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6z

Gliniimiiz kliniklerinde oldukca korkulan bir etken olmaya baslayan Enterococcus faecalis, bu ézelliklerini gosterdikleri
yliksek antibiyotik direncine borgludur. Adir antibiyotik stresine maruz kalmalarina ragmen bu direng 6zellikleri sayesinde
yasamlarina devam ederek sadaltimi zor enfeksiyonlara neden olmaktadirlar. Sefalosporinler, penisilinler ve
trimetoprim/stilfametoksazol gibi olduk¢a sik ve yaygin kullanilan molekiillere karsi dogal ve kazanilmis direng
gosterebilmesine ek olarak glikopeptitlere karsi ortaya ¢ikan kazanilmis direng tedaviyi giderek zorlasmasina neden
olmaktadir. Son segenek olarak kullanilabilecek vankomisine karsi gériilen direncin son yillarda giderek arttigi rapor
edilmistir. Yasanan bu krizin asilmasinda antibiyotiklere alternatif olabilecek tiim metotlarin denenmesi bir zorunluluk haline
gelmistir.

Bu c¢alismada, yeni katyonik peptid tiirevi bir molekiil olan CSA-44’iin E. faecalis izolatlarina karsi antibakteriyel ve
antibiyofilm etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Bu bakterilerin antimikrobiyal duyarlliklari otomatize sistemle belirlenerek
EUCAST kriterleri dogrultusunda dederlendirildi. Daha sonra seragenin CSA-44 minimum inhibe edici konsantrasyon (MIiK)
degerleri sivi mikrodiliisyon metoduyla saptandi. Molekiiliin zamana bagh éldiirme kinetikleri tespit edildi. CSA-44’iin
antibiyofilm aktivitesi kristal viyole metoduyla saptandi. Biyofilme olan etkinlik ayrica taramal elektron mikroskobuyla
(SEM) gériintiilendi.

CSA-44’iin MIK degerleri 2-4 ug/ml arahginda saptandi. MiK dozlari uygulandi§inda CSA-44’iin bakteri biyofilmlerini izolata
bagl olarak %50’ye varan oranlarda inhibe ettigi belirlendi. Molekiillerin 2MIiK ve MIK konsantrasyonlarinda uygulandi§inda
3-6 saat araliginda bakterisidal etkinlik gosterdigi gézlendi. Ancak, MiK konsantrasyonlarda inkiibasyon uzadiginda yeniden
bakteri miktarinda artis oldugu saptandi. Molekiiliin bakteriyel biyofilmi inhibe ettigi ve membranda hasara neden oldugu
SEM ile gériintiilendi.

Katyonik steroid antibiyotiklerin, direngli E. faecalis izolatlari (zerinde etkili olabilecedi bu ¢alisma tarafindan
gdsterdiginden, toksikolojik ve farmakodinamik 6zellikleri inceleyen yeni ¢alismalarin yapilmasi uygun olacaktir.

Anahtar kelimeler: antibiyofilm, CSA-44, Enterococcus faecalis
ABSTRACT

Investigation of the Antimicrobial and Antibiofilm Activity of the Cationic Steroid Antibiotic CSA-44 on
Vancomycin-Resistant Enterococcus faecalis Isolates

Enterococcus faecalis, which has emerged as a highly feared agent in present day’s clinics, possesses these attributes as a
result of its high-level antibiotic resistance. Despite being exposed to significant antibiotic stress, they persist in their
existence as a result of these resistance characteristics, leading to infections that are challenging to treat. In addition to the
ability to display natural and acquired resistance to common and widely used molecules such as cephalosporins, penicillins,
and trimethoprim/sulfamethoxazole, the acquired resistance to glycopeptides makes treatment increasingly challenging. In
recent years, there has been a gradual increase in the resistance to vancomycin molecules, which can be employed as a last
resort. It has become essential to explore all potential alternatives to antibiotics in order to resolve this crisis.
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In this study, it was aimed to investigate the antibacterial and antibiofilm effects of CSA-44, a new cationic peptide
derivative molecule, against E. faecalis isolates. Antimicrobial susceptibilities of these bacteria were determined with an
automated system and evaluated in accordance with EUCAST criteria. Subsequently, minimum inhibitory concentration
(MIC) values of ceragenin CSA-44 were determined by broth microdilution method. The time-kill kinetics of the molecule
were determined. Antibiofilm activity of CSA-44 was determined by crystal violet method. The antibiofilm activity, was also
imaged with scanning electron microscopy (SEM).

