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Sunum icerigi

Antibiyotik
Yeni aday antibiyotik molekiiller1 (Anabilim
Dalimizda calisilan)

Antimikrobiyal aktivite testleri (MIK, MBK,
MBIK, FIK, TKC ve PAE Tayini)

Anabilim Dalimizda yapilan ¢alismalardan
ornekler



Cok kiiciik dozlarda bile mikroorganizmalar1 Oldiiriicii veya
uremey1l durdurucu etki gosteren, c¢esitli mikroorganizma
tirler1 tarafindan tretilen ve infeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan ajanlardar.

Diger kemoterapotik ajanlarla olan tedaviden farkli olarak,
antibiyotik tedavisinde 1lacin baglandig1 reseptorler, hastadan
1zole edilebilen ve laboratuvarlarda in vitro kosullarda calisma
imkan1 veren canli mikroorganizmalardir.

Bu durum bize deney hayvaninda ve insanda uygulanmasi
giic olan in vivo calismalara temel olusturacak on bilgilerin
elde edilmesine biiyiik kolaylik saglamaktadir.



FDA tarafindan 2012 yilina kadar onaylanan yeni
sistemik antibakteriyal ajanlar

1983- 1988- 1993. 1998. 2003- 2008-
1987 1992 1997 2002 2007 2012



2010 yilindan gunumuze kadar

Teflaro (ceftaroline fosamil, Forest Laboratories)
Dalvance (dalbavancin, Durata Therapeutics)

Sivextro (tedizolid phosphate, Cubist Pharmaceuticals)

Orbactiv (oritavancin, The Medicines Co.)

Zerbaxa (ceftolozane/tazobactam, Cubist Pharmaceuticals)

Avycaz (ceftazidime/avibactam, Actavis)

New FDA-Approved Antibiotics (2014-15)

Drug Name

Tedizolid

Indication

Acute bacterial skin

Spectrum of
Activity

Gm + including MRSA

Comments

Similar to linezolid,

Mucor

(Sivextro) and skin structure and VRE except qday dosing
infection (ABSSSI)

Dalbavancin ABSSSI Gm+ including MRSA Prolonged 'z life

(Dalvance)

Oritavancin ABSSSI Gm + including MRSA Prolonged % life

(Orbactiv)

Ceftolozane- Treatment of clAl and MDR-GNRs including Inadequate anaerobic

tazobactam cUTI MDR-PseA coverage alone

(Zerbaxa)

Ceftazidime- Treatment of clAl and MDR-GNRs including Inadequate anaerobic

avibactam cUTI PseA, ESBL and some | coverage alone

(Avycaz) CRE

Isavuconazonium | Invasive aspergillosis Mold infections Non-inferior to vori for

(Cresemba) and mucormycosis including aspergillus, aspergillus; limited

data in single arm trial
for Mucor




* [lac endiistrisinin arastirmalart sonucunda kullanima
yeni antibiyotikler katildik¢a, etkinligin yanmi sira
maliyet, toksisite ve tedavi sirasinda gelisen direncle
ilgilt sorunlarin ¢ozumiu ancak en ideal doz
rejiminin saptanmasiyla mimkiin olabilmektedir.

 Kullanima yeni giren, daha da Onemlisi var olan
antibiyotiklerden (kolistin vb) en 1y1 sekilde
yararlanmak 1¢in 1deal tedavi rejimlerinin saptanmasi
gorevinl 1se hastane veya uUniversitelerdeki hekim,
biyolog, kimyaci, eczacilardan... olusturan arastirma
sruplari tstlenmektedir.



Anabilim Dalimizda arastirilan ve de uzerinde
durulan antimikrobiyal ozellige sahip yeni
aday molekulleri

* antimikrobik etkili peptitler (AMP)
* katyonik steroid molekiiller (CSA)
» cesith bitkilerden elde edilmis ekstreler

* kimyasal sentez yoluyla elde edilen maddeler



Antimikrobik etkili peptitler (AMP)
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Bocekler mikroorganizmalar,
amfibiyanlar, surungenler,
kuslar, bitkiler, memeli
hayvanlar ve insanlar gibi her
tiir canhdan izole
edilebilmektedir




Antimikrobik etkili peptitler (AMP)

* Canlilarin ¢cevrede bulunan mikroorganizmalarla meydana
gelebilecek infeksiyonlarina karsi en etkili silahlarindandir
ve dogal bagisiklik sisteminin dnemli bir parcasidir.

* Glinumiuzde 600’den fazla sayida dogal antimikrobik etkili
katyonik peptit bilinmektedir.

* Mellitin, magaininler, sekropinler, katelisidinler, buforin
II, LL-37, o ve  defensinler, protegrinler ve takiplesinler,
baktenesin, tanatin, indolisidin, PR 39, profeninler,
laktoferrisin B.....



AMP’lerin etki spektrumlari

Gram negatif bakteriler
Gram pozitif bakteriler
Mantarlar

HIV

Herpes simplex ve
influenza gibi bazi
zarfl1 virusleri

Parazitler

Antiendotoksik
AntitimoOr
Hemolitik
Kemotaktik
Mitojenik
Immiinomodiilator

Kontraseptif
aktiviteleri

Sinerjist etki






AMP’lerin etki mekanizmalari

* Antimikrobik etkili peptidlerin pozitif yiikli ve
hidrofobik yapida olmalari, bu maddelerin bakter1
membraniyla etkilesime girmeler: 1¢in ¢ok onemlidir.

