Ara§t1rma ANKEM Derg 2013;27(4):196-205
doi:10.5222 /ankem.2013.196

KATYONIK STEROID ANTIBIYOTIK CSA-13"UN, KOLISTIN VE CESITLI
ANTIBIYOTIKLERLE KOMBINASYONLARININ KISTIK FIBROZLU
HASTALARDAN IZOLE EDILEN PSEUDOMONAS AERUGINOSA SUSLARINA
KARSI UCLU SINERJISTIK ETKILERI

Cagla BOZKURT-GUZEL!, Zayre ERTURAN?, Paul B. SAVAGE’, Ayse Alev GERCEKER!

I[stanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, ISTANBUL
?[stanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, ISTANBUL
*Brigham Young University, Department of Chemistry and Biochemistry, Provo, Utah, USA

OZET

Bu ¢alismada, yeni bir katyonik steroid antibiyotik olan CSA-13"iin kolistin ve ¢esitli antibiyotiklerle kombinasyon
halinde kistik fibrozlu hastalardan izole edilen Pseudomonas aeruginosa suslarina karst olusturdugu ikili ve iiclii sinerjistik
etkisi arastirilmistir. MIK ve MBK degerleri, CLSI'nin 6nerdigi mikrodiliisyon teknigi ile saptanmustir. Antibiyotiklerin ikili
ve ticlii kombinasyonlarmin etkileri mikrodiliisyon “checkerboard” ve zamana baglh oldiirme yontemleri kullanilarak olgiil-
miistiir. Antibiyotiklerin MIK degerleri 0.5-2 ug/ml arasinda degismektedir. MBK degerleri ise MIK degerlerine esit yada iki
katr degerindedir. Mikrodiliisyon “checkerboard” teknigi kullanilarak yapilan ikili kombinasyon ¢alismalarimda en fazla siner-
jistik etki CSA-13-kolistin kombinasyonu ile elde edilmistir. Zamana bagh oldiirme deneylerinin sonuglarma gore CSA-13,
izl bir bakterisidal etki gostermistir. Zamana bagh oldiirme yontemine gore kolistinin tobramisin ve siprofloksasin ile olan
ikili kombinasyonlarimin aditif etkili oldugu saptannustir. Bu ikili kombinasyonlara CSA-13'iin iigiincii antibiyotik olarak
eklenmesi ile sinerjistik etki ortaya ¢iknugtir. Sonug olarak, kolik asitten tiiremis olan yeni bir katyonik steroid yapida molekiil
olan CSA-13’iin de iginde bulundugu bu iiclii kombinasyonlarin, kistik fibrozlu hastalardaki P.aeruginosa infeksiyonlarmin
tedavisine yeni bir bakis agist kazandiracag diisiincesindeyiz.

Anahtar sozciikler: CSA-13, ikili ve iiclii kombinasyon, kistik fibroz, kolistin, Pseudomonas aeruginosa, zamana bagh oldiirme
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 ug/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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Katyonik steroid antibiyotik CSA-13"iin, kolistin ve gesitli antibiyotiklerle kombinasyonlarinin kistik fibrozlu hastalardan izole
edilen Pseudomonas aeruginosa suslarina kars iglii sinerjistik etkileri

