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Oz

Eritromisin (15 pg/disk), kloramfenikol (30 pg/disk), streptomisin (10 pg/disk) ve tetrasiklin (30 pg/disk) standart
antibiyotiklerinin Klebsiella spp.’ye kars1 antibakteriyel aktivitelerinin arttirilmasi igin inkiibasyon sicakligi (25-49°C),
besiyeri baslangic pH’s1 (5-10) ve inkibasyon siresi (6-24 saat) bagimsiz degiskenlerinin etkisi Box Behnken deney
tasarim modeli kullanilarak optimize edilmistir. Antibakteriyel aktiviteler Kirby-Bauer disk diflizyon metoduna gore
analiz edilmistir. Eritromisin ve streptomisin standart antibiyotikleri i¢in, inkiibasyon sicakligi, pH ve inkiibasyon siiresi
degiskenleri ile ajanlarin etki mekanizmalar1 arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur. Inkiibasyon sicakliginin
25°C’den 49°C’ye; besiyeri pH’sinin 5’den 10’a ve inkiibasyon siiresinin 6 saatten 24 saate artisinin sus tizerindeki
antibakteriyel aktivitenin artigina sebep oldugu saptanmistir. Eritromisin i¢in en yiiksek aktivite 22.50 mm inhibisyon
zonu ¢api ile 49°C; pH 7.5 ve 6 saat; 25°C; pH 10.00 ve 15 saatte belirlenmistir. Streptomisin i¢in ise 25°C; pH 10.00 ve
15 saatte en yilksek inhibisyon zonu 27.00 mm olarak kaydedilmistir. Varyans analizi sonuglarina gore, eritromisin ve
streptomisin aktivitelerinin arttirilmasinda model istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p<0.05), kloramfenikol ve
tetrasiklin antibiyotikleri i¢in istatistiksel acidan anlamsiz (p>0.05) bulunmustur. Streptomisin aktivitesi lizerinde
inkiibasyon sicakliginin etkisi, eritromisin {izerinde ise inkiibasyon siiresinin etkisi istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur. Her iki antibiyotigin aktivitesi {izerinde inkiibasyon sicakligi ve pH faktorlerinin etkilesimlerinin 6nemli
oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Yiizey yanit metodu, Klebsiella spp., antibiyotikler.

Statistical Optimization of Activities of Some Antibiotics to Klebsiella spp. by
Using Box-Behnken Design

Abstract

Effects of incubation temperature (25-49C°), initiation pH of media (5-10) and incubation time (6-24 h) independent
variables for enhancing antibacterial activities of erythromycin (15 pg/disc), chloramphenicol (30 pg/disc), streptomycin
(10 pg/disc) and tetracycline (30 pg/disc) standard antibiotics on Klebsiella spp.were optimized by using Box Behnken
design model. Antibacterial analyses were performed by Kirby-Bauer disc diffusion method. A positive correlation was
found between antibacterial activity and tested independent variables for erythromycin and streptomycin antibiotics. The
increases of incubation temperature, pH and incubation time in the analyzed model were caused to the increase in
antibacterial activity against Klebsiella spp. The highest activity for erythromycin was 22.50 mm. This activity was
observed in two different optimization testing (at 49C°; pH 7.5 and 6 h; 25C°; pH 10.00 and 15 h). The highest activity
(27.00 mm) for streptomycin was recorded at 25C°; pH 10.00 and 15 h. According to variance analyses, this model was
statistically significant in enhancing activities of erythromycin and streptomycin (p<0.05), but statistically insignificant
for chloramphenicol and tetracycline. The effect of incubation temperature on streptomycin activity and incubation time
on erythromycin activity was statistically significant found (p>0.05). The interactions of incubation temperature and pH
factors on activity of both antibiotics were detected to be statistically significant.
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1. Giris

