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Son yillarda, direncli bakteri enfeksiyonlarinin tedavisi icin en gercekci yaklasimin yeni antimikro-
biyal bilesiklerin sentezlenmesinden ziyade, direncin inhibe edilmesine yonelik arastirmalar oldugu
disundlmektedir. Calismamizda, Acinetobacter baumannii klinik izolatlarinda, i) fenilalanin-arjinin-beta-
naftilamid (PABN)’in, siprofloksasin (CIP)’in minimum inhibitor konsantrasyonu (MIK) tizerine etkisinin
saptanmasi, i) CIP direncini ortadan kaldiran CIP+PABN konsantrasyonunun hesaplanmasi, iii) bu kon-
santrasyonlarda gerceklesen inhibisyonun PABN’in ¢oklu ila¢ disa atim pompasi (DAP) sistemi genlerinin
ekspresyonu iizerine etkisinden kaynaklandiginin gésterilmesi amaclanmustir. Trakya Universitesi Hasta-
nesinden temin edilerek CIP’e direncli oldugu tespit edilen A.baumannii izolatlar (n= 67)'nda CIP duyar-
lihgr PABN varliginda yeniden arastiriimistir. CIP‘in MiK degerinde dort kat ve daha fazla azalma tespit
edilen izolatlar dama tahtasi testi ve kantitatif gercek zamanl revers transkriptaz polimeraz zincir reak-
siyonu (qrRT-PCR) ile incelenmistir. Dama tahtasi sonuglarina gére, CIP direncini ortadan kaldiran PABN
konsantrasyonlari ile fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu (FiK) indeksleri hesaplanmistir. CIP+PABN
kombinasyonunda, inhibisyonun gerceklestigi konsantrasyonlarin DAP sistemi genlerinin (adeA, adeB,
adeR, adeS, adeF, adeG, adeH, adel) ekspresyon seviyeleri {izerine etkisi qrRT-PCR ile arastiriimistir. Dama
tahtasi testi sonucunda, 11 izolatta PABN ve CIP arasinda sinerjik etki tespit edilirken diger izolatlarda
aditif etki gozlenmistir. Siprofloksasine direncli bazi izolatlarda, CIP + PABN kombinasyonunun izolatin
direncini inhibe ettigi ve CIP’e duyarliidin arttigr gosterilmistir. 25mg/L ve 100mg/L PABN varliginda
CIP’e direncli 67 izolatin sirasiyla, 22 (%32.83)'si ve 27 (%40.3)'si CIP’e duyarli hale gelmistir. Ayrica
yedi izolatta CIP MiK degerini 1 ug/ml konsantrasyona indiren yani CIP direncini ortadan kaldiran PABN
konsantrasyonu 12.5 pg/ml olarak saptanmis olup, bir izolatta ise CIP MiK degerinin 25 ug/ml PASN
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varliginda 0.5 ug/ml’ye, 1.5625 pug/ml PABN varliginda ise 1 pg/ml’ye dustiigi belirlenmistir. Tasarlanan
PCR yonteminde adeA, adeB, adeC, adef, adeG, adeH, adel, adeR ve adeS genlerinin ekspresyon sevi-
yeleri degerlendirildiginde CIP iceren besiyerlerine PABN eklenmesi ile ¢coklu ilag DAP sistemi genlerinin
ekspresyonunun da azaldigi gosterilmistir (p< 0.05). Calismamizda elde edilen sonuclarla amaca ulasil-
mistir. Bu sonuclar, direncin inhibe edilmesine yénelik arastirmalarin 6nemini vurgulamaktadir. inhibitor
maddelerle antibiyotiklerin kombine kullanimi alternatif bir tedavi yontemi olarak distindlmelidir. Boy-
lece var olan antibiyotiklerin tekrar tedaviye dahil edilebilmesi, zaman ve maliyet acisindan da tasarruf
saglanabilmesi olasi olacaktir. Bu bulgularin, asiri ifade seviyelerinin gosterildigi izolatlarda regulator gen
bolgelerindeki mutasyonlar da arastirilarak yeni inhibitor adayi bilesiklerin etki mekanizmasinin aydinla-
tilmasi ve DAP genlerinin ekspresyonu ile iliskilendirilmesi konusunda yapilacak olan ileri calismalarda da
kullanilmasi miimkiin olabilecektir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii; fenilalanin-arjinin-beta-naftilamid; siprofloksasin; direng;
disa atim pompasi; gen ekspresyonu.

ABSTRACT

The most realistic approach in recent years is researching the resistance inhibition rather than synthe-
sizing new compounds. In this study, we aimed to determine i) the effect of phenylalanine-arginine-
beta-naphthylamide (PABN), on minimum inhibition concentrations (MICs) of ciprofloxacin (CIP), ii) to
obtain the CIP+PABN concentration that inhibits CIP resistance and iii) to show that this inhibition is ca-
used by the effect of PABN on the expression of efflux pump (EF) system genes. Acinetobacter baumannii
isolates were collected from Trakya University Hospital. In 67 isolates determined to be resistant to CIP,
CIP susceptibility was investigated in presence of PABN once again. Isolates determined to have four or
more fold decrease in ciprofloxacin MIC values were included in checkerboard assay and quantitative
real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (qrRT-PCR). Fractional inhibition concentra-
tions (FICs) were calculated through the PARN concentrations that inhibit ciprofloxacin resistance, by
the checkerboard assay results. With the combination of CIP+PABN, the effect of the concentrations
at which inhibition occurs, to the expression levels of EF system genes (adeA, adeB, adeR, adeS, adef,
adeG, adeH, adel) was investigated by qrRT-PCR. By the checker board assay, a synergistic effect was
determined between PARN and CIP in 11 isolates, while in other isolates the effect was determined to
be additive. In some isolates resistant to CIP, CIP + PABN combination inhibited the resistance and inc-
reased CIP susceptibility. In the presence of 25 mg/L and 100 mg/L PABN, 22 (32.83%) and 27 (40.3%)
of 67 isolates became sensitive to CIP, respectively. In seven isolates, 12.5 pg/ml PABN concentration
eliminated CIP resistance by decreasing CIP MIC value to 1 ug/ml. Also, in one isolate the MIC value was
0.5 pg/mlin the presence of 25 ug/ml PABN and 1 pg/ml in the presence of 1.5625 ug/ml PABN. After
analyzing the expression levels of EF genes (adeA, adeB, adeC, adef, adeG, adeH, adel, adeR and adeS)
by the gRt-PCR method, it was determined that with the addition of PABN to media containing CIP, the
expression levels of the genes decreased (p< 0.05). The aim of the study has been achieved with the
results obtained. These results highlighted the importance of research on the inhibition of resistance,
as well as the synthesis of new antimicrobial compounds. Combined use of inhibitors and antibiotics
should be considered as an alternative treatment method. Thus, existing antibiotics can be included in
the treatment again, saving time and money. It will be possible to use these findings in further studies
to elucidate the mechanism of action of new inhibitor candidate compounds and associate them with
the expression of DAP genes, also by investigating mutations in the regulatory gene regions in isolates
with over-expression levels.