GIRIS

Kistik fibroz (KF), kloriir iyonlarinin sek-
resyonunda ve iyon kanallarinin regiile edilme-
sinde rol alan bir plazma membran proteini olan
kistik fibroz transmembran kondiiktans regiila-
torti (CFTR) kodlayan gendeki mutasyon sonu-
cunda ortaya ¢ikan kalitimsal bir hastaliktir. KF
hastalarmin akcigerlerindeki fizyopatolojik
degisiklikler basta Pseudomonas aeruginosa olmak
iizere gesitli mikroorganizmalarin neden oldugu
akciger infeksiyonlarmnin gelisimine neden
olmaktadir ve hastalarin % 80’inde yasam stire-
leri boyunca P.aeruginosa’nin etken oldugu kro-
nik infeksiyonlar gelismektedir®). KF hastalar1
i¢in standart antibiyotik tedavisi, akciger infek-
siyonunu onleme, ortadan kaldirma ve kontrol
etme amach olarak oral, intraven6z ve inhalas-
yon yoluyla cesitli sekillerde uygulanmaktadir®.
Tobramisin® ve aztreonam®@ gibi inhalasyonla
alinan antibiyotiklerin, P.aeruginosa ile kronik
olarak infekte olan hastalarin akcigerlerinin isle-
vini iyilestirdigi ve alevlenmelerinin oranini
azalttigi gozlenmistir. Fakat KF hastalarinda
kronik infeksiyona neden olan bakteriler kon-
vansiyonel antibiyotiklere kars: asamali olarak
direngli hale gelebilmektedir®. Bu gibi durum-
larda kolistin tedavide tek secenek olabilmekte-
dir ve de yeni antimikrobiyallerin kesfedilmesi
ihtiyac1 ortaya ¢ikmaktadir®. Tedavi edilmesi
glic kronik infeksiyonlarin etkeni olan direngli
P.aeruginosa’ya kars1 yeni bolgeleri hedefleyen
yeni antimikrobiyal maddelerin kegfedilmesi
i¢in bir¢ok calismalar yapilmaktadir ve bakteri
membrani sik calisilan bir hedeftir. Hedefleri
bakteriyel membran olan ¢ogu antimikrobiyal
peptitler genis spektrumlu antibakteriyel etkin-
lik gostermektedir. Ceragenin, membrana etki
edebilen katyonik steroid antibiyotiklerin (catio-
nic steroid antibiotics-CSA’lar) genel ismidir ve
endojen katyonik antimikrobiyal peptitlerin
peptit olmayan formlar1 olarak gelistirilmistir.
Peptit yapida olmayan ve tuza karst duyarh
olmayan cerageninlerin, fazla miktarda hazir-
lanmalar1 ve saflagtirilmalar1 antimikrobiyal
peptitlere gore daha basittir”. Pozitif ytikli
antimikrobiyal peptitlere benzer sekilde, CSA
molekiillerinin bir tarafinda yiiklerin diizenlen-
digi katyonik ytizey ve diger tarafta ise hidrofo-
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bik kalintilar gortilmektedir. CSA molekiilleri
kismen elektrostatik etkilesimleri temel alan
membranlar1 hedef aldiklarindan, farkli bakteri
tlirlerini etkin bir sekilde o6ldtiriirler ve bu mole-
kiillere kars: direng gelisimi ihtimali diigtiktiir®.
CSA-13, katyonik steroid antibiyotik grubu
molekiillerin basinda gelen bir ceragenin olup
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi
oldukgca etkilidir®.

Eski antibiyotiklerden olan kolistin (poli-
miksin E), Paeruginosa dahil ¢oklu ilag direngli
Gram negatif patojenlerin ¢oguna kars1 belirgin
bir sekilde etkinligini hala korumaktadir ve bu
ozelligi kolistini cogu zaman KF hastalarinda®
kullanilabilecek tek etkili terapotik secenek kil-
maktadir. Giintimiizde ila¢ arastirma gelistirme
calismalarinda 6zellikle Paeruginosa® gibi bak-
terilerin etken oldugu Gram negatif infeksiyon-
lara kars1 ¢ok az yeni ajan®@**) geligtirilebilmek-
tedir ve bu durum bir zamanlar g6z ard1 edilen
bir antibiyotik olan kolistinin kullanimini son
yillarda belirgin bir sekilde arttirmistir®. Daha
onceki calismamizda®, CSA-13"tin gesitli antibi-
yotiklerle ikili antibiyotik kombinasyonlarmin,
KF hastalarindan izole edilen P.aeruginosa susla-
rina karsi sinerjik etki gosterdigi bildirilmisti. Bu
calismadaki amacimiz ise, bir 6nceki ¢alismami-
z1 genisleterek® CSA-13"tin kolistin-siproflok-
sasin ve kolistin-tobramisin ile ikili ve ugla
kombinasyonlarmin etkisini KF hastalarindan
izole edilen Paeruginosa suslarina karsi, mikro-
diliisyon “checkerboard” ydntemi ve zamana
baglh 6ldiirme egrisi deneyleri kullanarak sapta-
maktir.