Antibiyotikler, bakterilerin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarina karsi savasta kritik 6neme
sahip ilaglardir (Odonkor ve Addo, 2011). Bu hastaliklar1 tedavi etmek igin antibiyotiklerin 70 y1ili
askin kullanimi ve enfeksiyonlarin prevalansindaki dramatik artis patojenlerin ¢coklu ve geniglemis
ila¢ direncine neden olmaktadir (Navon-Venezia ve ark., 2017). Bununla birlikte, antibiyotik ilag
terapisine karsi direng gosteren hastalik sebebi bakteriler giin gectikce artan saglik problemlerine
neden olmaktadir. Yara enfeksiyonu, bel soguklugu, verem, zatiirre, septisemi ve ¢ocuklarda gérilen
kulak hastaliklar1 antibiyotiklerle tedavi edilmesi olduk¢a zorlasan hastaliklarindan sadece bir kagidir
(Odonkor ve Addo, 2011). Antibiyotik direngliligi bir miiltifaktoriyel kompleks prosestir (Navon-
Venezia ve ark., 2017). Bir taraftan yeni ilag gelistirilme c¢aligmalari siirerken, diger taraftan bu
ilaglara karsi bakterilerin hizlica direng gOstermesi antibiyotiklerle tedaviyi zorlastirmaktadir.
Antibiyotiklere karst direng mekanizmasinin baslica 4 tipi s6z konusudur: 1. Dogal direng, 2.
Gelistirilmis direng, 3. Capraz direng, 4. Coklu ilag direnci ve kolistin (polimiksin E) direnci (Cesur
ve Demirdz, 2013).

Dis membran yapisinin ve periplazmik beta-laktamazlar gibi savunma mekanizmalarin
varligindan dolayr Gram-negatif bakteriler Gram-pozitiflere gére antimikrobiyal ajanlara karsi daha
direnclidir. Antibiyotik direncli Gram-negatif bakterilerce gelisen enfeksiyonlar, yiksek o6lim
oranlari, uzayan hastane tedavisi ve fiyatlari ile iliskilendirilmektedir. Enterobacteriaceae ailesine ait
Gram-negatif bakteriler normal intestinal floranin iiyesi ve ayrica klinik pratiklerde en cok
karsilagilan patojenler arasindadir (Ruh ve ark., 2016). Gram-negatif bakteriler arasinda hastane
enfeksiyonlarin en énemli sebeplerinden biri Klebsiella spp. suslaridir. Basil sekilli, aerobik ve
fakiiltatif anaerobik, hareketsiz, nitrat pozitif ve mukoid koloni gosteren bu suslar, idrar yolu
enfeksiyonlari, zatiirre, septisemi, yara ve kan dolasimi gibi en genel hastane enfeksiyonlarinin
sebebidir (Babakhani ve ark., 2015; Khaertynov ve ark., 2018).

Bu ¢alismada, protein sentezinde etkili eritromisin (15 pg/disk), kloramfenikol (30 pg/disk),
streptomisin (10 pg/disk) ve tetrasiklin (30 pg/disk) standart antibiyotiklerinin Kilis ili Devlet
Hastanesi Mikrobiyoloji Biriminden temin edilen klinik izolat Klebsiella spp. susuna kars1 gosterdigi
antibakteriyel aktivite lizerinde sicaklik, zaman ve pH parametrelerinin etkileri yanit yiizey

metodolojisinin Box Behnken deney tasarim modeli kullanilarak optimize edilmistir.

2. Materyal ve Metot

Kilis ili Devlet Hastanesine muayene i¢in gelen hastanin idrarindan &rnek alinip Eosin

Methylen Blue (EMB) agardaki koloni morfolojisine gore tiplendirilen Klebsiella spp. susunun
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laboratuvarimizda Gr boyanma, indol, metil kirmizisi, VVoges Proskauer ve sitrat testlerindeki
davraniglarina gore tanimlanmasi yapilmstir.

Yiizey yanit metodolojisinin Box Behnken deney tasarim modeli kullanilarak Klebsiella spp.
susunun antibiyotik direng/hassasiyet genlerinin ekspresyonu iizerinde sicaklik, pH ve zaman
parametrelerinin etkileri incelenmistir. Bu modele gore belirtilen pH araliklarinda hazirlanan Luria-
Bertani (LB) broth besiyerlerinde, Tablo 1’de verilen sicaklik ve zaman kosullarinda gelistirilen
kiiltiirlerin yogunlugu fizyolojik tuzlu su (%0.9 NaCl) ile 0.5 MacFarland standart bulanikligina gore
ayarlanmistir.

