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(;E$ITLI ANTIBIYOTIKLERIN SUBMINIMAL -
INHIBITOR KONSANTRASYONLARININ CESITLI
BAKTERILER UZERINE ETKILERI
2. SIPROFLOKSASIN ILE ALINAN SONUCLAR* **

Arif KAYGUSUZ, Kurtulus TORECI
OZET

Siprofloksasinin 1/2, 1/4 ve [/8 MIC'larda E.coli, K.pneumonidge, P.mirabilis,
P.aeruginosa, S.aurens ve E.foecalis dirlerinden 3'er sugun canh kalmasina,
Gremesine ve 1s:ik mikroskobundaki morfolojilerine etkisi incelenmistir.
Antibiyotiksiz kontrol kiiltiriine gbre 6 saatte dremeyi en az % 90 inhibe cden
konsantrasyon "MAC {minimal aktif konsantrasyon)" degeri, inokulumdaki canli
bakteri sayisinda azalima "bakterisid etki" olarak tammlanmistir.

Siprofloksasinin MAC deeri E.coli suglarinm biri igin [/2 MIC, biri igin 14
MIC; K.pnewnoniae suglarimn ikisi igin 1/2 MIC, biri icin 1/8 MIC; P.mirabilis
suglary igin [/4 MIC; P.aeruginosa suglarmmn ikisi icin 1/2 MIC; S.aureus
suglarinin ikisi icin /4 MIC; E.faecalis suglanmn ikisi icin 1/2 MIC, biri igin 1/4
MIC; birer E.coli, P.aeruginosa ve S.aureus susu igin >1/2 MIC olarak
bulunmugtur, Siprofloksasin P.mirabilis suslar, K.pneumoniae suglarindan biri,
S.aureus suslarindan ikisi igin sub-MIC'larda degigik derecede baklerisid ctki
gostermistit. Sub-MIC'da siprofloksasin varlifinda Gram pozitif koklarda irilesme,
Gram negatif comaklarda filaman olusumu goézlenmistir.

Bu bulgular tedavide sub-MIC'da siprofloksasinin de belirli etkinlifinin
olabilecefi goriisiinii desteklemektedir.

SUMMARY

Effects of subminimal inhibitory concentrations (sub- MICs) of various antibiotics
on bacteria. 2. Results obtained with ciprofloxacin.

The effects of /2, 1/4 and 1/8 MICs of ciprofloxacin on the survival, growth
and light-microscopy morphology of 3 strains from each of E.coli, K.preumoniae,
P.mirabilis, P.aeruginosa, S.aureus and E.faecalis species were investigated. The
lowest concentration of ciprofloxacia which inhibits the bacterial growth at least
90% in 6 hours when compared with growth in antibiotic-free medium was regarded
as "MAC {minimal active concentration}” value. The decrease in viable cells
added as incoculum was regarded as the "bactericidal action" of sub-MICs.
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MAC values of ciprofloxacin were 1/2 MIC for | and 1/4 MIC for another
E.coli strains; 1/2 MIC for 2 and 1/8 for 1 K.preumoniae strains; 1/4 MIC for 3
P.mirabilis strains; /2 MIC for 2 P.aeruginosa strains; 1/4 MIC for 2 S.aureus
strains; 1/2 MIC for 2 and 1/4 MIC for | E.faecalis strains. Ciproftloxacin showed
bactericidal effects of varying degrees on 3 P.mirabilis, 1 K preumoniae and 2
S.aureus strains at sub-MICs, Morphological changes were observed in the sub-
MICs of ciprofloxacin as the increase in the diameter of cels in Gram-positive
cocel and, as the filament formation in Gram-negative rods.