GEREC VE YONTEM

Bakteri suslarn

Calismamizda, Istanbul Universitesi,
Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Kistik Fibroz Laboratuvarla-
ri'nda, farkli KF hastalarin balgam ve derin
bogaz salgilarindan izole edilen, 40 adet P.aeru-
ginosa susu kullamilmigtir. Tiim suslarin tanimi
API 20 NE (bioMérieux Vitek, Marcy I'Etoile,
Fransa) kiti kullanilarak yapilmistir, bunlardan
dort tanesi mukoid olarak saptanmistir.
Calismamizda belli donemlerde izole edilen bu
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CSA-13
Sekil 1. CSA-13"tin kimyasal formiilii (molekiil agirligr 822.94).

40 adet sus iginden, farkli duyarhliklara sahip tig
sus (PA1, PA2 ve PA3) konsantrasyona bagimli
aktivite deneyleri, {i¢lii kombinasyon ve zama-
na bagl-6ldiirme deneylerinde kullanilmak
tizere rastgele olarak segilmistir. Bunlardan PA1
ve PA2 suslari non-mukoid olup, PA3 mukoid
bir sustur. Paeruginosa ATCC 27853 standart
susu (Rockville, MD, ABD) calisma boyunca
kalite kontrol susu olarak kullanilmigtir.

Antimikrobiyal ajanlar

CSA-13, kolik asit “scaffold-yapilandirma”
teknigi kullanilarak sentezlenmistir (Sekil 1)@.
Kolistin stilfat, Sigma Aldrich’ten saglanmis,
tobramisin ve siprofloksasin ise sirasiyla Bilim
Tlag ve Bayer Ilag’tan (Tiirkiye) temin edilmistir.
Antimikrobik maddelerin stok ¢ozeltileri 5,120
pg/ml konsantrasyonda hazirlanmis ve -80°C’de
saklanmustir. Dondurulmus antibiyotik ¢ozelti-
leri alt1 ay i¢inde kullanilmustir.

Besiyerleri

Katyon Ilaveli Mueller-Hinton Buyyon
(KIMHB-25 mg/1 Mg?* ve 50 mg/1 Ca*) (Difco
Laboratories, Detroit, MI) minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerlerinin belirlenme-
sinde, mikrodiliisyon “checkerboard” teknigi-
nin ve zamana bagh O6ldiirme deneylerinin
uygulanmasinda, Triptik Soy Agar (TSA, Difco
Laboratories, Detroit, MI) besiyeri ise minimum
bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerlerinin
ve bakteri sayimlarinin belirlenmesinde kulla-
nilmigtir.

MIK ve MBK degerlerinin belirlenmesi

MIK degerleri Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) tarafindan onerilen
mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir??.
Antimikrobik maddelerin ¢ift kat seri diliisyon-
lar1 256-0.06 ng/ml araliginda degisen konsant-
rasyonlarda KIMHB’de hazirlanmistir. Inoku-
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lum, mikroplaga son konsantrasyon 5x10° cfu/
ml bakteri siispansiyonu olacak sekilde tatbik
edilmistir. Mikroplaklarin kapaklari1 kapatilmig
ve buharlasmay1 engellemek amaciyla naylon
bir kilifin icine konularak 37°C’de 18-20 saat
boyunca inkiibe edilmis ve bulamikhigin gortil-
medigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu
MIK degeri olarak kabul edilmistir. MBK deger-
lerinin belirlenmesi amaciyla inkiibasyon siire-
sinin sonunda {ireme goriilmeyen tiim kuyu-
cuklardan iki kere 10’ar ul 6rnek alinarak petri
kutularindaki TSA besiyerlerinin ytiizeyine tat-
bik edilmis ve 37°C’de bir gece inkiibe edilmis-
tir. Inkiibasyonun sonucunda olusan koloniler
sayilmis, baslangic inokulumunun % 99.9"unu
oldiiren en diisiik antibiyotik konsantrasyonu
MBK degeri olarak belirlenmigtir®®.