CSA-44 MIC values were found in the range 2-4 ug/mL. When MIC doses were administered, it was determined that CSA-44
inhibited bacterial biofilms by up to 50% depending on the isolate. The molecules exhibited bactericidal activity during the 3-
6-hour period when applied at 2MIC and MIC concentrations. However, at MIC concentrations, the quantity of bacteria
increased again as the incubation time prolonged. It was imaged with SEM that the molecule inhibits the bacterial biofilm
and causes damage to the membrane.

Since this study shows that cationic steroid antibiotics can be effective on resistant E. faecalis isolates, it would be
appropriate to conduct new studies examining the toxicological and pharmacodynamic properties.

Keywords: antibiofilm, CSA-44, Enterococcus faecalis
GIRiS

insan viicudunun farkli bdlgelerde mikrobiyotanin bir parcasi olarak bulunan Enterococcus faecalis,
siklikla saglik bakimi iliskili enfeksiyon etkeni olarak da karsimiza glkmaktadlr(4). Agir antibiyotik stresine maruz
kalmalarina ragmen direncgli karakterleri sayesinde yasamlarina devam ederek tedavisi zor enfeksiyonlara
neden olmaktadirlar. Sefalosporinler, penisilinler ve trimetoprim/silfametoksazol gibi oldukga sik ve yaygin
kullanilan molekiillere karsi dogal ve kazanilmis direng gosterebilmelerine ek olarak; glikopeptidlere karsi
kazanilmig direng gostermeleri, artan mortalite ve morbidite oranlarina neden olmaktadir®”.

E. faecalis izolatlari pek g¢ok farkli virlilans faktéri bulundursa da, en 6ne ¢ikan viriilans mekanizmasi
biyofilm olusturma kapasiteleridir. Yapilan ¢alismalar ile biyofilm yapisinin 6zellikle persistan enfeksiyonlara
sebep olan ve tedavi basarisizligini beraberinde getiren birincil patojenik faktdr oldugu tespit edilmi§tir(3°).
Biyofilm kendilerini polimerik maddeler icerisine gommius bakteri topluluklaridir. Total biyofilm yapisinin blytk
bir kismi monosakkaritlerce zengin ekzopolisakkarit (EPS) yapisindadir. Olusan bu yapi sayesinde bakteriler grup
halinde bir ylizeye kuvvetlice tutunma vyetisi kazanirlar®. Polimerik maddeler icerisinde gomuli halde
bulunmanin patojenleri, gerek antimikrobiyallerin etkilerinden gerekse immuiin sistem hiicrelerinin etkinliginden
korudugu bilinmektedir™". Biyofilm olusumu genel olarak karmasik ve farkl genlerin kontrolliinde ilerleyen bir
olgudur. Bununla birlikte biyofilm olusumundaki ilk ve en kritik basamaklardan birisi, mikroorganizmalarin grup
halinde harekete gecebilmesidir. Bu durumun yénetilebilmesi icin mikroorganizmalarin ¢ogunlugu algilama (CA,
“Quorum sensing-QS”) adi verilen bir sistemi kullandiklari bilinmektedir. Bu sistem aslinda kiiglik ve diflize
olabilme yetenegine sahip molekiillerin, diger hiicreler tarafindan algilanmasi seklinde 6zetlenebilir. Gram
pozitif ve Gram negatif bakteriler farkli CA sistemleri ve degisik araci molekilleri kullandiklari bilinmektedir®®®.

