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SIMGE VE KISALTMALAR

AAP : Accumulation Associated Protein

agr : Accessory gene regulator

ATCC : American Type Culture Collection
bap : Biofilm Associated Protein

bhp : Bap-like Protein

CBD : Calgary Biofilm Device

cDNA : Complementary Deoxyribonucleic Acid
CFU : Colony Forming Unit

CLSI : Clinical Laboratory Standards Institute
CNA : Collegen Adhesin

Ct : Cycle threshold

dk : Dakika

DLVO : Derjaguin Landau Verwey Overbeek
DNA : Deoxyribonucleic acid

DNaz : Deoxyribonuclease

EB : Elution Buffer

EPS : Extracellular Polmeric Substance

ET : Eksfoliyatif Toksin

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
Fc : Fragment Crystallizable Region

FIK : Fraksiyonel Inhibitor Konsantrasyonu

fnb : Fibronectin Binding Protein
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: Mass Spectrometry

: Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules
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: Mikro Titre Plag1
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: National Committee for Clinical Laboratory Standards
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GIRIS VE AMAC

Biyofilm, bir yiizey tizerinde mikroorganizma kolonileri ve onlarin iirettikleri hiicre
dis1 polisakkaritler (EPS), proteinler (glukozaminoglikanlar) ile gevreden absorblanan organik
ve inorganik maddelerden olusan bir tabakadir (1).

Biyofilm, cansiz veya canli yiizeylerde olusabilir. Bu ylizeyler arasinda canli dokular,
medikal implantlar, endiistriyel veya igme suyu sistemlerinin borulari veya dogal akuatik
sistemler en basta yer alir. Biyofilmin prostetik kalp kapagi, intrauterin arag, kontakt lens,
santral venoz kateter, iiriner kateter, meme implant1 gibi medikal araglar iizerinde gelismesi,
biyofilm kaynakli enfeksiyonlara ve hasta morbiditesinin artmasina sebep olmaktadir. Bu
durum ayni1 zamanda saglik bakimi1 maliyetlerinde artisa da neden olur (1,2).

Biyofilmler, antibiyotik etkisine direngli ve antifagositik etkileri olmasi nedeniyle,
siklikla tedavisi zor, kronik enfeksiyonlardan sorumlu tutulmaktadir (3). Enfeksiyon
hastaliklarinin yaklasik %65°1 biyofilm olusturan bakteriler ile iligkilidir. Klinik 6neme sahip
pek ¢ok Gram pozitif, Gram negatif bakteri ve funguslar biyofilm olusturur (4). Bu
mikroorganizmalardan biri olan Stafilokoklar, Staphylococcaceae ailesinde yer alan, fakiiltatif
anerobik, Gram pozitif, kiime olusturan koklardir. Stafilokoklar, insanda nazofarenks, deri,
vajina, rektum, perine ve burunda yaygin olarak kolonize olur ve firsat¢1 patojen olarak insan
enfeksiyonlarindan en siklikla izole edilen mikroorganizmalar arasinda yer alir. Insandan
insana direkt temas veya hava yoluyla bulasabilirler. Hastane kokenli enfeksiyonlarin en sik
etkenlerinden olan Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis, enfeksiyonlarin
cogunlukla biyofilm kaynakli olmalar1 nedeniyle olduk¢a dnemli mikroorganizmalardir (5).
Staphylococcus tiirleri, glikokaliks veya salgi tabakasi igerisine gomiilmiis ¢ok tabakali

biyofilm olusturabilir. Bu etkenlerin olusturduklar1 biyofilm, 6lii doku ve kemik veya tibbi



olarak implante edilmis cihaz {zerinde gelisir ve biyofilm kaynakli tedavisi zor
enfeksiyonlara neden olur (6).

Biyofilm ile iliskili enfeksiyonlarin tedavisinde, antibiyotik etkinligi azalmaktadir.
Matriksin fizikokimyasal Ozellikleri ve ekzopolisakkaritlerden diisiik ve geciken
penetrasyonun sonucu olarak, biyofilm igerisindeki mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi i¢in
gerekli olan antibiyotik konsantrasyonu, planktonik formlarinin tedavisi igin gereken
antibiyotik konsantrasyonunun 1000 ila 15000 kat1 arasinda olabilir (7).

Son yillarda antibiyotik direncini kirma ya da farkli mekanizmalarla bakteriyel
tiremeyi ve biyofilm kaynakli enfeksiyonu engelleme konusunda yapilan c¢alismalar;
bakterilerin ¢evreyi algilama yani Quorum Sensing (QS) ozelliklerini baskilama ya da
degistirmeleri lizerinden bir yol izlenebilecegini diislindiirmiis ve Onemli bir beklenti
yaratmistir. Ayn1 zamanda, biyofilm mekanizmasini engelleyen molekiillerin kullanimi da
konakei1 ¢cevreye mikrobiyal adaptasyonu dnlemek i¢in umut veren bir yontemdir. Bu amagla
giiniimiizde, bircok molekiiliin antibiyofilm aktivitesi arastirilmaktadir. Bu molekiillerden
birisi de N-asetilsistein (NAC) molekiiliidir. NAC, bir tiyol bilesigi olup L-sistein ve
glutatyonun onciisii 0lan 6nemli bir mukolitik maddedir. NAC’1n olgun biyofilmleri bozarak
ve bakterinin yiizeylere adezyonunu azaltarak ekstraseliiler polisakkarit yapimini1 azaltmakta
etkili oldugu bilinmektedir (8,9).

Bu calismada, Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda ¢esitli klinik orneklerden izole edilen S. aureus ve S.
epidermidis izolatlarinin; i) biyofilm yapma yeteneklerinin, ii) stafilokok tedavisinde
kullanilan antibiyotiklerin Minimum Biyofilm Eradikasyon Konsantrasyonlarinin (MBEK) ve
iii) biyofilm olusumu ile ilgili oldugu disiiniilen genlerin ekspresyon seviyelerinin, NAC
molekiili varhigindaki degisiminin ortaya konmasi amaglanmistir. Boylece, NAC’n,
antibiyotiklerin, stafilokok izolatlarina karst antibiyofilm etkinligini nasil degistirdigi
gosterilerek yeni tedavi yaklasimlari i¢in yol gosterici bir sonu¢ elde edilmesi

hedeflenmektedir.



GENEL BIiLGILER

STAFILOKOKLAR

Genel Ozellikleri

Stafilokoklar, 1878 yilinda ilk kez Robert Koch tarafindan tanimlanmis, Alexander
Ogston tarafindan isimlendirilmis; {izim salkimi seklinde kiimeler olusturan (Yunanca:
staphylia - iiztim), Staphylococcaceae ailesinde yer alan Gram pozitif koklardir (10) (Tablo
1). Genelde tiziim salkimi geklinde goriilme egilimi gosterseler de, tekil, ikili ya da kisa
zincirler seklinde de goriilebilirler. Bu bakteriler, yaklasik 0.5-1.5 um ¢apinda kiigiik,
yuvarlak ve oval bakterilerdir (11) (Sekil 1). Hareketsizdirler. Spor olusturmazlar. ideal
iireme sicakliklar1 37°C’dir. pH 7,4’te, fakiiltatif anaerob olarak, 18-40°C sicaklik araliginda
tireyebilirler. Bu cins igerisinde Staphylococcus saccharolyticus anaerobtur (11,12). Yiiksek
konsantrasyonda tuz varliginda (%10 NaCl), {ireyebilmelerinden yararlanilarak, Mannitol
Salt Agar gibi segici besiyerleri ile kolayca izole edilebilirler (12).

Katalaz enziminin varligi, en 6nemli ozelliklerinden biridir. Bu bakterilerin katalaz
testi pozitif, oksidaz testi negatiftir. Stafilokoklar, glukoz basta olmak iizere karbonhidratlar:
pargalayarak son {irlin olarak laktik asit olusturur fakat gaz olusturmazlar. Bu cins igerisindeki
tiirlerinin ¢cogu 37°C’de 24 saat icinde 1-3 mm capinda, kenarlar1 diizglin ve hafif kabarik,
renkleri saridan porselen beyazi rengine kadar degisebilen koloniler olusturur (13). Kuvvetli
biyofilm tabakasi olusturan nadir tiirler, mukoid koloni morfolojisi gosterebilir. Uygun ortam
sartlarinda 2 giinde koloni biiylikliigii 6-8 mm capina ulasabilir. S. aureus altin sarisi, S.
epidermidis ise beyaz renkte koloni olusturur (12,13) (Sekil 2). Ancak bu bakterilerde

anaerobik kosullarda pigment olusumu ortadan kalkar. Bu bakteriler, sporsuz olmasina
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ragmen dis ¢evre sartlarina ve dezenfektanlara karsi olduk¢a dayaniklidir. Kiiltiirlerde, 4°C’de
2-4 ay, -20°C’de ise 3-8 ay canliliklarin1 devam ettirebilir fakat 60°C’lik sicakliga 30 dk
dayanabilirler. Ayrica, %2 fenolde, 15 dakikada inaktive olurken; %3 hekzaklorofen gibi
belirli kimyasallarla da inhibe olurlar (14,15).