Fraksiyonel inhibitér konsantrasyon (FiK)
indeksinin belirlenmesi

Caligmamizda katyonik steroid antibiyo-
tik olan CSA-13"iin kolistin ile ve ayrica kolisti-
nin tobramisin ve siprofloksasin ile ikili kombi-
nasyon halindeki etkilerinin belirlenmesinde
mikrodiltisyon “checkerboard” yontemi kulla-
nilmistir®). “Checkerboard” yonteminin esasi,
dikey diizlemde antibiyotigin denenen susa
karst saptanan MIK degerinin iki kati konsant-
rasyondaki ¢ozeltileri bir seri kuyu i¢inde yuka-
ridan asagiya dogru MIK degerinin dort diliis-
yon altina kadar, yatay diizlemde ise ¢alismada
kullanilan diger antibiyotigin ayni susa karsi
onceden saptanan MIK degerinin iki kat: kon-
santrasyondaki ¢ozeltileri bir seri kuyu i¢inde
sagdan sola dogru antibiyotigin MIK degerinin
dort diltisyon altina kadar seyreltilerek her
kuyuda her iki antibiyotigin farkli konsantras-
yondaki ¢zeltilerini igeren kombinasyonlarinin
elde edilmesidir. Bu yonteme gore, denenen
antibiyotiklere ait MiK degerlerinin katlar1 olan
konsantrasyonlarin kullanilmastyla iki antibiyo-
tigin kombinasyon halinde diltisyonlar1 hazir-
lanmasgtir.

Bu calismada dikey diizlemde CSA-13
veya tobramisin veya siprofloksasin ile yatay
diizlemde kolistin yukarida aciklanan “checker-
board” yontemine gore mikroplaktaki kuyulara
uygulanarak olusturulan farkli kombinasyonlar
P.aeruginosa suslarina karst denenmistir. Bu
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amagcla mikroplaklarin igerisinde cesitli oranlar-
da antibiyotik karigimlari bulunan tiim kuyu-
cuklara son konsantrasyon yaklasik 5x10° cfu/
ml olacak sekilde bakteri siispansiyonu ilave
edilmis ve 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir.
Her antimikrobik maddenin FIK degeri iireme
goriilmeyen kuyudaki en diisiik antimikrobik
madde konsantrasyonunun, o maddenin tek
bagina aym susa karst saptanan MIK degerine
boliinmesi ile elde edilmistir. FIK indeksi ise,
her iki antimikrobik maddeye ait FIK degerleri-
nin toplanmasi sonucunda elde edilmistir. Buna
gore FIK indeksi <0.5 olan degerler sinerjist,
=0,5-4 olan degerler aditif, > 4,0 olan degerler ise
antagonist olarak belirlenmistir®.

Zamana bagl 6ldiirme egrilerinin belirlenmesi

Zaman bagl 6ldiirme deneyleri, ikili veya
ti¢lti antibiyotik kombinasyonlariin bakterisi-
dal etkinliklerini saptamak icin gerceklestiril-
mistir®. Deneylerde kullamilan ti¢ sus farkh
duyarhilik &zelliklerine gore segilmigtir. CSA-
13'tin tek basina ve kolistin-siprofloksasin ve
kolistin-tobramisin ile {i¢lii kombinasyonunun
bakterisidal etkinligini arastirmak i¢in, zamana
baglh 6ldiirme egrisi yontemi kullanilmigtir. Her
bir antibiyotik tek basina 0.25x, 0.5x, 1x, 2x ve 4x
MIK’de ve 0.25x ve 1x MIK'de ikili ve ticlii kom-
binasyon halinde kullanilmistir. Antibakteriyel
madde icermeyen kontroller her bir sus icin
deneye dahil edilmistir. Inokulum 1x10° cfu/ml
olacak hazirlanmistir. Canli bakteri sayimlar
inokiilasyondan sonra 0, 0.5, 1, 2, 4, 8 ve 24 saat
araliklarla, i¢cinde TSA bulunan petri kutularina
ekilerek belirlenmistir. Ttim deneyler {i¢ kez ger-
ceklestirilmistir. Zamana bagli 6ldiirme egrileri,
ortalama koloni sayimlar1 ve zamana gore grafik
haline getirilerek degerlendirilmistir (log" cfu/
ml). Zamana bagh 6ldiirme deneyleri i¢in bakte-

edilen Pseudomonas aeruginosa suslarina kars iglii sinerjistik etkileri

ri tespitinin alt smirt 1 log" cfu/ml olmustur.
Bakteriyel etkinlik ilk inokulumdan >3-log' cfu/
ml’lik bir azalma olarak tanimlanmistir. Sonuglar,
tek basina en etkin maddenin etkisi ile karsilasti-
rildiginda kombinasyonun etkisi ile yorumlan-
mustir. Sinerji ve antagonizma, tek basina en etkin
maddeye kiyasla 24. saatteki kombinasyon ile
koloni sayimina gore, sirasiyla 2-log'” bir azalma
veya artis olarak tanimlanmuistir.