The results confirm that sub-MICs of ciprofloxacin may have some elfects in
the treatment of some infections. '

GIRIS

Antibiyotiklerin MIC altindaki konsantrasyonlarda (sub-MIC)'da bakteriler
tizerine ¢egitli etkilerinin oldugu ve bu ctkilerin tedavide dnemli olabilecegi gegitli
caligmalarfa gosterilmistiv (1, 2, 1§, 15). Ulkemizde izole edilen bazi bakteri
suslart icin amikasinin 6 saatlik hir inkiibasyonda antibiyotiksiz ortamdakine oranla
tiremeyi en az % 90 azaltan MAC (minimal aktif konsantrasyon) degerleri,
MIC/MAC oranlan, inokulumdaki bakterilerin canhi kalmalart ve morfolojileri
tzerine etkisi bir bagka ydzimezda bildiriimigtir (16). Bu galigmada siprofloksasin
ile aldigimz sonuglar bildirilecektir,

GEREC VE YONTEM

Cahsmada lger E.coli, K pnewmoniae, P.mivabilis, P.aeriginosa, S.auwrens ve
E.faecalis sugu kullamlmigur. Siprofloksasin Bayer Tiirk Kimya San. Ltd. §.'den
saglanmigtir. Su'§1ar, besiyerleri, antibiyotik ¢zeltisinin hazirlanmasi ve deneylerde
kullantlan yontemler daha once bildirilmistir (16). Ozetle ~5x105 cfu/mi bakieri ve
siprofloksasinin 1/2, 1/4;.1/8 MIC'unu iceren 2 ml hacimde karigimlar ve
antibiyotiksiz kontrol tipii 37°C'de 6 saat inkiibe edilmig ve canli bakieri sayimlan
yapilarak kontrole gore iiremeyi en az % 90 azaltan MAC degerleri ve MIC/MAC
oranlan saptanmustir. Inkiibasyon sonunda inokulumla ilave edilen canlt bakteri
sayisinda 3 log veya fazla azalma gorilmesi "belirgin®, 1-3 log azalma "orta
derecede”, 0.5-1 log azalma "diiglik derecede” bakterisid etki olarak tammlanmisgtir.
Sub-MIC'lartn morfoloji lizerine etkisi her tirden 1 sug igin metil alkolle tespil
edilmig ve Gram yontemi ile boyanmis preparasyonlarda stk mikroskobu ile
incelenmistir,

BULGULAR

Alinan sonuctar tablo 1, 2, ve 3'de g,ostenlmrg.hr

Siprofloksasinin | E.coli susu igin MAC degeri 1/4 MIC, MIC/MAC orans 4;
bir sus igin MAC degeri 1/2 MIC, MIC/MAC orani 2; bir difer sug iginse MAC
deferi >1/2 MIC, MIC/MAC orani <2 colarak bulunmug, 3 sus iin de (/2 MIC'da
dahi bakterisid etki saptanmamistir,
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Siprofloksasinin 2 K.pneumoniae susu igin MAC degeri /2 MIC, MIC/MAC
oranmi 2; bir sug iginse MAC degeri <1/§8 MIC, MIC/MAC cram >8 olarak
bulunmustur. Son sug igin 1/8 MIC'da siprofloksasinde diisiik derecede bakterisid
etki saptanmgtir.

Siproftoksasinin 3 P.mirabilis susu igin de MAC deferi 1/4 MIC, MIC/MAC
orani 4 olarak bulunmus; 1/2 MIC'da bir sug igin belirgin bakterisid etki, diger 2 sus
icin orta derecede bakterisid etki saptanmigtar.

Siprofloksasinin 2 P.aeruginosa susu igin MAC degeri 1/2 MIC, MIC/MAC
orami 2; bir sus igin MAC degeri »>1/2 MIC, MIC/MAC oran1 <2 olarak bulunmusg,
higbir sug icin 1/2 MIC'da dahi bakterisid etki saptanmanustr.

Siprofloksasinin 2 S.aureus susu icin MAC degeri 1/4 MIC, MIC/MAC oram 4;

bir sug icin MAC degeri >1/2 MIC, MIC/MAC oran1 <2 olarak bulunmustur. Iki sug

igin 1/2 MIC'da orta derecede bakterisid etki saptanmugtir.