Keywords: Acinetobacter baumannii; phenylalanine-arginine-beta-naphthylamide; ciprofloxacin; resistan-
ce; efflux pump; gene expression.

GiRis
Acinetobacter turleri nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan firsatci patojenlerdir ve

A.baumannii'nin cok ilaca direncli (MDR) suslari 6nemli bir problem haline gelmistir'-3.
A.baumannii, kromozomal ve plazmit aracili farkli mekanizmalar ile antibiyotiklere di-
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reng gelistirebilmektedir. Disa atim pompasi (DAP) sistemleri ile gelisen direncin klinikteki
onemi son yillarda daha iyi anlasilmaya baslanmistir. DAP proteinleri, yapisal diizeyde
sentezlendiklerinde bakterinin dogal direncine katkida bulunurken, ylksek diizeyde sen-
tezleri bircok antimikrobiyal maddeye karsi coklu ila¢ direncine neden olmaktadir®.

DAP proteinleri, aminoasit dizisindeki homoloji baz alinarak bes stiper protein ailesin-
de toplanir. Bunlardan “Resistance-nodulation-cell-division (RND)” super ailesinin, etki
mekanizmalar birbirinden farkli bircok ilacin disa atiminda gorev aldigi ve gram-negatif
bakterilerdeki coklu ilag direncinde énemli bir rol oynadigi bilinmektedir*.

A.baumannii kromozomu, yedi farkli RND DAP proteinini kodlar” ve bunlardan “Acine-
tobacter drug efflux ABC (AdeABC)”, A.baumannii'de ¢ok ilaca direng gelisiminde 6nem-
li bir rol oynamaktadir®. AdeABC operonu Acinetobacter tiirlerinin yaklasik %80’inde
gizlidir ve yuksek diizeyde ekspresyonu bircok antibiyotige duyarliigin azalmasina ne-
den olmaktadir®. AdeABC operonu {izerinde adeA, adeB, adeC yapisal genleri ve adeS,
adeR diizenleyici genleri bulunur®. adeA, adeB, adeR ve adeS'nin Acinetobacter suslari-
nin %80’inde, adeC'nin ise %40’Inda bulundugu bildirilmistir®®. AdeABC yapisindaki
genlerin DNA dizilerindeki mutasyonlar, bu pompa sistemlerinin ekspresyon seviyelerini
artirabilmektedir®.

ilacin hiicre icinde kalabilmesi icin DAP proteinlerinin etkisinin ortadan kaldiriimasi ge-
rekir. Bu amac dogrultusunda da cesitli DAP inhibitorleri arastinlmaktadir. Fenilalanin-ar-
jinin-beta-naftilamid (PABN), lizerinde en ¢ok calisilmis DAP inhibitériidiir' 4, PABN’nin
tek basina uygulandiginda antibakteriyel etkisi yoktur ancak antibiyotik ile birlikte kul-
lanildiginda bakterideki DAP sistemini durdurarak antibiyotigin hiicre icerisinde kalma
siresini artirdigindan belirli konsantrasyonlarda antibakteriyel etkisi vardir. Boylece DAP
kaynakl antibiyotik direncinin 6niini keserek bakterileri antibiyotiklere karsi duyarl hale
getirmekte ve tedavinin etkinligini artirmaktadir'®.

Calismamizda, A.baumannii Klinik izolatlarinda, i) PABN’nin, siprofloksasin (CIP)in
minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) izerine etkisinin saptanmasi, i) CIP direncini
ortadan kaldiran CIP + PABN konsantrasyonunun hesaplanmasi, iij) bu konsantrasyon-
larda gerceklesen inhibisyonun PABN’nin DAP sistemi genlerinin ekspresyonu uzerine
etkisinden kaynaklandiginin gosterilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulunun onayi
ile gerceklestirildi (Karar No: 08/10 ve Tarih: 29.04.2015).

Bakteri izolatlari

Calismamizda kalite kontrol suglari olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve
Acinetobacter baumannii NCTC 1342 ve Trakya Universitesi Hastanesine génderilen ce-
sitli klinik orneklerden izole edilmis 67 adet A.baumannii izolati kullanildi. A.baumannii
izolatlari, kolay lireyen non-enterik gram-negatif bakteriler icin izolasyon kiti API®-20-
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NE (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) kullanilarak tanimlandi. CIP MiK degerlerinde
25mg/L PABN (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) varliginda dort kat ve daha fazla
azalma tespit edilen 29 izolat calismaya dahil edildi (Tablo I). izolatlar boncuklu kriyovi-
allerde stoklanarak -80°C’de saklandi.