BULGULAR

Calisilan tiim suslar igin CSA-13, kolistin,
tobramisin ve siprofloksasinin MIK aralig1 0.5-4,
0.06-2, 0.125-64 ve 0.06-64 pg/ml iken, MiK50
degerleri sirasiyla 2, 0.5, 0.25 ve 0.5 ng/ml’dir.
Duyarlilik testleri, CSA-13, kolistin, tobramisin
ve siprofloksasin i¢in MIK degerlerinin sirasiyla
PAlsusuicin2,1,1,2;, PA2susuicin2,1,2,2 ve
PA3 susu icin ise 0,5, 1, 1, 1 pg/ml oldugunu
gostermistir. Mukoid ve non-mukoid suslardaki
MIK’ler arasinda fark goriilmemistir. MBK
degerleri ise MIK degerlerine esit ya da iki kat:
degerindedir. Calisilan tiim suglar i¢in CSA-13,
kolistin, tobramisin ve siprofloksasinin MBK
aralhigr 0.5-8, 0.06-4, 0.25-64 ve 0.125-64 ug/ml
iken, MBK, degerleri sirasiyla 2, 0.5, 0.25 ve 0.5
pg/ml’dir (Tablo 1 ve 2).

Mikrodiliisyon “checkerboard” yontemi
ile yapilan 40 adet susun ikili kombinasyon
calismalarinda aditif ya da sinerjistik etki goriil-
miis, hicbir kombinasyonda antagonizmaya
rastlanmamigtir. CSA-13’tin kolistin ile olan
kombinasyonunda % 50 oraninda sinerjizm elde
edilirken, ¢alisilan diger kombinasyonlar olan
kolistin-tobramisin ve kolistin-siprofloksasin de
sinerjizm oramn sirasiyla % 25 ve % 18 olarak
belirlenmistir.

Tablo 1. Antimikrobiyal ajanlarin 40 P.aeruginosa susuna karst olusturdugu in vitro etkileri.

pg/ml

CLSI kriterlerine gore ytizde dagilim*

Antimikrobiyal ajanlar ~ MIK aralig1 MIK,, MIK

90

MBK aralign  MBK,  MBK duyarli orta duyarli direngli

90

CSA-13 0.5-4 2 2 0.5-8 2 4 - - -
Kolistin 0.06-2 0.5 1 0.06-4 0.5 2 100 0 0
Tobramisin 0.125-64 0.25 1 0.25-64 0.25 1 94 0 6
Siprofloksasin 0.06-64 0.5 2 0.125-64 0.5 4 68 8 24

*CLSI kriterlerine gore kolistin icin duyarl ve direngli sinirlart <2 ug/ml ve 28 ug/ml, tobramisin igin <4 pg/ml ve 216 ug/ml, siprofloksasin
icin ise <1 ug/ml ve >4 ug/ml’dir. CSA-13 icin CLSI'da duyarlhilik kriteri yoktur.
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Tablo 2. PA1, PA2 ve PA3 suslarina karst antimikrobiyal ajanlarn tek basina ve kombinasyon halindeki etkileri.

Suslar MIK (ng/ml) Kombinasyonlar *

CSA-13 kol tob  sip kol+tob kol+sip CSA-13+kol+tob CSA-13+kol+sip
PA1 2 1 1 2 aditif aditif sinerjizm sinerjizm
PA2 2 1 2 2 aditif aditif sinerjizm sinerjizm
PA3 0.5 1 1 1 aditif aditif sinerjizm aditif

*kombinasyonlar zamana baglh oldiirme egrisi deneylerine gore calisilmistir.

kol: kolistin, tob: tobramisin, sip: siprofloksasin

Zamana bagli oldiirme deneylerinin
sonuglari, CSA-13'tin konsantrasyona bagiml
bir sekilde hizl bakterisidal etkisi oldugunu ve
3-log’luk &ldiirmenin 0.25xMiK'te tiim suglar
i¢in bir saat i¢inde oldugunu gostermistir. Sekil

zZaman (saat)

¢

zaman (saat)

e

—
3

T

4

x4 4d

w2

2

zaman (saat)

