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ÖZET

	 Bu çalışmada, yeni bir katyonik steroid antibiyotik olan CSA-13’ün kolistin ve çeşitli antibiyotiklerle kombinasyon 
halinde kistik fibrozlu hastalardan izole edilen Pseudomonas aeruginosa suşlarına karşı oluşturduğu ikili ve üçlü sinerjistik 
etkisi araştırılmıştır. MİK ve MBK değerleri, CLSI’nın önerdiği mikrodilüsyon tekniği ile saptanmıştır. Antibiyotiklerin ikili 
ve üçlü kombinasyonlarının etkileri mikrodilüsyon “checkerboard” ve zamana bağlı öldürme yöntemleri kullanılarak ölçül-
müştür. Antibiyotiklerin MİK değerleri 0.5-2 µg/ml arasında değişmektedir. MBK değerleri ise MİK değerlerine eşit yada iki 
katı değerindedir. Mikrodilüsyon “checkerboard” tekniği kullanılarak yapılan ikili kombinasyon çalışmalarında en fazla siner-
jistik etki CSA-13-kolistin kombinasyonu ile elde edilmiştir. Zamana bağlı öldürme deneylerinin sonuçlarına göre CSA-13, 
hızlı bir bakterisidal etki göstermiştir. Zamana bağlı öldürme yöntemine göre kolistinin tobramisin ve siprofloksasin ile olan 
ikili kombinasyonlarının aditif etkili olduğu saptanmıştır. Bu ikili kombinasyonlara CSA-13’ün üçüncü antibiyotik olarak 
eklenmesi ile sinerjistik etki ortaya çıkmıştır. Sonuç olarak, kolik asitten türemiş olan yeni bir katyonik steroid yapıda molekül 
olan CSA-13’ün de içinde bulunduğu bu üçlü kombinasyonların, kistik fibrozlu hastalardaki P.aeruginosa infeksiyonlarının 
tedavisine yeni bir bakış açısı kazandıracağı düşüncesindeyiz. 
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SUMMARY

Investigation of Triple Synergistic Activities of the Novel Cationic Steroid Antibiotic CSA-13, With Colistin 
and Various Antibiotics against Pseudomonas aeruginosa Strains Isolated from Cystic Fibrosis Patients

	 In this study, in vitro double and triple synergistic activities of the novel cationic steroid antibiotic CSA-13, with 
colistin, tobramycin and ciprofloxacin were assessed against Pseudomonas aeruginosa strains isolated from cystic fibrosis (CF) 
patients. MICs and MBCs were determined by microdilution technique according to CLSI guidelines. Combinations of CSA-
13 plus colistin, together with tobramycin and ciprofloxacin were measured using checkerboard and the time-kill curve (TKC) 
method. Susceptibility testing demonstrated that the MICs were ranging 0.5-2 µg/ml. The MBCs were equal to or two-fold 
greater than those of the MICs. According to the double combination studies using the microdilution checkerboard method, 
synergistic interactions were most frequent with CSA-13-colistin combination. The results of TKC analysis demonstrated 
rapid bactericidal activity of CSA-13. Combination TKC analysis demonstrated additive effect with colistin plus tobramycin 
and colistin plus ciprofloxacin. The addition of CSA-13 as a third antibiotic to these combinations, led to a synergistic effect. 
We showed that triple combination of CSA-13, a new cationic steroid molecule derived from cholic acid offers new perspectives 
as a new treatment option for P.aeruginosa infections in CF patients. 
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GİRİŞ