Siprofloksasinin 2 E.fuecalis susu igin MAC deferi 1/2 MIC, MIC/MAC oram
2; bir sug icin MAC degeri 1/4 MIC, MIC/MAC oram 4 olarak bulunmustur. Hicbir
suy igin 1/2 MIC'da dahi bakterisid etki saptanmamustir.

Siprofloksasinin 1/2-1/4 MIC'larinda F.faecalis 59 susunda bakteri hiicreleri
irilegmis ve vzun zincirler olusturmusg; S.aureus ATCC 29212 sugunda ise 1/2-1/8
MIC'larda koklarin irilestifi gdzlenmistir. E.coli ATCC 25922 sugunun kontrol
kitltiiriinde ¢ofunlugu 3-4 L, arada nadir 5-7 w'luk ¢omaklar goériiliitken antibiyolik
konsantrasyonu 1/8§ MIC'dan 1/2 MIC'a dogru arttikga 15-20 y'u bulan, bazen genig
kavisler ¢izen filaman sekilde bakteriferin olugtufu, normal goriiniimdekilerin
azaldigt veya kayboldufBu saptanmigtir. Diger Gram negalif ¢omaklarda da
E.coli'dekine benzer morfolojik degisiklikler gozlenmistir. Ornegin K.preumoniae
A 15 susunda 1/2-1/8 MIC siprofloksasinin varlifinda uzun ve yer yer normaldekinin
2 katr kahinhiginda filamantar, P.aeruginosa ATTC 27853 susunda 1/4-1/8 MIC'da
seyrek fakat 1/2 MIC'da gok sayida uzun filamanlar gézlenmistir.

Tablo 1. Siprofloksasin ile E.coli ve K.pneumoniae suglarinda alinan senuglar,

E.coli K.pneumoniae
ATCC 732 626 INE B3 Cl
25922 :
Baslangigta 35x10%  5.0x10°  5.0x10° 47x10° 2.3x10%  2.5x10°
1/2 MIC 1.2x107  1.7x107  1.0x107 e 4.2x107  1.1x10°
1/4 MIC 1.5x107  2.0x10%  2.3x108 — G.ox10®%  7.7x107
1/8 MIC 3.5%107  1.2x10Y  1.0x10Y 12105 7.5x10%° &.0x10%
Antibiyotiksiz 4.0x107  2,0x10Y  1.1xi09 2.2xt09 1.3x10Y 135108
MIC (lg/ml) 0.004 0.008 0.008 0.12 0.015 0.06
MAC 0.5-1 MIC 1/4 MIC 1/2 MIC  <1/8 MIC  1/2 MIC 1/2 MIC
MIC/MAC - <2 4 2 >8 2 2
Bakterisid etki
Belirgin e — erean — e e
Orta derccede — —_ — e — —
Diigiik derecede — — e 1/8 MIC — —

* ki sayimun ortalamasi olarak ml'de canli bakteri Say1si,
#* [ki sayim farkh bulunmus, deney tekrar edilmemigtir.
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Tablo 2. Siprofloksasin tle P.mirabilis ve P.aeruginosa suglaninda alinan sonuglar,

P.mirabilis P.aeruginosa
654 753 838 ATCC 15400 2313
' 27853

Baslangicta 6.5%10%  5.0x10%  9.2x10° 5.0x10%  55x10%  2.5x10°
172 MIC 5.0x10% <5.0x10%2  5.0x103 2.2x107 2.3x107  3.7x107
1/4 MIC 7.0x10%  1.7x10%  3.0x10% 8.7x107 8.5x107  1.5x107
18 MIC 3.1x108  3.0x107  1.5x10% 1.4x10% 2.9x10%  7.0x107
Antibiyotiksiz 6.0x10%  2.2x10%  6.5x108 2.3x108 L7108 1.4x108
MIC (ug/ml) 0.03 0.03 0.03 0.12 0.25 0.12
MAC /4 MIC 1/4 MIC 1/4 MIC 1/2 MIC  0.5-1 MIC 1/2 MIC
MIC/MAC 4 4 4 2 <2 2
Bakterisid etki :