2’deki egrilerden de anlasilacagi {izere antimik-
robik maddelerin tek basina 0.25x ve 1xMiK'te
gosterdikleri etkiler benzer olmakla beraber,
siprofloksasin diger antimikrobiklere kiyasla
daha yiiksek log degerlerine sahiptir. 0.25x ve

/%

logefu/ml

zaman (saat)

logefu/ml
o0

zaman (saat)

f

—3¢ kontrol

-} CSA-13

—— kol

-A-+sip

—&— tob

@ kol+tob

—@— kol+sip

=~ CSA-13+kol+ok

—@— CSA-13+kol+sip

Zzaman (saat)

Sekil 2. Zamana bagh oldiirme egrileri: PA1 (a, b), PA2 (c, d) ve PA3 (e, f) suslarmna kars: antimikrobik maddelerin 0.25xMIK (a, c, e) ve
1xMIK (b, d, f) konsantrasyonda tek bagina, ikili ve iiclii kombinasyon halindeki etkileri.
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Katyonik steroid antibiyotik CSA-13"iin, kolistin ve gesitli antibiyotiklerle kombinasyonlarinin kistik fibrozlu hastalardan izole
edilen Pseudomonas aeruginosa suslarina kars: {iglii sinerjistik etkileri

IxMIK’te kolistin+tobramisin ve kolistin+sip-
rofloksasin kombinasyonlariin c¢alisilan g
susta aditif etkide oldugu gozlemlenmistir.
Kombinasyonlara tigiincii bir antibiyotik olarak
CSA-13 eklendiginde, iiglii ilag kombinasyonu-
nun her biri 0.25xMIK te iki susa kars1 sinerjistik
bir etki gostermektedir. CSA-13-kolistin-
tobramisin kombinasyonun diger ti¢lii kombi-
nasyona gore tizerinde ¢alisilan {i¢ sustan ikisine
karsidaha etkili oldugu saptanmigtir. Antibiyotik
konsantrasyonu 0.25xMIK’ten 1xMIK’e cikaril-
diginda, CSA-13-kolistin-tobramisin kombinas-
yonunun diger rejime gore iki susa karsi daha
etkili oldugu bulunmustur. Tiim bunlara ek ola-
rak, ii¢ susta da {iclii kombinasyonlarda 2. saat,
4. saat ve 8. saatte erken sinerjizme rastlanmis-
tir.

TARTISMA

Giliniimiizde P.aeruginosa infeksiyonlarma
kars1 artan antimikrobiyal direng diinya ¢apinda
bir problem haline gelmistir®?. Bu mikroorga-
nizma KF hastalarinin solunum yollarina yerle-
sebilen bir patojen olup, bir kez kolonize oldu-
gunda organizmanin yok edilmesi oldukca giic-
tiir. KF hastalarmin geleneksel antimikrobiyal-
lerle tedavisi yalnizca mikroorganizma duyar-
liysa bakteriyel ytikii azaltarak olabilmektedir®®.
Calismalar, Pseudomonas’in hizla hipermutasyo-
na ugrama yetenegine sahip bir bakteri oldugu-
nu ve tekli genlerdeki degisikliklerin antipsddo-
monal maddelere karsi direng gelisiminde rol
oynadigini gostermektedir®. Direng, monotera-
pi sirasinda son derece kolay gelismektedir. Bu
nedenle, KF hastalarindaki kronik Paeruginosa
infeksiyonlarinin tedavisi sirasinda direnci
geciktirmek icin kombinasyon tedavisinden
yararlanilmaktadir®®. KF hastalarinda Paerugi-
nosa infeksiyonlarmi tedavi etmek igin gesitli
stratejiler mevcuttur ve standart antibiyotik
tedavisi tek basina veya kombinasyon halinde
kolistin ve tobramisin gibi inhalasyonla alinan
antibiyotiklerin ve siprofloksasin gibi oral kino-
lonlarin  kullanimini  icermektedir 16213336,
Tedavi edilmesi gii¢ kronik infeksiyonlarda,
direnci engelleyebilecek sekilde farkli bolgeleri
hedefleyen yeni antimikrobiyal maddelerin kes-
fine ihtiyag giin gectikce artmaktadir. Bunlardan
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biri olan CSA-13, ceragenin ailesinin basta gelen
bir molekultidiir ve hazirlanmasi ve saflastiril-
mas1 antimikrobiyal peptitlere gore daha
kolaydir®™. CSA-13, vankomisin direngli
Staphylococcus aureus®, ¢oklu ila¢ direngli
P.aeruginosa®, Helicobacter pylori" ve Streptococ-
cus mutans ile Porphyromonas spp.®® gibi perio-
dontopatik bakteriler kargisinda antimikrobiyal
etkinlik géstermektedir. Ayrica, CSA-13 vaccinia
virtisii" ve Trypanosoma cruzi'® karsisinda da
etkindir. Hayvanlar iizerinde yapilan calisma-
larda CSA-13"iin diisiik toksisite gostermesi, bu
bilesigin insan tedavisindeki olasi uygulamasin
desteklemektedir®). Bucki ve ark.?® tarafindan
yapilan bir ¢alismada, CSA-13'tin sahip oldugu
hidrofobik o6zellikten dolayl, KF hastalarinin
solunum yollarinda olusan inflamasyon ve kro-
nik infeksiyonda potansiyel olarak etkili oldugu
saptanmusgtir.