Standart bulanikliga ayarlanan Klebsiella spp. susu steril ekiivyon ¢ubuklari ile Mueller Hinton
Agar (MHA) besi yerine inokiile edilmistir. Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi kullanilarak
antibakteriyel analizler siirdiiriilmiistiir. Besiyerine inokiilasyonu takiben eritromisin (15 pg/disk),
kloramfenikol (30 pg/disk), streptomisin (10 pg/disk) ve tetrasiklin (30 pg/disk) antibiyotik diskleri
esit araliklarla yerlestirilmistir. Inkiibasyon siiresini takiben disklerin etrafinda bakterilerin iiremedigi
seffaf zonlarin varlig1 incelenmistir.

Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) tarafindan ifade edilen
hassasiyet/direng zon ¢aplarina gore kullanilan antibiyotiklerin s6z konusu klinik izolat {izerindeki
etkileri degerlendirilmistir. Tiim antibakteriyel analizler {i¢ tekrarl yiiriitilmiistiir.

Box-Behnken deney modeli, 2 seviyeli 3 faktoriyellik tasarimda tiim degiskenlerin (X1, X2 ve
X3) orta degerlerinin alindig1 merkez noktada toplamda 14 adet deney noktasi icermektedir. 3 adet
bagimsiz (sicaklik, pH ve inkiibasyon siiresi) degiskenin belirlendigi modelde tiim analizler 3 tekrarh

yiiriitiilmistiir (Tablo 1).

Tablo 1. Antimikrobiyal ¢alismada incelenen parametrelerin seviye degerleri

Seviye No Sicaklik (°C) pH Zaman (saat)
-1 25 5.00 6.00
0 37 7.50 15.00
1 49 10.00 24.00

Tablo 2°de verilen deney planina gore {ic bagimsiz degiskenin incelendigi 2 dereceden yanit
yiizey modelinde polinomal denklem kullanilarak her bir faktér degerlendirilmistir. Modele iligskin

esitlik asagida verilmistir.

Y:,30+Zﬂixxi+z,3nxxi2+2 > Biix Xi

i=1 j=i+l
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Buna gore Y sistemin cevabi, N degisken sayis1 (N=3), Xi ve Xij bagimsiz degisken, 50, Si, pii
Ve fij sabit ve modelin regresyon katsayisini ifade etmektedir. Veri analizleri i¢in “Design Expert
statistical software” (Design Expert 8.0.7) kullanilmistir. Modelin uyumlulugu kuadratik model
varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir.

Tablo 2. Ug bagimsiz degisken i¢in Box-Behnken deneme plani, 3 merkez noktal1 (4, 11 ve 13) 14 deney

Deney No  XiysicakLIK) Xa(pH) Xa(inkiibasyon siresi)
1 -1 1 0
2 1 0 -1
3 1 -1 0
4 0 0 0
5 0 1 1
6 0 -1 -1
7 0 -1 1
8 -1 0 -1
9 1 0 1

10 0 1 -1
11 0 0 0
12 -1 0 1
13 0 0 0
14 -1 1 0

3. Bulgular ve Tartisma

Farkli etki mekanizmalarina sahip eritromisin (15 pg/disk), kloramfenikol (30 pg/disk),
streptomisin (10 pg/disk) ve tetrasiklin (30 pg/disk) standart antibiyotikleri bakterilerde protein
sentezini inhibe ederek doza bagimli statik/sidal etki gostermektedir. Box Behnken deneme plani ile
elde edilen Klebsiella spp. susunun eritromisin ve streptomisine karsi  gosterdigi

direnclilik/hassasiyete yonelik deneysel degerler ve tahmin edilen degerler Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3. Klebsiella spp. susunun eritromisin ve streptomisine kars1 gosterdigi direnglilik/hassasiyetin deneysel
ve tahmin edilen degerleri

Direnglilik/Hassasiyet Zon ¢ap1 (mm)