* AMP’lerin bir¢ogu bu 0zelliklerinden dolay1 herhangi
bir reseptore ihtiya¢ duymaksizin direkt olarak negatif

yukli olan bakteri yiizeyine baglanarak etkisini
gostermektedir.

»

Lipit bilayer

¢




Cesitli klinik calisma asamalarinda bulunan AMP’ler

Peptid ad: Tanimai Kullanim amaci Sirketi Faz

calismasi

Omiganan (MBI- Indolisidin’in Kateter Migenix/BioWest III/11

226, MX-226, CLS- sentetik analogu infeksiyonlarinin, theropeutics

001) siddetli akne ve Cutanea Life

roseceanin Sciences
onlenmesinde topikal
antiseptik

Pexiganan (MSI-78) Maganin 2°nin Topical antibiyotik- MacroChem III
sentetik analogu diabetik tlserlerde

Iseganan (IB-367) Protegrin 1 Oral mukozitten Ardea Biosciences IIT
tirevi korunmada

LTX-109 Peptidomimetik Topikal antibiyotik- Lytic Biopharma I/11

Kolonize olmus nazal
MRSA

hLF1—11 Lactoferrin Bakteriyemi ve AM Pharma 1/11
tirevi mantar

enfeksiyonlarinda

OP-145 LI -37 turevi Kronik orta kulak Octoplus II

tedavisinde

Novexatin - NP213 Siklik arginin Fungusidal Novabiotics II
bazli1 heptamer

NVB302 B simmifi Clostridium difficile Novacta (Welwyn I
lantibiotik Garden City, UK)

MU1140 Lantibiyotik Gram pozitif Oragenics (Tapma, Klinik

bakteriler Florida) Oncesi
(Clostridium difficile,
MRSA)

Arenicin 21 aaarjinin ve Coklu direngli Gram Adenium Biotech Klinik
hidrofobik aa pozitif bakteriler Copenhagen oncesi
lerce zengin

Avidocin ve purocin Pseudomonas Dar spektrumlu AvidBiotics (S.San Klinik
aeruginosa’dan antibiyotik Francisco, Oncesi
modifiye edilmis California)

R-tipi
bakteriyosinler

IMX 924 Sentetik 5- Gram pozitif ve Iminex (Coquitlam, Klinik
aminoasit peptidi negatif bakteriler British Columbia, Oncesi

Canada




ANKEM Derg 2006;20(1):44-54.

_ GELECEGIN ANTIBiYOTIKLERI:
ANTIMIKROBIK ETKILi KATYONIiK PEPTITLER

Sibel DOSLER*, Biilent GURLER**, A.Alev GERCEKER*

* Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasatik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Beyazit, ISTANBUL
** [stanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Capa, ISTANBUL

OZET

Giiniimiizde, kliniklerde yogun olarak kullanian antibiyotiklere kargt bakterilerin yiiksek oranda direng geligtirmesi,
aragtirmactlart yeni antimikrobik etkili kaynaklarin arayisina yoneltmigtir. Bunlarin arasinda en fazla éne ¢ikan grup,
canlilarin gevrelerini kugatan mikroorganizmalara kargt savunmalarinda dogal bagigikligin onemli unsurlarindan olan
antimikrobik etkili katyonik peptitlerdir. Her tiir canlidan izole edilebilen bu maddelerin genig spekirumlu antibakteriyal,
antifungal, antiviral, antiprotozoal, antitiimor ve antiendotoksin gibi gegitli aktiviteleri ve bunlarla ilgili olarak devam eden
pek ¢ok bagarili galisma bulunmaktadir. Katyonik peptitler ozellikle, kullanimda olan pek ¢ok antibiyotige kargt yiiksek
diizeyde direngli bulunan bakteri suglart iizerine olan etkileri ve antibiyotiklerle meydana getirdikleri sinerjist etkileri ile
oldukea timit vand etmektedirler.



Ancak

Bazi1 mikroorganizmalar AMP’lere kars1 dogal olarak

direnclidirler (Serratia, Proteus, Providencia ve
Burkholderia)

Karmasik yap1 ve boyutlarindan dolay1 bir ¢cok
AMP’nin sentezlenmesi ve saflastiriimasi zordur

AMP’ler proteazlarin substratlari olabilmektedir ve bu
da vicuttaki yar1 dmiurlerini etkilemektedir.

AMP’lerin peptit olmayan formlarinin gelistirilmesi,
uzun zamandir kullanilan antimikrobiyal stratejilerinin
ve peptit tedavilerin dezavantajlari olmadan
kullanilmasini saglayacaktir.




Katyonik Steroid Antibiyotikler (CSA)

* Son zamanlarda, bir diz1 katyonik kolik asit tiirevi sentezlenmis

» Endojen katyonik antimikrobiyal peptitlerin peptit olmayan formlari
olarak gelistirilmistir.

» Magainin ve LL-37 gibi AMP’lere yapisal olarak benzer

» AMP’leri taklit etmek tlizere cerageninler (Cationic Steroid
Antibiotics-CSA-katyonik steroid antibiyotikler) toksisitesi diisiik
olan yeni bir sinif antimikrobiyal molekiillerdir,

» 160°den fazla sayidadir: CSA-8, CSA-11, CSA-13, CSA-27, CSA-54



LL-37




Peptitler ile CSA’larin arasindaki en onemli
farklar

» CSA'larin hidrofobik kisimlarmin lipid yapida
olmasindan dolayi, bu molekiiliin hiicre membrani
icerisine daha dengeli bir sekilde yerlesmesidir.

