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OZET

Cogul antibiyotik direnci gosteren bakterilerle olusan infeksiyonlar diinyada biiyiik bir sorundur. Bu infeksiyonlardan en sik
izole edilen patojenlerin baginda genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) olusturan Escherichia coli ve Klebsiella
pneumoniae gelmektedir. Direng gelisimini onlemek igin bu bakterilerle olusan infeksiyonlarin tedavisinde iki antibiyotigin
kombinasyonu gerekir. Bu ¢calismada, GSBL olumlu E. colive K. pneumoniae kékenleri iizerinde tigesiklinin gatifloksasin ve
levofloksasin ile kombinasyonunun etkinliginin arastirilmasi amaglandi. Bunun icin E-test yontemiyle, once tigesiklin,
gatifloksasin ve levofloksasinin minimum inhibitor konsantrasyon degerleri belirlendi ve ardindan tigesiklin+gatifloksasin,
tigesiklin+levofloksasin kombinasyonlarinmin etkinligi arastirildi. Kékenlerde tigesikline diisiik oranda direng gézlenirken,
gatifloksasin ve levofloksasine yiiksek oranda direng saptandi. Tigesiklin, gatifloksasin ve levofloksasinle kombine edildiginde
tiim kokenlerde aditiflindiferan etki goriildii. Kombinasyonlarin hi¢birinde sinerjik etki goriilmedigi gibi antagonistik etki de
saptanmadi.

Anahtar kelimeler: Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz, Gram olumsuz patojen, tigesiklin, florokinolon
SUMMARY

Infections caused by mutliple drug resistant bacteriae are a major problem in the world. The most common isolated pathogens
from these infections are extended spectrum beta-lactamase (ESBL) positive Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae. To
prevent resistance development, combination of two antibiotics is required. In this study, it was aimed to investigate activity
of tigecycline in combination with gatifloxacin, and levofloxacin on ESBL positive E. coli and K. pneumoniae strains.
Minimum inhibitory consantration values of tigecycline, gatifloxacin, and levofloxacin were determined by E-test and the
effects of the combinations of tigecycline with gatifloxacin and levofloxacin were investigated. While low level resistance was
shown on the strains to tigecycline, high level resistance was determined to gatifloxacin, and levofloxacin. When tigecycline
was combined with gatifloxacin and levofloxacin, additivel/indifference effect was shown in all the isolates. Besides synergism,

antagonism was not detected in any of the strains.
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GIRiS reng geligimini Onlemek i¢in bu bakterilerle olu-

Cogul antibiyotik ilag direnci gosteren bakteriler- san infeksiyonlarin tedavisinde iki antibiyotigin

le olusan infeksiyonlar diinyada biiylik bir sorun-
dur. Bu infeksiyonlardan en sik izole edilen pa-
tojenlerin baginda genislemis spektrumlu beta-lak-
tamaz (GSBL) sentezleyen Escherichia coli ve
Klebsiella pneumoniae gelmektedir. Bu bakteriler
beta-laktamlarin yani sira, aminoglikozitlere ve

florokinolonlara da diren¢ gelistirmektedirler. Di-

kombinasyonu gerekir. Antimikrobiyal ila¢ kom-
binasyonlart genis spektrum elde etmek, direngli
mutantlarin geligsmesini 6nlemek, toksisiteyi mini-
male indirmek ve iki ila¢ arasinda sinerjik etki

elde etmek amaciyla kullanilirlar (1-7).

Tigesiklin, semisentetik bir tetrasiklin olan mino-

siklin derivesidir. Etki spektrumu oldukca genig-
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tir. Gram olumlu, Gram olumsuz bakteriler, ati-
pikler ve anaeroplara etkilidir. Genislemis spek-
trumlu beta-laktamaz olumlu E. coli ve K. pne-
umoniae gibi ¢ogul direncli bakteriler de tigesik-
linin etki alanma girmektedir (4).

Kinolonlar genis antibakteriyel spektrumlu ve
bakterisidal etkili olmalari nedeniyle genelde te-
davide tek baglarina kullanilan antibiyotiklerdir.
Kinolonlardan  gatifloksasin ve levofloksasin,
Enterobacteriaceae liyelerine kars1 oldukga aktif-
tirler (3).

