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OZET

Pilosebasdz foliklllerin inflamatuvar bir hastaligi olan akne vulgaris,
Ozellikle gencler ve geng eriskinler arasinda sik gortlen, en fazla yiz, boyun
ve govdenin Ust kismini tutan dermatolojik bir problemdir. Kiginin dis
gorunusunu etkileyebilen ve skar birakabilen akne, depresyon, kaygi ve
sosyal inhibisyon gibi psikolojik sorunlara da neden olabilmektedir. Akne
vulgaris olusumunda ©Onemli bir role sahip mikroorganizmalardan
Propionibacterium acnes derinin normal florasinda bulunmaktadir. Akne
vulgaris tedavisinde uzun yillardir topikal ve sistemik olarak antibiyotikler
kullaniimaktadir. Propionibacterium acnes enfeksiyonlarinin patogenezinde
biyofilm Gretiminin roli son birka¢ yildir Gzerinde durulan konulardan biridir.
Biyofilm olusumunun antibiyotiklere gecirgenlikte azalmayla iligkili oldugu
savunulmaktadir. Topikal ilaglara diren¢ gelismesi durumunda sistemik
antibiyotik tedavisi gerekli olmakta, bu da hem ilaca bagh yan etkileri
arttirmakta hem de diren¢ gelisimini hizlandirmaktadir. Bu durum tedavi
seceneklerini hizla azaltmakta ve yeni arayislara yonlenilmektedir.

Calismamizda akne vulgaris hastalarindan (n:7) ve kontrollerden
(n:7) izole edilen Propionibacterium acnes koékenlerinde biyofilm, proteaz,
beta hemoliz ve DNA’ az gibi virulans faktoérleri arastiriimigtir. Tim kdkenler
biyofilm Gretmis, U¢ hasta kokeni harig, tim kékenler beta hemoliz ve proteaz
aktivitesi gostermistir. Kdkenlerin higbirinde DNA’ az aktivitesi
saptanmamistir. Bu sonuglar arastirdigimiz virulans faktorlerinin normal flora
kokenleri ile akne yapan kokenler arasinda bir farklilik gostermedigini ortaya
koymustur.

Ulkemizde Isparta ve yéresinde yetisen Rosa damascena Mill’ den elde
edilen esansiyel yag ve absolut tlrevinin galisma kokenleri Uzerindeki
antibakteriyel etkinligin saptanmasi i¢in disk difizyon yontemi ve Minimum
inhibitér Konsantrasyon (MiK) yéntemi kullanilmistir. Absolut tirevi  %4’lik
konsantrasyonda antibakteriyel etkinlik gostermesine ragmen, antibiyofilm
etkinlik saptanmamistir. Esansiyel gil yaginda ise MiK degeri %2 iken,
antibiyofilm etkinlik icin MiK degeri %0.25 olarak saptamigtir. Sonug olarak,
bu dozda esansiyel gul yaginin topikal uygulanmasi tek basina tedavi edici
olabilir ve dusUk dozda antibiyotiklerle kombine edilerek diren¢ gelisimi ve
yan etkilerin agiga ¢gikmasi engellenebilir.

Anahtar Sozcukler: Akne vulgaris, P. acnes, antibiyotik, Rosa damascena
Mill



ABSTRACT

Acne vulgaris, an inflamatuar disease of pilosebaceous follicules, is a
dermatological problem which is especially seen in young adults and effect
face, cervical and upper side of trunk mostly. Acne formation may leave a
scar, and cause psychological problems like depression, anxiety and social
inhibition. Propionibacterium acnes as one of the microorganisms play a
significant role in the pathogenesis of acne vulgaris is a member of normal
skin flora. Antibiotics have been used systemically and topically for many
years for acne vulgaris treatment. The role of biofilm production in the
pathogenesis of P.acnes infections is one of the hot topics in the last few
years. It is suggested that biofilm production is associated with decrease of
permeability to antibiotics. In case of resistance to topical antibiotics,
systemic antibiotic therapy is required causing increased side effects and the
development of resistance to antibiotics. As a result the choices for
antimicrobial treatment is being steadily decreased and there is a need for
new options.

In our study, virulence factors like biofilm, protease, beta hemolysis and
DNase have been analysed in P.acnes strains isolated from acne vulgaris
patients (n:7), and healthy controls (n:7). All strains produced biofilm, all
strains showed beta hemolysis and protease activity except three strains
isolated from patients. DNase activity was not detected in any of the strain.
Our results suggest that there is no difference of searched virulence factors
between strains isolated from healthy controls and patients.

In order to detect antibacterial activity of essential oil and absolute
derivatives obtained from Rosa damascena Mill which is cultivated in Isparta,
disc diffusion method and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) method
were used to. We detected antibacterial activity for absolute derivative at 4%
concentration but there was no antibiofilm activity. MIC value for essential
rose oil was 2% at it also shows antibiofilm activity in 0.25% concentration. In
conclusion, we may suggest that topical administration of essential rose oil
may be therapeutic by itself or could be combined with antimicrobial in order
to prevent resistance and adverse side effects.

Key words: Acne vulgaris, Propionibacterium acnes, antibiotic, Rosa
damascena Mill
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1.GIRIS VE AMAC

Pilosebasdz folikullerin inflamatuvar bir hastaligi olan akne vulgaris,
Ozellikle gengler ve geng eriskinler arasinda daha sik gorulen, en fazla yuz,
boyun ve gdvdenin Ust kismini tutan dermatolojik bir hastalktir. Kisinin dis
gorunusunu etkileyebilen ve skar birakabilen akne, bu etkileri nedeniyle
depresyon, kaygi ve sosyal inhibisyon gibi psikolojik sorunlara da neden
olabilmektedir (1,2).

Multi faktoriyel bir hastalik olan aknenin etiyolojisinde, anormal folliktler
keratinizasyon, hormonal etkilere bagli sebum sekresyonunda artis,
mikrobiyal kolonizasyon ve inflamasyon yer almaktadir. Akne vulgaris
olusumunda onemli bir role sahip mikroorganizmalardan biri olan

Propionibacterium acnes derinin normal florasinda bulunmaktadir. (1)

Puberte ile birlikte androjenlerin artisiyla sebum Uretimi artmakta ve
aknenin o6ncu lezyonu olan komedonlar olugsmaktadir. Folikiler floranin
baskin elemani olan P. acnes tarafindan salgilanan enzimler, dogrudan
zedeleme etkisiyle ve konakta olusan vyanitla aknenin inflamatuvar

lezyonlarini olusturmaktadir.

Akne vulgaris tedavisinde uzun yillardir topikal ve sistemik olarak
antibiyotikler kullaniimaktadir. Antibiyotikler P. acnes’i dldurerek ve P. acnes’
in proinflamatuvar uyarici etkisini inhibe ederek etki géstermektedir. Bakteriyi
oldurmeyen bir antibiyotik konsantrasyonu kemoatraktan molekulleri
azaltarak, dolayli olarak nétrofil yanitini engelleyip klinik iyilesme saglayabilir.
P. acnes tedavisinde tetrasiklin, eritromisin ve diger makrolidler, klindamisin,

sulfanamidler ve kinolonlor gibi gesitli antibiyotikler kullaniimaktadir. Ancak



1970’ lerden itibaren eritromisin, klindamisin, tetrasikline karsi ve c¢oklu
antibiyotik direnci de bildiriimeye baglamigtir (3). Giderek artan antibiyotik
direnci tedavi seceneklerini hizla azaltmakta ve yeni arayiglar gerekili

olmaktadir.

Mikroorganizmalar; canli veya cansiz herhangi bir ylzeye veya
birbirlerine yapisarak, etraflarini saran ekstraselller polimerik maddeden
(EPS) bir matriks Uretirler. Biyofilm olarak adlandirilan jel kivamindaki bu
matriksin igerisinde gomull olarak yasayarak dis etkenlerden korunurlar.
Bakterilerin konak igerisinde bulunduklari ortama adapte olma oOzellikleri ve
konak immun sistemine direng gelistirerek yasamlarini surdurebilmeleri,
antibakteriyel tedavide karsilasilan 6énemli sorunlardan biridir. Biyofilmin;
bakterinin adheransinda, fagositozunda ve antibiyotige karsi direncinde

onemli rolinun oldugu bilinmektedir.

Biyofilm bakterilerin Gzerini kaplayan, yapi olarak polisakkarit, protein,
DNA ve sudan olusan ekstraseluler bir matrikstir. Bu matriks; bulundugu
ortama, tutundugu canli veya cansiz yuzeye, mikroorganizmanin turine gore
degisiklikler gostermektedir. Mikroskopta incelendiginde, igerisinde ¢ok
sayida farkh yonlere ilerleyen kanallarin bulundugu, organik ve inorganik
molekullerden zengin bir yapi gortulmektedir. Kanal olusmasini ve kanallarin
acik kalmasini ramnolipidler saglamaktadir. Bu kanallar oksijen ve besinlerin,
biyofilm igerisine girerek daha derin bdlgelere ulagsmasina ve atiklarin

uzaklastiriimasina yardimci olur.

Bakterinin  ylzey proteinlerinin  konagin  ekstraseluler matriks
proteinlerine yapismasi ile adherans baslar, takiben bakteriler bir taraftan
cogalirken diger taraftan da biyofilm Uretirler. Ortamda bulunan glikoz ve
karbon katabolitleri biyofilm Uretimini pozitif ydonde etkilemektedir. Biyofilmin
olusumu; bakterilerin Vander Walls gugleri ile gecici bag kurmasiyla baglar ve

yeterli besin maddesinin oldugu uygun ortamda canli veya cansiz ylzeyle
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olan bagini kuvvetlendirir. Bakterinin bu ilk tutunma isleminde sayilari
cogaldikca quorum sensing sisteminden gelen uyarilar artar ve biyofilm

olusturma yonunde farklilagmalar olusur.

Bakteriler, bulunduklar ortama uyum saglama, korunma, direng
gelistirme gibi 6zelliklerini, aralarinda kurduklari kompleks bir iletigsim sistemi
ile saglar. Urettikleri sinyal molekdlleri (oto uyarici) araciligi ile kendi
yogunluklarini surekli olarak degerlendirir, bir esik degere kadar bulunduklari
konakta sakl kalir ve yogunluklari belli bir esik degeri astiktan sonra bakteri
tarafindan kendi hedef proteinine baglanarak degisik virlans faktorlerini
salgilamaya baglarlar. Bu iletisim sistemine “Cevreyi Algilama (quorum
sensing)” denilmektedir. QS sisteminde, hicre igine ve disina kolayca diffuze
olan sinyal molekdlleri transkripsiyonel bir aktivatore baglanarak virtlans
faktorlerin ortaya gikmasini saglayan genlerin ekspresyonuna yol agar. QS
sistemi gram negatif bakterilerde AHL (acyl-homoserin lacton) kullanan
Luxl/LuxR tipi, gram pozitif bakterilerde kiglk peptid ya da feromonlari
kullanan oligopeptid-2-komponentli tipi, gram negatif ve gram pozitif
bakterilerin her ikisinde de bulunan LuxS, otouyarici 2(Al-2) hibrid tipi olarak
siniflandinlabilir. Bu sistemde uretilen sinyal molekdlleri, hiicre yogunluguna
bagli olarak dizenlenir ve bir esik dedere ulasinca virllans faktorleri

uretilmeye baglar. Bu faktorlerin Uretilmesi ihtiyaca goredir ve surekli degildir.