	 Kistik fibroz (KF), klorür iyonlarının sek-
resyonunda ve iyon kanallarının regüle edilme-
sinde rol alan bir plazma membran proteini olan 
kistik fibroz transmembran kondüktans regüla-
törü (CFTR) kodlayan gendeki mutasyon sonu-
cunda ortaya çıkan kalıtımsal bir hastalıktır. KF 
hastalarının akciğerlerindeki fizyopatolojik 
değişiklikler başta Pseudomonas aeruginosa olmak 
üzere çeşitli mikroorganizmaların neden olduğu 
akciğer infeksiyonlarının gelişimine neden 
olmaktadır ve hastaların % 80’inde yaşam süre-
leri boyunca P.aeruginosa’nın etken olduğu kro-
nik infeksiyonlar gelişmektedir(25). KF hastaları 
için standart antibiyotik tedavisi, akciğer infek-
siyonunu önleme, ortadan kaldırma ve kontrol 
etme amaçlı olarak oral, intravenöz ve inhalas-
yon yoluyla çeşitli şekillerde uygulanmaktadır(9). 
Tobramisin(32) ve aztreonam(24) gibi inhalasyonla 
alınan antibiyotiklerin, P.aeruginosa ile kronik 
olarak infekte olan hastaların akciğerlerinin işle-
vini iyileştirdiği ve alevlenmelerinin oranını 
azalttığı gözlenmiştir. Fakat KF hastalarında 
kronik infeksiyona neden olan bakteriler kon-
vansiyonel antibiyotiklere karşı aşamalı olarak 
dirençli hale gelebilmektedir(16). Bu gibi durum-
larda kolistin tedavide tek seçenek olabilmekte-
dir ve de yeni antimikrobiyallerin keşfedilmesi 
ihtiyacı ortaya çıkmaktadır(10). Tedavi edilmesi 
güç kronik infeksiyonların etkeni olan dirençli 
P.aeruginosa’ya karşı yeni bölgeleri hedefleyen 
yeni antimikrobiyal maddelerin keşfedilmesi 
için birçok çalışmalar yapılmaktadır ve bakteri 
membranı sık çalışılan bir hedeftir. Hedefleri 
bakteriyel membran olan çoğu antimikrobiyal 
peptitler geniş spektrumlu antibakteriyel etkin-
lik göstermektedir. Ceragenin, membrana etki 
edebilen katyonik steroid antibiyotiklerin (catio-
nic steroid antibiotics-CSA’lar) genel ismidir ve 
endojen katyonik antimikrobiyal peptitlerin 
peptit olmayan formları olarak geliştirilmiştir. 
Peptit yapıda olmayan ve tuza karşı duyarlı 
olmayan cerageninlerin, fazla miktarda hazır-
lanmaları ve saflaştırılmaları antimikrobiyal 
peptitlere göre daha basittir(10). Pozitif yüklü 
antimikrobiyal peptitlere benzer şekilde, CSA 
moleküllerinin bir tarafında yüklerin düzenlen-
diği katyonik yüzey ve diğer tarafta ise hidrofo-

bik kalıntılar görülmektedir. CSA molekülleri 
kısmen elektrostatik etkileşimleri temel alan 
membranları hedef aldıklarından, farklı bakteri 
türlerini etkin bir şekilde öldürürler ve bu mole-
küllere karşı direnç gelişimi ihtimali düşüktür(31). 
CSA-13, katyonik steroid antibiyotik grubu 
moleküllerin başında gelen bir ceragenin olup 
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karşı 
oldukça etkilidir(10). 
	 Eski antibiyotiklerden olan kolistin (poli-
miksin E), P.aeruginosa dahil çoklu ilaç dirençli 
Gram negatif patojenlerin çoğuna karşı belirgin 
bir şekilde etkinliğini hala korumaktadır ve bu 
özelliği kolistini çoğu zaman KF hastalarında(20) 
kullanılabilecek tek etkili terapötik seçenek kıl-
maktadır. Günümüzde ilaç araştırma geliştirme 
çalışmalarında özellikle P.aeruginosa(37) gibi bak-
terilerin etken olduğu Gram negatif infeksiyon-
lara karşı çok az yeni ajan(22,23,37) geliştirilebilmek-
tedir ve bu durum bir zamanlar göz ardı edilen 
bir antibiyotik olan kolistinin kullanımını son 
yıllarda belirgin bir şekilde arttırmıştır(20). Daha 
önceki çalışmamızda(3), CSA-13’ün çeşitli antibi-
yotiklerle ikili antibiyotik kombinasyonlarının, 
KF hastalarından izole edilen P.aeruginosa suşla-
rına karşı sinerjik etki gösterdiği bildirilmişti. Bu 
çalışmadaki amacımız ise, bir önceki çalışmamı-
zı genişleterek(3) CSA-13’ün kolistin-siproflok-
sasin ve kolistin-tobramisin ile ikili ve üçlü 
kombinasyonlarının etkisini KF hastalarından 
izole edilen P.aeruginosa suşlarına karşı, mikro-
dilüsyon “checkerboard” yöntemi ve zamana 
bağlı öldürme eğrisi deneyleri kullanarak sapta-
maktır. 