Yapilan ¢aligmalarda tigesiklinin monoterapide et-
kili oldugu goriilmiistiir, ancak direncli bakteriler-
le meydana gelen ciddi infeksiyonlarda kombine
tedavideki etkinligi ile ilgili yeterli calisma bu-
lunmamaktadir (4, 6, 8-10) .

Bu calismada, GSBL olumlu E. coli ve K.pne-
umoniae kokenleri ilizerinde tigesiklinin gatiflok-
sasin ve levofloksasin ile kombinasyonunun et-
kinligi aragstirildi.

GEREC VE YONTEM

Cesitli klinik orneklerden izole edilen GSBL (+)
on K. pneumoniae ve E. coli kokeni c¢alismaya
alindi. Kokenlerin tanimlanmasi ve genel antibi-
yotik duyarhiliklar1 Vitek 2 Otomatik Sistem (bi-
oMérieux France) ile yapilmistir. Geniglemis
spektrumlu beta-laktamaz olumlulugu cift disk si-
nerji testi ile belirlenmigtir.

Bakteriler ¢alisma zamanina kadar -80 0C de %
10’Iuk gliserinli buyyon besiyerinde stoklandi.
Tiim deneylerde E. coli ATCC 25922 kontrol ko-
kenleri kullanildi.

E-test yontemiyle tigesiklin, gatifloksasin ve le-
vofloksasinin MIK degerlerinin  belirlenmesi

% 10’luk gliserinli buyyonda saklanan bakteriler
Eosin Metilen Blue Agar (EMB) besiyerine ekil-
mis ve bir gece 35 0C’de enkiibe edilmistir. Bir
gecelik taze kiiltiirdeki kolonilerden 1-2 tane ali-
narak Mc Farland 0.5 (10° cfu/mL) standardina
gore tuzlu suda stispansiyon hazirlanmigtir. Bu
siispansiyonlardan Mueller Hinton Agar (MHA)

101

Iskender Deniz, Mine Hosgér-Limoncu

besiyerine ekiivyonla yiizeyel ekim yapilmis ve
bir siire kurumasi beklendikten sonra antibiyotik
stripleri besiyerine yerlestirilmistir. 35 "C’de bir
gece enkiibe edildikten sonra tigesiklin, levoflok-
sasin ve gatifloksasinin kokenler icin minimum
inhibitor konsantrasyon (MIiK) degerleri belirlen-
migtir. Food and Drug Administration (FDA)
onerileri dogrultusunda K. pneumoniae ve E. co-
Ii kokenlerinde, tigesiklin icin MIK degerleri <
2 pg/mL duyarli, =8 ug/mL direngli (11), Clini-
cal and Laboratory Standards Institute (CLSI)
kriterlerine gore gatifloksasin ve levofloksasin
icin < 2 pug/mL duyarli, =8 pg/mL direngli ola-
rak kabul edilmigtir (12). Calismada orta duyarl
kokenler direngli olarak degerlendirilmisgtir.

E-test yontemiyle tigesiklinin, gatifloksasin ve levof-
loksasin ile kombinasyonunun degerlendirilmesi

Antibiyotikler arasindaki etkilesimi degerlendir-
mek icin {iretici firma Onerileri dogrultusunda
MHA besiyerinde E-test yontemi kullanilmigtir.
Bu yontemde K. pneumoniae ve E. coli koken-
leri {iizerinde tigesiklin+gatifloksasin ve tigesik-
lin+levofloksasin kombinasyonlar1 test edilmistir.
Bunun icin % 10’luk gliserinli buyyonda sakla-
nan bakteriler EMB besiyerine ekilmistir ve bir
gece 35 "C’de enkiibe edilmistir. Bir gecelik ta-
ze Kkiiltirlerden Mc Farland 0.5 (10° cfu/mL)
standardina gore bakteri siispansiyonlart hazirlan-
mistir ve MHA besiyerine yiizeyel ekim yapil-
mistir.  Antibiyotikler arasindaki sinerjiyi deger-
lendirmek icin MHA besiyerine her iki antibiyo-
tik stripi MIK degerleri iist iiste gelecek sekilde
90™ lik agiyla yerlestirildi ve bir gece 35°C’de
enkiibe edilmistir (13). Antibiyotik kombinasyon-
larinin etkisini belirlemek i¢in fraksiyonel inhibi-
tor konsantrasyon (FiK) indeksi asagida belirtil-
digi sekilde hesaplanmistir (14).