Akne vulgaris patogenezinde sebum Uuretiminin artisi pilasebasoz
unitedeki tikanikligin artmasina, P. acnes kokenleri igin lipit icerigi yuksek
anaerob c¢evre olugsmasina olanak saglamaktadir. Bu durumun, quorum
sensing ve oto indukleyici (Al)-2 molekdllerinin Uretilmesi ile biyofilm
uretiminde artisa neden oldugu goésterilmistir. (4)

P. acnes enfeksiyonlarinin patogenezinde biyofilm dretiminin roll son
birka¢ yildir Gzerinde durulan konulardan biridir. Holmberg ve ark. (5) protez

enfeksiyonlari ve saglkli kisilerden izole edilen P. acnes’ lerin biyofilm
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uretimini karsilastirdiklarinda sistemik enfeksiyonlarda biyofilm Uretiminin

onemini gostermislerdir.

Burkhat ve ark ise (6) P. acnes’ in piloseb6z glandda biyofilm
olusturarak kalici oldugunu o6ne surmustir. Biyofilm olusumunun
antibiyotiklere gecirgenlikte azalmayla iliskili oldugu savunulmaktadir (7).
Topikal ilaglara direng gelismesi durumunda sistemik antibiyotik tedavisi
gerekli olmakta, bu da hem ilaca bagli yan etkileri arttirmakta hem de direng
gelisimini hizlandirmaktadir. Akne tedavisinde bazi bitkisel kaynakli bilesikler
kullanilmis ve bu bilesiklerin hem antibakteriyel aktiviteleri hem de anti—

biyofilm aktiviteleri oldugu gdsterilmistir (8,9).

Calismamizda Uulkemizde Isparta ve yoresinde yetisen Rosa
damascena Mill’ den elde edilen esansiyel yag ve absolut kullaniimistir. Bu
artnlerin parfumeri ve kozmetik endustrisinde kullaniimasinin yani sira bazi
bakteriler Uzerine antibakteriyel etkinliklerinin oldugu gosterilmistir (10). P.
acnes ile ilgili antibiyotik disi maddelerin kullanimiyla ilgili cok az sayida
calisma bulunmaktadir. S6z konusu bilesiklerin P. acnes Uzerinde
antibakteriyel etkisinin ve /veya virulans faktorlerinin Gretimini engelleyici
etkisinin olup olmadigi arastirilarak tedavide ucuz ve kolay elde edilen bir

alternatif Gretilmesinde yol gdsterecek bir galisma yapilmasi amacglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

Akne vulgaris, pilasebasdz Unitenin multifaktoryel bir hastaligidir. Klinigi
hafif komedonal formdan agir lezyonlara kadar degigskenlik gOsterir. Her
yastaki kisiyi etkilemekle beraber primer olarak adodlesan donemde
gorulmektedir. Dermatolojik bir problem olmasinin yani sira psikolojik ve

sosyal acgidan ciddi etkiler olusturabilmektedir (1,2).

2.1. Epidemiyoloji

Akne vulgaris, 12-24 yaglari arasinda gorulen pilosebas6z folikullerin
kronik inflamatuvar bir hastaligidir, c¢ogunlukla 25 yasindan once
kendiliginden duzelir, ancak olgularin %5’inde, 6zellikle kadinlarda 30’lu-40’h
yaglara kadar surebilir. Her iki cinste esit siklikla gorilmekle beraber
erkeklerde daha agir seyretmektedir (11,12). Aknelerin gogu pleomorfik olup;
komedon, papul, pustul, kist, nodul lezyonlari seklinde bulunabilir, gukurlar
veya hipertrofik skarlar gelisebilir. Ozellikle yiz, boyun ve (st govdeyi
tutmaktadir (13).

2. 2. Akne Vulgaris Etiyolojisi

Akne vulgarisin etiyolojisinde dort ana faktor yer almaktadir;

1- Anormal folikuler keratinizasyon

2- Sebum sekresyonunda artis

3- Mikrobiyal, 6zellikle P. acnes kolonizasyonu
4- inflamasyon

Bunun yani sira genetik faktorler de énemli rol oynamaktadir. Israrci ve
siddetli akneleri olan hastalarin soy geg¢misleri sorgulandiginda, yakin

akrabalarinda da benzer sekilde siddetli aknenin bulundugu gorulmustur. Bu



kisilerde akne vulgaris erken yaslarda ortaya ¢ikmakta ve tedaviye daha fazla
direnc gostermektedir (14). Diger yandan XYY genotipine sahip kisilerde
daha agir nodulokistik akne vulgaris geligsebilmektedir (15).

2.3. Akne Patogenezi

Pilosebasdz unite, bir kil folikili ve ona acilan sebase bezden
olusmaktadir. Bu yapi ¢ok katl yassi epitel ile doseli infindubulum denen
bdlge ile deri yuzeyine agilir. Sebasdz bezler salgilanan hormonlarla kontrol
edilmektedir. Ergenlige gegcisle birlikte artan hormonlarin etkisiyle
pilosebasdéz Unitede degisiklikler; folikller keratinizasyon ve sebum

sekresyonunda artis gézlenmektedir (16,17).

Akne gelisiminde ilk adimi olusturan mikrokomedonlar, infindubulum
proksimalinin Ust tabakasinin keratinizasyonu ile baslamakta, daha sonra
aclk ve kapali komedon halini almaktadir. Tanimlamak gerekirse komedonlar
(tikaglar); normalde folikul lumenine dokuilen korneositlerin folikil agzinda
birikmesiyle olusturduklari hiperkerositlerdir. Yapigkan bir 6zellige sahip olan
bu yapida ayni zamanda keratinozomlar, hlcre zarlari, epiderm lipitleri ve
intraseliiler sementinler de bulunmaktadir. infindubulum distalinde herhangi
bir madde birikmesi s6z konusu olmayip, proksimaldeki komedon ise gittikge
blylumektedir. Komedonun buylimesiyle komedon duvarinda gerilme, folikdl
kanalinda yirtlma olusmakta, immunujenik 0Ozellige sahip keratojenik ve

seboreik icerik ortama sagilmaktadir (1,18).
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Sekil 1. P. acnes’ in folikil icinde birikmesi sonucu olusan 3 farkl tipteki
noninflamatuar lezyon (19).

Folikil iceriginin dermise gegmesi, var olan inflamasyonu arttirmakta,
yabanci cisim yaniti olusturmakta ve klinige farkli siddette akne seklinde
yansimaktadir. inflamasyonun ilk belirtileri folikiler eritemli papiiller seklinde
g6zlenmektedir. Daha sonra pustuler yapilar ortaya ¢ikmakta, yag bezlerinin

cok irilestigi ve nodul halini aldidi kistik akne tipleri olugsmaktadir (16).

Komedon olugumunda lineloik asit eksikliginin 6nemli oldugu
saptanmistir. Sebumdaki linoleik asit eksikligi epitel farklilagsmasini
engellemekte ve hiperkeratinizasyona yol agmaktadir (20). Baska bir
calismada ise sitokinlerden IL-1a’'nin infindubulumdaki keratinositlerden

hiperkornifikasyon yaptigi tespit edilmigtir (21).



Akne olusumunda rol alan faktorlerin bir digeri de androjenlerdir.
Genellikle ergenlik donemiyle birlikte artan androjen seviyesi sebum
sekresyonuna, dolayisi ile akne olusumuna yol agmaktadir (22) Androjen
miktarindan ziyade, reseptorlerin aknenin olusumunda O6nemli oldugu

gOrulmustar (23).

Sebasdz folikilin normal florasinda patojen olmayan bakteriler, lipofilik
mayalar ve kil folikil akari (mite-Demodex folliculorum) bulunmaktadir.
Sebum Uretimindeki artig, derinin normal flora elemanlarindan P. acnes’ in

¢ogalabilmesi icin gerekli ortami olusturmaktadir (24).

P. acnes yuz, gogus ve sirtta, sebumdan zengin folikillerde kolonize
olmaktadir. Folikile yerlesen P.acnes urettigi lipaz enzimi ile trigliseridleri
serbest yag asitlerine hidrolize etmektedir. Ardindan aknenin oncu molekulu
komedon olusmakta ve inflamasyon gelismektedir. Ayni zamanda P. acnes’
in salgiladigi kemotaktik sitokinler ile kompleman sistemi aktive olmakta ve
noétrofillerin komedonun oldugu bdlgeye dogru cekilmesi saglanmaktadir
(25,26).

P. acnes fagositoza direng gosterebilmekte, makrofajlarin icinde uzun
sure canl kalabilmekte ve immun reaksiyonlari tetiklemektedirler. Ayrica in
vivo kosullarda dislik oksidasyon rediksiyon potansiyelinde uzun zaman
araliginda canhliklarini koruyabilmektedirler. Bu durumda insan dokularinda
uzun sure bulunarak metabolik Grlnleriyle (asetat, propionat, indol, porfirin)
dokulara zarar verebilmektedirler (27). P. acnes tarafindan salgilanan

artnler Tablo 1’de verilmigtir.



Tablo 1.P. acnes tarafindan salgilanan urinler*

Uriin Substrat Etkisi

Lipaz Trigiliseritler Besin, serbest yag asidi
uretimi, adherens

Fosfolipaz C Fosfolipidler Konak hicre zar
fonksiyonunu bozmak
Besin, Kompleman

) . . aktivasyonu, kemotaksis,
Proteinaz Kollajen, keratin

doku invazyonu

Hiyaluronidaz,

Mukopolisakkaritler

Doku invazyonu

nérominidaz
Asit fosfataz Seker, fosfat Besin
Bakteriyosin Antagonistik etki

* 28 no’lu kaynaktan alinmistir

Serolojik aglutinasyon testleriyle ve hlcre duvari sekerlerinin analiziyle

fenotipik olarak iki tip P.acnes (Tip | ve Tip Il) tanimlanmistir (29). Saglkh

kisilerdeki yaygin goértlen serobiyotipler IB1, IB3, I1B4 ve 11B2’ dir (30).

Propionibacterium acnes’in DNA dizisinin tamami Brliggemann ve
arkadaslar (31) tarafindan tanimlanmistir. Bakteri DNA’sinin toplam 2333
gen bolgesine sahip oldugu, genler tarafindan kodlanan Urlnlerin gogunu;
sialidazlar, noérominidazlar, endoglikoseramidazlar ve lipaz gibi faktorlerin
olusturdugu saptanmistir. Uretilen bu faktérlerin ve hiicre duvar ylizeyinde

bulunan proteinlerin akne olusumuna neden olan inflamasyonu tetikledigi

belirtilmigtir.
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Bakteri DNA dizisi tanimlandiktan sonra serotiplere goére ayriimig
kokenlerin 16S rRNA bolgesinin dizi analizi yapildiginda kokenler arasinda
tam bir homoloji saptanmistir. Ancak, onarimla iligkili genlerin
transkripsiyonunu dizenleyen RecA proteinini kodlayan recA geninin dizi
analizi yapildiginda, iki tipin tamamen farkli iki filogenetik grupta yer aldiklari
gOzlenmigtir. Ayrica molekuler calismalarda Tip | de yer alan kdkenlerin de iki
farkli grup ozellikleri gosterdikleri (Tip IA ve Tip IB) saptanmistir (32, 33). Tip
| ve I’'den ylzey Ozellikleri bakimindan ve hicre duvar yapisindan farklilik
sergileyen bir baska genotip, Tip [l tanimlanmistir. Ayni arastiricilarin
yaptiklari ileri ¢alismalarda P.acnes Tip Ill koékenlerinin farkh recA gen

dizisine sahip olduklari gosterilmigtir.