GEREÇ VE YÖNTEM

Bakteri suşları
	 Çalışmamızda, İstanbul Üniversitesi, 
İstanbul Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji 
Anabilim Dalı, Kistik Fibroz Laboratuvarla-
rı’nda, farklı KF hastaların balgam ve derin 
boğaz salgılarından izole edilen, 40 adet P.aeru-
ginosa suşu kullanılmıştır. Tüm suşların tanımı 
API 20 NE (bioMérieux Vitek, Marcy l’Etoile, 
Fransa) kiti kullanılarak yapılmıştır, bunlardan 
dört tanesi mukoid olarak saptanmıştır. 
Çalışmamızda belli dönemlerde izole edilen bu 
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40 adet suş içinden, farklı duyarlılıklara sahip üç 
suş (PA1, PA2 ve PA3) konsantrasyona bağımlı 
aktivite deneyleri, üçlü kombinasyon ve zama-
na bağlı-öldürme deneylerinde kullanılmak 
üzere rastgele olarak seçilmiştir. Bunlardan PA1 
ve PA2 suşları non-mukoid olup, PA3 mukoid 
bir suştur. P.aeruginosa ATCC 27853 standart 
suşu (Rockville, MD, ABD) çalışma boyunca 
kalite kontrol suşu olarak kullanılmıştır.

Antimikrobiyal ajanlar
	 CSA-13, kolik asit “scaffold-yapılandırma” 
tekniği kullanılarak sentezlenmiştir (Şekil 1)(13). 
Kolistin sülfat, Sigma Aldrich’ten sağlanmış, 
tobramisin ve siprofloksasin ise sırasıyla Bilim 
İlaç ve Bayer İlaç’tan (Türkiye) temin edilmiştir. 
Antimikrobik maddelerin stok çözeltileri 5,120 
µg/ml konsantrasyonda hazırlanmış ve -80°C’de 
saklanmıştır. Dondurulmuş antibiyotik çözelti-
leri altı ay içinde kullanılmıştır.

Besiyerleri
	 Katyon İlaveli Mueller-Hinton Buyyon 
(KİMHB-25 mg/l Mg2+ ve 50 mg/l Ca2+) (Difco 
Laboratories, Detroit, MI) minimum inhibitör 
konsantrasyon (MİK) değerlerinin belirlenme-
sinde, mikrodilüsyon “checkerboard” tekniği-
nin ve zamana bağlı öldürme deneylerinin 
uygulanmasında, Triptik Soy Agar (TSA, Difco 
Laboratories, Detroit, MI) besiyeri ise minimum 
bakterisidal konsantrasyon (MBK) değerlerinin 
ve bakteri sayımlarının belirlenmesinde kulla-
nılmıştır. 

MİK ve MBK değerlerinin belirlenmesi 
	 MİK değerleri Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI) tarafından önerilen 
mikrodilüsyon yöntemi ile belirlenmiştir(7,8). 
Antimikrobik maddelerin çift kat seri dilüsyon-
ları 256-0.06 µg/ml aralığında değişen konsant-
rasyonlarda KİMHB’de hazırlanmıştır. İnoku-

Şekil 1. CSA-13’ün kimyasal formülü (molekül ağırlığı 822.94).

lum, mikroplağa son konsantrasyon 5x105 cfu/
ml bakteri süspansiyonu olacak şekilde tatbik 
edilmiştir. Mikroplakların kapakları kapatılmış 
ve buharlaşmayı engellemek amacıyla naylon 
bir kılıfın içine konularak 37°C’de 18-20 saat 
boyunca inkübe edilmiş ve bulanıklığın görül-
mediği en düşük antibiyotik konsantrasyonu 
MİK değeri olarak kabul edilmiştir. MBK değer-
lerinin belirlenmesi amacıyla inkübasyon süre-
sinin sonunda üreme görülmeyen tüm kuyu-
cuklardan iki kere 10’ar μl örnek alınarak petri 
kutularındaki TSA besiyerlerinin yüzeyine tat-
bik edilmiş ve 37°C’de bir gece inkübe edilmiş-
tir. İnkübasyonun sonucunda oluşan koloniler 
sayılmış, başlangıç inokulumunun % 99.9’unu 
öldüren en düşük antibiyotik konsantrasyonu 
MBK değeri olarak belirlenmiştir(26).