Belirgin — 1/2 MIC — — — —

Orta derecede 1/2 MIC — 1/2 MIC —— B —_

Diigiik derecede —_ — — _— _ _

* Tablo 1 alt yazisina bakiniz,

Tablo 3., Siprofloksasin ife S.aureus ve E.faecalis suglarinda alinan senuclar,

S.aureus - - E.faecalis
ATCC 1851 2018 50 a0 71
29212
Baslangicta . 2.5x10%  1.5x10°  8.5x10° 5.0%x10%  1.0x10%  1.8x109
1/2 MIC ' 5.2x107  4.4x10%  1.0x10¢ 9.0x10¢  8.5x10°  1.4x100
1/4 MIC 2.2x10%  2.4x107  1.1x107 —— 4,7x107  9.2x10°
1/8 MIC 3.1x10% - 2.3x10%  1.0x10% — — 5.5%107
Antibiyotiksiz 4.5x10%  2.6x10%  2.3x10% 1.4x108 2.5x108  1.7x10%
MIC (ng/ml), 0.5 0.5 0.25 2 4 4
MAC 0.5-1 MIGC 1/4 MIC 1/4 MIC 1/2 MIC  1/2 MIC  1/4 MIC
MIC/MAC <2 4 4 2 2 2
Bakierisid etki
Belirgin — — — —_ — —
Orta derecede — 1/2 MIC  1/2 MIC — — —
Diigitk derecede — — — o — —
* Tablo {1 alt yazisina bakimz.
TARTISMA

Kinolon grubu antibiyotikler de dahil olmak lizere genel olarak antibiyotiklerin
MIC altindaki konsantrasyonlarimin bakierisid etkileri ve yine bu konsantrasyonlarin
bakterilerin fremeleri lizerine etkileri oldukga az incelenmistir. Greenwood (8) ilk
kinolonlardan nalidiksik asitin 1/4 MIC konsantrasyonunda bir E.coli susunun
iremesini kontrole gire belirgin sekilde azalthfim gistermistir. Zhanel ve ark (18)
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34 mukoid Ureyen 10 P.aeruginosa susunda 1/4 MIC'da ¢ saatte kontrole gore
tiremede [ log (% 90)'dan fazla, 1/8 MIC'da ise aym siirede mukoid olmayan
suglarda 1 log kadar, mukoid suglarda ise daha az azalma saptamiglardir.
Aragtiricarin bulgularindan 1/2 MIC'da 6 saatte mukoid olmayan sugiarda canh
bakteri sayisinin ortalama % 27+34 oraninda, mukoid suglarda ise % 7+6 oraminda
azaldigi, suglar arasinda biiylik fark oldugu anlasitmaktadir. Bu sonuglar 1ki sug igin
MAC degerinin 1/2 MIC olarak bulundugu, inokulumda 0.5 logu bulan bakterisid
etki saptanmadigi bulgulartmizla ¢ok uyumlodur. Zhanel ve ark (I8)
siprofloksasinin sub-MIC'arda P.aeruginosa suglar lizerine konsanirasyon arttikga
uzayan antibiyotik sonrasi etki gosterdifiini de bildirmiglerdir.

Siprofloksasinin sub-MIC'larda E.coli, K.preumoniae, P.mirabilis, S.aureus,
E.faecalis suglarinm lremeleri Gizerine etkisi konusunda bir kaynaga rastlayamadik.
Tablolarda g6ritldligti gibi siprofioksasin 1/2 veya 1/4 MIC'larda bu bakteri
tirlerinden suglarin 2 veya 3'Gniin dremesini en az % 90 oraninda inhibe etmis,
K.preumoniae suglarindan birinde, S.cureus suslarindan ikisinde ve P.mirabilis
sugfarindan tgilinde sub-MIC'larda degisik derecelerde bakterisid etki gdstermistir.
Bu bulgularimiz bir Slgiide antibiyotiklerin MIC ve MBC degerleri ile yapilan
karsilagtirmalarindan elde edilen sonuglarla benzerlikler de gostermektedir. Ornegin
MIC 90 degerlerinin karsilagtinimas: ile siprofloksasin, stafilokoklara karss,
streptokok ve enterokoklara oranla daha etkili bulunmaktadir (5). Antibiyotikler
ba“k{‘erisid etkileri yoniinden karsilagtirildiklarinda kinolonlar aminoglikozidler gibi
cabuk bakterisid etki gostermektedirier. Bakterisid etkileri beta-laktamlardan ve
vankomisinden daha mzhdir (2, 12). Calismamizda siprofloksasin sub-MIC'larda 2
S.aureus suguna orta derecede bakterisid etkili bulunurken, E faecalis suglan
tizerine herhangi bir bakferisid etki gostermemistir. Bu ¢aligmada ikl S.aureus susu
fizerine sipfoﬂoksasinin sub-MICTarda gisterdigi bakterisid etki benzer gekilde
yapilan baska bir galigmamizda (10) penisilin-G, sefalotin ve vankomisin ile
olugmamustir. :