2.4. Propionibacterium cinsi

Eskiden Corynebacterium acnes, Corynebacterium avidum ve
Corynebacterium granulosum adlari ile anilan tlrler anaerop
Corynebacterium’lar igerisinde incelenmekte iken bugln, bol miktarda
propionik asit olugturmalari ve hicre c¢eperlerindeki farkhliklari nedeni ile
Corynebacterium’lardan ayrilarak  Propionibacterium cinsi igine dabhil
edilmislerdir (34).

Propionibacterium cinsi vicudun her vyerinde bulunabilmektedir.
Propionibacterium’lar genellikle nonpatojenik bakterilerdir bununla birlikte,
kan kultdrld ve vucut sivilarinda kontaminant olarak Ureyebilirler ve 6zellikle

akne vulgaris olmak Uzere birgok enfeksiyona da yol agabilirler (35).

Propionibacterium cinsindeki bakteriler habitatlarina gore iki farkli
grupta toplanirlar. insanda bulunan ve ‘acnes gruba’ dahil olan bakteriler ile
sut ve sut Urunlerinden izole edilen ‘klasik grup’tur. Propionibacteirum

cinsinde yer alan tirler; P. acidipropionici, P. acnes, P. australiense, P.
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avidum, P. cyclohexanicum, P. freudenreichii, P. granulosum, P. jensenii, P.

microaerophilum, P. propionicum, P. thoenii, P. sp.’dir (36).

Propionibakteriler ge¢ ureyen, sporsuz, gram pozitif, anaerobik
bakterilerdir. Sekilleri gomak seklinde veya dallanmis, tek tek, ciftler
halinde veya grup halinde gorulebilirler. Glukozdan genellikle propionik
asit, laktik asit ve asetik asit Uretirler (35).

Gram pozitif hGcre duvarlari, bakteriye yapisal stabilite kazandirarak,
kuruluga, osmotik basinca ve mekanik strese karsi direngli olmalarini saglar
(37).

2.4.1. Propionibacterium acnes

Propionibacterium cinsinde bulunan P. acnes anaerop ya da
aerotoleran olabilen hareketsiz sporsuz, Gram pozitif, pleomorfik bir comaktir
(38). Bu bakteri, deri, agiz, nazofarenks, gastrointestinal sistem ve
drogenital sistemin normal florasinda yer almaktadir. Deri
mikrobiyotasinin baskin Gyesi olmasi ve kil folikullerinin sebaséz bezlerine
yerlesmesi dolayisi ile P. acnes kan kulttrlerinden siklikla kontaminant olarak
uretilmektedir. Bununla birlikte nadiren endokarditlere, santral sinir
sistemi sant enfeksiyonlarina ve diger enfeksiyonlara yol agabilmektedirler
(39).

Bazi kdkenler anaerop kanli agarda dar hemoliz zonu yapabilmektedir.
P. acnes kokenleri koyun ve insan eritrositleri ile ko-hemolitik
reaksiyon meydana getirebilmektedirler. Bu reaksiyon, ilk defa 1944
yilinda gosterilen Christie- Atkins Petersen (CAMP) reaksiyonu ile aynidir
(40).
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P. acnes genomu c¢ok sayida farkli metabolik trunleri kodlar.
Metabolik analizler P. acnes' in anaerobik sartlarda ureyebilmesinin
yaninda mikroaerobik sartlarda da Ureyebildigini gostermistir. Oksidatif
fosforilasyon, Krebs c¢emberi, Embden Meyerhof yolu ve pentoz fosfat
yolunun gerceklesmesi metabolik ihtiyaclarinin basinda gelmektedir. in vitro
olarak anaerobik ortamda P. acnes, glukoz, gliserol, riboz, fruktoz, mannoz
ve N-asetilglukozamin varliginda ureyebilmekte, bakteri adolesan ve erigkin
derisinin kil folikliU ve sebas6z bez igceren pilosebas6z biriminde
gereginden fazla olan yad ve sebumu hazmetmek icin cesitli lipazlar
uretmektedir. P. acnes, ismini aldigi propionik asit ve kisa yagd asiti
zincirleri gibi Urtnlerini kullanarak enerji Gretimi icin fermentasyon yapabilir.
Ayrica, nitrat rediktaz, dimetil sulfoksit, fumarat rediktaz gibi enzimleri
kullanarak, anaerobik yollardan eneriji tretebilmektedir (35).

Propionibacterium cinsi igerisinde gen sekansi tamamen belirlenmis
olan tir P.acnes'in KPA171202 kokenidir. Genom, 2.560.265 baz ciftlik
yaklasik 2333 geni kodlayan tek bir dairesel kromozomdan olusur (41).

Bircok kaynak P. acnes'i anaerop bakteri olarak bildirmesine ragmen,
deride kolonize olan propionibakteriler zorunlu anaerop dedildir ve
primer izolasyonda anaerobik ortam kullanilmasina ragmen, tum turler
oksijen varligini tolere edebilirler. Agarda inkUbasyondan sonra; koloniler
kubbe sekilli gérilirler ve renkleri bejden pembeye doner. insan
derisindeki turler sinirli oranda oldugu igin kullanilan biyokimyasal
testlerin sayisi da sinirlidir. Ancak bu testler, karmasik olan bakteriyofaj
ve molekuler tiplendirme tekniklerine karsin rutinde kullaniimaktadir.
Molekuler tipleme tekniklerinin uygulanmasi, P. acnes'in sert hucre
duvarini eritme asamasinda yasanan sikintidan dolayi gugtar (37).
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2.4.2. P. acnes' in Morfolojik Ozellikleri

Gram pozitif ve hareketsiz bakterilerdir. Primer kalturlerinden hazirlanan
Gram boyamalarinda tipik korineformlar gibi dizensiz ve kisa dallanmalar
sekilde goralurler (37). Geng¢ kudlturlerin  kanli agardan yapilan
boyamalarinda, Gram pozitif comaklar, kokoid formda
gozukebilmektedirler. Yasl kultirden yapilan preperasyonlarda ise
Gram negatif boyanabildikleri unutulmamalidir. P. acnes kolonileri
anaerop kanl agarda 1-2 mm c¢apinda, yuvarlak, bombeli ve opak
goérundrler (39).

2.4.3. P. acnes' in Biyokimyasal Ozellikleri

P. acnes indol pozitifligi ile diger propionibakterilerden ayrilmaktadir.
Ayrica nitrati nitrite indirger ve katalaz aktivitesi pozitiftir. P. acnes
karbonhidratlardan yalnizca glukozu fermente edebilmektedir. Son Urdn
olarak baglica propionik asit ve asetik asit olusturmaktadir. Nadir kdkenler
lipaz enzimine sahiptir. Bakteride eskdilin hidrolizi, H2S olusumu, lesitinaz
aktivitesi, nisasta hidrolizi ve DNA’ az aktivitesi gézlenmez. Cogu
kdokende sut proteolizisi gozlenir. P. acnes kokenlerinin bazilari safrali
agarda Ureyebilmektedir, yine bazi kdkenlerde jelatin hidrolizi
g6zlemlenmektedir (39).

2.4.4. P. acnes'in Virulans Faktorleri

Bakterinin uygun kosullar altinda sitotoksik etkinlik gosterdigi, genis
Olgude antijenik faliyet sergiledigi ve bakterinin antijenlerine kargi humoral
ve hicre aracili immun yanit olustugu bildirilmigtir (41).

P. acnes'in hicre duvarinda ve hicre =zarinda vylzey
proteinlerinin akne inflamasyonunda énemli rol oynadidi belirtiimektedir.
P. acnes'in virulans faktorleri; lipaz, hiyaluronidaz, endoglikoseramidaz,
siyalidaz/néraminidaz, hemolizinler/sitokinler, glikokaliks, 1s1 sok proteinleri
(HSPs), adezinler ve porfirinler olarak belirlenmistir. Bu faktorlerden;
siyalidaz/néraminidaz, endoglikoseramidaz, hiyaluronidaz, lipaz ve
hemolizinler/sitokinler deri yuzeyinde harabiyet olustururken, glikokaliks,
HSPs, adezinler ve porfirinler inflamasyondan sorumlu tutulmaktadirlar
(41).
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2.4.4.1. Lipaz

P. acnes'te bulunan lipaz enziminin, insan derisindeki sebum gibi
lipidleri pargaladigi dustnulmektedir. Bu durum bakterinin insan derisindeki
kolonizasyonu igin 6nem teskil etmektedir. Buna kargin, P. acnes'in lipaz
aktivitesi sonucu olusan serbest yag asitlerinin de bakterinin sebasoz
foliklle tutunmasinda ve kolonizasyonunda rol oynadigi dne surulmektedir
(41).

2.4.4.2. Hiyaluronidaz

P. acnes'te bulunan hiyaluronidaz enziminin, bag dokusunun
hicreler arasi matriksinde bulunan ve onemli bir bilesen olan hiyaluronan
seviyesini azaltarak etkili oldugu bildiriimektedir (41).

2.4.4.3. Endoglikoseramidaz

Yeni tanimlanmis bir enzim olan endoglikoseramidaz
omurgalilarin  hidcre yuzeyi komponentlerinden, glikosfingolipidlerin
yapisinda bulunan oligosakkarid ve seramid gibi molekullerin glikozidik
baglarina yapisarak bu molekillerin yapisini bozmaktadir (41).

2.4.4.4. Siyalidaz/Noraminidaz

P. acnes'te 3 adet siyalidaz/néraminidaz geni saptanmistir. Bunlardan
2 tanesi LPXTG tipte hlicre duvarina baglanma noktasina sahiptir.
PPA1560 geni, Micromonospora Vviridifaciens'in néraminidazlari ile
yuksek benzerlik gostermektedir. PPA684 geni, Macrodbella decora
suligunin salisidaz L' si ile ayica Clostridium tertium'un ekso-a-salisidaz'i
ile yuksek benzerlik gostermektedir. Buna karsin, PPA685 geni patojen
olan C. perfiringens'in ekso-a-salisidaz'ina homologtur. P. acnes'in
karbon ve enerji kaynagi olarak kullaniimak Uzere gereksinim duydugu
sialik asidin saglanmasinda goérev alan sialidaz enziminin aktivitesi
PPAG685 geni tarafindan kodlanmakadir (41).

2.4.4.5. Hemolizinler/Sitotoksinler

P. acnes genomunda ¢ok sayida benzerlik gésteren PPAG687,
PPA1198, PPAI231, PPA1340, PPA2108 genleri CAMP faktorine
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homolog bir molekuli kodlamaktadirlar, bdylece P. acnes'te énemli bir
hemolizin olan CAMP faktorind olusturmaktadirlar (41).