Tablo 1. izolatlarin Ornek Tipi ve Hasta Servislerine Gére Dagjilimi

izolat numarasi Servis Ornek

1 Cerrahi yogun bakim Kan

2 Cerrahi yogun bakim Kan

3 Dahili yogun bakim Endotrakeal aspirat
6 Noroloji servisi Balgam

7 Kalp damar cerrahi servisi Kan

8 Koroner yogun bakim Kan

11 Kalp damar cerrahi servisi Kan

13 Genel cerrahi servisi Kan

14 Koroner yogun bakim Kan

18 Cerrahi yogun bakim Kan

19 Cerrahi yogun bakim Kateter

20 Dahili yogun bakim Kan

22 Cerrahi yogun bakim servisi Kan

24 Cerrahi yogun bakim servisi Kan

30 Dahili yogun bakim Kan

32 Cerrahi yogun bakim Endotrakeal aspirat
33 Hematoloji servisi Balgam

35 Cerrahi yogun bakim Kan

37 Cerrahi yogun bakim Kateter

39 Medikal onkoloji Balgam

40 Dahili yogun bakim Endotrakeal aspirat
41 Ortopedi Doku biyopsi
42 Cerrahi yogun bakim Endotrakeal aspirat
44 Reanimasyon Endotrakeal aspirat
45 Reanimasyon Endotrakeal aspirat
46 Reanimasyon Endotrakeal aspirat
47 Hematoloji Balgam

55 Dahili yogun bakim Endotrakeal aspirat
56 Dahili yogun bakim Endotrakeal aspirat
75 Dahili yogun bakim Endotrakeal aspirat
81 Dahili yogun bakim Endotrakeal aspirat
87 Koroner yogun bakim Endotrakeal aspirat
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Sivi Mikrodiliisyon Yontemi

PABN’nin stok c¢ozeltisi dimetil silfoksit (DMSO) (Merck & Co., Darmstadt, Almanya)
icerisinde, CIP (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) ise distile su icerisinde ¢ozulerek
hazirlandi. Calismada Mueller Hinton agar (MHA) (Merck & Co., Darmstadt, Almanya)
ve katyon ayarli Mueller Hinton buyyon (KA-MHB) (Merck & Co., Darmstadt, Almanya)
kullanildi. Sivi mikrodiliisyon testi; “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)”
M100-525 &nerileri dogrultusunda yapildi'.

MIK degeri, mikroorganizmanin mikrodiliisyon kuyucuklarindaki iremesini tamamen
inhibe eden en disiik madde konsantrasyonu olarak degerlendirildi ve izolatlarin CIP’e
olan duyarliliklari ve MiK degerleri saptandi. Tim calismalar (ic kez tekrarlanarak calisildi.
MIiK degerlerinin belirlenen konsantrasyon araligi disinda kaldigi durumlarda stok soliis-
yonlarin konsantrasyon araliklari degistirilerek MiK degerleri saptanana kadar islemler
tekrarland.

MiK Degerleri Uzerine PABN'in Etkisinin Arastiriimasi

PABN'nin CIP’in MIK degeri iizerine etkisinin arastirlmasi icin 200 mg ve 800 mg
PABN iceren KA-MHB hazirlandi ve ¢oziicinin antimikrobiyal etkisini elimine etmek
amaciyla besiyeri ile dort kat seyreltilerek 5 mg ve 100 mg iceren KA-MHB besiyerleri
kulanildi. Hazirlanan inhibitorli besiyeri ile sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak tekrar
CIP duyarliligr arastirildi’>. iki MiK degeri arasinda dért kattan fazla azalma saptandiginda
elde edilen sonuclar anlamli kabul edildi'.

Dama Tahtasi Yontemi

MIK degerleri arasinda dort kattan fazla azalmanin saptandigi 29 izolat ile CIP + PABN
kullanilarak dama tahtasi testi yapildi'®'”. Doksan alti kuyucuklu mikroplaklarin soldan
saga ilk 10 kuyucugunda CIP seri sulandirimlari, bir baska mikroplagin yukaridan asagi
ilk sekiz kuyucuguna ise PABN’nin seri sulandirimlari yapildi ve bu iki plagin icerigi birles-
tirildi. FIK degerleri asagidaki formiile gore hesaplandi'®2°:

FIK CIP = MIKCIP—kombinasyon/MIKCIP
/IMIK

FIK PABN = MiK

PABN-kombinasyon PABN

RND DAP Proteinleri ve Regiilator Genlerinin Ekspresyonunun Belirlenmesi

PABN’nin; adeA, adeB, adeR, adeS, adef, adeG, adeH, adel DAP genlerinin asiri eks-
presyonu Uzerine etkisi i) PABN ve CIP icermeyen besiyerinde Uretilen kiltiir ortami, ii)
CIP iceren besiyerinde uretilen kiltir ortami, iii) PABN + CIP iceren besiyerinde Uretilen
kdltir ortamindan alinan 6rneklerde gercek zamanh revers transkriptaz PCR (rRT-PCR)
yontemi kullanilarak arastirildi.

Kati besiyerinde Uretilmis A.baumannii kilturlerinden bekletiimeden RNA izolasyon
asamasina gegildi. RNA izolasyonu icin Chomczynski ve Sacchi?' tarafindan tanimlanan
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asidik guanidin tiyosiyanat fenol kloroform ekstraksiyon yontemi kullanildi. RNA ¢okeltisi,
50 pl RNAaz icermeyen deiyonize suda ¢ozildi ve -80°C’de saklandi.

izole edilen RNA érneklerinden 12 pl (20 ng/ul) ve 4 ul (10uM) rastgele hekzamer
primerler karistirilarak, 10 dakika 70°C’de ve daha sonra bes dakika buzda inkibe edildi.
8 pl 5x reaksiyon tamponu (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl, ve
50 mM DTT) 2 pl dNTP karisimi (40 mM), 2 pl ters transkriptaz (200 U/pl) ve 28 pl steril
deiyonize su eklenip, 60 dakika 37°C’de ve daha sonra 10 dakika 60°C inkiibe edildi. Elde
edilen cDNA, gRT-PCR deneylerinde kullanilana kadar -20°C’de saklandi.

Gen ekspresyon analizlerinde referans gen olarak 16S rRNA geni kullanildi. Bu amacla
ilk olarak hedef gen bolgelerinin amplifikasyonu icin primer ciftleri tasarlandi (Tablo I1).