Fraksiyonel inhibitör konsantrasyon (FİK) 
indeksinin belirlenmesi 
	 Çalışmamızda katyonik steroid antibiyo-
tik olan CSA-13’ün kolistin ile ve ayrıca kolisti-
nin tobramisin ve siprofloksasin ile ikili kombi-
nasyon halindeki etkilerinin belirlenmesinde 
mikrodilüsyon “checkerboard” yöntemi kulla-
nılmıştır(30). “Checkerboard” yönteminin esası, 
dikey düzlemde antibiyotiğin denenen suşa 
karşı saptanan MİK değerinin iki katı konsant-
rasyondaki çözeltileri bir seri kuyu içinde yuka-
rıdan aşağıya doğru MİK değerinin dört dilüs-
yon altına kadar, yatay düzlemde ise çalışmada 
kullanılan diğer antibiyotiğin aynı suşa karşı 
önceden saptanan MİK değerinin iki katı kon-
santrasyondaki çözeltileri bir seri kuyu içinde 
sağdan sola doğru antibiyotiğin MİK değerinin 
dört dilüsyon altına kadar seyreltilerek her 
kuyuda her iki antibiyotiğin farklı konsantras-
yondaki çözeltilerini içeren kombinasyonlarının 
elde edilmesidir. Bu yönteme göre, denenen 
antibiyotiklere ait MİK değerlerinin katları olan 
konsantrasyonların kullanılmasıyla iki antibiyo-
tiğin kombinasyon halinde dilüsyonları hazır-
lanmıştır.
	 Bu çalışmada dikey düzlemde CSA-13 
veya tobramisin veya siprofloksasin ile yatay 
düzlemde kolistin yukarıda açıklanan “checker-
board” yöntemine göre mikroplaktaki kuyulara 
uygulanarak oluşturulan farklı kombinasyonlar 
P.aeruginosa suşlarına karşı denenmiştir. Bu 
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amaçla mikroplakların içerisinde çeşitli oranlar-
da antibiyotik karışımları bulunan tüm kuyu-
cuklara son konsantrasyon yaklaşık 5x105 cfu/
ml olacak şekilde bakteri süspansiyonu ilave 
edilmiş ve 37°C’de bir gece inkübe edilmiştir. 
Her antimikrobik maddenin FİK değeri üreme 
görülmeyen kuyudaki en düşük antimikrobik 
madde konsantrasyonunun, o maddenin tek 
başına aynı suşa karşı saptanan MİK değerine 
bölünmesi ile elde edilmiştir. FİK indeksi ise, 
her iki antimikrobik maddeye ait FİK değerleri-
nin toplanması sonucunda elde edilmiştir. Buna 
göre FİK indeksi ≤0.5 olan değerler sinerjist, 
=0,5-4 olan değerler aditif, ≥ 4,0 olan değerler ise 
antagonist olarak belirlenmiştir(27).

Zamana bağlı öldürme eğrilerinin belirlenmesi
	 Zaman bağlı öldürme deneyleri, ikili veya 
üçlü antibiyotik kombinasyonlarının bakterisi-
dal etkinliklerini saptamak için gerçekleştiril-
miştir(26). Deneylerde kullanılan üç suş farklı 
duyarlılık özelliklerine göre seçilmiştir. CSA-
13’ün tek başına ve kolistin-siprofloksasin ve 
kolistin-tobramisin ile üçlü kombinasyonunun 
bakterisidal etkinliğini araştırmak için, zamana 
bağlı öldürme eğrisi yöntemi kullanılmıştır. Her 
bir antibiyotik tek başına 0.25x, 0.5x, 1x, 2x ve 4x 
MİK’de ve 0.25x ve 1x MİK’de ikili ve üçlü kom-
binasyon halinde kullanılmıştır. Antibakteriyel 
madde içermeyen kontroller her bir suş için 
deneye dahil edilmiştir. İnokulum 1x106 cfu/ml 
olacak hazırlanmıştır. Canlı bakteri sayımları 
inokülasyondan sonra 0, 0.5, 1, 2, 4, 8 ve 24 saat 
aralıklarla, içinde TSA bulunan petri kutularına 
ekilerek belirlenmiştir. Tüm deneyler üç kez ger-
çekleştirilmiştir. Zamana bağlı öldürme eğrileri, 
ortalama koloni sayımları ve zamana göre grafik 
haline getirilerek değerlendirilmiştir (log10 cfu/
ml). Zamana bağlı öldürme deneyleri için bakte-

ri tespitinin alt sınırı 1 log10 cfu/ml olmuştur. 
Bakteriyel etkinlik ilk inokulumdan ≥3-log10 cfu/
ml’lik bir azalma olarak tanımlanmıştır. Sonuçlar, 
tek başına en etkin maddenin etkisi ile karşılaştı-
rıldığında kombinasyonun etkisi ile yorumlan-
mıştır. Sinerji ve antagonizma, tek başına en etkin 
maddeye kıyasla 24. saatteki kombinasyon ile 
koloni sayımına göre, sırasıyla 2-log10 bir azalma 
veya artış olarak tanımlanmıştır. 