Son yillarda yapilan arastirmalarda, dogal antimikrobiyal peptitlerden yeni analoglarin tiretilmesi ve
antimikrobiyal etkilerinin arastiriimasi tzerinde galismalar artmaktadir™. Bu analoglar genellikle aminoasit
sekanslarinin kullanilmasi ile tasarlanmaktadir. Katyonik steroid antibiyotik (CSA, seragenin) adi verilen kolik
asidin katyonik tirevleri olan molekillerin denenmesi ile antimikrobiyal etkinlikleri olduklari saptanmlstlr(ls).
Bununla birlikte belirli bazi o6zellikleri diger molekillerden daha fazla umut vadetmelerini saglamaktadir.
Katyonik steroid antibiyotiklerin hidrofobik kisimlarinin lipid yapida olmasi, bu molekilin daha dengeli olarak
membranin icine yerlesmesini saglamaktadir. Ayrica bu durum, molekiile proteolitik enzimlere daha direngli
olma o6zelligi kazandirmaktadir'™®. Bu molekiiller, bakterilere karsi etkilerini antimikrobiyal peptidler (AMP) gibi
sitoplazmik membran depolarizasyonunu etkileyerek géstermektedir(s).

Katyonik steroid antibiyotik tirevlerinin farkli Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde etkinligini
gosteren calismalar bulundugu gibi farkh bazi tiirler tarafindan olusturulan spor yapilarinin da rediklendigi ve
spor germinasyonunun da baskilandigi calismalar ile ortaya konulmusturB’B). Bu veriler dogrultusunda hastane
enfeksiyonlarinin 6nemli nedenlerinden birisi olan ve tedavisi glin gectikge zorlasan E. faecalis’e karsi katyonik
steroid antibiyotiklerin tedavide kullanilabilme potansiyelleri 6nem kazanmistir. Bu ¢alismada bir katyonik
steroid antibiyotik olan CSA-44’(n E. faecalis’e karsi antimikrobiyal etkinligi test edilmistir.
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GEREC VE YONTEM

izolatlar, Kimyasallar ve Besiyerleri

Calismada kullanilan kimyasallar ve besiyerleri ticari olarak tedarikgilerden temin edildi ve saflastirma
yapilmadan (iretici dnerileri dogrultusunda kullanildi (Sigma Aldrich, ABD; Merck, Almanya; Condalab, ispanya;
Biolabs, ABD ve Tekkim, Tiirkiye). Calismada etkinligi calisilacak CSA-44 (Toronto Research Chemicals, Kanada)
ticari olarak temin edildi.

Vankomisin direngli E. faecalis izolatlarinin tir dizeyinde tanimlanmasi “Matrix assisted laser desorption
ionization-time of flight mass spectrometry” (MALDI-TOF MS) yontemiyle (VITEK MS, BioMérieux, Fransa)”,
antibiyotik duyarlilik testleri VITEK 2 Compact® (BioMérieux, Fransa) otomatize sistemi ile yapildi. Vankomisin
duyarhlik sonuglari “The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST) kriterlerine
gore degerlendirildi ve 42 adet vankomisin direncli izolat ¢alismaya alind”),

izole edilen bakteriler icerisinden, antibiyofilm etkinliginin incelenecek olmasi nedeniyle, biyofilm
olusturan suslar temsilci olarak segildi. Bunun igin, ¢calismaya dahil edilen 42 vankomisin direngli E. faecalis
izolatinda biyofilm olusumunun belirlenmesi igin kristal viyole metodu kullanildi®®. Yedi izolatta zayif, 35
izolatta orta diizey biyofilm olusumu gozlendi. Glglu biyofilm olusturan izolat saptanmadi. Bu veriler 1siginda,
orta diizey biyofilm olusturan ve 6lgimlerde en yiiksek OD degerlerini gosteren 10 izolat (26, 27, 30, 32, 34, 35,
36, 38, 40 ve 42 numarali izolatlar) ¢alismanin ileri asamalari igin temsilci olarak belirlendi.

Bakteriler calisilincaya kadar gliserinli buyyonda -80°C’de stoklandi. Kontrol kokeni olarak E. feacalis
ATCC 29212 ¢alismaya dahil edildi.