2.4.4.6. Glikokaliks

P. acnes lipoglikan bazli hicre zari Uretmektedir. Bu lipoglikan zarin
bakterinin deriye tutunmasinda ve biyofilm olusturmasinda énemli oldugu
belirtiimektedir. Boyle bir glikokaliks polimer tabaka olugsmasi,
organizmanin immunolojik reaksiyon olusturma yetenegini kismen
aciklamaktadir. Ayrica, P. acnes'in hicre zari olusturarak fiziksel bir bariyer
saglamasi ile ylksek dozdaki antibiyotiklerin etkisiz kalmasi, klinik seyirde

ve akne tedavisinde acik kalan diger sorulara yanit olmaktadir (41).

2.4.4.7. Is1 Sok Proteinleri

P.acnes'te GroEL ve DnaK olmak Uzere inflamasyonda rol oynayan 2
onemli HSPs yer almaktadir. Bu proteinlerden baska, P. acnes'te bulunan
ve mikobakterilere 6zgl olan HSPs'lere homolog DnaJ, GrpE, 18-kDA
proteinlerinin P. acnes'e karsi immun yanit olusmasina neden oldugu

gosterilmigtir (41).

2.4.4.8. Adezinler

P. acnes'in genomunda bakterinin yuzey adezinlerini kodlayan ve
insan derisindeki kolonizasyonunu saglayan birgok gen bulunmaktadir. Bu
proteinlerden birgogu kollejenle baglanmaktadir. Ozellikle PPAG proteininin
P. acnes'in kollejen ile baglanmasinda énemli roli oldugu bildiriimektedir
(41).

2.4.4.9. Porfirinler

Bilindigi gibi P. acnes yuksek miktarda porfirin Gretmektedir.
Porfirinler cilt dokusunun hasarindan sorumlu tutulmaktadir Artan
oksijen basincinin varlignda, salinan porfirinlerle, molekuler oksijen
arasindaki toksik etkilesimin  keratinosit hasarina neden oldugu
gOsterilmistir. P. acnes'te porfirin Gretiminin ayrica, progresif makular

hipomelanozis'in patogenezinde de rol oynadidi 6ne surtlmektedir. Bu durum
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oksijenin indirgenmesi sonucu ¢ikan serbest oksijen radikallerinin etkisiyle

olugsmaktadir (41).

2.4.5. P. acnes' in Antimikrobik Maddelere Direnci

Akne tedavisinde antibiyotikler 40 yili agkin suredir kullaniimaktadir.
Akneli hastalardan izole edilen P. acnes kdkenlerine karsi ilk direng
1979'da ABD'de bildirilmis, kisa bir zaman sonra yine ABD'de topikal
olarak kullanilan eritromisin ve klindamisine direngli kdkenler bildirilmistir (3).
Zaman icinde ABD'den, Avrupa'dan, Avustralya'dan ve Uzak Dogu'dan;
makrolidlere, eritromisine, linkozamide ve klindamisine direncli
kokenler bildiriimeye baglanmistir. Tetrasiklinlere kargi direng hakkinda
az sayida veri vardir. 1991- 97 yillari arasinda ingiltere'deki bir akne
klinigine bagvuran poliklinik hastalarinda  antibiyotik  direncli
propiyonibakterilerin yillar iginde %67 oraninda arttigi gdézlemlenmigtir.
Diger ulkelerdeki diren¢g durumu artiglari daha dusuk olarak bildirilmistir
(42).

2.4.5.1. P. acnes' te Diren¢ Gelisimini Etkileyen Faktorler

. Dusuk dozda antibiyotik kullanimi diregli P. acnes kdkenlerinin
artmasina ya da normal mikroflorada bulunan bakterilerin direng genleri

kazanmasina neden olmaktadir (3).

o Pek ¢ok akneli hasta direncgli kdkenler ile kolonizedir. Bu durumda bazi
ilaclarin secilerek kontrollu bir sekilde verilmesi onem tagimaktadir. Bu segim
kantitatif mikrobiyolojik calismalar ile yapilabilmektedir. Secilmeden,

kontrolsUz ilag verilmesi direngli kdkenlerin artmasina neden olur (3).

o Tedavinin suresine orantili olarak direngli P. acnes kokenleri ile
kolonizasyon artmaktadir. Daha 6nce bdyle bir tedavi uygulanmamis
hastalarda diregli kokenler tedaviden 12-24 hafta sonra ortaya
cikmaktadir. Bu bakimdan tedavi suresi de direng gelisimini etkileyen
onemli bir faktérdur (3).
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o Farkli diren¢ mekanizmalari tasiyan propionibakteriler farkl
kimyasal yapilardaki antibiyotiklerin arka arkaya ya da bir arada

kullaniimasindan kaynaklanmaktadir (3).

. Yetersiz tedavinin uygulanmasi antibiyotik baskisini ortadan

kaldirmakta ve direngli kokenlerin meydana ¢ikmasini saglamaktadir (3).

2.4.5.2. P. acnes'te Antimikrobiyal Diren¢g Mekanizmalari

Bu konuda yapilan ¢alismalar, P. acnes'te antimikrobiyal direncin
makrolid linkozamid streptogramin B (MLSB) grubu antibiyotiklere ve
tetrasiklinlere kargi geligtigini belitmektedir. MLSB grubu antibiyotikler
farkli kimyasal yapiya sahip olmakla birlikte benzer etki mekanizmasiyla
etkilerini gosterirler. Bu nedenle MLSB antibiyotiklerden birine dirence
neden olan genler digerlerine de c¢apraz direng gelisilmesine
neden olabilmektedir. Dirence neden olan mekanizmaya bagli olarak
MLSB direnci fenotipik olarak indiklenebilir veya yapisal direng seklinde
ortaya cikabilir. Eritromisine direncin efluks sisteminde degisiklige bagh
oldugu durumlarda eritromisine direngli olan kdken klindamisine duyarli iken,
makrolid direncinin ribozomal metilasyondan kaynaklandigi durumlarda
(induklenebilir veya yapisal) ilgili koken klindamisine duyarli veya direncli
olabilmektedir (43). MLSB direncinde en sik rastlanilan mekanizma 23S
rRNA'nin peptidiltransferaz ilmeginin 5. domeninin kodlanmasinda gorev
alan gende meydana gelen 3 farkh nokta mutasyondan
kaynaklanmaktadir. Bu mutasyonlarin herbiri MLSB grubu antibiyotiklere
kars! gapraz direng gdsteren bir fenotipe neden olmaktadir. MLSB grubu
antibiyotiklere ylksek diren¢ gosteren P. acnes kokenlerinde erm(X)
diren¢ genini tasiyan korinebakteriyal bir transpozon olan Tn5432
saptanmistir. Erm (eritromisin ribozom metilaz) E. coli A2058 bazinin 23
S rRNA'sinin N® pozisyonunda metil transferazlarin metilasyonunu kodlar.
Bu pozisyon MLSB grubu antibiyotikleri ile karsilikli baglanma bodlgesini

olusturur ve bdylece bu antibiyotiklere karsi ¢apraz dirence neden
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olur. Erm(X) geni yuksek konsantrasyondaki MLSB gurubu
antibiyotiklere karsi diren¢ gelismesine neden olur, bu durum nokta
mutasyonun olusmasi ile sonlanir. Bu yuzden, topikal antibiyotiklerin
yaygin kullanimina bagli olarak transpozonlarin insidansinin artmasi
olasidir ve mutasyonal direng antibakteriyal maddelere karsi etkin bir

koruma saglamayabilir (3).

P. acnes'te gorulen tetrasiklin direncinden E. coli' de de bulunan
esdeger 1058 bazinin sorumlu oldugu goérulmustur. Bu baz 16S rRNA'nIn
klicuk alt Unitesinde tek bir G-C transisyonu ile olusmustur. Tetrasiklin
direnci gosteren kokenler minosiklin ve doksisikline kargi degisik oranlarda
capraz direng gelistirebilmektedir. Gittikge artan antibiyotik dozlarinin
uygulanmasi pek ¢ok direng faktorinin gelismesine neden olmakta, bu
durum Klinik olarak uygulanabilir minimal inhibisyon konsantrasyon
(MIK) degerlerini yiikseltmektedir (3).

2.4.6. P. acnes’' te Antimikrobiyal Direncin Saptanmasinda
Kullanilan Yontemler

Aerop bakterilerin, antibiyotiklere duyarliliklari  6ncelikle Kkalitatif
yontemlerle saptanabilirken anaerop bakteriler icin yapilan duyarlilik
testlerinde kantitatif yontemler tercih edilmektedir. Kalitatif yontemlerle,
bakteri, duyarli, orta dizeyde duyarh ya da direngli olarak
siniflandirilabilir. Kantitatif ydntemlerle ise antibiyotigin, MIK degeri
saptanabilir (44).

Duyarllik deneyinde uygulanan yontem ne olursa olsun standart
kokenler ile kalite kontrolinin mutlaka yapilmasi gerekmektedir. Her bir
agar dilusyon testi icin en az iki kalite kontrol kdkeni olmalidir. Diger
yontemlerde (sivi mikrodilisyon ya da E-test gibi) tek bir kalite kontrol

kOkeni ise yeterlidir.

2.4.6.1. Agar Dillisyon Yontemi
Anaerop bakteriler igin kullanilabilcecek antibiyotiklerin minimal MiK
degerinin belirlenmesinde saglikli sonu¢ vermesi bakimindan en sik onerilen

yontemdir. Bu yontemde denenen antibiyotiklerin farkli dilisyonlari hazirlanir
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ve hemin (5 g/ml), K1 vitamini (1 g/ml) ve sodyumbikarbonat (1mg/ml) ile
zenginlestiriimis Brucella agar besiyerine 1/10 oraninda olacak sekilde ilave
edilir. Degisik dilisyonlarda antibiyotik iceren Brucella agar besiyerlerine
calisilacak bakteri kdkenlerini 0.5 McFarland yogunlugunda igeren
suspansiyondan 1:200 oraninda yerlestirilir ve anaerop ortamda 2 gunlik
inkiibasyon sureci sonunda degerlendirilir. Uremenin gérilmedigi ilk
dilisyon degeri o antibiyotigin calisilan bakteri igin MiK degeri olarak kabul
edilir (45).

2.4.6.2. Sivida Mikrodilisyon Yontemi

Bu test manuel, yari otomatik ya da tam otomatik sistemler
kullanarak sivida degisik dilisyonlardaki antimikrobiyal maddelerin ¢aligilan
mikroorganizmaya etkinligini belirlemek icin kullanilmaktadir. Anaerop
bakteriler icin Onerilen besiyeri hemin (5 g/ml), K1 vitamini (1 g/ml) ve
sodyum bikarbonat (1mg/ml) ile zenginlestirilmi Brucella broth’tur. Bu test
sonucunda Uremenin anlamh sekilde azaldigi dilisyon antimikrobiyal
maddelerin calisilan bakteri icin MIK degerini vermektedir. Bu ydntem icin
Brucella sivi besiyerine ilave edilecek inokulumdan hazirlanan 0,5

McFarland yogunlugundaki sispansiyon orani 1: 15 dilisyondur (45).