Staphylococcus cinsi, 45 tiir ve 24 alt tiir igerir. Bu cinsin tiir ayniminda; koagiilaz
testi, mannitol tizerine etkileri, novobiyosin duyarliligt ve deoksiriboniikleaz testi
kullanilmaktadir. Koagiilaz testi pozitif sonug¢ veren tiirler, S. aureus, S. intermedius ve S.
hyicus’tur. S. aureus’un koagiilaz olusturma yetenegi, diger viriilans1 diisiik tiirlerden
ayrilmasini saglar. Diger tiirler genelde koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) olarak bir arada
degerlendirilir. Koagiilaz testi negatif sonug veren tiirler arasinda; S. epidermidis, S. hominis,
S.haemolyticus, S. caprae, S. capitis, S. koossii, S. lentis, S. sciuri, S. simulans, S. warneri, S.
equorum, S. gallinarumve S. saphrophyticus yer almaktadir (16). S. aureus, karbon kaynagi
olarak mannitolii kullanirken, S. epidermidis izolatlar1 mannitol fermentasyonu yapmaz. S.
epidermidis suslari, albamisin veya katomisin olarak da bilinen novobiyosine karsi duyarli
olup, S. saprophyticus’dan bu Ozelligi ile ayrilir. Deoksiriboniikleaz  testi;
mikroorganizmalarda DNaz aktivitesini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. S. epidermidis tiirii
bu enzime sahip degilken; S. aureus tiirii bu enzim aktivitesine sahiptir (17,18) (Tablo 2).

Stafilokoklar, tiredikleri ortamda konakg1 tizerine etkili olan ve antijenik 6zellige sahip
30’dan fazla madde salgilar. Bu maddeler arasinda, a-hemolizin, B-hemolizin, pirojenik
toksin, epidermolitik toksin, enterotoksinler, bakteriyosin, lokosidinler, stafilokoagiilaz,
lizozim, niikleazlar, hiyaliironidaz gibi ekstraseliiler maddeler ve peptidoglikan, kiimelenme
faktorii ve protein A gibi seliiler maddeler sayilabilir (19).

Stafilokoklar, insanda deri ve mukozal yiizeylerde yaygin olarak kolonize olur ve
firsatg1 patojen olarak bilinirler. Insanlarda, nozokomiyal enfeksiyonlara, deri ve yumusak
doku enfeksiyonlarina, cerrahi yara enfeksiyonlarna, toksinlere bagli enfeksiyonlara,
solunum sistemi enfeksiyonlarina, iriner sistem enfeksiyonlarina, santral sinir sistemi
enfeksiyonlarina, kardiyovaskiiler sistem enfeksiyonlarina, kas ve iskelet sistemi
enfeksiyonlarma, biyofilm kaynakli enfeksiyonlara neden olmaktadirlar. Insan hastaliklari ile
iligkili olarak en iyi bilinen tiirleri S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis,
S. saprophyticus tur (19). Bunlarin i¢inde etken olaraken sik rastlanan tiirler S. aureus ve S.
epidermidis 'dir. Metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslar1 kromozomal olarak mec-A geni
tasimaktadir. Hastane enfeksiyonlarinin ikinci en sik etkeni olan S. aureus’larin biiyiik

cogunlugu metisiline direnglidir (14).



Tablo 1. Staphylococcus cinsinin taksonomik olarak siniflandirilmasi (11)

Alem Bacteria
Sube Firmicutes
Simif Bacilli

Takim Bacilliales
Aile Staphylococcaceae
Cins Staphylococcus
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Sekil 1. Gram boyama yontemi ile boyanmis Stafilokoklarin mikroskobik goriiniimii
(x100)

Sekil 2. S. aureus (solda) ve S. epidermidis (sagda) koloni morfolojisi (%5 koyun kanh
agar) (10)



Tablo 2. Klinik 6neme sahip Staphylococcus tiirleri icin 6nemli testler ve sonuglari (5)

Isiya Novo- Poliki-
Tiir Koa- dayamkh Alkalen biyosin | nonB D- D- Biyofilm
giilaz - fosfataz . ; . . | Trehaloz | Mannitol
niikleaz direnci | direnci
S. aureus + + + - + + + +
S. epidermidis - - + - + - -
S.saprophyticus - - - - - + d B
S. lugdunensis - - - - d + -
S. haemolyticus - - - + - + d

(+): %90°dan fazla tiir pozitif; (-):%90’dan fazla tiir negatif; d: Tiirlerin % 11-89’u pozitif

Mikrobiyolojik Yap1 ve Fizyolojik Ozellikleri

Hiicre duvarinin en dis boliimi, bir¢ok stafilokokta polisakkarit kapsiil ile
cevrelenmistir. S. aureus suslarinda 11 adet kapsiil serotipi belirlenmistir. Serotip 1 ve 2, ¢ok
kalin bir kapsiile sahip, mukoid goriiniimlii koloniler olusturup, insanda nadiren goriilen
hastaliklar ile iliskilidir. Serotip 5 ve 8 ise, insanda en sik enfeksiyona neden olanlardir
(19,20). Kapsiil, bakterilerin fagositozunu engelleyerek, polimorfoniikleer 16kositlerden
korumaktadir. Bu bakterilerde bulunan biyofilm tabakasi, monosakkaritler, proteinler ve
peptidler icermekte ve bakterilerin degisik yiizeylere ve yabanci cisimlere (katater, sant, greft,
prostetik kapak vb.) tutunma 6zelligini arttirarak, sag kaliminda onem tagimaktadir (21).
Bakterinin hiicre duvar yapisi; bakteriye seklini veren, dis ortam sartlarina karsi fiziksel
bariyer olusturan ve yapisal destek saglayan bir yapidir. Bu bakterilerin hiicre duvari
peptidoglikan ve teikoik asit olmak tizere baslica iki 6nemli kimyasal yapidan olugsmaktadir.

Peptidoglikan, glikan zincirlerinden ve 10-12 arasinda degisen N-asetilmuramik asit
ile N-asetilglukozamin alt iinitelerinden olusur. Oligopeptid yan zincirleri, N-asetilmuramik
asit alt tnitelerine baglanarak, peptid kopriileri ile ¢apraz bag yapar. Bu ¢apraz baglanmis
katmanlar, hiicreye dayaniklilik ve saglamlik kazandirir (20,21). Peptidoglikan tabakasinin
yapiminda gorevli enzimlere penisilin-baglayan proteinler (PBP) denir ve bu enzimler beta-
laktam antibiyotiklerin hedefidir. Metisilin ve benzeri penisilinlere direng, kromozomal olarak
aktarilan mec-A geni ile iliskilidir (22). Bu gen, PBP2’yi kodlar. PBP2, betalaktamlara diisiik
afinite gosterdigi i¢in peptidoglikan sentezinin devamini saglar. Bu durum, toplum i¢in yeni
bir tehdit olusturan MRSA suslarinin ortaya g¢ikmasina neden olmustur. MRSA suslari,
metisilin, oksasilin, nafsilin ve sefalosporinlere kars1 direnglidir ve bu nedenle klinik olarak
oldukc¢a 6nem tasirlar (22,23).

Teikoik asitler, hiicre duvariin 6nemli komponentlerinden biri olup, hiicre duvar kuru

agirliginin %30-50sini olusturur. Teikoik asitler tire 6zgiil olup, N-asetilmuramik asite ya da
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sitoplazmik membran lipitlerine kovalent olarak baglanmistir. Bu yapilar, zayif immiinojen
Ozellikte olsalar da peptidoglikana bagli olduklarinda 6zgiil antikor yanitin1 uyarabilmektedir
(24). Teikoik asitler, hiicre duvar teikoik asitleri ve membran teikoik asitleri olmak tizere
ikiye ayrilir. Duvar teikoik asitleri, Gram pozitif bakterilerde peptidoglikan tabakasina bagl
olup; yapisinda poliribitol fosfat (S. aureus) veya poligliserol fosfat (S. epidermidis) bulunur.
Membran teikoik asitleri ise sitoplazmik membranin dis yilizeyinde yerlesmis halde olup
gliserol fosfat molekiilleri igerirler (24,25).

Protein-A (Spa), S. aureus suslarmin yiizeyinde bulunurken; koagiilaz negatif olan
suslarda bulunmaz. Bu protein, peptidoglikana ya da sitoplazmik membrana bagli olarak
bulunur. 19Gy, 1gG2 ve 1gG4’iin Fc pargalarina baglanma 6zelligi gosterir. Protein A varliginin
gosterilmesi, S. aureus i¢in kullanilan 6zgiil bir tanimlama testidir (26). S. aureus, suslarinin
dis ylizeyinde ayni zamanda kiimelenme faktorii (bagh koagiilaz) de bulunmaktadir. Bu
protein, S. aureus i¢in énemli bir viriilans faktoridiir (27,28). Bu protein, ilk olarak plazmada
bulunan protrombin ile reaksiyona girerek kompleks olusturur. Bu kompleks, trombin
aktivasyonuna neden olur. Boylece koagiilaz, fibrinojene baglanarak onu fibrine dondistiiriir
ve stafilokoklarin kiimelenmesine neden olur. Bu mekanizma sayesinde mikroorganizma
fibrin takakasi ile sarilarak fagositozdan korunmus olur (28,29). Bu protein de, S. aureus’un
tanimlamasinda kullanilan 6zgiil testlerden biridir. S. epidermidis ve diger KNS, bu enzime
sahip olmamalariyla, S. aureus’dan ayrilir (30).