» proteolitik enzimler tarafindan par¢alanmaya kars1 daha
direncli olmasidir.



CSA’larin Yapisal Simiflandirilmasi

Polimiksin tiirevleri Skualamin turevleri

> Uc amin grubunun > Kopek baligindan izole

eter 1le steroid edilen i1lk CSA’lardandir
cekirdege baglanmasi | »Poliamin ve stilfat
» (24’ e baglanarak gruplarinin ters
etk1 gosterirler pozisyonda durmasi
» Siilfat grubunun

kaldirilmasiyla




CSA’larin cesitli potansiyel uygulama alanlari
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Bakterisidal Kontrollii salinim

aktivite

CSA’lar
Biyofilm olusumunu
engelleme
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aktivite
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CSA-13

vankomisine direncli Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa,

Acinetobacter baumannii,

Helicobacter pylori,

Streptococcus mutans ve Porphyromonas tiirleri

(antifungal, antiviral, antiparazitik, antibiyofilm ve antikanser
etki)
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CSA’lar konak hiicreye zarar vermeden mi prokaryotik
huicrelere etki ediyor?

» Membran aktif molekiiller olan CSA’larin, klinikteki yerini
hemolitik o6zellikler1 belirlemektedir

» Minimum Hemolitik Konsantrasyon (MHK)) degerindeki
eritrosit miktarinin hesaplanmasi sonucunda,

> Yiiksek MHK degeri, diisiik MIK degeri = artan membran
gecirgenligi
» Baz1 CSA’lar hem prokaryotik hem de dkaryotik membran

yapisin1 bozabilirken, bircok CSA diisiik MIK, yiiksek MHK
degerine sahip olabilir

Molekiil MIK (MBK) ve MHK sonuglar1 (png/ml)
Gram negatif bakteriler Gram pozitif bakteriler MHK
sonuglari

Escherichia Pseudomonas Klebsiella Enterococcus Staphylococcus Streptococcus

coli aeruginosa pneumoniae faecalis aureus pyogenes

ATCC 25922 ATCC 27853 ATCC 13883 ATCC 29212 ATCC 25923 ATCC 19615
Polimiksin B 1.8 (1.8) 0.20 (3.9) 5.3 (6.8) 40 (>100) 26 (>100) 19 -
CSA-2 36 (40) 21 (36) 47 (50) 3.3 (19) 2.0 (9.2) 4.2 (5.8) 100
CSA-3 3.0 (3.0) 2.0 (3.2) 2.6 (6.7) 3.1 (5.5 0.40 (2.0) 2.32.9 29
CSA-4 7.3 - - - 2.0 1.6 >200
Skualamin 1-2 4-8 - 1-2 12 - -
CSA-5 12.5 1.56 3.13 - 100

CSA-6 3.13 3.13 3.13 3.13 1.56 0.78 12.5




Literatiirde CSA’larla ilgili olan ¢calismalar

Kaynak

Calismanin kapsami

Metod

Sonug

Polat ZA. ve ark.,
Tiirkiye, 2016%?

Cerageninlerin Trichomonas vaginalis’e
kars1 in vitro etkileri

In vitro yontemler kullanilmistir

CSA-13, CSA-131 ve CSA-138 T. vaginalis
enfeksiyonlarinda etkili ajanlar arasindadair.

Bucki R.ve ark., ABD,
2015

CSA-13’un fare peritoneal infeksiyon
modellerinde ve hiicre kiltirinde
bakterisidal aktivitesi

In vitro, in vivo yontemler
kullanmilmistir

Mukozal yuzeyde CSA-13"un sinerjist etki
gosterdigi ve infekte olmus abdominal
boslukta etkisini devam ettirebildigi i¢cin yeni
antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir.

Niemirowicz K.ve ark.,
Polonya 2015¢%

Kolon kanser hiicreleri tizerinde CSA-13"
un apoptozis, canlilik ve antikanser
6zelliklerinin incelenmesi

Nanosistem yontemi ile gimiisle
kaplanan CSA-13, LL-37
antimikrobiyal ajanlarin in vivo
yontemlerle karsilastirilmasi

CSA-13 molekuliiniin apoptozisi fark
edilebilir sekilde azaltmasi ve LL-37
peptidinin etkisiyle karsilastirildiginda umut
verici olacag: aciklanmastir.

Niemirowicz K.ve ark.,
Polonya 20159

Nanosistem yontemi ile kaplanan
manyetik CSA-13 molekiillintin
antimikrobiyal etkisi, biyouyumlulugu,
hemolitik aktivitesi ve fizikokimyasal
ozelliklerinin incelenmesi

Transmisyon elektron mikroskobu,
fourier donitsumla kizilotesi
spektroskopisi (FT-IR),
differansiyel tarama kalorimetresi
(DSCO) ve termogravimetrik analiz
(TGA)

Gugli antimikrobiyal etkisi oldugu, farkli
viicut s1vilarinda biyofilm olusumunu
engelledigi, viicut igerisinde etkisini
korudugu ve diisiik hemolitik aktivitesinin
oldugu aciklanmastir.