Sivi Mikrodiliisyon Yontemi

Bir dnceki basamakta saptanan ve galismanin ileri agamalari igin segilen kokenlerin taze kulturleri steril
serum fizyolojik icerisinde 0.5 McFarland bulanikligina (1x10® CFU/mL) ayarlandi. Mikrodilisyon plagindaki son
inokulum konsantrasyonunun standart olabilmesi adina kullanmadan 6nce bakteri stispansiyonlari Mueller
Hinton Besiyeri (MHB) besiyeri ile 1/100 oraninda dilte edildi. Steril mikroplaklardaki kuyucuklara 50 uL MHB
dagitildi. Yukaridan baslayarak ilk siradaki kuyucuklara 256 pg/mL konsantrasyon olacak sekilde madde eklendi
ve yan kuyucuklara ayni hacimde aktarilarak, ¢ift katli seri dilisyonlari hazirlandi. Son olarak 50 plL bakteri
suspansiyonu tim kuyucuklara ilave edildikten sonra, 35°C’de 18-24 saat inkilibasyona birakildi. Sire sonunda
Ureme goériilmeyen en diisik madde konsantrasyonu minimum inhibitdr konsantrasyon (MiK) degeri olarak
kabul edildi. Her mikroplakta, besiyeri ve bakteri Greme kontrollerine yer verildi. Degerlendirme EUCAST
kriterlerine uygun olarak yaplldlm. Deneyler (¢ tekrarh olarak ¢alisildi.

Zamana Bagh Oldiirme Etkinligi

Bir dnceki basamakta tespit edilen MiK degerleri iizerinden deneyler gerceklestirildi. Baslangi¢ inokulum
miktarlari 1x10° CFU/ mL olacak sekilde bakteri slispansiyonlari 10’ar mL MHB sivi besiyeri igerisinde hazirlandi.
Molekillerin MiK konsantrasyonu géz éniinde bulundurularak, final konsantrasyonlari, 4MiK, 2MiK, MiK, MiK/2
ve MIiK/4 olacak sekilde karisimlara eklendi. Bu islemi takiben 0, 3, 6 ve 24’{incii saatte drnekler alindi ve her bir
ornek, petri kabinda yapilacak sayimlari kolaylastirabilmek adina diliie edilerek triptik soya agar (TSA) besiyeri
ylzeyine kantitatif ekim gerceklestirildi. Ekim yapilan petriler 37°C’de bir gece inkibe edildi. Petrilerde sayilan
koloniler diliisyon katsayilari hesaba katilacak sekilde hesaplandi. Deneyler (g tekrarli olarak yaplldl(g).

Antibiyofilm Etkinligi

izolatlarin taze kiiltiirleri hazirlandi. inkiibasyon sonrasi 3 mL’lik serum fizyolojik icerisinde 0.5 McFarland
degerine ayarlandi ve bakteri siispansiyonu elde edildi. Diiz tabanh 96 kuyucuklu mikroplaka Uzerindeki
kuyucuklara 155 pl %0.25 glukozlu TSB ve 20 pL 0.5 McFarland degerine ayarlanan bakteri slispansiyonu
inokiile edildi. Son basamakta her bir kuyucuga 25uL hacimde ve kuyucuklardaki final CSA-44 konsantrasyonu
MiK ve MIK/2 olacak sekilde ayarlanmis CSA-44 eklendi. Negatif kontrol icin kullanilan kuyucuklara sadece 180
ul %0.25 glukozlu TSB ilave edildi ve 35°C'de 18-24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi kuyucuklardan
besiyeri mikropipet yardimiyla uzaklastirildi. 200 pul PBS ile iki kez yikandi. Mikroplakalar kurutma kagidi tzerine
ters gevrildi ve kurumasi igin beklendi. Kuruyan kuyucuklara kalmis olan biyofilmleri sabitlemek igin 150 pl
metanol eklenerek 20 dakika bekletildi. Daha sonra metanol kuyucuklardan uzaklastirildi. Mikroplakalar ters
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cevrilerek kurumasi beklendi. Kuyucuklarin iyice kuruduguna emin olduktan sonra 150 pL %0.1’lik kristal viyole
¢Ozeltisi eklendi ve 15 dakika bekletilerek boyanmasi saglandi. Siire sonunda kristal viyole ¢ozeltisi mikropipet
yardimiyla kuyucuklardan uzaklastinildi. Musluk suyu ile kristal viyole ¢ozeltisinin fazlasi giderildi. Durulama
suyu renksiz kalana kadar yikama islemi gergeklestirildi. Yikanan mikroplakalar kurutma kagidi Gzerine ters
cevrilerek kurumasi beklendi. Kuruyan kuyucuklardaki kristal viyoleyi ¢ozebilmek igin 150 puL %95’lik etanol
eklenerek 30 dakika bekletildi. Kuyucuklardaki absorbans degerleri 30 dakikanin sonunda mikroplaka okuyucu
spektrofotometre (BMG Labtech Clariostar) yardimiyla 570 nm dalga boyunda 6lgiliip degerlendirildi. Deney
her kdken igin Ug tekrarli olarak yaplldl(zo).

Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscobe, SEM) ile Gériintiileme

CSA-44’ln E. faecalis suslarinin tizerindeki aktivitesi temsilci olarak segilen izolatlarda Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) ile goriintiilendi. Bu amacgla ilk olarak ilgili izolatin TSA’da taze kiltiirG yapildi. Bir gecelik
inklibasyon sonrasinda buradan alinan taze kolonilerden steril fosfat tamponu (PBS) igerisinde 0.5 McFarland
bulanikhga sahip bakteri slispansiyonu hazirlandi. SEM galismalari igin 6 kuyucuklu polistiren, steril, diiz tabanli
hicre kalturd plakalart kullanildi. Her kuyuya 0.13-0.16 mm (Nest, Almanya) kalinliginda on alti milimetre
¢apinda yuvarlak lamel dikkatlice yerlestirildi. Kuyulara 1800uL hacimde %0.25 glukoz ilavesiyle triptik soya
buyyonu (TSB) ilave edildi. Daha sonra her kuyuya taze hazirlanmis 200 pL bakteri sispansiyonu ilave edildi.
Bilesigin aktivitesini gorsellestirmek icin, son CSA-44 konsantrasyonu kuyulara MiK/2 olarak eklendi. Plakalar
daha sonra 24 saat boyunca 37°C'de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra, biyofilm olusturan yiizeyler, ortam
kalintilarini ve biyofilm olusturmayan hiicreleri uzaklastirmak igin tg kez PBS ile durulandi. Yikama adimlarindan
sonra numuneler %2.5 glutaraldehit ¢oOzeltisi iceren kuyulara aktarildi ve biyofilm 2 saat sabitlendi.
Glutaraldehiti gidermek igin lameller 3 kez PBS ile durulandi. Son olarak, numuneler artan etanol yizdeleriyle
dehidrate edildi (%35, %50, %75, %90, %95 ve %99; her ¢ozeltide 20 dakika boyunca). Tim lameller 30°C
sicakhkta 18 saat kurumaya birakildi. Kurutma asamasindan sonra, her numune altin piskirtme ile kaplandi

(Quorum Q150 Res, ingiltere) ve SEM kullanilarak gérijntijlendi(lg).

BULGULAR

E. faecalis izolatlarinda CSA-44’(in MIK degerleri 2-4 pg/mL arasinda bulunmustur (MiKss= 4 pg/mL).
Vankomisin direng sinir degerinin <4 pg/ mL oldugu bilindiginden test edilen izolatlarda CSA-44’tn etkili doz
degerlerinin vankomisine esit veya daha diisiik konsantrasyonda oldugu saptanmistir. MiK degerleri Tablo 1’de
gosterilmistir.

Tablo 1. Test edilen Enterococcus faecalis izolatlarinda CSA-44 MiK degerleri
izolat CSA-44 Minimum inhibitér Konsantrasyon (MiK) Degeri (ug/mL)

#26
#27
#30
#32
#34
#35
#36
#38
#40
#42

E. faecalis
ATCC 29212

EEN SN R L T L R S I
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Zaman bagl 6ldiirme etkinlikleri

CSA-44’Gn calismaya dahil edilen her bir izolat icin 4MIK, 2MiK, MIK, MIK/2 ve MiK/4
konsantrasyonlardaki zamana bagli 6ldiirme kapasiteleri incelendiginde, 2MiK ve MiK konsantrasyonlarda 3-6
saatlik zaman araliginda, bakteri sayisinda belirgin dlsis ve bakterisidal etkinlik gozlenmistir (3 log’luk azalma).
Bununla birlikte, ilging bir sekilde, bu etkinligin sadece 2MiK ve iizeri konsantrasyonlar igin devam edebildigi
saptanmistir. Yani izolatlara MiK ve altinda kalan konsantrasyonunda CSA-44 uygulandiginda, 6 saatten sonra
bakteri sayisinda artis gorilmustir. Sekil 1’de rastgele segilmis iki izolata ait grafikler gosterilmistir.
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Sekil 1. Rastgele segcilen iki Enterococcus faecalis izolatinda CSA-44' (in zamana bagh 6ldirme etkinligi.
A) izolat 27, B) izolat 35
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Antibiyofilm aktiviteleri