Sicaklik o Inkiibasyon
(°C) suresi (saat) Eritromisin Streptomisin

Tahmin Tahmin

Deneme no X1 X2 X3 Deneysel Edilen Deneysel Edilen
1 49.00 7.50 6.00 22.50 20.64 27.00 26.86
2 37.00 7.50 15.00 11.00 11.02 21.50 21.63
3 25.00 10.00 15.00 22.50 22.71 22.50 22.71
4 37.00 7.50 15.00 17.50 16.33 20.00 19.33
5 37.00 10.00 6.00 18.00 18.23 21.00 20.99
6 37.00 5.00 24.00 12.50 12.27 18.50 18.51
7 49.00 7.50 24.00 17.50 17.52 20.00 20.13
8 49.00 5.00 15.00 10.00 10.23 18.00 17.99
9 37.00 5.00 6.00 18.50 18.27 24.50 24,51
10 25.00 7.50 6.00 12.50 12.48 19.00 18.87
11 25.00 10.00 15.00 15.50 16.33 20.00 19.33
12 37.00 10.00 24.00 14.00 13.98 19.00 18.87
13 25.00 7.50 24.00 16.00 16.33 18.00 19.33
14 37.00 7.50 15.00 19.00 20.64 21.00 22.64

Antibiyotik direnclilik/hassasiyetine yonelik li¢ bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi ortaya

koyan regresyon denklemi asagida gibi hesaplanmuistir.

Y eritromisin=+16.33+1.27X1+0.23X»+0.275X3-9.51X1*X+0.88X1*X3+0.12X »*X3-2.96 X 1 -
1.21X72

Y streptomisin="+19.33+2.32X1+0.30X2+0.94X3-3.80X1*X2+0.50X 1 *X3+0.12X 2 * X 3+1.42X 1%+
0.29X52

Eritromisin ve streptomisin antibiyotiklerin etki mekanizmalar1 {izerinde etkisi incelenen
bagimsiz degiskenlerine yonelik regresyon esitlikleri incelendiginde, her iki standart antibiyotik i¢in
pi, Pii ve pPij katsayilarinin pozitif degerlere sahip olmasi, inkiibasyon sicakligi, pH ve inkiibasyon
siiresinin degiskenleri ile antibiyotiklerin etki mekanizmalar1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
gdzlenmektedir. Inkiibasyon sicakligin 25°C’den 49°C’ye; besiyeri pH’sinin 5°den 10’a ve
inkibasyon siresinin 6 saatten 24 saate artisinin standartlarin aktivitelerinin artmasina sebep
olmaktadir. i katsayist degerlerinin +1.27 ve 2.32 olmasi, her iki standarttin test susuna karsi
aktivitesini etkileyen en dnemli bagimsiz degiskenin inkiibasyon sicakligi oldugunu géstermektedir.

Regresyon sonucu elde edilen ikinci dereceden polinomiyal modelin uyumlulugu korelasyon
katsayis1 (R?) ile test edilmis olup; hesaplanan korelasyon katsayis1 (R?), eritromisin icin 0.9565;
streptomisin i¢in ise 0.9071 olmas1 s6z konusu modelin, deneysel verileri ile tahmin edilen verilerin

tutarl oldugunu gostermektedir.
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Tablo 4. Eritromisinin test susuna kars1 aktivite varyans analiz sonucu

Serbestlik Kareler Kare F- P-degeri
derecesi toplam ortalamasi  degeri
Model 8 188.78 23.60 13.76 <0.0052
X1 1 9.00 9.00 5.25 0.0706
X2 1 0.30 0.30 0.18 0.6923
X3 1 60.50 60.50 35.27 <0.0019
X1X2 1 76.00 76.00 44.30 <0.0012
X1 X3 1 3.06 3.06 1.79 0.2391
X2X3 1 0.063 0.063 0.036 0.8561
X1 1 15.00 15.00 8.75 0.0316
X2? 1 2.50 2.50 1.46 0.2811
X3? 0 0.000
Kalinti 5 8.58 1.72
Uyum 2 0.29 0.14 0.052 0.9505
eksikligi
Net hata 3 8.29 2.76

Tablo 4 ve 5’te test edilen her bir bagimsiz degiskenin eritromisin ve streptomisin aktivitesi
iizerindeki etkisi ANOVA varyans analizi ile belirlenmis olup, her bir katsayinin énemini gosteren P

ve F degerleri verilmistir.