Hoppens MA( ve ark.,
2014, ABD"'”

Nanosistem yontemiyle giimis kaplanan
CSA-13 ve katyonik steroid
molekiillerinin Gram pozitif ve negatif
bakterilere kars1 in vitro ve hemolitik
etkilerinin arastirilmasi

Transmisyon elektron
mikroskobu(TEM, dinamik 1s1k
sagilimi (DSL), zeta
potansiyel,yiliksek performansli si1vi
kromatografisi,electrosprayucus
zaman kiitle spektrometresi
(HPLC—ESI-TOF-MS)
ydntemlerini kullanarak MIiK,
MBK., zamana bagli dldiirme ve
hemolitik aktivitesinin arastirilmasi

CSA-13 ve CSA-124 molekiiliiniin etkili bir
ajan oldugu aciklanmistir

Bozkurt-Guzel C. ve ark.,
Turkiye 2014

C.albicans susuna karsi1 CSA
molekiillerinin in vitro etkisinin
arastirilmasi

In vitro yontemler kullanilmistir

CSA molekiillerinin etkili bir antifungal ajan
olabilecegi agiklanmastir

Hoppens MA. ve ark.,
ABD 2014"%

Nanosistem ydntemi ile magnetik gumiis
kaplanan CSA-124 molekiulliiniim
antimikrobiyal etkisinin arastirilmasi

S.aureus ve E.coli suslarina karsi
antimikrobiyal etkisi arastirilmistir

CSA molekiillerinin yeni antimikrobiyal ajan
olarak kullanima girebilecegi aktarilmistir

Bozkurt-Giuzel C. ve ark.,
Turkiye 2014

Karbapenem direngli A.baumannii
suslarina kars1 CSA-13 molekuliiniin in
vitro etkisi

MIK, MBK ve gesitli antibiyotikler
kombinasyon sonuglar:
incelenmistir

CSA-13, klinikte kullanilan antibiyotiklerle
sinerjist etki gdsterdigi ve etkili bir ajan
olabilecegi agciklanmastir.

Gu X.ve ark., ABD
20 1 3(]7)

Hidrojel kontakt lenslerde infekte olabilen
S.aureus ve P.aeruginosa suslarina karsi
cesitli CSA molekiillerinin etkisinin
incelenmesi

CSA-138, CSA-136, CSA-134 ve
CSA-120 molekiillerinin MiK,
MBK sonuglar: ve biyofilm
olusumuna etkisinin incelenmesi

Farkl1 konsantrasyonlarda S.aureus susunun
biyofilm olusumunu inhibe etmis yada
azaltmis, P.aeruginosa kolonizasyonunu
engelledigi ve CSA-138 molekiiliiniin
abiyotik ortamlarda dogal bagisiklik etkisi
gosterdigi aciklanmastir

Williams DL. ve ark.,
ABD 20139

Implant iliskili infeksiyonlarda biyofilm
olusumunun in vitro incelenmesi

In vitro yéntemlerle CSA-13
molekiliiniin biyofilm olusumuna
etkisi

CSA-13 molekulit PDMS molekili ile aym
ortamda kullanildig1 zaman etkisinin stabil
oldugu ve biyofilm olusumu tedavisinde
kullanilabilecegi belirtilmistir

Sinclair KD. ve ark.,
ABD 2013“?”

Ameliyat cihazlanyla iliskili
infeksiyonlarin engellenmesinde CSA-13
molekiiliiniin in vivo etkisi

12 tane iskelet yapis1 uygun kuzu,
dort gruba ayrilmis ve metisilin
direngli S. aureus enjekte edilmistir

Iskelet yapisinda daha énceden CSA-13
molekiiliiyle kapli olan grupta 12 hafta
sonunda infeksiyon gézlenmemis, cihazlarla
baglantili infeksiyon tedavilerinde CSA
molekiillerinin kullanilabilecegi aciklanmistir

Nagant C. ve ark., ABD
2012°

P.aeruginosa susuna kars1 bakterisidal
etkisini engellemeden CSA-13
molekiiliiniin insan umbilikal endotel
hiicrelerinde toksisite etkisinin
arastirilmasi

MTT test yontemi kullanilmistir

Pluronik asit F-127, CSA-13 molekulun
bakterisidal etkisini engellemeden
mitokondri hasarini 6nledigi ve toksisiteyi
azatligl aktarilmistir

Leszczynska K. ve ark.,
Polonya 2012¢°

LL-37, CSA-13, CSA-90 ve CSA-92
molekiillerinin oral ve ilist solunum yolu
infeksiyonlar: tedavisinde antimikrobiyal
aktivitesinin incelenmesi

In vitro yontemler kullanilmistir

CSA molekiillerinin potansiyel yeni
antimikrobiyal ajan olabilecegi sonucu
aktarilmistir

Bozkurt—Gﬁzel C. ve ark.,
Tiirkiye 20119

Kistik fibroz hastalarindan izole edilen P.
aeruginosa susuna karsi1 CSA-13
molekiiliiniin in vitro aktivitesinin
arastirilmasi

In vitro yontemler kullanilarak
MiK, MBK ve zamana bagh
oldiirme egrileri calisilmastir

CSA-13 molekiliniin etkili bir ajan oldugu
ve ikili, ticlii kombinasyonlarda sinerjist etki
gosterdigi belirtilmistir




Leszczynka K. ve ark.,
Polonya 201 I

Pluronik asit varliginda CSA-13
molekiiliiniin topikal infeksiyonlara karsi
in vitro etkisi ve hemolitik aktivitesinin
arastirilmasi