Reaksiyon, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP karigimi, 1x reaksiyonTaq polimeraz tam-
ponu, 0.1U proof reading Hot-Start Tag DNA polimeraz, 1x SybrGreen-l, 5 ng/ul kalip
cDNA ve 0.5 uM her bir primerden icererecek sekilde gerceklestirildi. Amplifikasyon ko-
sullart 95°C 10 dakika baslangi¢c denatiirasyonu takiben, 45 dongi; 95°C’'de 20 saniye
denatirasyon, 55°C’de 20 saniye primer baglanmasi ve 72°C’de 25 saniye uzama basa-
maklar seklinde gerceklestirildi. qRT-PCR sirasinda sadece istenilen uriiniin cogaltildigini
belirlemek icin 55°C-95°C arasinda erime egrisi analizi yapildi. adeA icin 83.5-84.0°C;
adeB icin 82.5-83.0°C; adeC icin 82.5-83.0°C; adeF icin 84.5-85.0°C; adeG icin 85.5-
86.0°C; adeH icin 84.0°C; adel icin 84.0-84.5°C; adeS icin 81.0°C; adeR icin 81.0-81.5°C
ve rRNA icin 85.0-86.0°C araliginda erime sicakligi (Tm) elde edilen gRT-PCR’lar analiz-
lerde kullanildi. Ekspresyon seviyelerinin karsilastirmasinda C,_degerleri kullanildi. Reak-
siyon verimi 1.9-2.0 araliginda ve korelasyon faktérii (r?) 0.9'un {izerinde olan sonuglar
karsilastirildi. 2"22Ct yontemi ile hedef genlerin rRNA genine gére rolatif ifade seviyesi
hesaplandi?2.

Elde edilen amplikonlarin dizi analizleri Sanger yontemiyle belirlendi ve boylelikle ta-
sarlanan primerlerin 6zgiillugl dogrulandi. Her bir 6rnek icin elde edilen diziler Chromas
programiyla analiz edildi. Elde edilen dizilerin DNA Data bankasinda en ¢ok benzer oldu-
gu diziler NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) programi kullanilarak belirlendi.
Blast analizi sonucunda elde edilen DNA dizilerinin GenBank’te yer alan hedef dizilere
%100 benzedigi ve primerlerin hedefleri 6zgil bir sekilde cogalttigi sonucuna varildi
(Tablo 11)23.

istatistiksel Analiz

Farkli deney kosullarinda elde edilen rélatif gen ekspresyon seviyeleri arasindaki farkin
istatistiksel 5nem analizi tek-kuyruklu t-testleri Minitab 17 (Minitab Ltd, ingiltere) yazili-
mi kullanilarak gerceklestirildi. istatistiksel anlamlilik p< 0.05 olarak alindi.

BULGULAR

A.baumannii izolatlarinin CIP’e direngli olduklari tespit edilmis ve deney kosullari
P.aeruginosa ATCC 27853 kalite kontrol susunun sonuglari ile dogrulanmustir. izolatlarda,
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PABN varliginda dért kat ve daha fazla azalma tespit edilen CIP MiK degerleri ise Tablo

IlI'te verilmistir.

PABN'nin etkisinin arastirimasi sonucu elde edilen iki MiK degeri arasinda dért kattan

fazla azalmanin saptandigi izolatlar icin CIP + PABN kullanilarak tiim izolatlarla dama
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Tablo Ill. PABN Varliginda 4 Kat ve Daha Fazla Azalma Tespit Edilen Siprofioksasin MIK Degerleri
MIK (ug/ml)

izolat Siprofloksasin (S)  PABN (25 mg/L)+S  PABN (100 mg/L)+S

1,2,3,7,8,18,19, 87 8 <0.03125 <0.03125

41,75 8 0.0625 0.0625

11, 39, 45 16 <0.03125 <0.03125

44, 46 16 2 <0.03125

47 16 16 <0.03125

55 16 0.5 0.5

6,22 32 2 2

13 32 1 1

14 32 2 2

20, 30, 33, 37, 42, 56, 81 32 <0.03125 <0.03125

24 32 16 1

32,35 32 4 2

40 32 16 <0.03125

A.baumannii NCTC 1342 32 16 16

tahtasi testi yapilmis ve dama tahtasi testi sonuclarina gore CIP-PABN kombinasyonu
konsantrasyonlari, FIK degerleri ve etkilesim tiirii sonuglari Tablo IV'te verilmistir.

Calismaya dahil edilen 67 A.baumannii izolatinin 29 (%43.28)'unun CIP MiK degerle-
rinde 25 mg/L PABN varliginda dort kat ve daha fazla azalma tespit edilmistir (Tablo II1).
Bu 29 izolatin yedi tanesinde ise azalma olmasina ragmen MiK degeri hala direng sinir
degerinin tizerindedir. 25 mg/L PABN varliginda CIP’e direncli 67 izolatin 22 (%32.83)’si
CIP’e duyarli hale gelmistir. 100 mg/L PABN varliginda ise, 67 izolatin 32 (%47.76)sinin
CIP MiK degerlerinde dért kat ve daha fazla azalma tespit edilmis ve bu 32 izolatin ii¢
tanesinde azalma olmasina ragmen MIiK degeri hala direng sinir degerinin altina diisme-
mistir. 100mg/L PABN varliginda CIP’e direncli 67 izolatin 29 (%43.28)'u CIP’e duyarli
hale gelmistir (Tablo II).

Yedi izolatta (2, 18, 32, 41, 75, 81, 87) CIP MiK degerini <1 pg/ml konsantrasyona
indiren yani CIP direncini ortadan kaldiran PABN konsantrasyonu 12.5 pg/ml olarak sap-
tanmis olup ayrica 56 numarali izolatta CIP MiK degerinin 25 pg/ml PABN varliginda 0.5
pug/ml'ye, 1.5625 pug/ml PABN varliginda ise 1 ug/mLl’'ye distugl belirlenmistir (Tablo
IV). Sonucta 11 izolatta PABN ve CIP arasinda sinerjik etki tespit edilirken diger izolatlarda
aditif etki gozlenmistir.