2.4.6.3.S1vida Makrodillisyon Yontemi

Bu test daha ¢ok antibiyotiklerin minimal bakterisidal konsantrasyonunu
(MBK) hesaplamak igin kullanilir. Bunun digsinda Clostridium sp. gibi zor
ureyen mikroorganizmalar igin de onerilmektedir. Sivida mikrodilisyon testi
icin Onerilen besiyeri, sivida makrodilisyon igin de Onerilmektedir. Bu
yontemde Brucella brota ilave edilecek inokulumdan hazirlanan 0,5
McFarland yogunlugundaki suspansiyon orani 1: 200 dilusyondur. Test
sonucunda uremenin gorulmedigi tupte bulunan antibiyotik yogunlugu o
antibiyotigin MIK degeridir. Eger MBK hesaplanmak isteniyorsa lreme
gorulmeyen tuplerden 0,1 ml kati besiyerlerine alinarak anaerobik
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inkibasyona birakilir. Sonug olarak 30 koloniden az UGremeye neden olan

antibiyotik konsantrasyonu MBK olarak degerlendirilir (45).

2.4.6.4. E Test

E test, MiK saptanmasinda kullanilan, gradient difiizyon yéntemidir.
Bir serit Uzerinde antibiyotigin dereceli olarak azalan konsantrasyonlari
yer alir. Agar plak Uzerine yayillmis bakteri slUspansiyonu Uzerine serit
yerlestirilir. inkiibasyon sonrasi inhibisyon zonunun seridi kestigi noktada
okunan deger MiK olarak kabul edilir (45).

2.4.6.5. Spiral Gradient Endpoint System

Agar pleyt Uzerinde spiral sekiller bulunur ve bu spiral modelde
antimikrobiyal stok sélisyonlar mecuttur. Konsantrasyon gradientindeki
Isinsal (radyal) azalma ile sonuglanir. Kokenler, radyal modele gore
otomatize inokulasyon aleti kullanarak pleyte konulur. MIK degeri; pleytin
merkezinden uUremenin sonlandigi noktaya kadar olan alanin élgimudur.
Pek cok laboratuvarin ortak yargisina gore agar dilisyon teknigi ile uyumlu
oldugu bulunmustur. Spiral gradient sistem, agar dilusyon duyarllik
testine gore sonuglari iki kat daha guvenilirdir. Daha ¢ok toplu testler igin
uygun bir metoddur, tek bir kdken igin kullaniimaz (45).

2.4.6.6. Molekiler Calismalar

Propionibakterilerde molekuler direng calismalari 23S ve 16S rRNA
amplifikasyonu ile baglamistir (42).

Klindamisin ve eritromisin direnci, 23S rRNA'nin 5. domenini
kodlayan gen sekans analizi erm(x) geni saptanmasiyla arastiriimistir.

Tetrasiklin direnci ise, 16S rRNA'nin amplifikasyonu ve 1058
bazinda G-C transisyonu saptanarak arastiriimigtir (42).
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2.4.7. P. acnes tanimlanmasinda kullanilan yontemler

2.4.7.1. Morfolojik inceleme
Propionibakteriler ge¢ Ureyen, sporsuz, Gram pozitif, anaerobik
bakterilerdir. Sekillleri gomak seklinde veya dallanmis, tek tek, ciftler

halinde veya grup halinde olabilir (35).

2.4.7.2. Biyokimyasal Yontemler

2.4.7.2.1.Konvansiyonel Yontemler

Katalaz ve indol Uretimi ve nitrat reduksiyonu test edilir. P. acnes
eskulin veya ureyi hidroliz etmez ve sekerlerden glukoza etkili olup, maltoz ve

sukroza etkisizdir (37).

2.4.7.2.2 Yan Otomatize ve Otomatize Sistemler

Hizlh identifikasyon sistemleri (2-4 saat), kromojenik veya
florejenik substratlar ya da her ikisininde kullanilarak enzimin
arastiriimasi temeline dayanmaktadir. Bu sistemler; RaplD ANA Il
(Remel), Rapid ID 32A (bioMerieux), ANI Card (Vitek Ssistemleri),
APl ZYM (bioMerieux), MicroScan (American MicroScan) ve
BBLCrystal Anaerobe (ANR) Identification (ID) sistemleridir
(Becton- Dickinson) (44). APl 20A (bioMerieux, France) mikroplak
sisteminde karbonhidratlar i¢in 16, indol, Ureaz, jelatin ve eskulin igin 4
kuyucuk bulunmaktadir. 24-48 saat inkibasyondan sonra reaksiyonlar
g6zle degerlendirilip skorlanir. Profil numarasi olusturulur ve daha sonra

kod kitapg¢igindan isimlendirilir (45).

Gunumuzde Malditof Spektrofotometri olarak isimlendirilen MS
yontemiyle koloniden ¢ok kisa surede tanimlama yapilabilmektedir.

2.4.7.3. Kromatografik Teknikler

Gaz- likit kromatografisi (GLC), bakteri fermentasyonunun
metabolik son UrlUnlerini saptamak amaciyla kullanilir. Bu teknigin sik

kullanildigi bir alan, glukoz fermentasyonu esnasinda zorunlu anaerop
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bakteriler  tarafindan  olusturulan  kisa zincirli yag  asitlerinin
tanimlanmasidir. Degisik bakteriler arasinda olusan ugucu asitlerin
cesitleri ve miktarca degisimleri bakterilerin bir agidan metabolik parmak

izini agiga ¢ikartarak taninmalarina olanak saglar (46).

Yuksek performansh likit kromatografi (HPLC), bakterilerin ve
mantarlarin dig membranlari ve hucre duvarlarindaki uzun zincirli yag
asitleri analiz edilerek ileri dizeyde fenotipik o&zellikler aciga
cikarilabilmekte ve c¢ok vyakin iligkili tdrlerin bile ayrimi mimkin
olabilmektedir (46).

2.4.7.4. Molekiiler Yontemler

Molekuler tanimlama teknikleri vyillardan beri yaygin olarak
yapilmaktadir. Bu teknikler, konvansiyonel tanimlama ve identifikasyon
yontemlerine goére, hizli ve duyarli olmasi nedeni ile daha avantajldir.
Molekuler teknikler 4 grupta toplanabilir. Bunlar, nikleik asit problari, hedef
amplifikasyonu (polimeraz zincir reaksiyonu gibi), prob amplifikasyonu (Qfl
replikaz temelli ampflikasyon) ve sinyal amplifikasyonu (bDNA problari
gibi)' dur (47).

P. acnes'in de bulundugu anaerobik, sporsuz, Gram pozitif
comaklarin identifikasyonunda PZR ydéntemi ile 16S rRNA' nin
amplifikasyonu yapilir. 16S rRNA'nin gen sekansi bu grup bakterilerin
identifikasyonu ve siniflandirilmasi icin temel yontemdir (47). P. acnes
dogasi gere@i yavas Ureyen bir bakteri oldugundan klinik 6rneklerden
direkt PZR amplifikasyonu P. acnes enfeksiyonlarinin tanisinda yararli
olabilmektedir (47).
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2.5. Gul yagi ve turevleri

Yaygin kullanilan ismiyle Sam Gulu olarak bilinen, pembe cicekleriyle
birlikte ve uzun yillar canli kalabilen galisi olan, Avrupa, Orta Dogu ulkelerine,
iran ve Tirkiye'ye 6zgii olan Rosa damascena Mill. Rosaceae ailesinin bir
dyesidir (49). Bu bitki, ticari olarak esansiyel yagi icin Uretiimektedir.
Esansiyel gul yaginin yaninda, hidrosol ve absolut molekulleri de
R.damascena Mill'den bolca elde edilebilen molekdillerdir (50). Esansiyel gl
yagi, parfUmeri ve kozmetik endustrisinde yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.
Parfumeri etkisinin yani sira yaygin oranda analjezik, hipnotik,
antispazmodik, anti-inflamatuvar ve antikonvilzan gibi biyokimyasal etkilere
sahip oldugu gosterilmigtir (51,52). Gul Ozutleri, serinletici, sakinlestirici,
kanamayi durdurucu ve anti inflamatuvar 6zellikleri sayesinde tipta, gida ve
kozmetik endustrisinde kullaniimislardir (53,54). Son yillarda, esansiyel gul
yaginin kimyasal bilesimi, antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri hakkinda
cesitli calismalar yayinlanmigtir (55,56). Esansiyel gul yagi, parfumeri ve
kozmetik endustrisinde kullanimi nedeniyle ¢ok yuksek bir satis degerine

sahiptir. Gul yagina kiyasla, absolut daha ucuzdur (10).
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3.GEREG VE YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Besiyerleri

% 5 koyun kanli Columbia agar (Biomerieux)
Cukulata agar ( Biomerioux)

Brain Heart infiizyon sivi besiyeri ( Becton Dickinson)
Brain Heart inflizyon agar ( Becton Dickinson)

Skim milk (Oxoid)

DNA’ az agar (Oxoid)

Reinforced Clostridial Medium (Oxoid)

Bakteriyolojik agar (Oxoid)

Brucella sivi besiyeri (Remel)

Brucella kanl agar (Remel)

3.1.2 Standart Kokenler

ATCC 11828 Propionibacterium acnes serotip
ATCC 11827 Propionibacterium acnes serotip | A

3.1.3 Kimyasal Maddeler

Anaerogen compact ( Oxoid)

Kristal viyole ( Merkez laboratuvari )

Anaerojen ( Thermo scientific)

Etil alkol ( Rieldel- de Haen)

Metil alkol ( Merck )

Aseton (Gulsah Kimya)

Fosfat tamponlu salin (PBS) (Merkez laboratuvart)
Defibrine at kani (Oxoid)
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3.1.4. Hazirlanan Solusyonlar ve Besiyerleri

%1 Glukoz igeren Brain Heart infiizyon sivi besiyerinin hazirlanisi

37 gram toz besiyeri ve 10 gram glikoz tartilip 1 It distile su ile karistirilip
121°C’ de 15 dakika otoklavda sterilize edilmigtir.

%3’lik Skim Milk Agar

300 gram skim milk toz, 15 gr bakteriyolojik agar ve 1 It distile su

karistinlip, 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilerek hazirlanmistir.

Brain Heart infiizyon Agar
56 gr toz, 1 It distile su ile karistirlhp 121°C’ de 15 dakika otoklavda

sterilize edilmigtir.
%5’lik At kanl Reinforced Clostridial Medium Agar

15 gr agar bacteriological, 38 gr reinforced clostridial medium ve 1 It
distile su kanstinlip 121°C’ de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.
Sonrasinda, 50 cc defibrine at kani ilave edilerek besiyeri plaklara

dokilimistir.
DNA’ az agar

39 gr toz, 1 It distile su ile kangstirihp 121°C’ de 15 dakika otoklavda

sterilize edilmigtir.
Brucella sivi besiyeri

43 gr toz, 1 It distile su ile ile karistirilip 121°C’ de 15 dakika otoklavda

sterilize edilmigtir.
K1 vitamini igceren Brucella kanli agar

28 gr toz, 100ul K1 vitamini 1 It distile su ile ile karigtinlip 121°C’ de 15
dakika otoklavda sterilize edilmistir. Sonrasinda 50 ml koyun kani eklenerek
agar dilisyon yonteminde kullaniimigtir.
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Kristal Viyole Soliisyonu

Gram boyamada kullanilan kristal viyoleden 10 cc alinarak, 1 It steril

distile su ile karigtirilip %1’lik kristal viyole solusyonu elde edilmigtir.
Aseton etanol soliisyonu (20: 80, v/v)

20 cc aseton ile 80 cc etil alkol karistirimis ve vortekslenerek

kullaniimistir.
Esansiyel gul yagi ve absolut turevi

3 ml esansiyel gl yagi ve 3 ml absolut tlrevi Sebat Ltd., Isparta
tarafindan calismamiz icin Ucretsiz olarak temin edilmistir. Kendilerine

tesekkur ederiz.