Sitoplazmik membran; protein, lipid ve az miktardaki karbonhidrattan olusur. Osmotik
basimct dengeleyen bir bariyer goérevi yapar. Ayrica, hiicrenin biyosentez ve solunum

enzimlerini tagiyan bir yapi olarak islev gormektedir (31) (Sekil 3).

Kapsil Penisilin-baglayan protein

Lipoteikoik asit

C
" \
Peptidoglikan tabaka - %ﬁ— %‘ ) : [ %_ Protein A

B-laktamaz

Plazma membram

Sekil 3. S. aureus’un hiicre duvar yapisi (32)



Viriilans Ozellikleri

Stafilokoklarin viriilans faktorleri, konak dokularina tutunmayi saglayan yiizey
proteinlerinden, 6zgiil toksinlerden, hidrolitik enzimlerden ve biyofilm yapma 6zelliklerinden
olusur (33,34). Stafilokoklarin viriilans faktorlerinin ekspresyonu, agr (aksesuar gen
regiilatorii) adi verilen bir diizenleme sisteminin kontrolii altindadir. Bu diizenleme sistemi,
bakteri proteinlerinin ekspresyonunu arttirarak dokudaki kolonizasyonu artirmada gorev

yapmaktadir (34).

Yiizey yapilan

Baz1 stafilokoklar kapsiil olusturur. Bu kapsiiller, serumdaki opsoninlere baglanarak
onlar1 kapatir, bakteriyi fagositozdan korur ve mononiikleer hiicre infiltrasyonunu 6nler (35).

Hiicre dis1 biyofilm tabakasi da bakterileri fagositozdan koruyan bir diger yiizey
olusumudur. Ayrica, bakterinin yabanci cisimlere tutunmasini kolaylastirir ve antibiyotiklere
olan duyarlihigin azaltir. Yapilan ¢alismalarda, stafilokoklarda biyofilm olusumunun oldukga
yaygin oldugu bildirilmektedir (36). Protein A, bir grup adezin (microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules, MSCRAMMS) arasinda yer alan bakteri ylizey
proteinidir. Bu protein, S. aureus’ta bulunan, serumdaki bazi opsoninlerin (IgG1, 19G2, 1gGa)
Fc reseptorlerine baglanarak, antikor bagimli immiin temizlemeyi inhibe eder ve
antikomplementer etki gosterir. Sitokinleri ve trombositleri uyarabilir ve B hiicrelerini aktive
eder (37).

Fibronektin baglayan protein A ve B (fnbA ve fnbB) yiizey proteinleri ise, fibrinojen
ve fibronektine baglanarak yabanci yiizeylere yapigsma ve tibbi cihazlara kolonize olmada

islev gortirler (38).

Enzimleri

Koagiilaz: S. aureus’un tanimlanmasinda siklikla kullanilan en 6nemli enzimlerden
biri koagiilazdir. Bu 6zellik, stafilokokun plazma iginde inkiibe edilmesiyle gosterilir. Birkag
saat inkiibasyonu takiben, plazma ig¢inde fibrin pihtist olusur. Koagiilaz, bakterilerin
olusturdugu abselerin etrafinda fibrin tabakasi olusturarak bakterilerin fagositozdan
korunmasini saglar. Iki ayr1 koagiilaz tipi vardir. Bunlardan ilki, stafilokoklarin hiicre
duvarina bagli koagiilazdir. Bu enzim fibrinojeni dogrudan fibrine doniistiirerek kiimelesmeyi
saglar. Bu nedenle kiimelesme faktorii olarak da bilinir. ikincisi ise serbest koagiilazdir. Bu

enzim de ayni etkiyi globiilin plazma faktorii (koagiilaz reaksiyon faktorii) aracilifiyla



gosterir. Ortama salindiginda trombin ile birleserek stafilotrombin olusturarak, fibrinojenin
fibrine doniismesini katalize eder (38).

Hyaluronidaz: Doku kompenentlerinin  yapisinda bulunan hyaliironik  asitin
pargalanmasina neden olur. Boylece bakteriler, doku i¢inde hizlica yayilabilir.

Stafilokinaz: Bu enzim, bir fibrolizindir. Fibrin yapisin1 ¢dzerek fibrinolitik etki
meydana getirir.

Bu bakterilerde ayni zamanda hidrojen peroksitin toksik etkisinden korunmay1
saglayan katalaz; viicudun sebase dokularinda barinmayi saglayan lipazlar ve visk6z DNA’y1
hidrolize eden 1s1ya dayanikli termoniikleaz enzimleri de bulunabilir.

Ekstraseliiler proteazlar: Metalloproteaz, serin ve sistein proteazlardir. S. aureus ve S.
epidermidis ‘de bulunur. Bu proteazlar, konak savunmasinin asilmasinda ve dokulardaki hizli
yayilmada islev gérmektedir.

Ureaz: Ure dongiisiinde ve aminoasit metabolizmasinda rol oynayarak iire yikimina
neden olur. Ozellikle biyofilm olusturan bakteri hiicrelerinin metabolizmalar1 sonucu, laktik
asit ve formik asit ortaya ¢ikar. Bu olay pH azalmasina neden olmaktadir. Bakteriler, bu diisen

pH degisiminden kendilerini iireaz enzimi ile korumaktadir (38-41).

Toksinleri

Staphylococcus cinsi igerisinde yer alan S. aureus, bes farkli sitolitik toksin (alfa, beta,
delta, gamma ve Panton-Valentin), iki eksfoliyatif toksin (A ve B), on sekiz enterotoksin (A-
R) ve toksik sok sendromuna neden olan toksik sok sendrom toksini-1 (TSST-1) gibi ¢ok
sayida toksin yapmaktadir (42).

Alfa toksin (a-hemolizin): S. aureus suslari tarafindan salgilanan 33 kDa agirliginda
bir proteindir. Bu toksin, sitoplazmik membranlara gomiiliir ve transmembran por olusumuna
neden olur. Bu durum hiicrelerin 6liimii ile sonuglanir. Bu toksin nétrofiller tizerine etkili
olmasa da; kan damarlarindaki diiz kaslar, eritrositler, 16kositler, hepatositler, trombositler
gibi hiicreler olmak {izere viicuttaki pek ¢ok hiicreyi pargalayabilir (43).

Beta toksin (Sfingomiyelinaz—C, B-hemolizin): Fosfolipaz C aktivitesine sahiptir.
Sfingomiyelin ve fosfotidilkoline spesifiktir. Membran fosfolipidlerini pargalayarak eritrosit
ve 16kosit gibi hiicrelerin lizisine neden olur (43).

Delta toksin (3-hemolizin): Hiicrelerde membran hasarina yol agan, 26 aminoasitten
olusmus bir proteindir. S. epidermidis tarafindan iiretilen hemolizin; genellikle 6-toxindir. Bu
toksin, hiicre yiizeyinde genis porlar olusturarak etki eder ve eritrositler basta olmak iizere

hiicreleri patlatir. Ayrica makrojaflari uyararak sitokin salgilanmasina neden olur (43).
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Gama toksin (y-hemolizin): S.aureus’un tiim suslari tarafindan {iretilmektedir. Bu
toksin, noétrofillerin ve makrofajlarin par¢alanmasi neden olur. Bu toksinin sitolitik etkisi
membran yiizeyinde por olusumunu takiben hiicre katyon gradiyentindeki degisikliklere bagli
gelisen osmotik degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Bunun sonucu olarak da salinan
lizozomal enzimler ¢evre dokuda yikima neden olabilirler (43).

Panton—Valentin l6kosidin (PV 16kosidin): Bu bakterilerin %10°dan azi tarafindan
tiretilir. Her iki toksin de iki polipeptid zincirinden olusmaktadir. Bu polipeptid yapilara, S ve
F komponentleri adi verilir. Yapisal olarak ti¢ farkli adet S zinciri ve 2 farkli adet F zinciri
salgilanir. Bu farkli zincirlerin farkli birlesimleri sonucu alti farkli gama toksin ve PV
16kosidin olusur. Bu toksinler gibi hiicre lizisine ve doku yikima yol agar. Ayrica bu toksinler,
eritrosit, makrofaj, lenfosit, notrofiller ve trombositler tizerine etkilidir (44).

Eksfoliyatif toksin (Epidermolitik toksin): S. aureus suslarimin kii¢iik bir boliimii
tarafindan olusturulur. Antijenik yap1 bakimindan A ve B tipleri bulunur. A tipi kromozomal
genler tarafindan kodlanir ve 1s1 stabildir. B tipi ise plazmide bagh genler tarafindan kodlanir
ve 1s1 labildir. Bu toksin stafilokokal haglanmis deri sendromunun nedenidir. Siiperantijen
ozelliktedir. Sadece derinin keratinize epidermis tabakasinin stratum granulosum bdliimiinde
bulunan desmoglein-1’e baglanarak, serin proteaz aktivitesi gosterir. Burada hiicreler arasi
baglar1 bozarak, intradermal baglantilar1 koparir (44,45).