Fraksiyonel inhibitor konsantrasyon (FIK) in-
deksinin hesaplanmasi

Y FIK indeksi = A antibiyotiginin FIK’i + B
antibiyotiginin FIK’i

FIK A = ( Kombinasyondaki A antibiyotiginin
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MIK degeri )
( A antibiyotiginin tek bagmna MIK degeri )

FIK B = ( Kombinasyondaki B antibiyotiginin
MIK degeri )

( B antibiyotiginin tek bagina MIK degeri )
S FiK indeksi =<0,5 sinerjik etki

S FIK indeksi >0,5-<4 aditif / indiferan etki
(etkisiz)

S FIK indeksi > 4 antagonist etki
BULGULAR

Bu calismada, nozokomiyal infeksiyon etkeni
olan GSBL olumlu E. coli ve K. pneumoniae ko-
kenleri idrar, yara, trakeal aspirat, siiriintii, doku,
balgam ve kan orneklerinden izole edildi. Koken-
lerin genel olarak antibiyotik duyarliliklarina ba-
kildiginda bes E. coli kokeninden birisi, beta-lak-
tam antibiyotikler hari¢ siprofloksasine, ikisi hem
siprofloksasin hem de gentamisine direngli olarak
bulunmusgtur. Bes K. pneumoniae kokeninden sa-
dece birisi beta-laktamlar disinda netilmisine di-
rengli idi.

E-test yontemi ile tigesiklin, gatifloksasin ve le-
vofloksasinin kokenler i¢in MIK degerleri belir-
lenmistir. Esherichia coli kokenlerinin tiimii, K.
pneumoniae kokenlerinin ise ¢l tigesikline du-
yarli olarak bulunurken, iki K. pneumoniae ko-
keni tigesikline direncli olarak belirlenmistir. Bir
K. pneumoniae ve li¢ E. coli kdkeni hem gatif-
loksasin hem levofloksasine, bir E. coli kokeni

ise sadece levofloksasine diren¢ gostermisgtir.

Kokenlerin izole edildikleri orneklere gore dagi-
lim1 ve tigesiklin, gatifloksasin ve levofloksasin
MIK degerleri Tablo 1°de goriilmektedir.

Tigesiklin gatifloksasin ve levofloksasinle kombi-
ne edildiginde tiim kokenlerde aditif/indiferan (et-
kisiz) etki (¥ FIK:1-2) gériilmiistiir. Kombinas-
yonlarmn higbirinde sinerjik veya antagonistik et-
ki saptanmamustir. Kombinasyonlarn ¥ FiK in-

deksi degerleri Tablo 2’ de goriilmektedir.

Tablo 1. Kokenlerin izole edildikleri Orneklere gore dagilimi ve
tigesiklin, gatifloksasin ve levofloksasin MIK degerleri.

MIK*

(ug/mL)

KOKENLER MATERYAL KLINIK TGC" LE GA*
K.pneumoniae 1 idrar Cocuk 1.5 0.032 0.023
K.pneumoniae 2 Yara Genel Cerrahi 1 40 6()
K.pneumoniae 3 Siirtintii Organ nakli 3D 0.25 0.19
K.pneumoniae 4 Idrar Organ nakli 4(I) 0.25 0.19
K.pneumoniae 5 idrar Cocuk Hst. 1.5 0.23 0.06
E.coli 1 Idrar Fizik tedavi 15 12 (R) 3()
E.coli 2 Idrar i¢ Hst. 1 16 (R) 40
Ecoli3 Idrar Organ nakli 0.75 12 (R) 6(I)
Ecoli4 Idrar Cocuk Hst. 1 0.012 0.006

E.coli 5 idrar Fizik tedavi 0.75 6() 15

‘MIK:minimum inhibitor konsantrasyonu,”TGC: Tigesiklin, ‘LE:
Levofloksasin, ‘GA: Gatifloksasin

S: Duyarli, R: Direngli, I:Orta duyarl
Tablo 2. Antibiyotiklerin kombinasyondaki MIK degerleri ve
kombinasyonlarin™ FIK indeksi.

