerine pasajlanarak 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Daha sonra 0.5 McFarland
bulanikhiginda bakteri stispansiyonu hazirlandi ve 1:100 oraninda sulandirildiktan sonra
her kuyucuga 100 pl inokdle edildi. Plaklar 37°C’de bir gece inkiibe edildi ve sonuclar
degerlendirildi. NMP’nin etkilerini arastirmak icin MIK testi 100 pg/ml NMP iceren plak-
larda ayni sekilde tekrarlandi. Tim testler 2 kez yapildi. inkiibasyon sonrasinda Greme-
nin gozlenmedigi en son kuyucuk MIK olarak belirlendi.

BULGULAR

Test edilen izolatlarin CIP MIK degerleri > 4 pg/ml olarak bulunmustur. 100 pg/ml
NMP varliginda P.aeruginosa izolatlarinin hicbirisinin CIP MIK degerinin degismedigi g6z-
lenmistir. E.coliizolatlarinin 22 (%59.4)'sinde > 4 kat azalma saptanirken, 14 (%37.8)'Un-
de 2 kat azalma saptanmus, bir izolatta ise MiK degeri degismemistir. K.pneumoniae izo-
latlarinin 10 (%76.9)’'unda > 4 kat azalma saptanirken, 3 (%23.1)'iinde 2 kat azalma
g6zlenmistir (Tablo ). Calismamizda, P.aeruginosa haric E.coli ve K.pneumoniae izolatlari-
nin MiK degerlerinde belirgin bir azalma gézlenmesine ragmen, NMP varhiginda duyarli
hale gelen izolat yoktur (Tablo I).

Tablo I. Test Edilen Klinik [zolatlarin NMP Varliginda MIK Degerlerinde Gézlenen Dedisimler

MIK degeri MIK degeri 2 MIK degeri 4 kat ve
Bakteriler degismeyenler kat azalanlar daha fazla azalanlar Toplam
Pseudomonas aeruginosa 19 0 0 19
Escherichia coli 1 14 22 37
Klebsiella pneumoniae 0 3 10 13

NMP: 1-(1-naphthylmethyl)-piperazin, MiK: Minimum inhibitér konsantrasyonu.
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TARTISMA

Gram-negatif bakterilerin disa atim pompalari 6zellikle RND ailesine ait olup, bunlara
bagh direng fenilalanil-arjinil-beta-naftilamid (PABN) veya kiiciik N-heterosiklik organik
kimyasal maddeler ile mekanizmasi heniiz aciklanamamus bir yol ile inhibe edilmektedir?.
RND tipi disa atim pompalarina bagh direng 6zellikle P.aeruginosa, K.pneumoniae ve E.co-
I nin bazi suslarinda gésterilmistir®. Son yillarda Bohnert ve Kern*, RND tipi disa atim
pompasi eksprese eden E.coliizolatlarinda bu direnci inhibe eden yeni bir disa atim pom-
pasi (NMP) tanimlamislar ve NMP’nin, florokinolonlara ve diger ajanlara karsi duyarlihg
ve levofloksasin (LEV) ile etidyum bromdurin hiicre ici konsantrasyonunu artirdigini ra-
por etmislerdir. Kern ve arkadaslari®>, NMP’nin E.coli klinik izolatlarinin antimikrobiyal du-
yarhliklarina etkilerini arastirmiglar ve 25 ug/ml NMP konsantrasyonunun antimikrobiyal-
lerin MIK degerlerinde 6nemli bir etkiye sahip olmadiini gézlerken, 100 pg/ml NMP
varliginda 6nemli bir azalma saptamislardir. Florokinolonlara duyarli 23 ve direncli 37
E.coli izolatinin test edildigi calismada; florokinolon grubu antibiyotiklerden yalnizca LEV
kullanilmis ve duyarl suslarin 12 (%52)'sinin LEV MIK degerinde 4 kat ve lzerinde, bi-
rinde ise 16 kat ve (izerinde azalma goriliirken, direngli suslarin 28 (%76)’inde LEV MIK
degerinde 4 kat ve {izerinde azalma belirlenmistir®. Bizim calismamizda ise florokinolon-
lardan CIP test edilmis olup, E.coli izolatlarinin 22 (%59.4)'sinin CIP MIK degerlerinde
100 pg/ml NMP varliginda 4 kat ve lzerinde, 14 (%37.8)'linde 2 kat azalma tespit edil-
mis, bir izolatta ise MIK degerinde degisiklik saptanmamustr.

Schumacher ve arkadaslar’, Enterobacteriacea Uyelerinin (E.coli haric) antibiyotik du-
yarliliklarina NMP’nin etkilerini arastirdiklari calismalarinda, 38 K.pneumoniae klinik izola-
tini test etmisler, 29 (%76)'unun levofloksasin MiK degerinin 4 kat ve lzerinde azaldig-
ni, bir izolatta ise 16 kat ve lizerinde azalma oldugunu saptamislardir. Bizim ¢cahsmamiz-
da da, K.pneumoniae izolatlarinin 10 (%76.9)’'unda CIP MIK degerlerinin 4 kat ve lze-
rinde azaldigi saptanirken, 3 (%23.1)'linde 2 kat azalma tespit edilmistir. Ayni calisma-
da, 34 Citrobacter freundii, 25 Enterobacter aerogenes ve 70 Serratia marcescens klinik izo-
lati da test edilmis ve caligilan antibiyotiklerin cogunun MIK degerlerinde belirli oranlar-
da azalma gozlenmistir’. Bu bilgiler 1siginda NMP’nin, E.coli, K.pneumoniae, C.freundii,
E.aerogenes, ve S.marcescens suslarinin antibiyotik duyarliliklarina etkili oldugu gortilmek-
tedir. Bizim calismamizda ise, CIP’a direncli E.coli ve K.pneumoniae klinik izolatlarinin CIP
MIK degerlerine NMP’nin etkileri arastirilirken, diger calismalardan farkli olarak CIP’a di-
rencli P.aeruginosa izolatlarina da etkileri test edilmistir. Lomovskaya ve arkadaslar®,
PABN’nin P.aeruginosa’da disa atim pompasinin asiri ekspresyonuna bagli olarak kazanil-
mis florokinolon direncini 6nemli dl¢lide azalttigini gostermislerdir. Coban ve arkadasla-
n® PABN’nin CIP, ofloksasin ve levofloksasin ile kombinasyonlarinin P.aeruginosa klinik
izolatlarinda florokinolon direncini azalttigini rapor etmiglerdir. Ancak literatiirde
NMP’nin P.aeruginosa izolatlarinin antibiyotik duyarhhklarina etkilerinin arastirildigi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu konudaki ilk caismamizda, NMP’nin (100 ug/ml) P.aeru-
ginosa izolatlarinin CIP MiK degerleri izerine etkisinin olmadigi gézlenmistir. Bunun ne-
deni, NMP'nin P.aeruginosa disa atim pompalarina etki etmemesi ya da florokinolon di-
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rencinin diger mekanizmalara (plazmid aracili veya hedef enzim mutasyonu gibi) bagl
olmasindan kaynaklanabilir.

Sonug olarak, NMP’nin E.coli ve K.pneumoniae klinik izolatlarinin CIP MiK degerlerin-
de belirgin azalmaya neden oldugu, ancak izolatlarin hicbirinin duyarl hale gelmedigi
saptanmustir. Ayrica, P.aeruginosa izolatlarinin MiK degerlerinde herhangi bir degisme ol-
mamasl, direncin disa atim pompasi disinda diger diren¢ mekanizmalarina bagh olarak
da meydana gelmis olabilecegine isaret etmektedir.
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