3.2. Araglar ve Aygitlar:

Etav (Memert)

o Pasteur firini (Memert)

o Otoklav (Hirayama)

o Buzdolabi (Ugur)

o (- 20 °C ) Dondurucu (Ugur)
o (- 80 °C ) Dondurucu (iShin)
o Hassas terazi (Sartorius)

o Kaba terazi (Scaltec)

o Vorteks (Yellowline, Ika)

o Steril eklivyonlar

o Distile su cihazi

o Santrifujler ( Hettich)

o Etlv ( Binder)

o Isik Mikroskobu ( Olympus)
o Cam balonlar, lamlar

o Pipet (Thermo- scientific)
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3.3. Yontemler

3.3.1. Arastirma kokenleri

Calisma kokenleri MAR-YC-2008- 0232 protokol nolu “Akne vulgarisli
hastalardan uretilen Propionobacterium acnes kokenlerinin
genotiplendiriimesi, genotip ile akne siddeti arasindaki iligkinin arastiriimasi”

isimli proje gercevesinde izole edilmis ve tanimlanmistir.

Bu projeye, Ocak - Haziran 2009 tarihleri arasinda Marmara Universitesi
Tip Faklltesi Hastanesi, Dermatoloji Klinigine bagvuran, son 4 hafta
oncesine kadar sistemik antibiyotik veya isotretinoin ile topikal herhangi bir
akne ilaci almamis ve son 3 ay Oncesine kadar sistemik kortizon veya
immunsuapresif bir ilag kullanmamig, 15 ile 35 yas arasindaki akneli hastalar

danhil edilmigtir.

Calismamizda stoklanmis kokenler anaerop ortamda koyun kanli agara
pasajlanmis, 37°C’de yaklasik 72 saat inkibe edildikten sonra oda isina
alinmis (25°C) ve tekrar pasajlanarak 37 °C’de inkiibe edilmistir. Onceden
morfolojik ve biyokimyasal olarak tanimlanan kdkenlerin P. acnes olduklari

Malditof Spektrofotometri (Vitek MS, Biomereieux) ile dogrulanmistir.

3.3.2. Biyofilm uiretiminin saptanmasi

Biyofilm testi mikroplak yontemi ile yapiimistir (4). %1 glukoz igeren
Brain Heart Infliizyon sivi besiyerine 1x108 cfu/ml (0.5 Mac Farland)
yogunlugunda bakteri ekilmis ve anaerop ortamda 37°C’de 72 saat inkibe
edilmistir. Sonrasinda, bu bakteri suspansiyonlarindan 50 pl alinarak,
kuyucuklarinda 150 ul besiyeri bulunan steril diz tabanli plaklara eklenmis ve
anaerop ortamda 37°C’de 72 saat inklbe edilmistir. Her plakta koagulaz
negatif stafilokok ( ATCC Staphylococcus epidermidis 12288) pozitif kontrol
olarak kullaniimis ve sadece besiyeri iceren kuyucuklar da negatif kontrol
olarak kullaniimistir. Her test 3 kere tekrarlanmistir. 72 saat inkibasyon
sonrasinda kuyucuklardaki besiyeri dokulerek 200 pl fosfat tamponlu salin
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(PBS) ile en az 3 defa yikanmigtir. Geride kalan biyofilm tabakasi 200 pl
metanol ile 10 dakika fikse edilmistir. Sonrasinda, her bir kuyucuga 160 pl
kristal viyole (distile suda %1 (w/v)) eklenmis ve 4 dakika boyanmistir.
Takiben boya dokulmuis ve kuyucuklar 200 uyl PBS ile Ug¢ defa yikanmis,
kalan boya 200 ul aseton-etanol (20:80 (v/v)) ile ¢ozulmustir. Absorbans
ELISA okuyucusunda (Ciom, Microplate reader, Model ER-2006) 540 nm’de
OlctlmUstur. Esik degerin (cut- off) belirlenebilmesi amaciyla, negatif kontrol
olarak kullanilan steril besiyeri igeren kuyucuklardan elde edilen OD
verilerinin ortalamalarina 0.17 standart sapma eklenerek esik degeri >0.37
olarak tespit edilmis, 540 nm’de absorbans degeri >0.37 olarak saptanan

kokenler biyofilm Gretimi agisindan pozitif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 2. Mikroplak yontemiyle biyofilm pozitifligi.

3.3.3. Giil yagi ve absolut turevinin anti bakteriyel etkinliginin
saptanmasi

Anti bakteriyel etkinligin saptanmasinda agar disk difuzyon yontemi
kullaniimigtir. Esansiyel gul yadi ve absolut 0.22 pm membran filtreden
gegirilerek steril edilmistir. Brain Heart Infusion (BHI) agar besiyerine, bakteri
suspansiyonu (108 cfu/ml) yayillmis ve 4°C’de 30 dakika bekletilmigtir. 6 mm

caph steril kagit disk 5ul esansiyel gil yagi ve 5 pl absolut tirevi emdirilmis
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ve bu diskler agar yuzeylerine yerlestiriimigtir. Plaklar anaerobik ortamda

37°C’de 72 saat inkiibe edilmigtir. Bu test U¢ defa tekrarlanmis ve zon g¢aplari

olarak ortalamalari kabul edilmistir (57).

Sekil 3. Esansiyel gul yagi (Beyaz disk) ve absolut tirevi (turuncu disk) icin disk
diflizyon testi.

3.3.4. Giil yag: ve absolut tiirevinin MiK degerlerinin saptanmasi

MIK (Minimal inhibitér konsantrasyonu) testi CLSI (Clinical Laboratory
Standarts Institute) tarafindan arastirma ve surveyans calismalari igin
Onerilen agar dilisyon yoéntemi ile ¢alisilmistir (58). Brucella kanh agar (1
pg/ml vitamin K1 eklenmig) kullaniimisgtir. Besiyerleri 50°C’ye sogutuldugunda
% 5 oraninda defibrine veya dondurulup ¢6ztlmis koyun kani ve %0.5’ lik
tween 80 iceren %0.9'luk serum fizyolojik ile seri sulandirilimi yapilmig ilgili
gul yag! turevi solisyonundan 1/10 oraninda eklenerek iyice karistirilip
petrilere dokulmusgtir. Besiyerleri kapak hafif agik olacak sekilde 37°C’de 30-

45 dakika tutularak kurutulmustur.

inokulasyon icin en disiik antibiyotik konsantrasyonu igeren plaktan
baslanmistir. 20 ml'lik besiyerlerine 1x108 CFU miktarinda bakteri igeren
suspansiyonlardan 10 ul alinarak indklle edilmistir. Ayrica, biri aerop ortama
biri de anaerop ortama kaldiriimak Uzere iki adet gul yag! icermeyen kontrol
besiyerine de ekim yapiimistir.
Anaerop ortamda 37°C'de 48 saat inklbasyon sonrasi koyu, 1511

yansitmayan bir zemin uUzerinde sonuglar okunmustur. Kontrol udreme ile
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karsilastirildiginda Giremenin belirgin olarak degisiklik gésterdigi diliisyon MiK
degeri olarak kabul edilmistir. Uremede gdzlenen belirgin degisiklik, hic
ureme olmamasi ya da ¢ok hafif bir dreme, sisli bir gorinim, ¢ok sayida

minik koloniler veya bir iki tane normal buyuklikte koloni gértulmesidir (59).

A B

Sekil 4. Agar dilisyon metodu yontemiyle yapilan MiK_ testi A) llgili gul yag
konsantrasyonunda direncli iki farkli kdken B) ligili gul yagr tlrevi
konsantrasyonunda duyarli kdkenlerde Ureme gézlenmemesi.

3.3.5. Giil yagi ve absolut tiirevinin Anti biyofilm etkinliginin saptanmasi

%1 glukoz eklenmis BHI sivi besiyeri ile 108 CFU/ml bakteri igcerecek
sekilde bakteriyel stispansiyonlar hazirlanmistir. Anaerop kosullarda 37 °C’de
72 saat inkUbe edildikten sonra, kuyucuklarinda 150 ul besiyeri iceren diz
tabanh plaklara 50’ ser pl bakteriyel sispansiyonlardan eklenmistir. Her bir
bakteri siispansiyonu icin 10 kuyucuk kullaniimis ve her bir kuyucuga MiK
tespitinde kullanilan 10 ayri gul yagi ve absolit konstrasyonu igeren
solUusyonlardan 50’er ul eklenmigtir. Tekrar anaerop ortamda ve 37°C’de 72
saat inklbe edildikten sonra yukarida anlatilan biyofilm fiksasyon ve boyama
islemleri yapildiktan sonra 540 nm’de absorbans degerleri okutulmus ve
antibiyofilm etkinliginin varligi, varsa da hangi konsantrasyonda oldugu tespit
edilmistir. Negatif kontrol olarak steril besiyeri, pozitif kontrol olarak daha

once kullanilan ATCC Staphylococcus epidermidis kullaniimigtir.
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[ (X
Sekil 5. Esansiyel gul yaginin antibiyofilm etkinligi*
*YUksek konsantrasyonlarda biyofilm uretiminin inhibisyonu (A1 ve H1 arasi, A2 ve

H2 arasi, A3 ve H3 arasindaki kuyucuklar). Konsantrasyon azaldikga biyofilm

uretiminin artmasi (A4 ve H4 arasi ile A10 ve H10 arasindaki kuyucuklar)

3.3.6. P. acnes kokenlerinin proteaz aktivitesinin tespit edilmesi

Proteaz aktivitesinin tespit edilmesinde %3’ [0k skim milk agar
kullaniimistir. Kékenler Skim milk agara pasajlanmistir. Besiyerleri anaerop
ortamda 37°C’de 7 gun inkube edilmistir. 7 giin sonunda proteaz pozitif olan
kdkenler kolonileri etrafinda hemoliz benzeri beyaz bir zon olusturmuslardir.
Pozitif kontrol olarak ATCC Staphyloccocus epidermidis 12228 kullaniimigtir.

Sekil 6. %3’lik Skim milk agarda proteaz testi pozitifligi
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3.3.7. P. acnes kokenlerinin beta hemoliz aktivitesinin arastiriimasi

Beta hemoliz aktivitesinin tespitinde %5 at kani iceren Reinforced
Clostridial Medium (RCM) agar kullaniimistir. Kékenler pasajlandiktan sonra,
37 °C’de 72 saat inkubasyona kaldirilmis ve sonrasinda 72 saat oda Isisinda
inkibe edildikten sonra beta hemoliz olusturup olusturmamalarina
bakilmistir.  Pozitif kontrol olarak beta hemoliz olusturan ATCC
Staphylococcus aureus 29213, negatif kontrol olarak non hemolitik ATCC

Enteroccoccus faecalis 29212 kullaniimistir.