MiK" (ug/mL)

KOKENLER TGC® + GA® 0 FiK* TGC® + LE° 0 FiK*
K.pneumoniae 1 L5 0.023 2 1.5 0.03 2
K.pneumoniae 2 1 6 2 1 4 2
K.pneumoniae 3 3 0.19 2 3 025 2
K.pneumoniae 4 4 0.19 2 4 025 2
K.pneumoniae 5 L5 0.06 2 L5 023 2

Ecoli 1 L5 3 2 15 12 2
E.coli2 1 4 2 1 16 2
Ecoli3 075 6 2 075 12 2
E.coli 4 1 0.006 2 1 0.01 2
Eiolis 0.75 15 2 0.75 6 2

‘Minimum inhibitor konsantrasyonu, ‘'Tigesiklin, ‘Gatifloksasin,
‘Fraksiyonel inhibitér konsantrasyon indeksi, ‘Levofloksasin

TARTISMA

Coklu ilag direnci gosteren patojenlerle meydana
gelen nozokomiyal infeksiyonlar tedavi maliyeti-
ni arttirmasi, hastanede kalig siiresini uzatmasi,
hastanin mortalite ile morbiditesine yol ac¢masi
yoniinden olduk¢a oOnemlidir. Bu infeksiyonlara
yol agan patojenler arasinda Gram olumsuz bak-
terilerden E. coli ve K. pneumoniae ilk sirada gel-
mektedirler. Son yillarda bu bakterilerde tetrasik-
linlere, beta-laktamlara, florokinolonlara, kloram-
fenikole, aminoglikozitlere ve trimetoprim-sulfa-
metoksazole karst gelisen direngte dramatik bir

artig s6z konusudur (1, 7).
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Giliniimiizde hem toplum hem hastane kokenli
E. coli ve K. pneumoniae’lerde GSBL {iretiminde-
ki artis oldukg¢a belirgindir. Geniglemis spektrum-
Iu beta-laktamazlar E. coli ve K. pneumoniae ko-
kenlerinde diger antibiyotiklere karsi goriilen gok-
lu ilag direncinden sorumludurlar, plazmitler ta-
rafindan kodlanirlar ve tiirler arasinda transfer
edilirler. Bu nedenle bu tip kokenlerle gelisen
agir infeksiyonlarn tedavisinde antibiyotik sece-
nekleri gittikce azalmakta ve genelde karbape-
nemlerle sirli kalmaktadir (1, 2, 4, 5, 15, 16).

Giiniimiizde, klinikte sik kullanilan antimikrobi-
yallere diren¢ artigt yeni antibiyotik arayiglarina
neden olmustur ve glisilsiklinler gibi yeni antibi-
yotiklerin 6nemini arttirmistir (17, 18).

Tigesiklin bakteriyostatik etkili genis spektrumlu
bir minosiklin derivesidir. Yeni bir glisilsiklin
olan tigesiklin Gram olumlu, Gram olumsuz bak-
teriler, atipikler ve anaeroplar olmak {izere bir-
cok onemli patojene karst in vitro etkilidir. Tet-
rasiklin direncinden sorumlu efluks pompasi (tet
(A-E)) ve ribozomal korunma (tet (M)) gibi iki
farkli genetik mekanizmadan etkilenmemektedir
ve bu nedenle tetrasiklin ve minosiklin direngli
mikroorganizmalara da oldukg¢a aktiftir. Aminog-
likozitler, beta-laktamlar ve kinolonlarla arasinda
capraz diren¢ soz konusu degildir. Yapilan gesit-
li calismalarda tigesiklinin GSBL olumlu E. coli
ve K. pneumoniae kokenlerine karst oldukca ak-
tif oldugu gozlenmistir (4, 6-9, 15, 16, 19-26).

Florokinolonlar genis spektrumlu aktiviteleri ve
bakterisidal etkili olmalar1 nedeniyle tedavide ge-
nelde tek ajan olarak tercih edilirler. Kinolonlar-
dan gatifloksasin ve levofloksasin, Enterobacteri-
aceae lyelerine karsi son derece aktiftirler. An-
cak son yillarda GSBL olumlu E. coli ve K. pne-
umoniae kokenlerinde kinolonlara kargi artan bir
direng goriilmeye baglanmistir. Bu nedenle bu
kokenlerin etken oldugu ciddi nozokomiyal infek-
siyonlarda kinolonlar kombine tedavideki yerleri-
ni almaya baglamiglardir (3, 27).