CSA-44’UGn E. faecalis'te izolata bagh olarak degisen oranlarda biyofilm olusumunu inhibe ettigi
saptanmistir. izolatlarin biyofilm olusturma yeteneginde MIiK ve genellikle MIiK/2 konsantrasyonlarinda
inhibisyon gériilmiis, MiK konsantrasyonunda daha yiiksek inhibisyon gézlenmistir. Bazi izolatlarda (26, 30 ve
40 numarali izolatlar), MiK/2 dozlarda uygulanan CSA-44’(in biyofilm indiiksiyonuna neden oldugu gérilmistir.
Molekilun antibiyofilm aktivitesi Sekil 2’de 6zetlenmistir.

140%
= 120%
>
S 100%
[
S
2 80%
o]
2
€ 60%
E
S 40%
>
0 20%
0%
26 27 30 32 34 35 36 38 40 42 ATCC

m Kontrol 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
= MiK 97% 76% 85% 65% 95% 53% 74% 49% 63% 53% 64%
=MIK/2 115% 85% 106% 67% 99% 51% 78% 75% 101% 85%  92%

Sekil 2. CSA-44'(in Enterococcus faecalis izolatlarinda biyofilm olusumuna etkisi.
SEM ile goriintileme ¢alismalarinda CSA-44 antibiyofilm etkinligine en duyarli izolatlar olan 35 ve 42

numarali izolatlar kullaniimis, CSA-44 maruziyeti sonrasinda bakterinin dis membraninda belirgin deformasyon
goruntulenmistir (Sekil 3).

@ ¥
V'Y
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Sekil 3. CSA-44'(in E. faecalis suslarindaki etkisinin SEM ile gérintilenmesi.
A) izolat 35, B) izolat 42
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TARTISMA

Enfeksiyonlar ylzyillardir insanhgin en byik saglk problemleri arasinda yer almistir. Antibiyotik ¢aginin
baslamasiyla hem yizbinlerce insanin 6lim{ engellenmis, hem de basta cerrahi miidahaleler olmak tzere pek
cok farkh tibbi teknigin daha giivenli sekilde yapilmalarina olanak saélanmlstlr(zg). Ne yazik ki her kesfedilen veya
sentezlenen yeni antibiyotik molekdiliine karsi direncin da kisa sure igerisinde goziikmesi akilci antibiyotik
kullanim ilkelerinin uygulanmasi kadar, bakteri eradikasyonu amaciyla bakteriyofajlar, gen susturumu, farkl
dogal ve bitkisel ekstreler gibi alternatif metotlarin 6nemini artirmaktadir'”.