Bitlin deneysel kosullarda elde edilen qRT-PCR kullanilarak rRNA genine rolatif eks-
presyon seviyeleri hesaplanmistir. Bu degerler kullanilarak hesaplanan gen ekspresyon
seviyelerinin A.baumannii suslan arasindaki farklardan kaynaklanabilecek salinimlar g6z
ardi edilerek ortalama standart sapma degerleri hesaplanmistir. Standart sapma deger-
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Tablo IV. Dama Tahtasi Testi Sonuclarina Gére CIP-PABN Kombinasyonu Konsantrasyonlari, FIK Degerleri
ve Etkilesim Ttirii Sonuglari
) CIP MiK PABN MiK  CIP-PABN kombinasyonu )
I1zolat (ug/ml) (ug/ml) konsantrasyonlari (ug/m)  FIK Degeri  Etkilesim tiirii
4-25 1.5 Aditif
1 8 25
8-3.125 1.125 Aditif
1-12.5 0.625 Aditif
2* 8 25 4-6.25 0.75 Aditif
8-1.5625 1.0625 Aditif
8 25 16-1.5625 2.0625 Aditif
6 32 25 4-1.5625 0.1875 Sinerjik
2-12.5 0.5 Sinerjik
7 8 50
8-1.5625 1.03125 Aditif
2-6.25 0.75 Aditif
8 8 12.5 4-3.125 0.75 Aditif
8-1.5625 1.125 Aditif
2-12.5 0.625 Aditif
11 16 25 4-6.25 0.5 Sinerjik
8-1.5625 0.5625 Aditif
2-12.5 0.5625 Aditif
13 32 25
4-1.5625 0.1875 Sinerjik
14 32 25 16-12.5 1 Aditif
1-12.5 0.625 Aditif
18* 8 25 4-6.25 0.75 Aditif
8-1.5625 1.0625 Aditif
4-12.5 1 Aditif
19 8 25 8-6.25 1.25 Aditif
16-1.5625 2.0625 Aditif
2-12.5 0.5625 Aditif
20 32 25
4-1.5625 0.1875 Sinerjik
22 32 25 8-12.5 0.75 Aditif
2-12.5 0.5625 Aditif
24 32 25
4-1.5625 0.1875 Sinerjik
30 32 50 4-12.5 0.375 Sinerjik
1-12.5 0.53125 Aditif
32* 32 25 4-6.25 0.375 Sinerjik
8-1.5625 0.3125 Sinerjik
4-25 1.5 Aditif
33 8 25
8-3.125 1.125 Aditif
35 32 25 4-1.5625 0.1875 Sinerjik
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Tablo IV. Dama Tahtasi Testi Sonuclarina Gére CIP-PABN Kombinasyonu Konsantrasyonlari, FIK Degerleri
ve Etkilesim Ttirii Sonuglari (devam)

CIP MiK PABN MiK  CIP-PABN kombinasyonu

izolat (ug/ml) (ug/ml) konsantrasyonlari (ug/m)  FiK Degeri  Etkilesim tiirii
8-12.5 0.75 Aditif
37 32 25
16-1.5625 0.5625 Aditif
4-12.5 0.75 Aditif
39 16 25
8-1.5625 0.5625 Aditif
4-12.5 0.625 Aditif
40 32 25
16-1.5625 0.5625 Aditif
1-12.5 0.625 Aditif
41* 8 25
4-1.5625 0.5625 Aditif
4-12.5 0.625 Aditif
42 32 25
16-1.5625 0.5625 Aditif
4-12.5 0.75 Aditif
44 16 25
8-1.5625 0.5625 Aditif
45 16 25 2-12.5 0.625 Aditif
4-12.5 0.75 Aditif
46 16 25 8-6.25 0.75 Aditif
16-1.5625 1.0625 Aditif
4-12.5 0.75 Aditif
47 16 25
16-1.5625 1.0625 Aditif
4-12.5 0.75 Aditif
55 16 25 8-6.25 0.75 Aditif
16-1.5625 1.0625 Aditif
0.5-25 0.515025 Aditif
56* 32 50
1-1.5625 0.0625 Sinerjik
1-12.5 0.625 Aditif
75* 8 25
4-1.5625 0.5625 Aditif
1-12.5 0.53125 Aditif
4-6.25 0.375 Sinerjik
81* 32 25
2-12.5 0.5625 Aditif
8-1.5625 0.3125 Sinerjik
0.5-12.5 0.75 Aditif
87* 8 100 2-6.25 0.3125 Sinerjik
8-1.5625 1.015625 Aditif

*CIP MiK degerlerini direnc sinirinin altina diisiiren kombinasyon degerleri.
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Tablo V. Deney Kosul No 1 ve 3'te Elde Edilen Rélatif Gen ifadesi Seviyelerinin Deney Kosul No 2’de Elde
Edilen Rélatif Gen Ifadesi Seviyelerine Oraninin <1 Oldugunun Istatistiksel Onem Analizi

adeA adeB adeC adeF adeG adeH adel adeR adeS

Sonu¢ t degerleri

Deneysel kosul-1 gen ifade sevi-

yeleri, deneysel kosul-3 gen ifade

seviyelerinden farkhdir (df= 62;

p< 0.05; t-tek cift kuyruk> 2.0) 24 -12 06 05 -06 00 -01 12 -13

Deneysel kosul-2 gen ekspre-

syonu seviyeleri, deneysel kosul-1

gen ekspresyonu seviyelerinden

yuiksektir (df= 62; p< 0.05; t-tek

kuyruk> 1.7) 413 123 183 220 263 216 210 16.5 16.2

Deneysel kosul-3 gen ekspre-

syonu seviyeleri, deneysel kosul-2

gen ekspresyonu seviyelerinden

disuktir (df= 62; p< 0.05; t-tek

kuyruk> 1.7) 13.5 145 139 198 340 115 214 11.7 284
istatistiksel olarak 6nemli t degerleri kalin metin ile isaretlenmistir (df: Serbestlik derecesi; t: t-test sonucu). Deney

kosul no 1: Inhibitor ve antibiyotik icermeyen besiyerinde iretilen; Deney kosul no 2 (CIP): Siprofloksasin iceren
besiyerinde retilen; Deney kosul no 3 (F): PABN ve antibiyotik iceren besiyerinde (retilen.

lerini suslara 6zgul degerlerle normalize etmek amaciyla her sus icin, deney kosul no 1
ve 3'te elde edilen rolatif gen ifadesi seviyelerinin deney kosul no 2’de elde edilen rolatif
gen ifadesi seviyelerine orani hesaplanmis ve bu degerler kullanilarak istatistiksel 6nem
analizi yapiimistir (Tablo V). Diger bir ifadeyle deney kosul no 1 ve 3’te elde edilen rolatif
gen ifadesi seviyelerinin deney kosul no 2’de elde edilen rélatif gen ifadesi seviyelerine
oraninin birden kiiclik olmasi beklenmektedir.