Enterotoksinler: S.aureus’un meydana getirdigi suda eriyebilen fakat sindirim
enzimlerine ve kaynatmaya dayanikli polipeptid yapisinda maddelerdir. Enterotoksinlerin A,
B, C1, C2, D, E, F gibi farkli tipleri bulunmaktadir. Bir susta bir ya da birkag tiirii bulunabilir.
Bu toksinler, kuvvetli gastrointestinal toksin olmalarinin yaninda siiperantijenik 6zellikte
olup, MHC smuf II proteinlerine baglanip T-hiicre proliferasyonunu stimiile ederek, yogun
sitokin salimmina yol acarlar. Stafilokokkal Enterotoksin A (SEA), stafilokokkal besin
zehirlenmelerine neden olan en onemli toksindir. Stafilokokkal Enterotoksin D, gida
zehirlenmelerinde karsilasilan diger bir 6nemli toksindir (46,47).

Toksik Sok Sendromu Toksini-1 ( TSST-1): Siiperantijen 6zellikte olup, yapisal olarak
enterotoksin B ve C’ye benzer. Menstruasyon doénemindeki kadinlarda vajinal tampon
kullanim1 ve burun ameliyatlart sonrasit burun tamponlarinin kullanimi kolonizasyonu
kolaylagtirir. S.aureus’larin %20’sinde bulundugu belirtilmekte olup; bu toksinin yapimindan
faj 1 grubundan 29 ve 52 tipleri sorumludur (47-49).

S. aureus ve S. epidermidis cinsi bakterilerin viriilans faktorleri ve etkileri agsagidaki
tabloda 6zetlenmistir (Tablo 3) (35,36,45).
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Tablo 3. S. aureus ve S. epidermidis’in viriilans faktorleri ve biyolojik etkileri (35,36,45)

Viriilans Faktorleri Biyolojik Etkileri
. Kapsiil Adezyon ve antifagositer etki (S. aureus, S.epidermidis)
\‘{{:;fl);ll Biyofilm tabakasi Yabanci cisimlere tutunma (S. aureus, S.epidermidis)
Pepdidoglikan Zayif endotoksin benzeri etki ve apse olusumu (S. aureus, S.epidermidis)
Yiizeyel Teikoik Asit Fibronektine baglanmaV(S. aureus, S.epidermidis) .
Yapilari Protein A IgG (G3 disinda) Fc pargasina baglanma ve kompleman karsiti etki (S.
aureus)
Koagiilaz Fibrinojeni fibrine doniigtiirme (S. aureus)
Hylalurinidaz Bag dokuyu pargalama ve yayilim (S. aureus)
Stafilokinaz Fibrini ¢ozer (S. aureus)
Enzimleri Lipaz Lipitleri pargalama (S. aureus)
Niikleazlar Niikleik asiti par¢alama (S. aureus)
Katalaz Antifagositer etki (S. aureus, S. epidermidis)

Metalloproteaz ve

o Elastaz aktivitesi ve doku harabiyeti (S. epidermidis)
sistein proteaz

Hemolizin
(0, B, v, 6, P-V Farkli hiicreler ve 16kositler tizerinde sitolitik etkinlik (S. aureus)
Lokosidin)
. d-toxin Eritrositleri pargalar ve sitokin {iretimini uyarir (S. epidermidis)
Tol:;?;n- Enterotoksin (A-E, Stafilokokkal besin zehirlenmesine neden olur ve siiper antijenlerdir
H,I) (S. aureus)
Eksfoliyatif toksin Epidermiste bulunan desmosom képriilerini parcalar, haslanmis deri
(ET-A, ET-B) sendromuna sebep olur (S. aureus)
TSST-1 Toksik Sok Sendromu etkeni ve siiper antijen (S. aureus)
BIYOFILM VE YAPISI

Biyofilm, bir substrata veya ara yiizeye tutunmus mikroorganizma kolonileri ve
onlarin salgiladigi hiicre digi maddelerden ve c¢evreden absorblanan organik ve inorganik
maddelerin birlesiminden olusan bir tabakadir (50). Donlan (51), biyofilm tanimin1 biraz daha
gelistirmis ve biyofilmi geri doniistimsiiz olarak bir substrata, ara yiizeye veya birbirlerine
tutunmus, kendi iirettikleri ekstraseliiler polimerik maddelerden olusan bir matriks igerisinde
gomiilli, biiylime hizlar1 ve gen transkripsiyonlar1 agisindan serbest dolasan formlari ile
aralarinda farkliliklar bulunan, mikrobiyal hiicrelerden olusan hareketsiz bir topluluk olarak
tanimlamistir. Mikroorganizmalarin yiizeye tutunarak olusturdugu her tabaka biyofilm olarak
tanimlanamaz. Gergek bir biyofilm yapisinda olmayan mikroorganizmalar, bulunduklar
ortamda planktonik hiicre davranisi sergilemeye devam etmektedir. Bu yapilarda, normal
biyofilm tabakasi igerisindeki mikroorganizmalarda bulunan diren¢ ve geri doniisiimsiiz
yapisma Ozellikleri bulunmamaktadir (50,51).

Biyofilm matriksinin %95’e¢ varan kismini su olusturur. Matriks, ¢ok tabakali
heterojen bir yapiya sahiptir. Biyofilm igerisindeki hiicrelere, esansiyel besinleri ve oksijeni

tastyan Ve atik maddeleri uzaklastirilmasini saglayan su kanallart bulunur. Biyofilm igerisinde
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bulunan bu kanallar ve su, bakteriyel yapilari birbirine baglayarak, biyofilm igerisindeki
maddeler i¢in ¢oziici ve tastyict bir iglev goriir. Biyofilm igerisinde Yyasayan
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ekstrapolimerik maddeler (EPS) biyofilmin ana
ekstraseliiler komponentini meydana getirir. EPS, biyofilm hiicrelerinin yiizeye sikica
tutunmasini ve ylizeye doniisiimsiiz olarak baglanmasini saglar. Yapisinda Oncelikle
polisakkaritler bulunmaktadir. EPS, yiiksek oranda su igerigine sahip olup, yapisinda
hidrofilik, hidrofobik ya da ikisini de igceren kisimlar bulunmaktadir. Yapisindaki yiiksek su
igerigi biyofilm igerisindeki mikroorganizmalar1 su kaybimna karsi korur (52). Biyofilm
icerisinde  yerlesen  mikroorganizmalar matriks  kiitlesinin =~ %5’ini  olustururken;
ekzopolisakkaritler %1-2, globiiler yapidaki proteinler ve enzimleri iceren diger proteinler
%1-2, pargalanan bakteriyel hiicrelerden ¢ikan niikleik asitler %1-2 oranlarinda
bulunmaktadir. Bunun disinda lipidler ve matriksi saran serbest iyonlar da biyofilm yapisinda
bulunan bilesenlerdendir. Biyofilm matriksi mikroorganizma tiiriine ve gelisim ortamina bagl
olarak farkli &zellikler tasiyabilir. Ornegin, Gram pozitif bakterilerin katyonik yapida bir
matriksi bulunurken; Gram negatif bakterilerde bu yap1 notral ya da polianyonik yapidadir.

Biyofilm tabakasi bir mikroorganizma tiiriinden olusabilecegi gibi, birden fazla
mikroorganizma tiirii de bir arada bulunabilir (52, 53).

Biyofilm olusumu rastgele meydana gelmez. Bu olusumda, biyofilm icerisindeki
bakterilerin tiirler arasi veya tiirler i¢i iletisiminde ve degisen ¢evre kosullarina karsi
davraniglarinin diizenlenmesinde en 6nemli mekanizmalardan biri “quorum-sensing” (QS)
yani “cogunlugu algilama” olarak adlandirilan sinyal molekiilii aracili mekanizmadir. QS,
diisiik molekiil agirlikli difiize olabilen sinyal molekiillerinin, sensor kinazlarin aktivasyonu
veya regiilator proteine yanitina dayanmaktadir. Bu mekanizma siireci ile biyofilm
icerisindeki bakteri popiilasyonunun yogunlugu hissedilmekte ve bu sayede bulunduklari
ortama uyum saglama ve korunma olanagi saglanmaktadir. Olusan sinyal, mikroorganizma
sayistyla dogru orantili olarak artar. Yiizeye tutunan bakterilerin sayist arttikca, oto-
indiikleyici molekiillerin lokal konsantrasyonlar1 artar. Bu artig ile, biyofilm olusumuna
yonelik islemler baslatilmis olur. Bu mekanizma araciligiyla, bakteriler g¢evrelerindeki
bakteriyel popiilasyonun yogunlugunu belirlemektedir (53). Biyofilmlerde dinamik bir denge
s0z konusudur. Film igerisinde bulunan bakteriler zaman zaman filmden ayrilabilir ve boylece
serbest olarak yasamlarini siirdiirebilirler ya da bu mikroorganizmalar film yapisina
katilabilir. Bundan dolay1 biyofilm kaynakli enfeksiyonlar viicudun farkli kisimlarina
yayilabilmektedir (54).
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Biyofilmler, cansiz veya canli yiizeylerde olusabilir. Bu yiizeyler arasinda canli
dokular, medikal implantlar, endiistriyel veya igme suyu sistemlerinin borulari veya dogal
akuatik sistemler en basta yer alir (55). Biyofilmler ayn1 zamanda, prostetik kalp kapagi,
intrauterin arag, kontakt lens, santral vendz kateter, {iriner kateter, meme implant1 gibi
medikal araglar tizerinde de gelisebilir. Boylece, hasta morbiditesinde ve saglik bakimi
maliyetlerinde artis ile sonuglanan ve siklikla implant kaybina sebep olan biyofilm kaynakli
nozokomiyal enfeksiyonlara da siklikla sebep olurlar (56).