MIK, MBK ve zamana baglt
6ldiirme in vitro yontemlerle
calisilmis, eritrosit hiicrelerinin
hemolitik aktivitesi incelenmistir

Pluronik F-127 asit varliginda CSA-13
molekiilii bakterisidal ve giiglii hemolitik etki
gostermis oldugu agiklanmis olup topikal
infeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecegi
belirtilmistir

Lara D. ve ark., ABD
2010%%

CSA molekiillerinin antitripanozomid
etkisinin arastirilmasi

In vitro yontemler kullanilmistir

CSA-8, CSA-13 ve CSA-54 molekiillerinin
parazitlere etkili oldugu agiklanmistir

Howell MD., ve ark.,
ABD 2009°”

CSA molekiillerinin antiviral etkisinin
arastirilmast

Elektron mikroskobu, PCR, ve in
vitro yontemler kullanilmistir

CSA-13 molekiiliiniin iyi bir antiviral ajan
olarak kullanilabilecegi saptanmistir

Polat ZA. ve ark., Tiirkiye
20097

CSA molekiillerinin antiprotozoan
etkisinin arastirilmasi

Acanthamoeba castellanii
protozoanina kars1t CSA-13
molekiiliiniin in vitro yontemlerle
antimikrobiyal aktivitesi ve fare
bag doku fibroblast hiicre dizisinde
sitotoksisite etkisinin arastirilmasi

CSA-13 molekiiliiniin ameboisidal etki
gosterdigi ve konsantrasyon farkina gore
toksik etki gostermedigi saptanmustir

Isogai E. ve ark., Japonya
2009

CSA-13 molekiiliiniin oral mikrobiyotada
bulunan patojenlere karst antimikrobiyal
etkisinin aragtirilmasi

S.mutans ve Porphyromonas
tiirlerine kars1t CSA molekiillerinin
in vitro etkisinin aragtirilmasi

CSA-13 molekiiliiniin kariyojenik ve
periodontopatik bakterilere kars: etkili
oldugu ve yeni ajan olarak kullanilabilecegi
agiklanmugtir

Chin JN. ve ark., ABD
2007

Coklu ilag direnci gosteren P.aeruginosa
susuna kars1 antipseudomonal aktivitenin
arastirilmasi

MIK, MBK ve zamana bagl
6ldiirme yontemiyle antimiktobiyal
etki caligilmistir

CSA-13 molekiiliiniin ¢oklu ilag direnci
gosteren P. aeruginosa susuna kars1 etkili bir
ajan olabilecegi agiklanmistir

Chin JN. ve ark., ABD
2007

Glikopeptid direngli S.aureus susuna karst
¢esitli CSA molekiillerinin etkisinin
arastirilmasi

MIK, MBK ve zamana bagl
6ldiirme yontemleri ve post
antibiyotik etki ¢aligilmistir

CSA molekiillerinin direngli S.aureus
suslarma kars1 etkili bir ajan oldugu
agiklanmigtir




ANKEM Derg 2016;30(2):76-89 Derleme
doi: 10.5222 /ankem.2016.076

YENI BIR GRUP ANTIMIKROBIYAL AJAN:
SERAGENINLER (KATYONIK STEROID ANTIBIYOTIKLER)

Cagla BOZKURT-GUZEL, Gozde INCI
Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, ISTANBUL

OZET

Giiniimiizde ozellikle Gram negatif ve Gram pozitif patojenler bagta olmak iizere mikroorganizmalardaki ¢oklu ilag direncinin artma-
s1, aragtirmacilan alternatif tedavi segeneklerinin ve antimikrobik etkili ajanlanin arayigina yoneltmigtir. Bu konuda sikhikla ¢aligilan hedefler-
den bir tanesi bakteri membramdir. Bakteri membranm etkileyen birgok ajan, katyonik ve yiizeysel olarak amfifilik ozellikte olup, LL-37 ve
magainin gibi endojen antimikrobiyal peptidleri (AMP) de igeren molekiillerdir. Ancak, karmagik yapr ve boyutlarmdan dolay birgok
AMP nin sentezlenmesi ve saflagtiniimasi zordur. Bunlara ek olarak, AMPler proteazlarn substratlar: olabilmektedir ve bu da viicuttaki yar
omiirlerini etkilemektedir. AMP'lerin peptid olmayan formlarmmn gelistirilmesi, uzun zamandir kullanlan antimikrobiyal stratejilerinin ve
peptid tedavilerin dezavantajlar olmadan kullanimasii saglayacaktir. Son zamanlarda, bir dizi katyonik kolik asit tiirevi sentezlenmis ve
antimikrobiyal ajan olarak kullanilmalarint saglayacak dzellikleri saptanmgtir. AMP’leri taklit etmek lizere tasarlanan serageninler (Cationic
Steroid Antibiotics-CSA-katyonik steroid antibiyotikler) toksisitesi diigiik olan yeni bir stuf antimikrobiyal molekiillerdir. Peptid yapida
olmayan serageninler tuza duyarl degillerdir, biiyiik dlgeklerde hazirlanabilirler ve saflagtiriimalart nispeten daha kolaydir. Bunlardan biri
olan CSA-13 (Cationic Steroid Antibiotic-13), prototip ceregenin molekiiliidiir ve direngli suglar dahil olmak iizere Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilere karg: oldukga etkilidir. CSA-13, vankomisine direngli Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii ve Helicobacter pylori gibi bakterilere ek olarak; Streptococcus mutans ve Porphyromonas tiirleri gibi periodontopatik bakterilere
karg1 antimikrobiyal dzellik gostermektedir. Serageninlerin sahip oldugu antibakteriyal etkilerinin yam sira, bu molekiiller ayni zamanda,
antifungal, antiviral, antiparazitik, antibiyofilm ve antikanser etki de gosterebilmektedirler. CSA'lanin tiim hiicresel aktiviteleri bakterilerin