AMP’ler bu anlamda faydali bir model olarak 6ne g¢ikmaktadir. Bu molekiiller, dogada yaygin olarak
bulunan ve farkh organizmalarin dogustan gelen bagisiklik sisteminin 6nemli bir pargasi olan kiiclik peptit
sinifini olugturmaktadlrlar(lz). Cogu AMP mikrobiyal patojenleri dogrudan o6ldiirme yetenegine sahipken;
digerleri, konak savunma sistemlerini modiile ederek dolayli olarak hareket ederler. AMP'lerin bakteri, mantar,
parazit ve virlislere kargi inhibe edici etkileri farkli galismalarla gosterilmis olsa da; proteazlara duyarhhklari,
yuksek maliyetleri ve stabilite sorunlar gibi temel dezavantajlar, yakin zamanda klinik olarak kullanima
girmelerinin ¢ok mumkiin olmadigina dair kaniyi gUgIendirmektedir(Z). Ancak, seragenin adi verilen ve
antimikrobiyal peptitleri taklit edecek sekilde tasarlanan bir grup kimyasal molekulln farkli mikroorganizmalar
Gzerinde etkinlikleri oldugu gorialmektedir. Seragenin molekillerinin etkinliklerini arastiran c¢alismalara
bakildiginda genellikle Gram negatif bakteriler izerinde yogunlastiklari gérilmektedir. Direngli Gram negatif
hastane enfeksiyon etkenlerinde farkh serageninlerin etkinlik gosterdigi beIirIenmi§tir(18'29). Bu calismalar
dahilinde CSA-44 haricinde farkli seragenin turevlerinin de etkinligi de arastinimistir. Genel olarak, CSA-13
molekuliiniin 6zellikle Gram negatif bakterilerde en yiiksek aktiviteye sahip seragenin oldugu goériulmektedir.
Buna ek olarak, Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda CSA-44 MIK araliginin 0.5-8 ug/mL araliginda seyrettigi
saptanm|§tlr(22). Benzer sekilde CSA-44 MIK araliginin Acinetobacter spp. ve Klebsiella pneumoniae izolatlarinda
sirastyla 8-16 pg/mL ve 0.5-32 pg/mL degerlerinde seyrettigi gér[]lmektedir(14). Kan dolasimi enfeksiyonlariyla
iliskili coklu ilaca direngli Gram negatif patojenlere karsi serageninlerin tek basina ve antibiyotiklerle
kombinasyon halinde etkinliginin degerlendirildigi bir baska arastirmada; CSA-44 ve CSA-131’'in kolistin ve
meropeneme direngli A. baumannii ve P. aeruginosa izolatlarina karsi etkili oldugu bildirilmistir. Ayrica CSA-
44’in meropenem ve tigesiklinle kombinasyonunun sinerjistik etki gosterdigi dikkat gekmi§tir(3l).