Tablo 5. Streptomisinin test susuna karsi aktivite varyans analiz sonucu

Serbestlik Kareler Kare F- P-degeri
derecesi toplam ortalamasi1  degeri
Model 8 86.82 10.85 6.10 <0.0310
X1 1 30.18 30.18 16.97 <0.0092
X2 1 0.52 0.52 0.29 0.6133
X3 1 7.03 7.03 3.95 0.1035
X1 X2 1 12.11 1211 6.81 <0.0477
X1X3 1 1.00 1.00 0.56 0.4872
X2X3 1 0.062 0.062 0.035 0.8587
Xi? 1 3.44 3.44 1.93 0.2230
X2? 1 0.15 0.15 0.082 0.7861
X3? 0 0.000
Kahnti 5 8.89 1.78
Uyum 2 0.10 0.051 0.018 0.9827
eksikligi
Net hata 3 8.79 2.93

Antibakteriyel analizler i¢in test edilen modelin P degerinin (prob>f) 0.05’ten kiigiik olmasi
(0.0052) onerilen modelin, bagimsiz degiskenler ile eritromisin aktivitesi arasindaki iliskinin
incelenmesi icin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gostermektedir. Tablo 4’te P degerlerine
bakildiginda, X3 faktoriniin yani inkubasyon siresinin eritromisin aktivitesi zerinde etkisi

istatistiksel olarak anlamlidur.
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Antibakteriyel analizler i¢in test edilen modelin P degerinin (prob>f) 0.05’ten kiigiik olmasi
(0.0310) onerilen modelin, bagimsiz degiskenler ile streptomisin aktivitesi arasindaki iligkinin
incelenmesi icin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir. Tablo 5’te P degerlerine
bakildiginda, X1 faktoriiniin yani inkiibasyon sicakliginin streptomisin aktivitesi Uzerinde etkisi
istatistiksel olarak anlamlidir.

Bagimsiz degiskenlerin etkilesimleri incelendiginde, inkiibasyon sicakligi ve pH faktorlerinin
eritromisin ve streptomisin aktivitesi iizerindeki etkisinin 6nemli oldugu Tablo 4 ve 5’te
g6zlenmektedir (p<0.05). Regresyon esitliklerine bakildiginda bu iki bagimsiz degiskenin negatif bir
korelasyon ile etkilesim gosterdigi saptanmaktadir.

Kloramfenikol ve tetrasiklin antibiyotikleri icin model sonuglari degerlendirildiginde,
korelasyon katsays1 (R?) kloramfenikol igin 0.7274; tetrasiklin icin ise 0.8417’dir. Varyans analiz
sonuglara gore her iki antibiyotik i¢cin modelin P degeri (prob>f) 0.05’ten biiyiiktiir. Buna gore
veriler istatistiksel olarak anlamsizdir. Antibiyotiklerin sus lzerindeki aktiviteleri ve test edilen
bagimsiz degiskenler arasinda herhangi bir etkilesim s6z konusu degildir.

Eritromisin antibiyotiginin Klebsiella spp.’ye karsi gosterdigi antibakteriyel aktivite igin

cizdirilen ii¢ boyutlu yanit yiizey grafikleri Sekil 1’de verilmistir.

Antibakterivel -
aktivite (mm)

fnkibasvon  e. Sicaklk(O)
siiresi (saat)

Inkiibasyon ——— = pH
siiresi (saat)

Sekil 1. Eritromisin aktivitesi analizinin yilizey yanit grafigi
a) Sabit inkiibasyon siiresinde (15.00); pH ve inkiibasyon sicakligi (°C)
b) Sabit pH araliginda (7.50); inkiibasyon siiresi (saat) ve inkiibasyon sicakligi (°C)
C) Sabit inkiibasyon sicakliginda (37°C); inkiibasyon siiresi (saat) ve pH
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Sabit inkiibasyon siiresinde (15.00 saat), pH ve inkiibasyon sicakligi (°C) bagimsiz
degiskenlerinin etkisi incelendiginde, pH 5.0°da sicakligin 25°C’den 49°C’ye yiikselmesi eritromisin
aktivitesini 1.15 mm zon ¢apindan 22.71 mm’ye yiikselttigi hesaplanmistir. Ancak pH 10.00 iken,
sicaklik artiginin aktiviteyi 20.64 mm’den 4.15 mm zon ¢apima kadar azalttigi belirlenmistir.
Optimizasyon besiyerinin baslangi¢c pH’s1 ve inkiibasyon sicakligindaki birlikte artis antibakteriyel
aktivitenin azalmasina sebep olmaktadir. Bu etkilesim sonuglar regresyon denklemindeki negatif
korelasyon sonucunu desteklemektedir.