LML LT 4 - A L/ [/ L/ I 4 w2 4 T AL U r i 4 1 L/ 4 4 r L/ 4 I M

organizasyonu degisiklikleri ile gostermektedir. Ancak, serageninlerin stabilite, immiinogenetik, farmakokinetik ve farmakodinamik ozellikle-
rindeki eksiklikler, bu konuda daha fazla aragtirma yapimasim gerektirmektedir. Bu derlemede, bu ajanlarmn gegitli ozelliklerinin tartigilip,
aktiviteleri hakkinda su anakadar bilinenlerin ve mikrobival dzgiilliiklerinin incelenmesi amaclanmistir.




Antimikrobiyal aktivite testleri

(MIK, MBK, MBIK, FIK, TKC ve
PAE Tayini)



Antibiyotiklerin konak ve mikroorganizmayla olan
iliskisini ve buna bagh olarak uygulanan dozun
stratejisini belirleyen parametreler iki farkli grupta
toplanmaktadir:

Konagin antibiyotige etkisini inceleyen farmakokinetik,
Antibiyotigin konaga etkisini inceleyen farmakodinamik,
Antibiyotigin farmakolojik ve toksikolojik etkisinin yani sira
mikroorganizma uzerindeki etkisini de i¢ine alir.

Farmakokinetik ve farmakodinamikler arasindaki 1ligki
antibiyotigin zamana bagli olarak infeksiyon yerinde gosterdigi
antimikrobik aktiviteyi belirler.

Bu da, giinlimiizde hedeflenen antibiyotik tedavisinin esasini
olusturur; yani infeksiyon bolgesinde antibiyotik
konsantrasyonunun optimal siire boyunca yeterli konsantrasyonda
tutulmasini saglayarak, direncli suslarin se¢ilme riskini azaltirken
infeksiyon etkeninin tamamiyle ortadan kaldirilmasidar.



MIK

* Antibiyotiklerin doku ve viicut sivilarindaki
konsantrasyonlarinin ol¢timu kolay oldugundan,
farmakokinetik prensiplerin yam sira infeksiyon
etken1 olan bakterinin minimum inhibitor
konsantrasyonunun (MIK) saptanmasinin, son
yillarda uygulanan doz rejimlerinin olusturulmasinda
belirleyici bir etkis1 olmustur.

* Tedavide uygulanacak antibiyotigin se¢cimi i¢in
kullanilan duyarlik deneyler1 genellikle antibiyotigin
inhibitor etkisini 0l¢mektedir.

 Pratikte bu veriler bir¢cok infeksiyonun tedavisinde
yeterli olmaktadir.



* Ancak; yetersiz tedavinin genellikle
mortaliteyle sonuclandig: ciddi infeksiyonlarin
tedavisinde, bakterisidal aktivitenin yani
minumum bakterisidal konsantrasyonu-MBK
nin da bilinmesi onem tasimaktadir.



MIK TAYINI

* Diliisyon yOntemleri
a-S1v1 besiyerinde sulandirim yontemler1
-Makrodiliisyon yontemi
-Mikrodiliisyon yontemi
b-Agarh besiyerinde sulandirim yontemi

* Disk difiizyon yontemi

* Gradient yontemi
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Disk difuzyon yontemi

MH Agar

Petrilere, Mc Farland Stand. gore hazirlanmis
bakter1 yontemine gore ekilir.

Diskler 90 mm lik petriye, ¢cevrede 6 disk,
ortada 1 disk olacak sekilde dizilmelidir.

Her disk birbirinden 2.5-3 cm, plak kenarindan 1.5 cm uzakta
olmalidir.

35°C’ de 24 saat enkiibasyon

Antibiyotik etkili 1se tiremenin engellendigi bir inhibisyon
zonu olusur.
Inhibisyon zon ¢aplart milimetrik cetvelle ol¢uilur.

Laboratuvarlarda en yaygin kullanilan ve en ucuz yontemdir.






Gradient test

Kantitatif ol¢tim yapar.

Gittikge artan
konsantrasyonlarda
antibiyotik i¢eren 1nert
plastik seritler kullanilir.

35 °C de 18-20 saat
inkiibasyon

Elips seklindeki inhibisyon
alaninin stripi kestigi nokta
MIK degerini verir.
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Biyofilm

Mikroorganizmalar tarafindan olusturulan,

herhangi bir yiizeye, ara yiizeye veya birbirlerine
yapismalarini saglayan,

bliyiime oranlari 1le gen transkripsiyonuna bagli
olarak farkli fenotip gosterebilen,

olusturan mikroorganizmalarin i¢inde gdomiilii olarak
bulundugu,

ekstraseliiler polimerik maddeden olusmus matriks
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Ardisik olarak bes asamadan olusmaktadir.