Tasarlanan PCR yonteminde; adeA, adeB, adeC, adef, adeG, adeH, adel, adeR ve adeS
genlerinin ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde CIP iceren besiyerlerine PABN ek-
lenmesi ile coklu ilag DAP sistemi genlerinin ekspresyonunun da azaldigi gosterilmistir
(p< 0.05) (Tablo V).

TARTISMA

Son yillarda yapilan calismalar, diren¢ sorununu ele alirken yeni antimikrobiyal bile-
siklerin sentezlenmesi lzerinde durmaktadir. Bununla birlikte, yeni antimikrobiyal bile-
siklerin sentezlenmesinin yani sira, direncin inhibe edilmesine yonelik arastirmalar da
énem kazanmaktadir. inhibitér maddelerle antibiyotiklerin kombine kullanimi alternatif
bir tedavi yontemi olarak distndlebilir. Bu disiinceden yola cikilarak, PABN’nin, CIP’in
MIK degeri lizerine etkisinin saptanmasinin, CIP direncini ortadan kaldiran CIP + PASN
konsantrasyonunun hesaplanmasinin ve bu konsantrasyonlarda gerceklesen inhibisyo-
nun PABN’nin DAP sistemi genlerinin ekspresyonu Uzerine etkisinden kaynaklandiginin
gosterilmesinin amaclandigi calismamizda, CIP + PABN kombinasyonunun DAP sistemi
genlerinin ekspresyonunu azaltarak CIP duyarliligini arttirdigi gosterilmistir.
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PABN ve 1-(1-naftilmetil)-piperazin (NMP) gibi DAP inhibitori bilesiklerin, direnc-
li gram-negatif bakterilerdeki CIP MiK degerlerine etkisinin arastirildigi bir calismada
PABN'nin A.baumannii klinik izolatlarinda MiK degerlerinde belirgin azalmaya yol actigi
tespit edilmistir?*. PABN’nin CIP ile kombinasyonlarinin P.aeruginosa CIP direncini azalt-
tigini bildiren arastirmalar da vardir' /23,

Cetinkaya ve arkadaslari'!, 58 A.baumannii izolatinin %15.5’inde 25 mg/L PABN var-
iginda CIP MiK degerlerinde dort kat ve daha fazla azalma tespit etmis ve 100 mg/L
PABN varliginda bu oranin %39.6’ya ciktigini bildirmistir. Bu arastirmada calismaya ali-
nan tim izolatlar CIP’e direncli degildir ve dokuz izolatin CIP’e direncliyken duyarli hale
geldigi bildirilmistir. Calismamizda ise CIP’e direncli izolatlar kullanilmis ve izolatlarin
%43.28'inin 25 mg/L PABN varliginda, %47.76'sinin ise 100 mg/ml PABN varliginda,
CIP MiK degerlerinde dort kat ve daha fazla azalma tespit edilmistir. Tespit edilen yiizde-
lerin daha yuiksek olmasinin nedeni, calismamizda yalnizca direncli izolatlarin kullaniima-
si ve PABN’nin bu diren¢ mekanizmasi Gzerine etkisinden kaynaklandigi dusiinilmekte-
dir. Ayrica caismamizda, DAP genlerinin asiri ifade seviyelerinin PABN varliginda azalmasi
gRT-PCR ile de gosterilerek bu durum teyit edilmistir (Tablo V).

Tasarladigimiz PCR yonteminde; adeA, adeB, adeC, adef, adeG, adeH, adel, adeR ve
adeS genlerinin ekspresyon seviyeleri rRNA’ya rolatif olarak arastinlmistir. A.baumannii
izolatlarinda PCR analizleri ile yapilan calismalarda adeA, adeB ve adeC genlerinin ifade
seviyeleri arasinda farkliliklar bildirilmistir?®2°. Wieczorek ve arkadaslan?® ile Lin ve arka-
daslari yaptiklari calismalarda?’, klinik izolatlarin tamaminda adeB gen ifade seviyelerini
yiiksek bulurken, bunun aksine Modarassi ve arkadaglari ile Jia ve arkadaslari?®2? ise adeA
geni ifade seviyelerini daha ylksek bulmuslardir. Bu calismalarla uyumlu olarak cals-
mamizda da, standart besiyerinde uretilmis olan izolatlarda (deneysel kosul-1) sadece
adeA geni ifade seviyeleri daha yuksek olarak tespit edilmistir. Tim bulgular degerlendi-
rildiginde ise standart besiyerlerine CIP eklenmesinin ¢oklu ilag DAP sistemi genlerinin
ifade seviyesini arttirdigi gosterilmistir (p< 0.05). Siprofloksasin iceren besiyerlerine PABN
eklenmesi ise coklu ilagc DAP sistemi genlerinin asiri ifadesini baskilamaktadir (p< 0.05).
adeA, adeB, adeC, adeF, adeG, adeH, adel, adeR ve adeS genlerinin ekspresyonu acisin-
dan deneysel kosul-2 ve deneysel kosul-3 arasinda da anlamli fark vardir (p< 0.05) (Tablo
V). Dama tahtas testi sonuglari da bu bulgu ile uyumludur.