Biyofilm olusumununda etkili bazi faktérler bulunmaktadir. Bunlar yiizey 6zellikleri,
mikroorganizmanin tiirii ve ¢evrenin etkileri olmak iizere ti¢ temel baslikta incelenir. Yiizey
Ozelliklerinin biyofilm olusumuna etkisi, ylizeyin yapisi, purizliliik, hidrofobisite gibi
ozellikler ile iligkilidir. Mikroorganizmanin biyofilm olusumuna etkileri arasinda ise
mikroorganizmanin tiiri, sayisi, hiicre duvari yapisi, hiicre duvar yiikii, EPS yapsi,
proteinleri, hidrofobisite ve hareketlilik organelleri yer alir. Biyofilm olusumunda g¢evresel
etkiler ise pH, sicaklik, katyon ve iyon konsantrasyonu, besinin igerigi ve miktari oldukga

onemlidir (57,58).

Biyofilm Olusumu ve Evreleri

Biyofilm olusumu mikroorganizmalarin bir yilizeye tutunmalari ile baglayan dinamik
bir siirectir. Biyofilm olusumu farkli asamalara ayrilarak incelenebilir. Birinci asamada,
materyal ylizeyinde, mikrobiyal adezyon i¢in ilk substrati olusturacak sekilde film birikimi
baslamaktadir. Ikinci asamada, organizmalar doniisiimlii olarak substrata baglanmaktadir.
Ugiincii asamada, sinyal molekiilleri aracilign (QS) ile yeterli ¢evresel uyarinin saglanmasi
durumunda, organizmalar gen ekspresyonlarinda, EPS’nin {iretimine ve yiizeye geri-doniigsiiz
baglanmaya olanak verecek temel degisiklikler gecirmektedir. Mikroorganizmalar
mikrokoloniler haline doniistir. Dordiincli asamada, biyofilm biiytiyiip, akiskan faza artirilmis
kiitle transferine olanak veren siitun ve su kanallarindan olusan karmasik {i¢ boyutlu yapiya
olgunlagsmaktadir. Son asamada ise, biyofilm igerisindeki bazi organizmalar planktonik gen
ekspresyonu yaptiklar1 durumlarina geri donerek, biyofilm dongiisiinii yeni konumlarda tekrar
baslatma potansiyeline sahip olarak, biyofilmi saran g¢evreye dagilmaktadirlar (50,58). Bu

evreler agsagida ozetlenmistir (Sekil 4).

Tutunma evresi: Biyofilm olusumunda ilk olarak bakteriler bir canli ya da cansiz
yiizey ile iligki kurar. Bu asamada ylizeyin ozellikleri 6nem arz etmektedir. Ardindan,

planktonik formundaki bakterilerde bir dizi gen regiilasyonu devreye girer. Fenotipik ve
13



metabolik olarak biyofilm olusturan forma donmeye baslarlar. Bu asamada QS mekanizmasi
devreye girer ve ylizeye tutunan her bakteri ortama sinyal molekiilleri salgilar. Bu sistem ile
cevrede bulunan bakteri popiilasyonunun yogunlugu belirlenir. Yiizeye tutunma islemi
zamana bagli bir olusumdur. Oncelikle bakteriler yiizeye déniisiimlii ardindan doniisiimsiiz

olarak tutunur (50,59).

Doniisiimlii olarak tutunma evresi: Bu asamada bakteri hiicresi yiizeye zayif
etkilesimler olan hidrofobik etkilesimler, elektrostatik baglar ve van der Waals baglar ile
baghdir. Ik tutunma isleminde hidrofobik etkilesimler olduk¢a onemlidir. Déniisiimlii
tutunma asamasinda, bakteriler yiizeye yakindir fakat yilizeye heniliz temas etmemistir. Bu
asamada ylizey uygun ve ortamda yeterli besin varsa bakteriler ylizeye donlislimsiiz olarak

tutunmaya hazirlanir (50,60) (Sekil 5).

Doniisiimsiiz olarak tutunma evresi: Bu evrede yiizeyle kuvvetli etkilesimler olan
kovalent baglar, iyonik baglar, hidrojen baglari, dipol-dipol etkilesimleri gibi baglar meydana
gelir. Bakteri hiicreleri flagella ve pili gibi tutunma organelleri ile EPS olusturarak yiizeye
doniistimsiiz olarak baglanir. Bu evrede, biyofilm tabakasimi yiizeyden uzaklastirmak igin

giicli mekanik kuvvetlere, deterjan, dezenfektan, enzim, sanitizerler ve yiiksek 1s1 gerektiren

islemlere ihtiyag vardir (50,61).

Yapisma evresi: Yapigsma evresi, bakterilerin yiizeye daha kuvvetli olarak tutunma
islemini igeren molekiiler mekanizmalar: kapsar. Tutunmay1 giiglendirmek ve yapisma i¢in
cesitli adezin molekiilleri devreye girer. Bu evrede, ortamin pH’s1, ylizey 6zellikleri, ¢cevresel
faktorler ve besin miktar1 gibi 6zellikler dnemli rol oynar (61). Biyofilmdeki bakteri ile yiizey
arasinda bazi fizikokimyasal etkilesimler gerceklesir. Bu etkilesimler, DLVO (Derjaguin,
Landau, Verwey, Overbeek) teorisi olarak adlandirilan bakteri hiicresi yiizey O6zelliklerine
bagli olan ve termodinamik teoriler olarak bilinen bakteri ve ylizey yapigsma enerjisini
aciklayan teoriler ile agiklanmaktadir. Bu teorilerde, biyofilmde itici ve gekici giiglerin birbiri
ile esitlendigi belirtilir. Bu gii¢lerin biiyiikliikleri, biyofilm igerisindeki mikroorganizma ve

baglandig1 yiizeydeki mesafeye ve aradaki iyonik baglara gore degismektedir (50,62,63).

Toplanma evresi: Biyofilmdeki bakteriler mikrokoloniler olusturur ve EPS ile sarili

olarak bir arada yasamaya baslar (50,64).
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Olgun biyofilm olusumu evresi: Olusan mikrokoloniler, daha kompleks yapilar olan
apartmana ya da mantara benzer sekilde yapilar olusturur. Bu yapilarin aralarinda

beslenmenin saglanmasi ve atiklarin uzaklastirilmasi i¢in su kanallar1 olusur (50,63).

Biyofilmden ayrilma evresi: Bu asamada biyofilmdeki bazi bakteriler, koparak dis
ortama yayilir. Ayrilma durumu, dig ortam sartlarina bagli olarak tekli ya da c¢oklu olarak
gerceklesebilir. Biyofilm matriksinden koparak ayrilan bakterilerin, ayrildiklari toplulugun

tiim direng karakterlerini tagidigi bildirilmistir (50,64).

5) Biyofilmden
ayrilma ve kopma

- . 2)Geri ; . 4)Olgun biyofilm
1)Yiizeye geri - a5 3)Mikrokoloni =
dontistimli dénsiimsiiz olusumu olusumu
tutunma tutunma ve

matriks

olusumu

Sekil 4. Biyofilmin olusum evreleri (65)

. =t -
AS'BI6HIAT Callection. Donla & GIBBS

Sekil 5. Taramah elektron mikroskobu (SEM) ile biyofilm olusumunun mikrografisi A.
Olusmus olgun biyofilm B. Biyofilm olusan yiizey ve tutunan bakteri hiicreleri
C. Biyofilme bagh bir bakteri hiicresi (51)
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Biyofilmin Mikroorganizmaya Sagladig1 Faydalar
Mikroorganizmalar, biyofilm tabakasi olusturarak, planktonik formlarina kiyasla bir

takim avantajlara sahip olurlar (66-71).

Cevresel etkenlere karsi korunma: Biyofilmler, bakterileri nem, 1s1 ve pH
degisiklikleri, osmolarite degisimleri gibi c¢evresel kosullardaki degisimlerin ve ultraviyole
1s18a maruz kalmanin doguracagi zararlardan korur. Bu tabaka, mikroorganizmalar igin bir

kalkan gorevi goriip, mekanik etkilerden korunmaya da katki saglamaktadir (66-71).

Besinlerin alinmas1 ve atiklarin uzaklastirilmasi:  Biyofilm, besinlerin
depolanmasin1 ve atiklarin uzaklastirilmasini da kolaylastirir. Biyofilmdeki EPS varligi ve su

kanallari, ¢evreden alinan besinlerin alinmasinda ve kullanilmasinda kolaylik saglar (66-71).