BULGULAR

	 Çalışılan tüm suşlar için CSA-13, kolistin, 
tobramisin ve siprofloksasinin MİK aralığı 0.5-4, 
0.06-2, 0.125-64 ve 0.06-64 µg/ml iken, MİK50 

değerleri sırasıyla 2, 0.5, 0.25 ve 0.5 µg/ml’dir. 
Duyarlılık testleri, CSA-13, kolistin, tobramisin 
ve siprofloksasin için MİK değerlerinin sırasıyla 
PA1 suşu için 2, 1, 1, 2; PA2 suşu için 2, 1, 2, 2 ve 
PA3 suşu için ise 0,5, 1, 1, 1 µg/ml olduğunu 
göstermiştir. Mukoid ve non-mukoid suşlardaki 
MİK’ler arasında fark görülmemiştir. MBK 
değerleri ise MİK değerlerine eşit ya da iki katı 
değerindedir. Çalışılan tüm suşlar için CSA-13, 
kolistin, tobramisin ve siprofloksasinin MBK 
aralığı 0.5-8, 0.06-4, 0.25-64 ve 0.125-64 µg/ml 
iken, MBK50 değerleri sırasıyla 2, 0.5, 0.25 ve 0.5 
µg/ml’dir (Tablo 1 ve 2).
	 Mikrodilüsyon “checkerboard” yöntemi 
ile yapılan 40 adet suşun ikili kombinasyon 
çalışmalarında aditif ya da sinerjistik etki görül-
müş, hiçbir kombinasyonda antagonizmaya 
rastlanmamıştır. CSA-13’ün kolistin ile olan 
kombinasyonunda % 50 oranında sinerjizm elde 
edilirken, çalışılan diğer kombinasyonlar olan 
kolistin-tobramisin ve kolistin-siprofloksasin de 
sinerjizm oranı sırasıyla % 25 ve % 18 olarak 
belirlenmiştir.

Tablo 1. Antimikrobiyal ajanların 40 P.aeruginosa suşuna karşı oluşturduğu in vitro etkileri.

Antimikrobiyal ajanlar

CSA-13
Kolistin
Tobramisin
Siprofloksasin

MİK aralığı

0.5-4
0.06-2
0.125-64
0.06-64

MİK50

2
0.5
0.25
0.5

MİK90

2
1
1
2

MBK aralığı

0.5-8
0.06-4
0.25-64
0.125-64

MBK50

2
0.5
0.25
0.5

MBK90

4
2
1
4

duyarlı

    -
100
  94
  68

orta duyarlı

-
0
0
8

dirençli

  -
  0
  6
24

µg/ml CLSI kriterlerine göre yüzde dağılım*

*CLSI kriterlerine göre kolistin için duyarlı ve dirençli sınırları ≤2 µg/ml ve ≥8 µg/ml, tobramisin için ≤4 µg/ml ve ≥16 µg/ml, siprofloksasin 
için ise ≤1 µg/ml ve ≥4 µg/ml’dir. CSA-13 için CLSI’da duyarlılık kriteri yoktur. 
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	 Zamana bağlı öldürme deneylerinin 
sonuçları, CSA-13’ün konsantrasyona bağımlı 
bir şekilde hızlı bakterisidal etkisi olduğunu ve 
3-log’luk öldürmenin 0.25xMİK’te tüm suşlar 
için bir saat içinde olduğunu göstermiştir. Şekil 

2’deki eğrilerden de anlaşılacağı üzere antimik-
robik maddelerin tek başına 0.25x ve 1xMİK’te 
gösterdikleri etkiler benzer olmakla beraber, 
siprofloksasin diğer antimikrobiklere kıyasla 
daha yüksek log değerlerine sahiptir. 0.25x ve 

Tablo 2. PA1, PA2 ve PA3 suşlarına karşı antimikrobiyal ajanların tek başına ve kombinasyon halindeki etkileri.