Sekil 1.b’de sabit pH (7.50) araliginda inkiibasyon siiresi ve inkiibasyon sicakliginin eritromisin
aktivitesine etkileri incelendigi model grafiginde inkiibasyon sicakligi ve siiresinin artmasina bagh
olarak Klebsiella spp.’ye karsi antibakteriyel aktivitenin arttig1 gézlenmektedir. Sabit inkiibasyon
sicakliginda ise (37°C) besiyerinin pH’s1 arttikca antibakteriyel aktivitenin de arttig1 belirlenmistir
(Sekil 1.c). Yiizey yamit grafigine gére mm cinsinden eritromisin i¢in belirlenen en yiiksek
antibakteriyel aktivite 22.50 mm inhibisyon zon ¢api ile 15 saatlik sabit inkiibasyon siiresinde 25°C,
pH 10 ve 49°C, pH 5.0 optimizasyon kosullarinda rastlanmistir. En diisiik antibakteriyel aktivite ise

25°C, pH 7.50 ve 6 saatlik inkiibasyon siiresinde 10 mm inhibisyon zon ¢ap1 olarak belirlenmistir.

Tablo 6. Enterobacteriaceae i¢in EUCAST referans degerleri

Duyarlilik Orta direncli Direnclilik

(S) (M (R)
Eritromisin (15 pg/disk) >23 14-22 <13
Kloramfenikol (30 pg/disk) >18 13-17 <12
Streptomisin (10 pg/disk) >15 12-14 <11
Tetrasiklin (30 pg/disk) >15 12-14 <11

Yanit yiizey grafiklerinden elde edilen veriler Tablo 6’daki EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) sinir degerlerine gore yorumlanmistir. 6 saatlik sabit
inkiibasyon siiresinde sicaklik ve pH etkilesimine bagh olarak 25°C’lik inkiibasyon sicakligi ve
besiyeri pH’s1 7.50 iken belirlenen direnclilik (12.50 mm), sicaklik 49°C’ye, pH ise 10.00’a arttikca
azalmis ve hassasiyetin bagladig1 gozlenmistir. Bu optimizasyon kosullarinda inhibisyon zon ¢ap1
22.50 mm’ye kadar artmistir. 37°C sabit inkiibasyon sicakliginda ise, pH ve inkiibasyon siiresinin
etkilesimine bagli olarak pH 7.50 ve inkiibasyon siiresi 15 saat iken en diisiik inhibisyon zonu 11 mm
olup direnglilik olarak ifade edilmektedir. Tablo 3’te 37°C sabit inkiibasyon sicakligindaki deneysel
veriler incelendiginde, inhibisyon zon ¢aplarimin 11 ile 19 mm arasinda degistigi, direncliligin
kosullara bagl olarak azaldigi ve orta direncin olustugu belirlenmistir.

Streptomisin antibiyotiginin Klebsiella spp.’ye karsi gosterdigi antibakteriyel aktivite igin
cizdirilen li¢ boyutlu yanit yilizey grafikleri Sekil 2°de verilmistir.
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Sekil 2. Streptomisin aktivitesi analizinin ylizey yanit grafigi
a) Sabit inkiibasyon siiresinde (15.00); pH ve inkiibasyon sicakligi (°C)
b) Sabit pH araliginda (7.50); inkiibasyon siiresi (saat) ve inkiibasyon sicakligi (°C)
¢) Sabit inkiibasyon sicakliginda (37°C); inkiibasyon siiresi (saat) ve pH