Fagositozdan ve bagisikhk sisteminden korunma: Bakterilerin kiimeler halinde ve
ekzopolisakkarit matriks igerisinde bulunmalari sonucu fagosite edilmeleri gliglesir ve
hiimoral immiin sistem bilesenlerinin bakterilere ulagmalar1 engellenerek, bagisiklik
sisteminden korunmasini saglar. Bu nedenle biyofilm, klinik olarak kronik seyirli ve tedavisi
zor enfeksiyonlara neden olmaktadir. Tiim bu etkilerin yanisira, biyofilmden kopan hiicreler,
planktonik formlarina kiyasla baska yiizeylere daha kolay tutunup, kolayca yayilma 6zelligine
sahip olmaktadir (66-71).

Yeni genetik ozellik kazammmm ve metabolik ortakhik saglanmasi: Biyofilmde
bulunan bakteriler, dis ortam faktorlerine ve uyaranlarina (besin, 1s1, pH vs.) ayn1 yaniti verip,
benzer fenotipik ve metabolik degisiklikler gostermektedir. Biyofilmin matriksi bakteriler
arasinda gen transferi ve konjugasyon i¢in uygun bir ortam saglar. Bakteriler bdylece birbirine

ozellikle direng genlerini kolaylikla aktarabilir (66-71).

Antimikrobiyal maddelere kars1 direng: Biyofilm tabakasi, antimikrobiyal
maddelerin ayni mikroorganizmanin planktonik formuna kiyasla etkisini azaltmaktadir. Bu
tabaka mikroorganizmaya, antimikrobiyallere direng 06zelligi kazandirir. Kazanilan bu
antimikrobiyal direng, biyofilm kaynakli enfeksiyonlarda tedavide zorluklara neden
olmaktadir. Biyofilm yapisi ayn1 zamanda dezenfektanlara ve 1siya karsi da koruyucu bir etki

gostermektedir (72).
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Biyofilm ve Antimikrobiyal Direnc liskisi

Biyofilm, enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik etkinligini giiglestirmektedir.
Matriksin fizikokimyasal Ozellikleri, mikrogevrede ve biyofilmdeki bakterilerde meydana
gelen degisiklikler, matriksin antibiyotigi parcalayabilecek enzimlere sahip olmasi,
biyofilmde farkli mikroorganizmalarin bulunmasi gibi bir¢ok etkenin sonucu olarak, biyofilm
icerisindeki mikroorganizmalarin Oldiiriilmesi i¢in gerekli olan antibiyotik konsantrasyonu,
planktonik haldeki tiirdeslerinin tedavisi i¢in gereken antibiyotik konsantrasyonunun 1000-
15000 kat arasinda artmaktadir (7, 72-79).

Biyofilmlerin antibiyotik direnci multifaktoriyel olup, farkli mekanizmalar araciligiyla
meydana gelmektedir. Biyofilm kaynakli antibiyotik direncinde temel sorun, kullanilan
antimikrobiyal molekiiliin biyofilmin tiim katmanlarmma penetre olamamasidir. Biyofilm
matriksinin kimyasal ve fiziksel oOzellikleri ve EPS’ler, antibiyotiklerin diflizyonunu
giiclestirmekte olup; yeterli konsantrasyonun bakteriye ulagmasin1 engellemektedir.
Antibiyotik penetrasyonunu engelleyen mekanizmalardan biri de, negatif elektriksel yiikli
biyofilm matriks polimerlerinin, pozitif elektriksel yiiklii antibiyotik ilaglar ile etkilesiminin
bozulmasi olup, antibiyotik difiizyonu olumsuz etkilenmektedir. Antibiyotigin biyofilme
diisiik penetrasyonu sonucu, antibiyotigin subinhibibor konsantasyonun etkisi ile bakterilerde
direng gelisimi tetiklenmektedir (73).

Biyofilmin katmanlarinda oksijen konsantrasyonu, besin maddelerinin yogunlugu, pH
gibi faktorler degiskenlik gosterebilir. Oksijen konsantrasyonunun biyofilmin alt
katmanlarinda diisiik olmas1 bu ortamda anaerobik-mikroaerofilik ortam olustur. Bu durum,
aminoglikozid grubu antibiyotiklerin etkinliginin azalmasina neden olmaktadir. Buna benzer
olarak biyofilmin katmanlarindaki metabolik atiklarin birikimi pH degisimlerine neden olarak
antibiyotik etkinligini diisirmektedir (74).

Biyofilm kaynakli antibiyotik direncinde 6nemli nedenlerden biri de biyofilmde, farkli
biiylime fazinda olan bakteriler bulunmasidir. Besin kullanimina bagli olarak, bazi bakteriler
biyofilm iginde yavas biiyiime fazina girmek zorunda kalir. Bu noktada, kullanilan antibiyotik
bu fazdaki bakterilere etki gostermemektedir (75). Diger bir etken ise, biyofilm igeriginin
bakteriler arasi gen transferleri i¢in uygun bir ortam saglamasidir. Bakteriler boylece birbirine
antibiyotik direng genlerini aktarir ve ortak metabolik yollar kullanarak antibiyotik etkisinden
kendilerini korurlar.

Persistan bakteri yaklasimi da biyofilm direncinde oOnemli bir yaklagimdir.
Biyofilmdeki persistan bakteriler, yiiksek konsantrasyon antibiyotik kullanimi sonrasinda dahi

canliliklarin1 koruyabilir ve tekrarlayan kronik seyirli enfeksiyonlara neden olabilirler (76).
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Son yillarda antibiyotik direncini kirma ya da farkli mekanizmalarla bakteriyel
tiremeyi ve biyofilm kaynakli enfeksiyonu engelleme konusunda yapilan c¢alismalar,
bakterilerin QS 6zelliklerini baskilama ya da degistirmeleri iizerinden bir yol izlenebilecegini
diistindiirmiis ve Oonemli bir beklenti yaratmistir. Ayni1 zamanda, biyofilm mekanizmasini
engelleyen molekiillerin kullanim1 da konak¢1 ¢evreye mikrobiyal adaptasyonu onlemek igin
umut veren bir yontemdir. Bu amagla giiniimiizde, bircok molekiiliin antibiyofilm aktivitesi

arastirtlmaktadir (77-79).

Biyofilmin Insan Saghgna Etkileri

Biyofilm, insan sagligi agisindan ciddi sorunlara neden olmaktadir. Endiistriyel
alanlarda da olumsuz etkiler yaratarak ekonomik kayiplara neden olurlar. Biyofilmler,
sanayide iirlin kontaminasyonlar1 ve alet ylizeylerinde, techizatlar {izerinde (boru tikanmasi,
su kirliligi ve su hatlarinda tikanma vb.) hasarlara neden olarak sermaye ve enerji kaybina
neden olmaktadir (Sekil 6) (80-84).

Gida kaynakli enfeksiyonlarda, biyofilmler oldukga etkilidir. Gida endiistrisinde
onemli bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle siit, et, tavuk ve deniz {iriinlerinin
depolama tanklarinda ve ambalaj materyalleri iizerinde biyofilm olusumu siklikla
gozlenmektedir. Mikroorganizmalar, ¢elik, ahsap, cam, teflon, plastik, naylon gibi birgok
yiizeyde biyofilm olusturabilir. Ayn1 zamanda, ylizeylerdeki catlak ve yariklarda ylizeye daha

kolay tutunmakta, mekanik temizlemelere ragmen biyofilm yapilarini korumaktadir (85-89).

a.

Sekil 6. Biyofilmin c¢esitli techizatlar iizerinde neden oldugu hasarlar a. Celik boru
yiizeyindeki biyofilm (8) b. Su borularinda sebep oldugu tikanmalar (90)
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Tiim enfeksiyon hastaliklarinin en az %65°1 biyofilm olusturan mikroorganizmalar ile
iligkilidir. Klinik 6neme sahip pek ¢ok Gram pozitif, Gram negatif bakteri ve mantarlar
biyofilm olusturur (4). Yapilan c¢alismalarda, nozokomiyal enfeksiyonlarin biiyiikk bir
kisminda biyofilm yapan mikroorganizmalarin etkili oldugu ortaya konmustur. Biyofilm
kaynakli enfeksiyonlarin tedavi zorlugu ve tedavi siireclerinin uzamasindan kaynaklanan
giderlerin artmasi da saglik sektoriinde karsilasilan bir diger sorundur. Amerika Birlesik
Devletlerinde yapilan bir ¢alismada cerrahi operasyonlarda protez degisim nedeninin
%2’sinin biyofilm kaynakl enfeksiyonlar oldugu gosterilmistir (91).