Bu calismada kullanilan GSBL (+) E. coli ve
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K. pneumoniae kokenleri coklu antibiyotik diren-
ci gosteren kokenlerden olusmaktaydi. Tigesiklin,
gatifloksasin ve levofloksasinin bu kokenler i¢in
MIK degerleri belirlendi. Genislemis spektrumlu
beta-laktamaz olumlu E. coli kokenleri genelde
florokinolonlara direng gosterirken, tigesikline du-
yarliydi. Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz
ireten K. pneumoniae Kkokenlerine her iki antibi-
yotik grubunun etkisinin benzer oldugu goriildii.
Genelde bu kokenler duyarliydi.

Daha once yapilan ¢esitli calismalarda kinolonla-
rin diger antibiyotiklerle kombinasyonu degerlen-
dirilmig ve aditif / indiferan etki, bazen de si-
nerji goriilmiistiir. Antagonizm nadir olarak rapor
edilmigtir (3, 27).

Yapilan preklinik ve klinik caligmalarda tigesik-
linin monoterapide etkili oldugu goriilmiistiir, bu-
nun yan sira direngli bakterilerle meydana gelen
ciddi infeksiyonlarda kombine tedavideki etkinli-
ginin de belirlenmesi gerekmektedir. Tigesiklinin
direngli bakterilerle meydana gelen ciddi infeksi-
yonlarda kombine tedavideki etkinligi ile ilgili
diinyada yeterli ¢alisma bulunmamaktadir (6).

2006 yilinda yapilan bir calismada, dama tahtasi
yontemiyle cesitli Gram olumsuz bakteri kokenin-
de tigesiklinin diger antibiyotiklerle kombinasyo-
nu arastirtlmis ve genelde % 24 oraninda siner-
ji, % 76 oraninda indiferan etki goriilmiistiir. Ti-
gesiklinin florokinolonlardan levofloksasinle kom-
binasyonunda on K. pneumoniae kokeninin iiciin-
de sinerji goriiliitken, 11 E. coli kokeninin hicbi-
rinde sinerji gozlenmemigtir. Ayrica ili¢ K. pne-
umoniae kokeninde siprofloksasinle de etkilesime
bakilmig ancak sinerjiye rastlanmamistir. Arastir-
macilar ¢aligmalarinda ayni zamanda chequerbo-
ard yontemiyle time-kill yontemini de karsilastir-
miglardir. Dama tahtast yontemiyle sinerji veya
indiferan etki, time-kill yontemiyle ise sadece in-
diferan etki gortilmiistiir. Hicbir kdkende her iki
yontemle de antagonizm saptanmamuistir (6).

Calismamizda, GSBL olumlu E. coli ve K. pne-
umoniae kokenleri iizerinde tigesiklin+gatifloksa-
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sin ve tigesiklin+levofloksasin kombinasyonunda
herhangi bir sinerjik etki goriilmedigi gibi anta-
gonistik etki de saptanmamigtir. Kullandigimiz
antibiyotikler ve bakteriler dikkate alindiginda, bu
calismanin sonuglar1 Peterson ve ark.’nin (6) yap-
t1ig1 calisma sonuclariyla genel olarak paralellik
gostermektedir. Arastirmacilar, tigesiklin+levof-
loksasin kombinasyonunda sadece ii¢ K. pneumo-

niae kokeninde sinerji belirlemislerdir.

Klinikte, antimikrobiyal kombinasyonlar ¢ogun-
lukla in vitro sinerji ¢aligmalarinin sonuclart dik-
kate alinmaksizin, etken belirleninceye kadar ge-
nis spektrum elde etmek amaciyla kullanilmakta-
dir. Klinikte, antibiyotikler arasinda antagonizma
istenmeyen bir etkidir. Tigesiklinin kinolonlarla
kombinasyonunda sinerji goriilmedigi gibi antago-
nizmanin da goriilmemesi dikkate alinirsa, bu an-
tibiyotigin monoterapide oldugu gibi kombinas-
yon tedavisinde de etkili olacagi diisiiniilebilir.
Bu konuda daha kapsamli in vitro ve in vivo ca-
lismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Tesekkiir. Arastirmacilar, Saym Dog¢. Dr. Sohret
Aydemir’e ve Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Bakteriyoloji Laboratuvari’na tesekkiir eder.
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