Siprofloksasinin sub-MIC'arda gesitli bakterilerin morfolojisi Gzerine etkileri
cok sayida gahigmada arastirilmigtir. Siprotloksasinin Gram negatif gomaklarda
yogun filaman ve vakuol olusumuna yol agtifn bilinmekiedir (6, 11, 14). Diver ve
Wise {4) siprofloksasinin MIC veya MIC'a yakin konsantrasyonlarinda E.colimin
filaman olusturdugunu, yliksek konsantrasyonlarda ise ovoid hiicreler meydana
geldigini gostermis, filaman olugsumunun kloramfenikol ile dnlenmesini ise filaman
olugmasi igin RNA ve protein scntezinin gerektifi seklinde yorumlamiglardir.
Siprofloksasin PBP'lere etkili olmadifindan filaman olusumunun mekanizmas
beta-laktamlardan farklidir ve hiicrenin DNA yikunina karg: verdigi alarm (5.0.58.)
cevaby ile hiicre béliinmesini inhibe eden protein sentez edildigi, bu proteinlerin
hilcre béliinmesini dnlemest ile hiicrelerde filamanlasma olugtugu ileri
stirilmektedir (9, 13). Kinolon grubu antibiyotikler, Gram pozitif koklarda hiicrelerin
irilegmesine neden olmaktadwr (7, 17).

Cahgmamzda siprofloksasin S.aureus'da koklann irilegmesine, £ faecalis'de
koklarm irilegsmesine ve daha uzun zincir olusumuna, Gram negatif gomaklarda ise,
P.aeruginosa'da daha az olmakla beraber, uzun filamanlar ve bazen bakterinin 2
katina kadar kahinlagmasina yol agmistir.
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Subinhibitér antibiyotik konsantrasyonlarinda olusan filaman veya iri
hakterilerin bafisik serumlarinda daha yiiksek titrelerde aglutine oldugu, koloni
olugturan dinit olarak degil de bakteri kitlesi dikkate alinirsa genel olarak daha
kolay fagosite edildigi, polimorf niiveli tokositlerin dldiiriicl etkisine ve serumun
bakterisidal etkisine daha duyarh olduklan, birgok defa yilizeylere adezyonunun,
bazi enzim ve toksinleri olusturma kabiliyetlerinin azaldifi gésterilmistir (11, 15).
Tiim bu etkiler ve sub-MIC'larda antibiyotiklerin bakleri firemesini yavaglatmalas
hatta bazi durumlarda bir 6lgiide bakterisid etki gdstermeleri, tedavide yararhi
olabilecek etkileridir. '

Bunun yaninda antibiyotiklerin sub-MIC'Tardaki etkileri her zaman yararli yonde
degildir. Bu konsantrasyontarin direngli bakteri mutantlarinin seleksiyonunu
saglamasi, direngte rol alan beta-laktamaz gibi enzimlerin ve bakteri toksinlerinin
olugumunu indiiklemesi, konjugasyonla direng genlerinin aktarimini kolaylagtirmas
gibi zararh etkilerinin de olabilecedi unutulmamalidir (3, 15).
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