Tim A.baumannii izolatlari adeRS geni tasimamakla birlikte*® bu regiilatér genlerin
(adeS, adeR) varhiginda RND tipi DAP genlerindeki ifade seviyelerinin diizenlendigi bilin-
mektedir®. PABN varliginda bu regiilatér genlerde meydana gelen mutasyonlar®, tespit
edilen asin ifade seviyelerindeki azalmanin sebebi olabilir. Bu nedenle antibiyotiklere di-
rencli ve duyarl izolatlar kullanilarak, farkli bolgelerdeki mutasyonlarin arastiriimasi ve
boylece direncin kaynaginin ve nasil inhibe edilebilecegdinin saptanmasi da miimkiin ola-
bilir?!. Yilmaz ve arkadaslari, yaptiklari calismada3' A.baumannii izolatlarindaki kolistin
direncinin AdeRS regiilator proteinlerindeki degisikliklere bagl olarak adeAB DAP genle-
rinde meydana gelen asir ifadeden kaynaklandigini gostermistir. Calismamizdan farkl
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olarak asiri ifadenin gosterilmesinin yani sira, bu ifade degisikligine sebep olan mutas-
yonlar da tespit edilmistir. Cahismamizla uyumlu olarak farkh antibiyotik ve inhibitorlerle
calisilan ancak inhibisyonun adeABC genlerindeki ekspresyon seviyeleri ile iligkilendirildigi
calismalar da mevcuttur?-34. A.baumannii izolatlarinda CIP direncinin PABN varliginda in-
hibe edildigini farkli ydntemlerle gosteren calismalar olmakla birlikte dama tahtasi yonte-
mi ile ayni zamanda gen ekspresyon seviyelerinin de gosterildigi bir calismaya literattirde
rastlanmamigtir! 1242535,

Calismamizin amaci, farkli deney kosullarindaki gen ifade seviyelerinin tespit edilmesi
ve hesaplanan CIP + PABN konsantrasyonlarini iceren deney kosulunda gerceklesen inhi-
bisyonun PABN’in DAP sistemi genlerinin ekspresyonu lzerine etkisinden kaynaklandigi-
nin gosterilmesidir; bu amaca ulasiimistir. Bu bulgularin asir ifade seviyelerinin gosteril-
digi izolatlarda, regiilatér gen bolgelerindeki mutasyonlar da arastirilarak, yeni inhibitor
aday bilesiklerin etki mekanizmasinin aydinlatiimasi ve DAP genlerinin ekspresyonu ile
iliskilendirilmesi konusunda yapilacak olan ileri calismalarda da kullanilmasi miimkiin ola-
bilecektir.

ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmlar Etik Kurulunun onayi
ile gerceklestirildi (Karar No: 08/10 ve Tarih: 29.04.2015).

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.

KAYNAKLAR

1. Babic M, Hujer AM, Bonomo RA. What's new in antibiotic resistance? Focus on beta-lactamases. Drug Resist
Updat 2006; 9(3): 142-56.

2. Higgins PG, Stubbings W, Wisplinghoff H, Seifert H. Activity of the investigational fluoroquinolone
finafloxacin against ciprofloxacin-sensitive and resistant Acinetobacter baumannii isolates. Antimicrob Agents
Chemother 2010; 54(4): 1613-15.

3. Gilbudak H, Aslan G, Tezcan S, Ers6z G, Ulger M, Otag F, et al. Hastane enfeksiyonu etkeni olan Acinetobacter
baumannii lizolatlari arasindaki klonal iliskinin Rep-PCR ile arastirilmasi. Mikrobiyol Bul 2014; 48(2): 316-24.

4. Coyne S, Courvalin P, Pe’richon B. Efflux-mediated antibiotic aesistance in Acinetobacter spp. antimicrob
agents. Chemother 2011; 55(3): 947-53.

5. Dal T, Dal MS, Agir i. Acinetobacter baumannii'de antibiyotik direnci ve AdeABC aktif pompa sistemleri:
literatirin gézden gecirilmesi. Van Tip Derg 2012; 19(3): 137-48.

6. Xing L, Barnie PA, Su Z, Xu H. Development of efflux pumps and inhibitors (EPIs) in A.baumannii. Clin
Microbial: Open Access 2014; 3(1): 1000135.

7. Kor SB, Tou BSY, Chieng CKL, Hiew MSY, Chew CH. Distrubition of the multidrug efflux pump genes AdeA,
Adel, Ade|, AdeY and integrons in clinical isolates of Acinetobacter baumannii from Malaysian Hospitals.
Biomed Res 2014; 25(2): 143-8.

8. Lopes BS, Amyes SGB. Insertion sequence distrubition of AdeR and ciprofloxacin resistance caused by efflux
pumps and gyrA and parC mutations in Acinetobacter baumannii. Int | Antimicrob Agents 2013; 41(2): 117-
121.

MiKROBiYOLOJi BULTENi 297




Siprofloksasin Direncinin Pafn ile inhibisyonu

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Nemec A, Maixnerova M, van der Raijden TJ, van den Broek PJ, Dijkshoorn L. Relationship between the
AdeABC efflux system gene content, netilmicin susceptibility and multidrug resistance in a genotypically
diverse collection of Acinetobacter baumannii strains. ] Antimicrob Agents Chemother 2007; 60(3): 483-9.

Yilmaz S, Altinkanat-Gelmez G, Bolelli K, Guneser-Merdan D, Over-Hasdemir MU, Yildiz i, et al.
Pharmacophore generation of 2-substituted benzothiazoles as AdeABC efflux pump inhibitors in
A.baumannii. SAR QSAR Environ Res 2014; 25(7): 551-63.

Cetinkaya E, Coban AY, Durupinar B. Investigation of the effect of efflux pump inhibitors to MIC values of
ciprofloxacin in clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii and
Staphylococcus aureus. Mikrobiyol Bul 2008; 42(4): 553-61.

Cortez-Cordova |, Kumar A. Activity of the efflux pump inhibitor phenylalanine-arginine-naphthylamide
against the AdeFGH pump of Acinetobacter baumannii. Int | Antimicrob Agents 2011; 37(5): 420-4.

Lamers RP, Cavallari JF, Burrows LL. The efflux inhibitor phenylalanine-arginine beta-naphthylamide (PAbN)
permeabilizes the outer membrane of gram-negative bacteria. PLOS ONE 2013; 8(3): e60666.