Sekil 2.a’ya bakildiginda sabit inkiibasyon siiresinde (15.00 saat), pH ve inkiibasyon sicaklig
(°C) bagimsiz degiskenlerinin etkisi incelendiginde, pH 5’te sicakligin 25°C’den 49°C’ye artist
streptomisin aktivitesini 14.61°den 26.86 mm zon ¢apina kadar arttirdigi hesaplanmistir. EUCAST
smir degerlerine gore Klebsiella spp.’nin streptomisine kars1 gosterdigi orta direncin hassasiyete
degistigi ve streptomisinin aktivitesinin arttigi saptanmistir. Fakat besiyeri pH’s1 10.00 iken
sicakliktaki artigin inhibisyonu 22.82 mm’den 19.86 mm zon ¢apina kadar azalttig1 ortaya konmustur.
Streptomisin antibiyotigine kars1 hassasiyetin devam etmesine karsin inhibisyon zon ¢apinin azaldigi
g6zlenmektedir. Klebsiella spp.’nin streptomisine kars1 direnglilik gosterdigi herhangi bir deneme
plan1 kosuluna rastlanmamistir. Tiim deneme planlarinda hassasiyetlik belirlenmis olup, en yiiksek
antibakteriyel aktiviteye 27 mm inhibisyon zon ¢ap1 besiyerinin pH’s1 7.50 iken 49°C’de 6 saatlik
inkiibasyon siiresinde rastlanmistir. Ayn1 kosullarda inkiibasyon siiresinin 24 saatte artig1 inhibisyon
capinin 27 mm’den 20.00 mm’ye kadar azaldigini1 gostermektedir.

Sabit inkubasyon suresi (15.00 saat) ve pH (7.50)’da eritromisinin antibakteriyel aktivitesinin
25°C’de 12.17 mm; 37°C’de 16.33 mm; 49°C’de ise 14.64 mm oldugu belirlenmistir. Eritromisine
kars1 diisik sicaklikta gozlenen direncin, sicaklik yiikseldikge azaldigi belirlenmistir. Sabit
inkiibasyon sicaklig1 (37°C) ve pH (7.50)’da 6 saatlik inkiibasyon siiresinde aktivite 13.58 mm’dir.
Inkiibasyon siiresi arttik¢a inhibisyon zonunun da artt1ig1 tespit edilmistir (15. saatte 16.33 mm; 24
saatte ise 19.08 mm). Inkiibasyon siiresindeki artis susun antibiyotige karsi gosterdigi direnci

azaltarak orta diren¢ gostermesine neden olmustur. Sabit inkiibasyon sicakligi (37°C) ve siiresinde
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(15 saat) pH’nin artisinin aktivite iizerinde etkisi incelenmistir. pH 5.0’da inhibisyon zonu 14.90 mm;
pH 7.5°da 16.33 mm; pH 10.00’da 15.36 mm olarak kaydedilmistir. Inkiibasyon siiresinin artiginin
antibiyotige maruz kalma siiresine bagl olarak sus tizerindeki antibakteriyel aktivitenin artmasina;
pH’nin ise bakteri gelisimine etki ederek antibiyotige karsi direncin azalmasina sebep oldugu
soylenebilmektedir.

Streptomisin i¢in ise sabit inkiibasyon siiresi (15.00 saat) ve pH (7.50)’da sicaklik arttikca
strastyla 18.42; 19.00 ve 23.07 mm inhibitdr aktivite gézlenmistir. Bu optimizasyon kosullarindaki
inkibasyon sicakligi artigi, eritromisin antibiyotigine oranla streptomisinin sus iizerindeki
aktivitesine daha yiiksek oranda etki gostermistir. Sabit inkiibasyon sicakligi (37°C) ve pH (7.50)’da
inkiibasyon siiresinin 6 saatten 24 saate artis1 inhibisyon zon ¢apini 18.39 mm’den 20.27 mm’ye
arttirmigtir. Sabit inkiibasyon sicakligi (37°C) ve siiresinde (15 saat) pH’nin 5.0’dan 10.00’a artist
streptomisin aktivitesini 19.32-19.93 mm araliginda sinirh kilmastir.