3.3.8. P. acnes kokenlerinin DNA’ az aktivitelerinin arastiriimasi

DNA’ az besiyeri hazirlandiktan sonra kokenler dairesel sekilde
besiyerlerine indkule edilip, anaerop ortamda 37 C’de 72 saat inklbe
edilmistir. inkiibasyon sonrasi koloniler olugtuktan sonra 1 N Hidroklorik asit
(HCI) besiyerine eklenmistir. Renk degisimi gerceklesip hemoliz benzeri zon
olusturanlar pozitif kabul edilmistir. Pozitif kontrol olarak ATCC
Staphylococcus aureus 29213, negatif kontrol olarak ATCC Staphylococcus

epidermidis 12228 kullaniimigtir.

Sekil 7. DNA’ az testi. A) Pozitif kontrol; B) Negatif kokenler
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3.3.9. istatiksel degerlendirme

Calisma veri analizinde SPSS Statistics 17.0.0 programi kullanildi.
Esansiyel gul yaginin  antibiyofiim  etkisinin  istatiksel  olarak
degerlendiriimesinde Wilcoxon testi kullaniimig, ikiden fazla deger
kiyaslandigi i¢in p degeri igin Bonferron duzeltmesi yapilmis ve p< 0.0033

anlamli kabul edilmigtir.

34



4. BULGULAR

Degerlendirmeye alinan hasta ve kontrol grubunda cinsiyet dagilimi

Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2.Hasta ve kontrol grubunda cinsiyet dagilimi

Cinsiyet Hasta(n,%) Kontrol(n,%) Toplam
Kadin 3 (43) 4 (57) 7
Erkek 4 (57) 3 (43) 7
Toplam 7 (50) 7 (50) 14

Hasta ve kontrol grubu 15-35 yas araliindaki kisilerden olusturulmustur,

yas dagilimi Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3.Hasta ve kontrol grubundaki yas dagilimi

Yas arahigi Hasta(n,%) Kontrol(n,%) Toplam
15-24 6 (86) 7 (100) 13

>25 1 (14) 0 (0) 1
Toplam 7 (50) 7 (50) 14

MAR-YC-2008- 0232 protokol nolu “Akne vulgarisli hastalardan Uretilen
Propionobacterium acnes kokenlerinin genotiplendiriimesi, genotip ile akne
siddeti arasindaki iligkinin arastirilmasi” isimli proje ¢ergevesinde, kdkenlerin
genotipleri arastiriimig, kontrol kdkenlerinden dordu Tip 1A, Ugu Tip IB, hasta
kokenlerinden Ugu Tip IA, dordu Tip IB olarak tespit edilmigtir.

Kdkenlerin virulans faktorleri tablo 4 ’de verilmistir. Tum kdkenler biyofilm
uretmis, Uc hasta kokeni harig, tim kokenler beta hemoliz ve proteaz
Kokenlerin  higcbirinde DNA’ az  aktivitesi

aktivitesi  gostermigtir.

saptanmamistir.
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Tablo 4.P. acnhes kokenlerinin viriilans faktorleri

Genotip |Beta Biyofilm DNA’ az
Koken (PCR) |Hemoliz Proteaz |(O.D.)*
Kontrol1  |Tip 1B |Pozitif Pozitif  |2.7 (Pozitify |Negatl
Kontrol2 | Tip 1A | Pozitif Pozitif  |2.6 (Pozitify | Ne9atf
Kontrol 3 |Tip 1A |Pozitif Pozitif  |2.5 (Pozitify | Ne9atf
Kontrol4 | Tip 1A | Pozitif Pozitif  |2.4 (Pozitify | Ne9af
Kontrol 5 |Tip 1B |Pozitif Pozitif | 2.6 (Pozitify | \c9atl
Kontrol 6 Tip 1A | Pozitif Pozitf | 1.6 (Pozitif) | o9l
Kontrol 7 Tip 1B | Pozitif Pozitf  |1.3 (Pozitify | Ne9auf
Hastal Tip 1A |Negatif  |Pozitif | 2.1 (Pozitify | Ne9af
Hasta 2 Tip 1B |Negatif  |Pozitf  |2.3 (Pozitify | Ne9af
Hasta 3 Tip1B |Negatif  |Negatif |2.4 (Pozitify |Ne9at
Hasta 4 Tip 1A | Pozitif Poziif | 2.5 (Pozitify | N9t
Hasta 5 Tip 1B | Poziif Negatif |2.4 (Pozitify |Ne9aH
Hasta 6 Tip 1A | Poxzitif Pozitif | 2.3 (Pozitify | Nc9atl
Hasta 7 Tip 1B | Pozitif Negatif | 2.4 (Pozitif) Negatif
Negatif
ATCC P.
acnes 11827 |Tip2  |Pozitif Pozitif 0.8 (Pozitif)
ATCC P. Negatif
acnes 11828 |Tip 1A |Pozitif Pozitif 1.1 (Pozitif)

*Biyofilm icin standart sapma 0.17 olarak saptanmistir.

Esansiyel gul yaginin antibakteriyel etkinligine baktigimizda, disk
difizyon yontemi sonucunda en kuguk ortalama disk zon ¢api 16. 5 mm iken,
en blyuk disk diftizyon ¢api 44 mm olarak dlgtulmustir (Ortalama 26.3 + 7.6).
Agar dilisyon yéntemiyle yapilan MiK degeri tespiti calismasi sonucunda da,

bitlin kékenler icin MiK degeri %2 olarak saptanmistir.

Absolut tirevi icin ise, disk difizyon yonteminde 3 koékende zon
olusmadigi, olusan zon caplarindan ise en buyluk zon g¢apinin 26.5 mm
oldugu goézlemlenmigtir (Ortalama 11.4 £ 5.3). Yine agar dilisyon yontemiyle
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yapilan MIiK degeri calismasinda biitiin kdkenler icin MiK degeri %4 olarak

saptanmisgtir.

Antibiyofilm etkinlik arastirmasinda ise absolut tlrevi icin herhangi bir
antibiyofilm etkinlik saptanmamistir. Esansiyel gl yagi icin ise, seri
dilisyonlardan ilk bes konsantrasyonda (%4, %2, %1, %0.5, %0.25) O.D.
degerlerindeki  (biyofilm yogunlugu) azalma istatiksel olarak anlamh
saptanmistir (p<0. 0033). Dolayisiyla bu bes konsantrasyonda antibiyofilm
etkinligi, ilk iki konsantrasyonda da (%4 ve %Z2) antibakteriyel etkinligi

gOsterilmisgtir.

MAR-YC-2008- 0232 protokol nolu “Akne vulgarisli hastalardan Uretilen
Propionobacterium acnes kokenlerinin genotiplendiriimesi, genotip ile akne
siddeti arasindaki iligkinin arastirilmasi” isimli proje g¢ergevesinde, tum
kokenlerin agar dilusyon yodntemiyle klindamisin, tetrasiklin, eritromisin igin
MIK degerleri calisiimis, ve calismamizda kullandigimiz  kontrol
kékenlerinden sadece bir tanesi klindamisin ve eritromisine direncli (MiK: 8,
8), hastalardan elde edilen kokenlerden de sadece bir tanesi sadece
klindamisine direngli (MiK:8) saptanmistir. Tim kdkenler tetrasikline duyarli

bulunmustur.
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Tablo 5.Kodkenlerin direng profili

Koken Klindamisin | Tetrasiklin | Eritromisin
Kontrol 1 0,06 1 0,25
Kontrol 2 0,125 1 0,25
Kontrol 3 1 0,5 0,5

Kontrol 4 0,125 0,5 0,03
Kontrol 5 0,125 1 0,25
Kontrol 6 8 (Direncgli) 0,5 8 (Direngli)
Kontrol 7 0,06 0,125 0,25

Hasta 1 0,125 1 0,06

Hasta 2 0,06 1 0,25

Hasta 3 0,125 0,25 0,06

Hasta 4 8 (Direngli) 0,25 0,06

Hasta 5 0,03 0,03 0,125
Hasta 6 0,06 0,25 0,25

Hasta 7 0,125 0,5 0,125

38




5. Tartigma ve Sonug¢

Derinin normal florasinda yer alan, bir takim firsatgi enfeksiyonlara yol
acgabilen Propionibacterium acnes, akne vulgaris olusumunda 6nemli role
sahip bir bakteridir (17). P. acnes yuz, gogus ve sirtta, sebumdan zengin
folikillerde kolonize olmaktadir. Folikile yerlesen P.acnes Urettigi lipaz
enzimi ile trigliseridleri serbest yag asitlerine hidrolize etmektedir. Ardindan
aknenin 6ncl molekili komedon olugsmakta ve inflamasyon gelismektedir.
Ayni zamanda P. acnes’ in salgiladigi kemotaktik sitokinler ile kompleman
sistemi aktive olmakta ve notrofillerin komedonun oldugu bdlgeye dogru
cekilmesi saglanmaktadir (17). Ayrica P. acnes’in salgiladigi proteaz,
fosfataz ve hyallronidaz gibi ekstrasellller enzimler ve kemotaktik faktorlerin
de folikiler inflamasyonda sorumlu olduklari gdsterilmistir (6). Ancak
calismamizda proteaz acgisindan, hastalik yapan kokenler lehine bir bulgu

saptanmamistir.

Bazi kokenler anaerop kanl agarda dar hemoliz zonu yapabilmektedir.
P. acnes kokenleri koyun ve insan eritrositleri ile ko-hemolitik
reaksiyon meydana getirebilmektedirler. Bu reaksiyon, ilk defa 1944
yilinda gdésterilen Christie- Atkins Petersen (CAMP) reaksiyonu ile aynidir
(40). Calismamizda U¢ koken haric tium kokenlerde beta hemoliz
reaksiyonu gozlemlenmistir. Beta hemoliz igin %5’ lik at kani igeren RCM
agar besiyeri kullaniimistir. Bazi kokenler koyun kanli agarda daha zayif
hemoliz gosterirken, %5 at kani iceren RCM agarda daha buyuk hemoliz
zonlari olusturmuslardir. Viralans ile beta hemoliz arasindaki iligskiye
baktigimizda, hastalardan izole edilen kokenler Iehine bir bulgu
saptanmamistir.

P. acnes’ in biyokimyasal 6zelliklerine baktigimizda DNA’ az aktivitesi
genel olarak gozlenmez (39). Ancak, bazi kokenlerde sira digi durumlar
g6zlenebilmektedir. Calisma kdkenleri bu agidan kontrol edilmis ve higbirinde

DNA’ az aktivitesi gozlemlenmemigtir.

Patogenezde sorumlu tutulan 6nemli virtlans faktorlerinden biri de P.
acnes’in biyofilm dretimidir (6). Biyofilm matriksinin icinde bakteriler, mevcut

besinleri en optimal sekilde kullanmak igin organize olurlar, ve ¢esitli mikro
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cevrelerin olusmasina olanak saglayan mikro- heterojeniteye sahiptirler (60).
Biyofilmin igcinde bakteri ¢cok c¢esitli enzimatik aktiviteler gosterebilir. P. acnes
proteaz, fosfataz ve hyallronidaz gibi ekstraselliler enzimler ve notrofil,
lenfosit ve makrofajlar igin kemotaktik faktérler salgilayabilir. Enzim
aktiviteleri gesitli cevresel faktorlere badli olarak ¢ok sik dedisebilmektedir.
Mikro c¢evre, disa salinan enzim miktarinda ¢ok buyuk bir rol

oynamaktadir(6).