Biyofilm yapan mikroorganizmalar klinik olarak en sik otitis media, kistik fibrozis,
dogal kapak endokarditi, periodontit ve yabanci cisim enfeksiyonlarina neden olmaktadir
(Tablo 4) (92). Protez yapilar, implantlar, santral venoz kataterler, ortopedik ve tiriner sistem
kataterleri, intrauterin aletler, kontaks lens gibi medikal cisimlerde biyofilm kaynakli klinik
tablolara neden olurlar (Sekil 7). Biyofilm yapisinin neden oldugu enfeksiyonlarda farkli
mekanizmalarin etkili oldugu belirtilmektedir. Bu mekanizmalardan biri, 6zellikle katater
enfeksiyonlarinda, biyofilmden kopan hiicre yapilarinin dolagima katilarak yeni
enfeksiyonlara neden olmasidir. Bir diger mekanizma, Gram negatif bakterilerin neden
oldugu biyofilm enfeksiyonlarinda endotoksin {iiretiminin daha fazla gozlenmesidir. Bu
durumda konakta daha fazla immiin yanit olusmakta ve enfeksiyonun siddeti bununla dogru
orantilt olarak artmaktadir (93). Biyofilmler yapilari itibariyle konak bagisiklik sistemine
yapisal direng gostererek ve bakterileri fagositozdan koruyarak, enfeksiyon varligini devam
ettirir ve kronik seyirli enfeksiyonlara neden olur. Biyofilmin neden oldugu antibiyotik
direnci de tedavide sorun olusturmaktadir. Biyofilm enfeksiyonlarinda bakteriler birbirine
plazmidler aracilifiyla diren¢ genlerini aktarmaktadir. Bu nedenle 6zellikle bu hastalarda
antibiyotik konsantrasyonlarinin biyofilm yapilarina gére ayarlanmasi ve antibiyofilm
aktivitesine sahip takviye molekiillerin kullanimi gibi diizenlemeler yapilmasi onem arz
etmektedir. Bu durumlarin goz ardi edilmesi bu enfeksiyonlarin tedavilerinde biyofilm

varliliginin devam etmesine neden olarak, tedavi siirecini zora sokmaktadir (94).

19



Tablo 4. Biyofilm kaynakh enfeksiyonlar ve etken mikroorganizmalar (78,95,96)

Enfeksiyon veya hastalik

Mikroorganizma etkenleri

Dental plaklar ve periodontit

Streptococcus sangui, Prevotella intermedia,
Actinobacillus, Candida albicans

Otitis media

Non-tipik Haemophilus influenzae

Osteomiyelit

Cesitli bakteriyel ve fungal tiirler-genelde karisik olarak

Kaslar, iskelet enfeksiyonlari

Gr (+) koklar (Staphylococcus spp.)

Kronik tonsillit

Degisik tiirler

Kistik fibrozis pnomonisi

P. aeruginosa ve Burkholderia cepacia

Bakteriyel prostatit

E. coli ve diger Gr (-) bakteriler

Nekrotizan fasiit

Grup A streptokoklar

Enfeksiyoz bobrek taslari

Gr (-) basiller

Yapay kalp kapakeig1 (endokarditis, septisemi)

S. epidermidis, S. sanguis, S. aureus (diger koagiilaz (-)
Staphylococcus sp.)

Uriner kateter enfeksiyonlari (bakteriiiri)

E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, Proteus mirabilis,
Candida spp.

Intravaskiiler kateterler (septisemi,
endokarditis)

S. epidermidis, S. aureus, Gr (-) bakteriler

Merkezi vendz kateterler (septisemi)

S. epidermidis ve digerleri (koagiilaz (-) Staphylococcus
sp.), Enterococcus spp., Klebsiella pneumoniae, P.
aeruginosa, C. albicans

Hickman kateterleri

S. epidermidis, C. albicans

Ortopedik aletler (septisemi)

S. epidermidis, S. aureus, Peptokoklar,
Streptokoklar, Gr (-) bakteriler, Propionibacterium acnes

Endotrakeal tiipler (pnomoni)

P. aeruginosa, E. coli, S. epidermidis, S. aureus, farkl
bakteri ve funguslar

Yogun bakimda pndmoni

Gr (-) basiller

Penis protezleri

S. epidermidis, S. aureus

Yapay ses telleri

Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Candida spp.

Biyofilm olusumu Katater ylizeyine yaplstna

Bakteriyel tutunma

Sekil 7. Stafilokoklarin intravaskiiler medikal cihazlarda biyofilm olusturma modeli (9)
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STAFILOKOKLARLARDA BiYOFIiLM OLUSUMU

Bakteriyel biyofilmlerin, endokardit, otitis media, kistik fibrozis ve yabanci cisim
enfeksiyonlart basta olmak lizere birgok enfeksiyonda etkili oldugu bilinmektedir. Biyofilm
olusumu, stafilokoklar i¢in 6nemli bir viriilans faktoriidiir. Stafilokoklarda biyofilm olusum
mekanizmasinda etkili bircok gen ve molekiil bulunmaktadir (Sekil 8). Yapilan ¢alismalarda,
bu bakterilerin biyofilm olusumunda iki 6nemli asama bulundugu saptanmistir (97-101).
Stafilokokkal biyofilmde ilk asamada, yiizeye erken aderanstan sorumlu yiizey proteinleri ve
adezinler gorev alir. Bu proteinler yiizeye tutunmadan ve yapismadan sorumludur. S.
aureus’ta bu proteinler MSCRAMMS olarak tanimlanan yiizey proteinleridir (98). Bu yiizey
proteinleri yardimiyla mikroorganizma, yabanci maddelerin yiizeylerine veya konak doku
ligandlarma tutunur (99). Bu yiizey proteinlerinin g¢esitliligi, konaktaki matriks proteinleri,
fibrinojen, fibronektin, kollajen gibi farkli yapilara ve hiicrelere baglanmada etkilidir (100-
102). Stafilokoklarda birincil baglanmada etkili baz1 yilizey proteinleri sunlardir: kollajen
baglayan protein (cna) (103), fibrinojen baglayan protein a ve b (fanba ve fnab) (104,105),
fibrinojen baglayict protein (fib), laminin baglayici protein (eno), elastin baglayici protein
(ebpS), clumping factorler A and B (clfA — clfB) (106), kemik siyaloprotein baglayici protein
(bbp) (107). Bu farkli yiizey proteinleri ile stafilokoklar farkli dokularda biyofilm kaynakli

enfeksiyonlara neden olmaktadir (108).
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Sekil 8. Stafilokoklarda biyofilm olusumu ve bu evrelerde gorevli proteinler (97)
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Hiicre duvar yapisinda bulunan TE de stafilokoklarda primer yapismada etkili rol
oynar (108). S.epidermidis’in tutunmasini etkileyen bir diger 6nemli faktor otolizin AtIE’dir.
Bu yiizey molekiilleri konakta bulunan doku ligandlarina ve kat1 yiizeylere tutunmada kritik
rol oynar (108,109).

Ikinci asama ise bakteriyel hiicre birikimi ve cok tabakali biyofilm asamasimin
baglamasi ve olgun biyofilm olusumudur (Sekil 9) (110,111). Biyofilm olusumunun ikinci
evresi i¢in kapsiiler polisakkarit adhezin (PS/A) ve polisakkarit interselliiler adhezin (P1A)
olarak adlandirilan ekstraselliiler polisakkarit tiretimi gereklidir. PS/A ve PIA yapisal olarak
ortak B-1-6-glukozamin omurgasina sahiptir fakat amino gruplart yoniinden farklilik
gostermektedir (112). Ozellikle PIA, biyofilmin ana komponentini olusturmaktadir ve sentezi
biyofilmin olgunlagmasi ve hiicre agregasyonu i¢in dnemlidir. PIA, ica gen lokusu tarafindan
tiretilen B-1,6 glukozid baglariyla baglanmig, %10-20 oraninda deasetilasyona ugramig N-
asetilglukozamin kalintilarmin dallanmamis poli-N-asetil-beta-1-6-glukozamin (PNAG)
homopolimeridir (Sekil 10) (112,113). Yapilan baz1 ¢alismalarda, ica gen lokusunda meydana
gelen mutasyonlarin S. epidermidis’deki biyofilm olusumunu durdurdugu bildirilmistir (109).
Ayrica PIA’nin hiicre yiizeyine tutunmasinda gorev yapan ¢esitli proteinler de bu asamada
gorev yapmaktadir (114). Bunlardan bir tanesi olan Accumulation Associated Protein (AAP)
biyofilm olusumunda 6nemli role sahiptir. AAP, hiicreler arasi birikim ve baglanmada etkili

olan bir proteindir. Bu yapular hiicreler arasi baglanmada ve biyofilm matriksinin olugsmasinda
olduk¢a 6nemlidir (115,116).
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Sekil 9. Stafilokoklarda biyofilm olusumunun SEM goriintiisii goriintiisii A. Biyofilm
olusturmus bakteriler B. Eritrosit (51)
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b PIA deasetilaz (IcaB)

(3) deasetilasyon (|caB)

+ +

PIA

wrcent ‘og  ®®(2) tagma (IcaC)?

c (1) polimerizasyon (lcaAD)

Sekil 10. Stafilokoklarda PIA yapisi ve sentezi a. PIA yapisinin SEM goriintiisii, b.
PIA’nin kimyasal yapisi, c. PIA’nin sentez asamalar1 (1. Polimerizasyon 2.
Sentez sonrasi hiicre duvarina tasima 3. PIA deasetilaz enzimi ile
deasitilasyon) (97)