Bu ¢alismamiz CSA-13"tin, KF hastalarin-
da yaygmn sekilde kullanilan antibiyotikler olan
kolistin, tobramisin ve siprofloksasinle benzer
MIK degerlerine sahip oldugunu gostermekte-
dir. Chin ve ark.® Paeruginosa’ya karst CSA-13
ile yapmis olduklar1 duyarlilik caligmasinda
MiK50 ve MBK, degerlerini 16 ng/ml bulmus-
tur. Bizim ¢alismamizda 2 pug/ml olarak saptadi-
g1miz MiKSO ve MBK, degerlerine gore, Chin ve
ark.’nin bu degerlerinin yiiksek olmasi muhte-
melen o grubun suslarmin direngli suslar da
icermesindendir.

Mikrodiliisyon “checkerboard” yoéntemi
ile yapilan ikili kombinasyon caligmalarinda
aditif ya da sinerjistik etki goriilmiis, hicbir
kombinasyonda antagonizmaya rastlanmamis-
tir. Elde edilen bu sonuglar 6zellikle CSA-13 i¢in
tmit verici olup, bizim daha 6nceki ¢alismami-
zin bulgulariyla da benzerlik gostermektedir®.

Zamana bagh oldiirme egrisi deneyleri
klinik durumlar ile daha yakindan iligkilidir, bu
teknik ile, tipik olarak yalnizca inhibitor 6zellik-
leri saptayan mikrodiliisyon “checkerboard”
yonteminin aksine, bakterisidal 6zellik de ince-
lenebilmektedir. Zamana bagh ¢ldiirme egrileri-
nin mikrodiliisyon “checkerboard” teknigine
gore bir diger 6nemli avantaji da, antimikrobi-
yal 6zelligin ve zaman icindeki etkilesimin dina-
mik bir resmini saptayabilmesidir®. Paerugi-
nosa’ya karsi zamana bagl oldiirme egrileri
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caligmalart genellikle aminoglikozit grubu bir
antibiyotik ile olusan kombinasyonda herhangi
bir sinerjizm olup olmadigini degerlendirmeye
yonelik olmustur. Beta-laktam ve aminoglikozit
grubu antibiyotiklerin kombinasyon halinde
kullanimi klinik olarak iyi kanitlanmis ve iyi
belgelenmis etkili bir tedavi olmasina ragmen,
bu tedavinin Pseudomonas tiirlerine karsi beta-
laktam direncini ve aminoglikozitlerin toksisite-
sini arttirmak gibi olumsuz etkileri de vardir®.
Chin ve ark.® Paeruginosa ile yapmis olduklar
zamana bagh 6ldiirme ¢alismasinda, CSA-13'tin
tek bagina konsantrasyona bagimli aktivite gos-
terdigini ve sefepim ve siprofloksasin ile yapilan
ikili kombinasyon calismalarinda da sinerjistik
ve aditif etkinin saptandig belirtilmistir. Yakin
zamanda yaptigimiz bir diger calismamizda®,
CSA-13"tin 50 Paeruginosa susu igin MIK50 dege-
rini 2 pg/ml saptanmis, mikrodiltisyon “chec-
kerboard” yontemi kullanarak calisilan ikili
kombinasyonlarda sinerjistik etkilesimler cogun-
lukla CSA-13-kolistin kombinasyonunda goriil-
miis ve zamana karsi 6ldiirme deneylerinde 2.
saat, 4. saat ve 8. saatlerde erken sinerjizme rast-
lanmistir. Bu nedenle, bu sinerjistik etkinin var-
lig1 cerageninleri antimikrobiyal kemoterapide
potansiyel olarak degerli hale getirmektedir. Bu
nedenlerden dolay1 ¢alismamizda umut vaat
eden, yeni bir katyonik steroid antibiyotik olan
CSA-13'ti sub-MIK ve 1xMIK'te kolistin-
tobramisin ve kolistin-siprofloksasin ile tiglii