1. Mikroorganizmanin yiizeye adezyonu

2. Ay kolonilerin olusmasi ve hiicrelerin
organizasyonu

3. Ekstraseliiler matriks bilesenlerinin salgilanmasi
4. Uc boyutlu yapinin olgunlasmasi
5. Hiicrelerin koparak bu yapidan ayrilmasi




Minumum biyofilm inhibe edici
konsantrasyon (MBIK) Degerlerinin
Saptanmasi

Biyofilmin hazirlanmasi

Antimikrobiyallerin tatbik edilmesi

Inkiibasyon

MBIK degerlerinin belirlenmesi (XTT...)




In vitro antibiyotik kombinasyon testleri

1. Kat1 besiyerinde difiizyon yontemi

2. Diliisyon-checkerboard yontemi
*mikrodiliisyon %ﬁi

*makrodiliisyon

*agar diliisyon
3. Zamana baglh oldirme (time-kill) yontem (TKC)

4. Gradient test i;;fz




Mikrodiliisyon “checkerboard” yontemiyle
antibiyotiklerin kombinasyon halinde etkilerinin

A Antibiyotigi SaptanmaSl
ug/ml 1 2 3 4 5 6 7
16/0 16/4 |16/8
16 A [
8/0 8/2
8 |B

Checkerboard yonteminin esasi,
4 C dikey diizlemde A antibiyotigin denenen susa karsi
saptanan MIK degerinin iki kat konsantrasyondaki

2/0 2/1 e ) ..
2D cozeltileri bir seri kuyu icinde yukardan asagiya dogru
1 E MIK degerinin dort diliisyon altina kadar,
0.5 F 0.5/8 N . o
yatay diizlemde ise ¢alismada kullanilan diger B
0 G 0/4 B Antibiyotigi antibiyotigin ayni1 susa kars1 6nceden saptanan MIK
ug/ml degerinin 1ki kat1 konsantrasyondaki ¢ozeltileri bir seri
0 02505 1 2 8 kuyu i¢inde sagdan sola dogru antibiyotigin MiK

. degerinin dort diliisyon altina kadar seyreltilerek
A ve B Antibiyotiklerinin MIK Degerleri

her kuyuda her iki antibiyotigin farkli konsantrasyondaki
cozeltilerini iceren kombinasyonlarinin elde edilmesidir.

(a) Additif (b) Sinerjist (c) Antagonist



A B

= FIK4 + FiKg = FIK indeksi
MIK 4 MIK g

A : A antibiyotiginin B antibiyotigi ile birlikte tiremeyi inhibe ettigi kuyudaki
en diisiik konsantrasyon

MIK , : A antibiyotiginin tek basina denenen susa karsi saptanan MIK degeri
FIK, :A antibiyotiginin fraksiyonel inhibitdr konsantrasyonudur.

Aym terimler B, MiKj, ve FIK i¢in gegerlidir.

FIK indeksi < 0.5 olan degerler sinerjist
0.5-4 olan degerler additif
> 4 olan degerler antagonist



Zamana bagh oldiirme (time Kkill curve-TKC)
yontemi

Diger testlerde antibiyotiklerin inhibitor etkisi belirlenirken, bu
yontem kombinasyonun bakterisidal aktivitesinin dinamigini
Olcmektedir.

Saatler icindeki bakterinin 6lme hizini belirler

Bu yontem ile bakter1 ve antibiyotik arasindaki karsilikl
etkilesimin 24 saatlik dinamiginin ortaya koyulmasi klinik
uygulamalara daha yakin sonuclarin elde edilmesini miimkiin
kilmaktadir.

Ancak zor, zahmetli ve zaman alic1 bir yontemdir

Rutinde kullanilmaz.




Antimikrobiyallerin stok ¢ozeltilerinden cesitli MIK degerindeki ¢ozeltileri
hazirlanir

Bakter1 slispansiyonu hazirlanir

Her tlipte antibiyotiklerin tek baslarina ve kombinasyon halinde cesitli
konsantrasyondaki ¢ozeltileri ve suslarin 10° kob/ml’lik siispansiyonlarini
iceren hacimler elde edilmistir.

Bu tiipler 37 °C’de, 70 devir/dakika hizindaki ¢alkalayici su banyosunda
inklibasyona birakilir

0.,4.,8.,12ve24. ... gibi ¢esitli saatlerde bu tiiplerden alinan 6rneklerde
canli bakteri sayimi yapilmistir.

Ertesi giin olusan koloniler sayilir, seyreltme faktorii dikkate alinarak
stispansiyonun mililitresinde bulunan bakteri sayis1 (kob/ml) her iki Petri
kutusundaki kolonilerin ortalamasi alinarak saptanir.

Biitlin bu deneyler kontrol olarak antibiyotiksiz besiyerinde de yapilmistir.
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Elde edilen degerler zaman “x” ekseninde, bakteri sayisinin logaritmik degeri

“y” ekseninde olacak sekilde gosterilerek zaman-oliim egrileri ¢izilerek,

sonuclar NCCLS verilerine gore yorumlantr.



Post antibiyotik etki (PAE)
Antibiyotik sonrasi etki (ASE)

* Antibiyotiklerin gosterdigl farmakodinamikler
bakterisidal aktivite ve kalici baskilayici etkiden olusur:

1- Bakterisidal aktivitelerine gore antibiyotikler
konsantrasyona- veya zamana- bagimli olmak tlizere 1ki
gruba ayrilirken,

2- Kalici baskilayicr etkilerin baslicalart antibiyotik sonrasi
etki (PAE), PAE-sub-MIK etki (AS-SME) ve 16kosit
aktivitesini arttiran PAE (postantibiotic leukocyte
enhancement, PALE) olarak gosterilmektedir.