Bizim calismamizda E. faecalis icin CSA-44 MIK degerleri 2-4pg/mL olarak saptanmis, bu etkin doz
degerlerinin vankomisin direng sinir degerinin altinda olmasi dikkati ¢ekmistir. Farkh bakteriler ve farkh
seragenin molekilleri arasindaki etkinlik farkinin siibstitiisyon yapilan yan zincirlerdeki karbon sayilari veya bu
yapilara cift bag ile eklenmis olan oksijen ile iliskili olmasi muhtemeldir. Bu nedenle, kimyasal yapi ile
antimikrobiyal aktivite iliskilerinin daha detaylh aydinlatilmasi, yeni tirevlerin sentezlenmesi igin yol gosterici
olacaktir. Bu ¢alismada kullanilan CSA-44’Un Gram pozitif izolatlarda etkinligini arastiran ¢alisma sayisi oldukca
sinirhdir. Hacioglu ve ark. (10) cesitli serageninlerin (CSA-13, CSA-44, CSA-90, CSA-131, CSA-138, CSA-142 ve CSA-
192) klinik Enterococcus spp. izolatlari Gizerine antimikrobiyal etkinliklerini degerlendikleri ¢alismalarinda, CSA-
44 ve CSA-192'nin en disiik MiKsy ve MiKqo degerlerine sahip olduklarini saptamislardir. Ayni ¢alismada yapilan
kombine etkinlik ve in vivo etkinlik degerlendirmeleri sonucunda, CSA-44 ve CSA-192'nin enterokok
enfeksiyonlarinin tedavisi icin iyi birer aday olabilecegi rapor edilmistir. CSA-44 ve E. faecalis ile yapilan
literatlrdeki bir calismada 10 ve 20 ug/ml’lik uygulamalarin standart tek bir E. faecalis susunda biyofilm
inhibisyonu yaptigi rapor edilmistir. ilgili calismada kullanilan CSA-44 dozu bizim ¢alismamamizda kullanilan
dozlardan ¢ok daha yiiksektir. Bu nedenle daha yiiksek inhibisyon oranlari elde etmeleri beklenen bir sonugtur.
Bu ¢alismanin ilgi ¢ekici bir diger bulgusu, CSA-44’ln dis ylzeyleri gibi farkli yuzeylerde uygulanarak basarili
sonuglar verebileceginin gosterilmis olmasidir®”. Czarnowski ve ark.” serageninlerin agiz boslugunda yaygin
olarak yer alan mikroorganizma tirlerine karsi antimikrobiyal ve antibiyofilm etkinliklerini degerlendirdikleri
calismalarinda CSA-13, CSA-44, CSA-131 ve CSA-255’in etkinliklerini farkh patojenlere (Candida, Streptococcus,
Enterococcus ve Bacteroides tirlerine karsi test etmislerdir. En zayif antimikrobiyal aktivitenin CSA-44 igin
kaydedildigi belirtilmis, yiiksek MiK degerleri dikkat cekmistir. Ayni calismada, ilging sekilde CSA-44’{in dzellikle
Candida izolatlarinin olusturdugu biyofilmlere karsi diger sereganinlerden daha yliksek etkinlige sahip oldugu,
20 pg/mL CSA-44'e maruziyette ~%10'dan fazla biyofilm canliigi olmadigi rapor edilmistir.
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E. faecalis, hastane enfeksiyonlarinin Uglinci en yaygin nedenidir ve hastanede yatan hastalardaki
enfeksiyonlarin ¢cogu venoz ve idrar sondalari vb. kalici tibbi cihazlarin kullanimi ile iliskilendirilmistir. Bu tarz
patogenezlerde en kritik basamak, bahsi gecen bu yiizeylerin kolonizasyonudur. Biyofilm olusumu gosteren E.
faecalis izolatlarini bu alanlardaki tutulumu daha yiksektir. Ayrica biyofilm icerisine kendisini ddeta gomen
bakteriler, antimikrobiyal maddelerden daha az etkilenerek tedavisi daha zor enfeksiyonlara neden olurlar.
Dolayisiyla biyofilm tabakalarinin olusumunun 6niine gegilebilmesi hem enfeksiyon olusumunu, hem de
tedavide yasanilan zorluklarin azalmasini saglayacaktlrm). Bu ¢alisma kapsaminda yapilan deneyler sonucunda,
CSA-44’iin biyofilm inhibisyonu yaptig belirlenmistir. Bu etkinlik MiK ve sub-MiK dozlarinda saptanmis olup,
inhibisyonun diizeyi izolata gore degismektedir. Bunula birlikte CSA-44’Un grafiklerde gorilebilecegi Uzere
normal kosullarda olusturulan biyofilmi %50-60 araliginda inhibe edebilme potansiyeli bulunaktadir.

Zaman bagh 6ldiirme kinetikler incelendiginde, ilging sekilde MiK konsantrasyonunda uygulanmasi
durumunda 6. saatten sonra tekrar Gireme goézikmektedir. Bu durum beklenmeyen bir durum gibi gézikmekle
birlikte, literatlirde farkli bakteriler (zerine yapilmis ¢alismalarda benzer durumlarin ortaya cikabildigi
gerImL’l§tUr(19). Bu durum ilk etapta olumsuz bir 6zellikle gibi goziikmekle birlikte in vitro testin bir dogasi
olarak olusmus olabilecegi diisiinilmektedir. Enfeksiyon modeli uygulamasi yapilmasi durumunda, canlinin
immin sisteminin de isin icerisine dahil olacagi dislinildiginde, seragenin ve immin sistem arasindaki olasi
sinerji durumu sayesinde yeniden Ureme gbézlemlenmeyebilir. Bunula birlikte MIK dozunun (zerinde
konsantrasyonlar uygulandiginda bu tarz bir etki saptanmamaktadir.

Sonug olarak, CSA-44, E. faecalis'in vankomisin direngli suglarina karsi hem antimikrobiyal hem de
antibiyofilm aktivite gosterebilecek potansiyel bir ajan olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ancak, klinik uygulamalarda
etkinliginin ve giivenliginin tam olarak belirlenmesi igin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ozellikle
dogru dozaj ve tedavi siresinin belirlenmesi, CSA-44'ln klinikte kullanimini optimize etmek igin kritik 6neme
sahiptir. Bu calisma, CSA-44'Un E. faecalis ile micadelede potansiyel bir tedavi secenegi olabilecegini
disundirmekte ve bu alandaki arastirmalarin devam etmesi gerektigini vurgulamaktadir.
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