PA1
PA2
PA3

CSA-13

2
2

   0.5

kol

1
1
1

tob

1
2
1

sip

2
2
1

kol+tob

aditif
aditif
aditif

kol+sip

aditif
aditif
aditif

CSA-13+kol+tob

sinerjizm
sinerjizm
sinerjizm

CSA-13+kol+sip

sinerjizm
sinerjizm

aditif

MİK (µg/ml)

*kombinasyonlar zamana bağlı öldürme eğrisi deneylerine göre çalışılmıştır. 
kol: kolistin, tob: tobramisin, sip: siprofloksasin

Suşlar Kombinasyonlar *

Şekil 2. Zamana bağlı öldürme eğrileri: PA1 (a, b), PA2 (c, d) ve PA3 (e, f) suşlarına karşı antimikrobik maddelerin 0.25xMİK (a, c, e) ve 
1xMİK (b, d, f) konsantrasyonda tek başına, ikili ve üçlü kombinasyon halindeki etkileri.
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1xMİK’te kolistin+tobramisin ve kolistin+sip-
rofloksasin kombinasyonlarının çalışılan üç 
suşta aditif etkide olduğu gözlemlenmiştir. 
Kombinasyonlara üçüncü bir antibiyotik olarak 
CSA-13 eklendiğinde, üçlü ilaç kombinasyonu-
nun her biri 0.25xMİK’te iki suşa karşı sinerjistik 
bir etki göstermektedir. CSA-13-kolistin-
tobramisin kombinasyonun diğer üçlü kombi-
nasyona göre üzerinde çalışılan üç suştan ikisine 
karşı daha etkili olduğu saptanmıştır. Antibiyotik 
konsantrasyonu 0.25xMİK’ten 1xMİK’e çıkarıl-
dığında, CSA-13-kolistin-tobramisin kombinas-
yonunun diğer rejime göre iki suşa karşı daha 
etkili olduğu bulunmuştur. Tüm bunlara ek ola-
rak, üç suşta da üçlü kombinasyonlarda 2. saat, 
4. saat ve 8. saatte erken sinerjizme rastlanmış-
tır. 

TARTIŞMA

	 Günümüzde P.aeruginosa infeksiyonlarına 
karşı artan antimikrobiyal direnç dünya çapında 
bir problem haline gelmiştir(12). Bu mikroorga-
nizma KF hastalarının solunum yollarına yerle-
şebilen bir patojen olup, bir kez kolonize oldu-
ğunda organizmanın yok edilmesi oldukça güç-
tür. KF hastalarının geleneksel antimikrobiyal-
lerle tedavisi yalnızca mikroorganizma duyar-
lıysa bakteriyel yükü azaltarak olabilmektedir(34). 
Çalışmalar, Pseudomonas’ın hızla hipermutasyo-
na uğrama yeteneğine sahip bir bakteri olduğu-
nu ve tekli genlerdeki değişikliklerin antipsödo-
monal maddelere karşı direnç gelişiminde rol 
oynadığını göstermektedir(28). Direnç, monotera-
pi sırasında son derece kolay gelişmektedir. Bu 
nedenle, KF hastalarındaki kronik P.aeruginosa 
infeksiyonlarının tedavisi sırasında direnci 
geciktirmek için kombinasyon tedavisinden 
yararlanılmaktadır(1,28). KF hastalarında P.aerugi-
nosa infeksiyonlarını tedavi etmek için çeşitli 
stratejiler mevcuttur ve standart antibiyotik 
tedavisi tek başına veya kombinasyon halinde 
kolistin ve tobramisin gibi inhalasyonla alınan 
antibiyotiklerin ve siprofloksasin gibi oral kino-
lonların kullanımını içermektedir(2,16,21,33,36). 
Tedavi edilmesi güç kronik infeksiyonlarda, 
direnci engelleyebilecek şekilde farklı bölgeleri 
hedefleyen yeni antimikrobiyal maddelerin keş-
fine ihtiyaç gün geçtikçe artmaktadır. Bunlardan 