* Mikroorganizmalarin antibiyotiklerle kisa bir stire
karsilastiktan sonra olusan uremedeki kalici baskilayici
etki aslinda penisilinin kesfedildigi giinden beri
bilinmekte olup, 1lk defa 1944 yilinda Bigger tarafindan
fark edilmistir.

* Birkac yil sonra 1se Parker ve Luse yapmis olduklari bir
calismada, penisilin G 1le 5-30 dakika maruz biraktiklar
stafilokoklar1 antibiyotiksiz bir ortama aktardiklarinda,
bakterinin ancak 1-3 saat sonra normal tireme hizina
ulastiklarini gostermislerdir.



* Penisilinle goriilen bu “kalic1 baskilayict etki”, “kalici

b B B 44

antibiyotik etkisi”, “post MIK-etki” veya diger bir deyisle

“nekahat periyodu” in vitro ve in vivo deneylerle Eagle ve
calisma arkadaslar tarafindan da saptanmis ve diger Gram
pozitif koklarla da gosterilmistir.

* Ancak bu etkinin Gram negatif bakterileri, hatta penisilinden
sonra kesfedilen antibiyotikler1 de i¢ine alabilecegl 1970’11
yillarin sonunda fark edilmaistir.

* ASE’nin bu sekilde Gram negatif comaklar arasinda
gozlenmesi ve deney hayvani modellerinde in vivo sartlarda da
gosterilmesi, bu etkinin tedavi sirasinda doz araliklari
belirlenirken dikkate alinmasi gereken bir parametre oldugunu
diistindirmistiir.



* PAE: antibiyotigin ortamdan ¢esith yollarla
uzaklastirilmasindan sonra deney tiiptinde antibiyotige
maruz kalan 1le kontrolde antibiyotige maruz kalmayan
mikroorganizmalarin lireme kinetikler1 arasinda goriilen
farkin karsilastirilmasi esasina dayanir (birimi saat)
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PAE’nin in vitro tayin edilme yontemleri




PAE’nin in vivo tayin edilme yontemleri




Genellikle aminoglikozitler, makrolidler, tetrasiklinler,
kloramfenikol, rifampin, klindamisin, kinolonlar gibi protein ve
niikleik asit sentezini inhibe eden antibiyotikler, hem Gram negatif
comaklar hem de Gram pozitif koklara karsi uzun siirel1 (2-6 saat)
PAE gosterirler.

Buna karsilik beta laktam grubu antibiyotikler ve vankomisin gibi
hiicre duvar1 sentezi tizerine etkili olan antibiyotikler ve
trimetoprim, Gram pozitif koklara karsi yaklasik 2 saat siireyle PAE
olustururken, Gram negatif comaklara karsi ¢ok kisa veya hig etki
gostermezler.

Ancak beta laktamlar arasinda 6nemli bir 1stisna var ki, o da
karbapenemlerdir. Yapilan arastirmalarda, Enterobacteriaceae
ailesindeki bircok tiirtin ve P. aeruginosa’nin imipeneme ve diger
karbapenemlere maruz kaldiklarinda 2-3 saate varan PAE’nin
olustugu gosterilmaistir.



PAE’nin Onemi

antibiyotiklerin etkinliklerinin yani sira maliyet,
toksisite ve tedavi sirasinda gelisen direngle 1lgili
sorunlarin ¢ozumiuniu saglayabilen en ideal doz
rejiminin saptanmasina, dolayisiyla bu
antibiyotiklerden en 1y1 sekilde yararlanilmasina olanak
vermektir.
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Abstract

Purpose: In vitro ph d; i ies of colistin and in were investigated by studying
time-kill kinetics and post-antibiotic effect (PAE) against strains of Pseudomonas aeruginosa isolated from patients with
cystic fibrosis. Method: Synergy was investigated at 0.5x, 1x and 5x MIC of antibiotics using time—kill curve method.
PAEs were determined by the standard viable counting method where bacteria in the logarithmic phase of growth were
exposed for 1 h to the antibiotics at 1x or 20x MIC, alone and in combinations. Synergy and additive effects were

detected at 1xMIC, at 24 h. Results: Some of the strains produced an earlier sy effect at 12 h. No antagonism
was observed. Colistin h 1fc and ikacin produced PAEs 1.16 + 0.10 to 2.25 < 0.16 h and 0.96 + 0.15
to 2.69+0.32 h, respectively. When the antibiotics were used in combination the PAEs were prolonged to a value of
3.88+0.25 h. Ci ly, the C Findings of this study may play useful role in selecting the appropriate
combinations when a single agent is inadequate, and may have important information for optimizing the dose intervals.
Key words: Antibiotic binati colistin h Ij cystic fibrosis, Pseud. aerugii P ibic
effect
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Figure 1: Time—kill kinetics of antibiotics alone and in combination
on five P aeruginosa strains isolated from CF patients, 0.5x MIC C:
Colistin methanesulfonate equal to the 0.5x MIC 1x MIC C: C equal
to the 1xMIC SxMIC C: C equal to the SxXMIC, 0.5 MIC A: Amikacin
equal to the 0.5xMIC 1x MIC A: A equal to the 1x MIC 5x MIC A: A
ecqual to the SxMIC
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