Ospina Barrero MA, Pietralonga PAG, Schwarz DGG, Silva Junior A, Paula SO. Effect of the inhibitors
phenylalanine arginyl -naphthylamide (PABN) and 1-(1-naphtylmethyl)-piperazine (NMP) on expression
of genes in multidrug efflux systems of Escherichia coli isolates from bovine mastitis. Res Vet Sci 2014;
97(2):

176-81.

Institute CaLS. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing 25th
Informational Supplement CLSI M100-S25. 940 West Valley Road, Wayne, Pennsylvania, USA,
2015.

Bonapace CR, Bosso JA, Friedrich LV, White RL. Comparison of methods of interpretation of checkerboard
synergy testing. Diagn Micr Infect Dis 2002; 44(4): 363-6.

Ozseven AG, Sesli Cetin E, Ozseven L. Dama tahtasi sinerji testi sonuclarinin farkli yéntemlerle
yorumlanmasi sonuglarimizi etkiliyor mu? Mikrobiyol Bul 2012; 46(3): 410-20.

Pendland SL, Messickb CR, Jung R. In vitro synergy testing of levofloxacin, ofloxacin, and ciprofloxacin in
combination with aztreonam, ceftazidime, or piperacillin against Pseudomonas aeruginosa. Diagn Micr
Infect Dis 2002; 42(1): 75-8.

Giacometti A, Cirioni O, Kamyszb W, D’Amatoa G, Silvestri C, Licci A, et al. In vitro activity of MSI-78 alone
and in combination with antibiotics against bacteria responsible for bloodstream infections in neutropenic
patients. Int | Antimicrob Agents 2005; 26(3): 235-40.

Chana BCL, Ipb M, Laua CBS, Luia SL, Jolivalt C, Ganem-Elbaze C, et al. Synergistic effects of baicalein
with ciprofloxacin against NorA over-expressed methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and
inhibition of MRSA pyruvate kinase. Journal of Ethnopharmacol 2011; 137(1): 767-73.

Chomczynski P, Sacchi N. Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium thiocyanate-phenol-
chloroform extraction. Anal Biochem 1987; 162(1): 156-9.

Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR and the
2-AACT method. Methods 2001; 25(4): 402-8.

Lane DJ. 165/23S rRNA sequencing, pp: 205-48. In: Stackebrandt E, Goodfellow M (eds.), Nucleic Acid
Techniques in Bacterial Systematics. 1991. Wiley, Chichester.

Coban AY, Ekinci B, Durupinar B. A multidrug efflux pump inhibitor reduces fluoroquinolones resistance in
Pseudomonas aeruginosa isolates. Chemother 2004; 50(1): 22-6.

Abbasi F, Yusefi S, Yavari SA. Minimum inhibitory concentration of ciprofloxacin against Pseudomonas
aeruginosa in the presence of the efflux inhibitor phenylalanine-arginine-beta-naphthylamide. IMMINV
2018; 3(4): 23-7.

Wieczorek P, Sacha P, Czaban S, Hauschild T, Ojdana D, Kowalczuk O, et al. Distribution of AdeABC efflux
system genes in genotypically diverse strains of clinical Acinetobacter baumannii. Diagn Microbiol Infect Dis
2013; 77(2): 106-9.

298 MiKROBIYOLOJi BULTENI



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Kaynak Onurdag F, Kayis U, Okten S.

Lin L, Ling BD, Li XZ. Distribution of the multidrug efflux pump genes, adeABC, adeDE and adellK, and class
1 integron genes in multiple-antimicrobial-resistant clinical isolates of Acinetobacter baumannii-Acinetobacter
calcoaceticus complex. Int | Antimicrob Agents 2009; 33(1): 27-32.

Modarresi F, Azizi O, Shakibaie MR, Motamedifar M, Valibeigi B, Mansouri S. Effect of iron on expression of
efflux pump (adeABC) and quorum sensing (luxl, luxR) genes in clinical isolates of Acinetobacter baumannii.
APMIS 2015; 123(11): 959-68.

Jia W, Li C, Zhang H, Li G, Liu X, Wei |. Prevalence of genes of OXA-23 carbapenemase and AdeABC efflux
pump associated with multidrug resistance of Acinetobacter baumanniiisolates in the ICU of a comprehensive
hospital of Northwestern China. Int | Environ Res Public Health 2015; 12(8): 10079-92.

Montada S, Vilacoba E, Traglia GM, Almuzara M, Pennini M, Fernandez A, et al. Genetic variability of AdeRS
two-component system associated with tigecycline resistance in XDR-Acinetobacter baumannii Isolates. Curr
Microbiol 2015; 71(1): 76-82.

Yilmaz §, Hasdemir U, Aksu B, Altinkanat Gelmez G, Soyletir G. Alterations in AdeS and AdeR regulatory
proteins in 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine responsive colistin resistance of Acinetobacter baumannii. |
Chemother 2020; 32(6): 286-93.

Yang YS, Chen HY, Hsu W|, Chou YC, Perng CL, Shang HS, et al. Overexpression of AdeABC efflux pump
associated with tigecycline resistance in clinical Acinetobacter nosocomialis isolates. Clin Microbiol Infect
2019; 25(4): 512.e1-512.e6.

Ardehali SH, Azimi T, Fallah F, Owrang M, Aghamohammadi N, Azimi L. Role of efflux pumps in reduced
susceptibility to tigecycline in Acinetobacter baumannii. New Microbes New Infect 2019, 30: 100547
Pannek S, Higgins PG, Steinke P, Jonas D, Akova M, Bohnert |A, et al. Multidrug efflux inhibition in
Acinetobacter baumannii: comparison between 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine and phenyl-arginine-beta-
naphthylamide. ] Antimicrob Chemother 2006, 57(5): 970-4.

Ribera A, Ruiz ], Jiminez de Anta MT, Vila ). Effect of an efflux pump inhibitor on the MIC of nalidixic acid
for Acinetobacter baumannii and Stenotrophomonas maltophilia clinical isolates. | Antimicrob Chemother
2002; 49(4): 697-8.

MiKROBiYOLOJi BULTENi 299