biri olan CSA-13, ceragenin ailesinin başta gelen 
bir molekülüdür ve hazırlanması ve saflaştırıl-
ması antimikrobiyal peptitlere göre daha 
kolaydır(17). CSA-13, vankomisin dirençli 
Staphylococcus aureus(6), çoklu ilaç dirençli 
P.aeruginosa(5), Helicobacter pylori(19) ve Streptococ-
cus mutans ile Porphyromonas spp.(15) gibi perio-
dontopatik bakteriler karşısında antimikrobiyal 
etkinlik göstermektedir. Ayrıca, CSA-13 vaccinia 
virüsü(14) ve Trypanosoma cruzi(18) karşısında da 
etkindir. Hayvanlar üzerinde yapılan çalışma-
larda CSA-13’ün düşük toksisite göstermesi, bu 
bileşiğin insan tedavisindeki olası uygulamasını 
desteklemektedir(35). Bucki ve ark.(4) tarafından 
yapılan bir çalışmada, CSA-13’ün sahip olduğu 
hidrofobik özellikten dolayı, KF hastalarının 
solunum yollarında oluşan inflamasyon ve kro-
nik infeksiyonda potansiyel olarak etkili olduğu 
saptanmıştır.
	 Bu çalışmamız CSA-13’ün, KF hastaların-
da yaygın şekilde kullanılan antibiyotikler olan 
kolistin, tobramisin ve siprofloksasinle benzer 
MİK değerlerine sahip olduğunu göstermekte-
dir. Chin ve ark.(5) P.aeruginosa’ya karşı CSA-13 
ile yapmış oldukları duyarlılık çalışmasında 
MİK50 ve MBK50 değerlerini 16 µg/ml bulmuş-
tur. Bizim çalışmamızda 2 µg/ml olarak saptadı-
ğımız MİK50 ve MBK50 değerlerine göre, Chin ve 
ark.’nın bu değerlerinin yüksek olması muhte-
melen o grubun suşlarının dirençli suşlar da 
içermesindendir.
	 Mikrodilüsyon “checkerboard” yöntemi 
ile yapılan ikili kombinasyon çalışmalarında 
aditif ya da sinerjistik etki görülmüş, hiçbir 
kombinasyonda antagonizmaya rastlanmamış-
tır. Elde edilen bu sonuçlar özellikle CSA-13 için 
ümit verici olup, bizim daha önceki çalışmamı-
zın bulgularıyla da benzerlik göstermektedir(3).
	 Zamana bağlı öldürme eğrisi deneyleri 
klinik durumlar ile daha yakından ilişkilidir, bu 
teknik ile, tipik olarak yalnızca inhibitör özellik-
leri saptayan mikrodilüsyon “checkerboard” 
yönteminin aksine, bakterisidal özellik de ince-
lenebilmektedir. Zamana bağlı öldürme eğrileri-
nin mikrodilüsyon “checkerboard” tekniğine 
göre bir diğer önemli avantajı da, antimikrobi-
yal özelliğin ve zaman içindeki etkileşimin dina-
mik bir resmini saptayabilmesidir(30). P.aerugi-
nosa’ya karşı zamana bağlı öldürme eğrileri 
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çalışmaları genellikle aminoglikozit grubu bir 
antibiyotik ile oluşan kombinasyonda herhangi 
bir sinerjizm olup olmadığını değerlendirmeye 
yönelik olmuştur. Beta-laktam ve aminoglikozit 
grubu antibiyotiklerin kombinasyon halinde 
kullanımı klinik olarak iyi kanıtlanmış ve iyi 
belgelenmiş etkili bir tedavi olmasına rağmen, 
bu tedavinin Pseudomonas türlerine karşı beta-
laktam direncini ve aminoglikozitlerin toksisite-
sini arttırmak gibi olumsuz etkileri de vardır(29). 
Chin ve ark.(5) P.aeruginosa ile yapmış oldukları 
zamana bağlı öldürme çalışmasında, CSA-13’ün 
tek başına konsantrasyona bağımlı aktivite gös-
terdiğini ve sefepim ve siprofloksasin ile yapılan 
ikili kombinasyon çalışmalarında da sinerjistik 
ve aditif etkinin saptandığı belirtilmiştir. Yakın 
zamanda yaptığımız bir diğer çalışmamızda(3), 
CSA-13’ün 50 P.aeruginosa suşu için MİK50 değe-
rini 2 µg/ml saptanmış, mikrodilüsyon “chec-
kerboard” yöntemi kullanarak çalışılan ikili 
kombinasyonlarda sinerjistik etkileşimler çoğun-
lukla CSA-13-kolistin kombinasyonunda görül-
müş ve zamana karşı öldürme deneylerinde 2. 
saat, 4. saat ve 8. saatlerde erken sinerjizme rast-
lanmıştır. Bu nedenle, bu sinerjistik etkinin var-
lığı cerageninleri antimikrobiyal kemoterapide 
potansiyel olarak değerli hale getirmektedir. Bu 
nedenlerden dolayı çalışmamızda umut vaat 
eden, yeni bir katyonik steroid antibiyotik olan 
CSA-13’ü sub-MİK ve 1xMİK’te kolistin-
tobramisin ve kolistin-siprofloksasin ile üçlü 
kombinasyonlarının araştırılması hedeflenmiş-
tir. Ayrıca yapılan bu çalışma ile CSA-13’ün, tek 
başına kullanıldığında, etkili bakterisidal bir 
madde olduğunu ve de konsantrasyona bağımlı 
aktivite gösterdiği saptanmıştır. Kombinasyon-
lara üçüncü bir antibiyotik olarak CSA-13 eklen-
diğinde, üçlü ilaç kombinasyonunun her biri 
0.25xMİK’te iki suşa karşı sinerjistik bir etki gös-
termektedir. CSA-13-kolistin-tobramisin kombi-
nasyonun diğer üçlü kombinasyona göre üze-
rinde çalışılan üç suştan ikisine karşı daha etkili 
olduğu saptanmıştır. Antibiyotik konsantrasyo-
nu 0.25xMİK’ten 1xMİK’e çıkarıldığında, CSA-
13-kolistin-tobramisin kombinasyonunun diğer 
rejime göre iki suşa karşı daha etkili olduğu 
bulunmuştur. Bunlara ek olarak, üçlü kombi-
nasyonlarda üç suşta da erken sinerjizm saptan-
mıştır. CSA-13’ün üçüncü antibiyotik olarak 