kombinasyonlarinin arastirilmas: hedeflenmis-
tir. Ayrica yapilan bu ¢alisma ile CSA-13"iin, tek
basma kullanildiginda, etkili bakterisidal bir
madde oldugunu ve de konsantrasyona bagimli
aktivite gosterdigi saptanmistir. Kombinasyon-
lara tiglincti bir antibiyotik olarak CSA-13 eklen-
diginde, iglii ilag kombinasyonunun her biri
0.25xMIK te iki susa kars: sinerjistik bir etki gos-
termektedir. CSA-13-kolistin-tobramisin kombi-
nasyonun diger {iclii kombinasyona gore {ize-
rinde calisilan ti¢ sustan ikisine kars1 daha etkili
oldugu saptanmistir. Antibiyotik konsantrasyo-
nu 0.25xMIK’ten 1xMIK’e ¢ikarildiginda, CSA-
13-kolistin-tobramisin kombinasyonunun diger
rejime gore iki susa karsi daha etkili oldugu
bulunmustur. Bunlara ek olarak, ti¢lti kombi-
nasyonlarda ti¢ susta da erken sinerjizm saptan-
mugtir. CSA-13"tin tiglincli antibiyotik olarak
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eklenmesinin kolistin-tobramisin kombinasyo-
nunun bakteriyel etkinligini arttirmig olmasi
gozlemlenen sinerjizmi agiklamaktadir. Ote yan-
dan, tobramisin in vitro olarak Pseudomonas’a
kars1 sinerjistik 6zellikte bir madde olarak etki
etmektedir ve tobramisinin bu etkisi en iyi beta-
laktam kombinasyonlarinda gozlemlenmekte-
dir™*®. Calisgmamizin sonucuna gore, test ettigi-
miz tiim antibakteriyel maddeler konsantrasyo-
na bagimh bakterisidal etki gosterirken, diger
antibiyotikler ile CSA-13"ti birlestirmek {imit
vaat edici gortinmektedir. CSA-13, Gram negatif
organizmalarin hem dis membranini hem de
sitoplazmik membranini gegirgen hale getir-
mekte ve boylelikle antimikrobiyallere karsi
duyarlilik meydana getirmektedir®?.

Bu calisma kinolon veya aminoglikozit
grubundan bir antibiyotik ile birlikte polimiksin
grubundan kolistinin ve katyonik steroid bir
antibiyotik olan CSA-13’iin kombinasyon halin-
deki etkilerini KF hastalarindan izole edilmis
P.aeruginosa suslarina karsi inceleyen ilk calis-
madir. Ozet olarak, bir énceki calismamizi
genisleterek®, kolik asitten tiiretilmis bir mole-
kiil olan CSA-13"tin {iclii kombinasyonlarinin
KF hastalarindaki P.aeruginosa infeksiyonlarinin
tedavisine yeni bir bakis acis1 kazandiracagini
diistinmekteyiz. Sonug olarak, monoterapi sira-
sinda Paeruginosa’ya karst direng gelisimi sik
oldugundan, umut vaat eden yeni bir molekiil
CSA-13'1i kolistin ve tobramisin ile ti¢lii kombi-
nasyonlarda kullanmak; direncin olusumunu
onlemek veya geciktirmek ve bu organizma kar-
sisinda sinerjistik etkilesim kazanmak i¢in yarar-
I1 olabilir. Ancak in vitro kosullarda elde edilen
bulgularimizin in vivo kosullarda yapilan
deneylerle ve klinik ¢caligmalarla desteklenmesi
gerekmektedir.

Tesekkiir: Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel
Aragtirma birimince desteklenmistir. Proje numara-
s1: 2925.
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