Antibiyotiklerin aktiviteleri tizerinde farkli degiskenlerin etkisi pek ¢ok galisma tarafindan
rapor edilmistir. De silva ve ark. (2018) inkilibasyon sicakligin (28-37°C) bakterilerin antibiyotik
direncliligi iizerindeki etkisini incelemislerdir. Inkiibasyon sicakligindaki (28°C) farkliligin
trimetoprim-siilfametoksazol karst duyarliligi arttirirken, aztreonama karst ise azalttigini
bildirmislerdir. Bu c¢alisma sicaklik parametresinin farkli antibiyotiklerin etki mekanizmalar
tizerinde farkliliklar gosterebilecegine yonelik sonuglarimizi desteklemektedir. Lin ve ark. (2017)
antibiyotik direngliliginin temel rezervi olan ¢esitli hayvan giibrelerini farkli sicaklikta inkiibe ederek,
siilfonamid direngliligi iizerinde sicakligin etkisini incelemistir. Domuz giibresinde sicakliin artisi
(minimum 60°C) sulfonamid antibiyotiklerinin miktarinda azalma, tavuk giibresinde ise 30°C’de
yiiksek oranda degradasyon gozlenmistir. Farkli sicaklik (10, 35 ve 55°C) ve baslangic pH (5, 7, 9 ve
12)’larinda giibrede antibiyotik direnglilik genlerinin ekspresyon seviyesi aragtiritlmistir. pH degisimi
olmaksizin 55°C sicaklikta ve cevre sicakliginda pH’nin 12’ye artisinin ekspresyon seviyesinde
azalmaya sebep oldugu belirlenmistir (Li ve ark., 2020).

Macfadden ve ark. (2018) Klebsiella spp.’ye kars1 20 farkli antibiyotigin etkisini inceledikleri
calismada, sonuglarimizdan farkli olarak lokal sicakliktaki artisin antibiyotiklere karsi gozlenen
direnclilikte %2.2 (p<0.0001) artisa sebep oldugunu rapor etmislerdir. Diger bir ¢alismada, ¢evre
sicakligindaki 10°C’lik bir artisla K. pneumoniae susunun 3. kusak sefalosporinlerinlere karsi
direngliliginde yilda %0.9 artis kaydedilmistir (p<0.01) (McGough ve ark., 2018). P.aeruginosa’nin
imipenem, meropenem ve biapeneme karsi direnglilik gen bolgesi (PAO1) ekspresyon seviyesi
tizerinde sicaklik etkisi incelenmistir (Wang ve ark., 2016). PAO1 gen bdlgesinde direnclilikten
sorumlu genlerin 21°C’de 37°C’den daha yiiksek eskpre edildigi ifade edilmistir.

Farkl1 fiziksel ve kimyasal uyaranlara kars1 meydana gelen mikrobiyal cevap metabolizma, gen

ekspresyonu, dis membran yapisi, kemotaksis ve diger genel adaptif cevaplarda varyansyonlara neden
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olmaktadir. Bu sebeple, mikrobiyal cevap ve test edilen antibiyotigin yapisina bagli olarak antibiyotik
direnglilik tzerinde etkili parametrelere iliskin farkli sonuglar gozlenmektedir..

Bakterilerin ¢esitli antibiyotiklere karsi intrinsik direncinin mekanizmalarindan biri hiicresel
gecirimsizliktir. Bu gecirimsiz bariyeri azaltan kimyasal ajanlar ¢ogu antibiyotige karsi bakteriyel
duyarhiligin arttirilmasinda 6nemli bir role sahiptir. Eritromisin ve streptomisin gibi antibiyotiklerin
gram negatif bakterilerin dig membranina penetrasyonu oldukga zayiftir ve sonug olarak bakteriler
antibiyotiklere kars1 yiiksek seviyede direnclilik gostermektedir (Saha ve ark., 2008). Bu sebeple
calismamizda istatistiksel optimizasyon metodu kullanilarak antibiyotiklerin Klebsiella spp.’ye kars1

gosterdigi antibakteriyel aktivitenin bagimsiz degiskenler ile arttirilmasi hedeflenmistir.

4. Sonugclar ve Oneriler

Literaturde Klebsiella spp.’ye kars etkili standart antibiyotiklerin aktivitelerinin arttirilmasina
iliskin istatistiksel bir optimizasyon c¢alismasi yer almamaktadir. Varyans analizi sonuglari
degerlendirildiginde, eritromisin ve streptomisin antibiyotigi icin inkiibasyon sicakligi, pH ve
inkiibasyon siiresi bagimsiz degiskenlerinin incelendigi model istatistiksel olarak anlamli
bulunurken; kloramfenikol ve tetrasiklin antibiyotikler i¢in uygulanabilir bulunmamustir.
Antibiyotiklerin aktivitelerinin arttirilmasi i¢in farkli bagimsiz degiskenler test edilmelidir. Elde

edilen test sonuglarinin in vivo uygulanabilirligi de arastirilmalidir.
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