eklenmesinin kolistin-tobramisin kombinasyo-
nunun bakteriyel etkinliğini arttırmış olması 
gözlemlenen sinerjizmi açıklamaktadır. Öte yan-
dan, tobramisin in vitro olarak Pseudomonas’a 
karşı sinerjistik özellikte bir madde olarak etki 
etmektedir ve tobramisinin bu etkisi en iyi beta-
laktam kombinasyonlarında gözlemlenmekte-
dir(11,38). Çalışmamızın sonucuna göre, test ettiği-
miz tüm antibakteriyel maddeler konsantrasyo-
na bağımlı bakterisidal etki gösterirken, diğer 
antibiyotikler ile CSA-13’ü birleştirmek ümit 
vaat edici görünmektedir. CSA-13, Gram negatif 
organizmaların hem dış membranını hem de 
sitoplazmik membranını geçirgen hale getir-
mekte ve böylelikle antimikrobiyallere karşı 
duyarlılık meydana getirmektedir(5,27). 
	 Bu çalışma kinolon veya aminoglikozit 
grubundan bir antibiyotik ile birlikte polimiksin 
grubundan kolistinin ve katyonik steroid bir 
antibiyotik olan CSA-13’ün kombinasyon halin-
deki etkilerini KF hastalarından izole edilmiş 
P.aeruginosa suşlarına karşı inceleyen ilk çalış-
madır. Özet olarak, bir önceki çalışmamızı 
genişleterek(3), kolik asitten türetilmiş bir mole-
kül olan CSA-13’ün üçlü kombinasyonlarının 
KF hastalarındaki P.aeruginosa infeksiyonlarının 
tedavisine yeni bir bakış açısı kazandıracağını 
düşünmekteyiz. Sonuç olarak, monoterapi sıra-
sında P.aeruginosa’ya karşı direnç gelişimi sık 
olduğundan, umut vaat eden yeni bir molekül 
CSA-13’ü kolistin ve tobramisin ile üçlü kombi-
nasyonlarda kullanmak; direncin oluşumunu 
önlemek veya geciktirmek ve bu organizma kar-
şısında sinerjistik etkileşim kazanmak için yarar-
lı olabilir. Ancak in vitro koşullarda elde edilen 
bulgularımızın in vivo koşullarda yapılan 
deneylerle ve klinik çalışmalarla desteklenmesi 
gerekmektedir.

Teşekkür: Bu çalışma İstanbul Üniversitesi Bilimsel 
Araştırma birimince desteklenmiştir. Proje numara-
sı: 2925.
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