Dolayisiyla biyofilmin dogasi, intrinsik ve ekstrinsik faktorlere bagl
olarak degismektedir. intrinsik faktdrler, mikrobiyal hiicrenin genetik profili ile
iliskilidir. Ekstrinsik faktorler arasinda da biyofilmin yerlestigi fiziko-kimyasal
cevre yer almaktadir (60). in vitro ortamda dahi, P. acnes’in enzim Uretiminin,
pH ve oksijen basinci gibi faktorlerle degistigi gosterilmistir. Bu yuzden, akne
tedavisinde akne biyofilminin bulundugu mikro gevreyi degistirerek salinan
enzimlerin ve dolayisiyla bakteri virilansinin azalmasini saglamak da onemli

olabilir (6).

Biyofilm agisindan bakildiginda, standart kdltirlerde antibiyotik
direncinin saptanmasi veya saptanmamasi, tedavi sonucu degerlendirme
acisindan guvenilir bir kriter degildir.  P. acnes’in pilosebdz kisminin
tamamen uzaklastiriimasi antibiyotikler ile mimkin olamayabilir. Minosiklin
diger antibiyotiklere gore daha fazla yag iginde ¢ozllerek biyofilm igine
girebilmekte ve daha etkili bir tedavi gerceklesebilmektedir (6). Aslinda,
biyofilmlerde canli bakteriyel hiicre sayimi icin ATP-biyoliminans kullanilarak
yapilan arastirmalarda, tetrasiklin turevlerinin diger antibiyotiklerle kombine
kullanildiginda en yuksek sinerjistik aktiviteye sahip olduklari gosterilmistir
(61). Akne tedavisinde ideal yaklasim, P. acnes’ in yasadidi pilasebdz
Unitenin fiziko-kimyasal g¢evresini degistirmektir. Ornegin, pilasebdz bez
icerisindeki hlcresel profilerasyon ve farkllismay! kontrol eden bir ajan,
tedavide etki gosterebilir. Ek olarak, benzoil peroksit radikali olusturan
artnler, biyofilm matriksinin yer aldigi mikro c¢evrede ¢ok daha dnemli
degisiklikler yapabilir gibi gérinmektedir (62). Tedavide kullanilan isotretinoin
sebasdz bez boyutunu degistirdiginden biyofilm de etkilenmekte, tedaviyle

biyofilm bir kere degistirilince, isotretinoin 6ncesi sartlara benzer bir gevrenin
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tekrar olusturulmasi mumkin olmayabilir, belki bu durum da isotretinoinin

uzun suren etkisini agiklayabilir.

Dental plaklar (63) ve otitis media hastalarinda (64) biyofilmin,
bakteriyofaj varligi, protein ekspresyonu, antibiyotik direnci, adheziv 6zellikler
olusumunda fonksiyon sahibi oldugu Streptococcus mutans, (62)
Staphyloccoccus epidermidis (61) ve Escherichia coli (65) Uzerinde
gOsterilmigtir. Aknede benzer calismalar, P. acnes’ i farkli mikro gevresel
etkenler agisindan degerlendirebilir. Bu etkenler arasinda, oksijen basinci,
pH seviyesi, besin elde edilebilirligi, antibiyotik veya benzoil peroksit
radikallerinin varhidi gibi durumlar yer alabilir. Folikiler kisma P. acnes’ in
baglanmasini azaltan bir ajan biyofilm Uretimini durdurabilir. P. acnes’ in
ekstraselliler matriks Uretebilme yetenegdini degistirebilecek herhangi bir ilag
akne tedavisinde etkili olabilir (6). Bakterinin antibiyotik duyarlilik testinde
hassas olmasina ragmen tedaviye yanit alinanamamasi gibi nedenlerle

tedavi arayislari devam etmektedir.

Holmberg ve ark. (5) calismasinda invaziv enfeksiyon etkeni olarak
saptanan, enfekte kalca ve diz eklem protezlerinden izole edilen P. acnes
kokenleri, kontrol kokenlere kiyasla daha yuksek miktarlarda biyofilm
uretmigler ve aralarindaki fark da istatiksel olarak anlamli bulunmustur.
Calismamizda saglikli kontrol ve akne hastalarinin lezyonlarindan izole
edilen kokenler arasinda biyofilm Uretimleri agisindan herhangi bir fark

bulunmamistir.

Cahsmamizda kullanilan gul yagdir ve absolut turevinin antibiyofilm
etkinligine bakildiginda, absolut tirevinin herhangi bir antibiyofilm etkinligi
gOstermedigi saptanmistir. Esansiyel gul yadi icin ise, biyofilm yogunlugunda
ciddi bir azalma oldugu gdézlemlenmis, istatiksel olarak degerlendiriimesinde
Wilcoxon testi kullaniimig, ikiden fazla deger kiyaslandigi igin p degeri igin
Bonferron dizeltmesi yapilmis ve p< 0.0033 anlamli kabul edilmistir. Bu
degerlendirme sonucunda da, ilk bes konsantrasyondaki azalma istatiksel
olarak anlamli ¢ikmistir. (p< 0.0033) Dolayisiyla, gl yaginin %4, %2, %1,
%0.5 ve %0.25lik konsantrasyonlarda P. acnes’ in biyofilm Uretimini

azalttigini soyleyebiliriz.
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Akne vulgaris patogenezinde sebum Uretiminin artisinin quorum
sensing ve oto indukleyici (Al)-2 molekullerinin dretilmesi ile biyofilm
uretiminde artisa neden oldugu gosterilmigtir. (4) Biyofilm fonksiyonlarindan
biri de bakterilerin birbirlerine tutunmalarini saglamaktir. Aralarindaki quorum
sensing sistemi de bu virllans faktérinu artirmaktadir. Esansiyel gil yagi
turevinin antibiyofilm etkinligi de quroum sensing sistemi inhibisyonu ile

gerceklesmis olabilir.

Akne vulgariste antibiyotik tedavisi ilk olarak 1960’h yillarda basglamistir.
Zaman iginde akilci antibiyotik kullaniminin tam olarak gergeklesmemesi
nedeniyle P. acnes’ te antibiyotik direnci gelismeye baslamigstir. Bildirilen ilk
direng 1979'da ABD’de bir akne vulgaris hastasindan izole edilen bir P.
acnes kokeninde eritromisine karsi saptanmis ve daha sonra Avrupa ve Uzak

Dogu’dan da direngli kdkenler bildiriimeye baslanmistir (3).

Leyden ve arkadaglarinin 1976 yilinda binden fazla akne hastalarindan
izole ettikleri P. acnes kokenlerinde tetrasiklin direnci saptanmamasi Uzerine,
bu antibiyotik yillarca kullaniimig, ancak 1983 yilinda, yine ABD’de ayni
arastirmaci tarafindan ilk tetrasiklin direngli P. acnes kdkeni izole edilmistir
(66).

1991-1997 yillari arasinda ingiltere’de belirli bolgelerde direncli kdken
tasiyan hasta sayisinin %60’lara kadar ¢iktigi goézlenmistir. 1989-1999 yillar
arasinda muhtemelen tedavi protokolinde yapilan degisimlerle direngli koken
kolonizasyonunda azalma gorulse de, 2000’li yillarla birlikte direngli P. acnes

kokenlerinde yeniden artis gozlenmistir (3).

Coates ve ark. (67) calismasinda direncgli kdken oranlarinin geng
hastalarda nispeten dusuk gorulmesinin, doktorlarin hastaligin baslangi¢

evrelerinde antibiyotik kullanmamalarinin sonucu olabilecegi belirtilmistir.

Bizim c¢alismamizdaki hastalarin %86’si 15-24 yas araliginda vyer

almaktadir. Hastalarimizdan izole edilen tek bir kokende sadece klindamisine
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direng saptanmistir. Bu kokenin izole edildigi hastamiz 20 yasindadir.
Hastalarimizin gogunlugunun geng¢ olmasi ve kokenlerin ¢ok blyuk oranda

duyarl olmasi da Coates’in verisiyle uyumludur.

Uzun slre antibiyotik kullanimina ragmen bazen istenilen dizeyde klinik
yanit alinamamakta ve direng oraninin da artmasiyla, alternatif tedavi
arayislar hiz kazanmaktadir. Biz de calismamizda, gul yagi ve absolut
tiirevinin antibakteriyel etkinliginin yani sira antibiyofilm etkinligini test ettik. ilk
olarak 5 ul saf esansiyel gll yagi ve absolut steril disklere emdirilerek disk
difuzyon yontemiyle zon capi olusumu tespit edildi. Esansiyel gul yaginin
antibakteriyel etkinligine baktigimizda, disk difuizyon yontemi sonucunda en
klguk ortalama disk zon ¢api 16.5 mm iken, en blyuk disk difizyon ¢api 44
mm olarak élcilmistiir. Agar diliisyon yéntemiyle yapilan MIK degeri tespiti
calismasi sonucunda da, bltin kokenler icin MIK degeri %2 olarak
saptanmigtir. Elimizde esansiyel gul yagi ve P. acnes igin yapimis
standardizasyon verileri bulunmadigi icin belirli degerlere bakarak hassas
veya direngli denmese bile %Z2’lik konsantrasyonda bakteri OlUmunun
gerceklesmesi ve disk difizyon yonteminde butin kdkenlere karsi zon

¢apinin olusmasi nedeniyle hassas olarak kabul edilmigtir.

Literatirde esansiyel gul yadi ve absolut tlrevinin P. acnes Uzerine
etkisinin birlikte calisildigi baska bir ¢galismaya biz rastlamadik. Yuangang Zu
ve ark (57), esansiyel gul yaginin P. acnes Uzerinde antibakteriyel etkinligini
géstermislerdir (Zon capi= 16.5+0.5, MiK: 0.0031). Ancak, bu calismada
sadece tek bir koken (P. acnes CMCC 6502, China General Microbiological
Culture Collection Center) kullanilmistir. Cok daha fazla kdkenle, in vitro ve
in vivo caligmalar 6zellikle esansiyel gil yag igin Gmit verici olabilir. MIK
degeri %2 iken, antibiyofim etkinlik igin MIK degeri %0.25 olarak
saptadigimiz icin, %2 esansiyel gul yadi iceren bir krem, topikal olarak
kullanildiginda antibakteriyel aktivite gosterebilir. Ayrica, biyofilm etkinliginin
anlamli saptandigi en dusik doz olan %0.25'lik esansiyel gul yagi iceren bir
krem dahi, antibiyofilm etkinligi sayesinde oral bir antibiyotik verildiginde
antibiyotigin penetrasyonunu artirarak daha hizli klinik yanit alinmasina
olanak saglayabilir. Calismamiz, Ulkemizde gencglerde ¢ok sik gorilen,
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depresyon, sosyal kaygilar gibi ciddi problemlere neden olan akne vulgaris
hastaligina karsi, yine Ulkemizde bolca yetigtirilen gulden elde edilen gul
yaginin tedavide kullaniminin arastiriimasina ve belki de yeni ilaglarin

gelistiriimesine yol gosterici olacaktir.
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