Stafilokoklarda biyofilm olusumunda, en etkin mekanizma ica aracili biyofilm
olusumundan sorumlu icaADBC operonudur (117-122). Bu mekanizma ilk kez S. epidermidis
suslarinda gosterilmistir (123). Bu operonda bulunan genlerin kodladigi enzimler tarafindan,
PIA ve PNAG olarak bilinen hiicre dis1 adhezin polisakkariti gibi molekiiller sentezlenir. Bu
molekiiller biyofilmin ana komponentini olusturur. PIA, stafilokoklarin en 6nemli biyofilm
molekiilii olup, hiicreler arasi agregasyonu saglarken; PNAG ise biyofilm matriksinin ana
komponentlerinden biridir (121). S. aureus ve S. epidermidis bakteri tiirlerinin ikisinde de
icaADBC operonu bulunur. Bu operondaki en 6nemli iki gen icaA ve icaD genleridir. icaA
geni, PIA iiretiminden sorumlu olan N-asetilglukozaminil transferaz enziminin sentezinden
sorumludur. icaD geni ise, kapsiiler polisakkaritin ifadesinden sorumlu olan N-
asetilglukozamiltransferaz enziminin maksimum ekspresyonda ¢alismasinda etkilidir (124).
Ayrica, bu iki genin birlikte aktivasyonu, glukoz oligomerleri olan iridin difosfat N-
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asetilglukozaminin sentezinde rol oynar (125). icaA geni tek basina diisiik ekspresyon
gosterirken, icaD geni varligi ve etkisi ile enzim aktivitesinde ve sentezlenen oligomerlerin
sayisinda belirgin bir artis oldugu gosterilmistir. icaC geni biyofilmde sentezlenen
oligomerlerin uzatilmasinda deasitilasyon basamaginda gérev yapar. Biyofilmdeki PIA’ya
kars1 olusan antikor tarafindan taninan in vitro bir iirlin iiretir ve hiicre duvarina taginmasinda
etkilidir (126,127). icaB geninin ise deasitilasyon ve sentez basamaginda katalizor bir gorev
yaptig1 diisiiniilmektedir ve hiicre duvarinda sentezlenen PIA’nin biyolojik islev
kazanmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir (128-130). Bu operonda icaR geni varhigi da
bildirilmistir. Bu genin islevi tam olarak aydinlatilmasa da; PIA sentezi igin diger genlerin
ekspresyonu igin diizenleyici islev yaptigi disiiniilmektedir (131). S. epidermidis tiiri
bakterilerin biyofilminde ica lokusun klinik 6nemi olduk¢a fazladir. Bununla birlikte S.
aureus bakterilerinde de klinik izolatlarin ¢ogunda bulundugu bildirilmistir (130,138).

Stafilokokkal biyofilm gelisiminde icaADBC lokusunun disinda ica bagimsiz
molekiiler yolaklarin varligi da ortaya konmustur (139,140). Bu mekanizmalarin temelinde
hiicre yiizey adezinlerinin matrikse baglanmasindaki farkliliklar ve farkli biyofilm proteinleri
etkilidir (140). Bu mekanizmalardan en 6nemlisi ve en iyi aydinlatilmis olani, biyofilm iligkili
proteinin (bap) sentezidir. Bu protein, ilk kez S. aureus sigir mastitis V329 izolatinda
tanimlanmis ve ¢alisilmistir (139). bap proteini bakteri yiizeyinde bulunan tekrarlayan karbon
domainlerinden olusan 2276 aminoasit igeren bir proteindir (Sekil 11). Bu biyofilm proteini
ozellikle cansiz yiizeylere yapismada, hiicre birikimi ve matriks olusumu basamaklarinda
gorev yapmaktadir. Biyofilm, ilk olusum basamaklarinda, bap geni tarafindan
sentezlenmektedir. Ozellikle hayvanlarda etkili izolatlarda varligina siklikla rastlanmaktadir.
Bu durum, konaklarda ve yiizeylerde biyofilm olusurken farkli proteinlerin ve yolaklarin
etkili olabilecegi fikrini desteklemektedir. Yapilan ¢aligmalarda, bu proteinin ozellikle
abiyotik yiizeylere yapisma ve interselliiler adezyon asamalarinda gorev yaptigi gosterilmistir.

S .epidermidis tiiri bakterilerde, bap geninin homologu, bhp (hiicre duvar ile iliskili
biyofilm proteini) geni ve proteinidir. Bu protein, 2402 aminoasitten olusup, S. aureus’taki
bap proteini ile benzer yapida olup, benzer islevi gérmektedir (139,140).
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Sekil 11. Stafilokoklarda bap proteinin yapisi
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Yapilan galismalarda, stafilokoklarda bap geni bulunma sikligi ica operonuna gore
daha az saptanmistir. Bu genin, o6zellikle hayvansal kaynakli enfeksiyonlarda ve cansiz
yiizeylerdeki biyofilmlerde etkili oldugu bulunmustur (141).

sarA (Staphylococcus yardimei diizenleyici protein A) geni, bap geni igin bir aktivator
ve bap aracili biyofilm olusumunda arttirict etkisi olan bir regulator olarak islev gormektedir
(142). Ozellikle MRSA suslarinda, sarA geninin mutasyonunun biyofilm olusum kapasitesini
olumsuz etkiledigi bildirilmistir (143).

Stafiloklarda biyofilmden ayrilma evresinde ise agr sistemi rol oynamaktadir (143).
Biyofilmin sentezinde ve biyofilmden ayrilma asamalarinda molekil sinyaller ya da oto
indiikleyiciler, agr lokusu tarafindan sentezi diizenlenen AgrD peptidi gibi otoindiikleyici
peptidler (AIP) etkili rol oynar. Bu asamada ayrica, fenolde ¢6ziilen modiilinler (PSM) ve proteaz

enzimleri diizenleyici etkilidir (144).

N-ASETILSISTEIN (NAC) VE BiYOFILME ETKISi

N-asetilsistein ve Yapisi

N-asetilsistein (NAC), tiyol bilesigi yapisinda, L-sistein aminoasitinin N-asetillenmis
bir tiirevi olup, glutatyon onciisti bir molekiildiir. NAC, antioksidan ve mukolitik 6zelliklere
sahip bir molekiildiir (Tablo 5). Yapisindaki siilfidril gruplarmin etkisi ile serbest oksijen
radikallerini nétralize etme 6zelligine sahiptir. NAC, hiicreye girdikten sonra deasitilasyona
ugrayarak, glutatyon molekiiliiniin dnciisii olan L-sisteine doniismektedir. Glutatyon hiicre i¢i
redoks tepkimelerinde 6nemli bir molekiil olup, hiicreyi oksidatif stresten korur (145,146).

NAC, diger sistein tlirevlerine gore daha az toksik olusu, oksidasyon duyarliliginin
daha az olmasi ve suda ¢oziinme Ozelligi ile daha avantajlidir. NAC, insanda 6nemli bir
sistein kaynagidir ve bu nedenle glutatyon sentezi i¢in sistein saglayip, karacigerde glutatyona
doniisiirek sistemik dolasima karisir. Bu dzelligi ile dnemli bir antioksidandir. Ilag sektdriinde
intravendz ve oral tablet formlari, avantajli 6zellikleri ve diisiik yan etki profili ile farkl
alanlarda kullanilmaktadir. NAC, pratik uygulamada en c¢ok mukolitik olarak kullanilir.
Yapisinda bulunan siilfidril gruplari, balgamin glikoproteinleri arasindaki disiilfid baglarin
kirar ve depolimerizasyona neden olur (147). Bununla birlikte antioksidan, antienflamatuvar,
endotelyal korumada, yiiksek doz parasetamol tedavisinde de kullanimi mevcuttur.
Antioksidan ve niikleofilik 6zellikleri ile apoptotik siireci baskiladigr ve redoks potansiyal
dengesini  korudugu disiiniildigi i¢in kanser tedavilerinde de kullanimi mevcuttur.

Antiinflamatuvar etkisi, pro-inflamatuvar sitokinlerin salinimini Onleyerek ve 16kosit
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adezyonunu azaltarak meydana gelmektedir. Ayrica, kemik rezorpsiyonunu o6nledigi icin

cesitli dental ve kemik doku uygulamalarinda kullanilmaktadir (147,148).

Tablo 5. NAC’1n Uluslararasi ila¢ Kiitiiphanesi bilgileri (148)

PubChem CID 12035
Kimyasal Yapis1
O
H J
™. N ¥, o~~~ H
\H/ .\(.— D
O H"\-;
H
Iki boyutlu yapist Ug boyutlu yapist
Kimyasal giivenlik
Irritant
Laboratory Chemical Safetmmary (LCSS) Datasheet
Molekiiler Formiil CsHgNOsS
Molekiiler Agirhk 163,191 g/mol

NAC ve Biyofilme Etkisi

Son yillarda antibiyotik direncini kirma ya da farkli mekanizmalarla bakteriyel
tiremeyi ve biyofilm kaynakli enfeksiyonu engelleme konusunda yapilan calismalar; QS
Ozelliklerini baskilama ya da degistirmeleri lizerinden bir yol izlenebilecegini diisiindiirmiis
ve Onemli bir beklenti yaratmistir. Ayni zamanda, biyofilm mekanizmasini engelleyen
molekiillerin kullanim1 da konakg¢1 ¢evreye mikrobiyal adaptasyonu onlemek i¢in umut veren
bir yontemdir. Bu amagla giinlimiizde, birgok molekiiliin antimikrobiyal ve antibiyofilm

aktivitesi arastirilmaktadir. Bu molekiillerden birisi de NAC molekiiliidiir (149,150).
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NAC,; antimikrobiyal etkilere sahip bir bilesiktir. Bu 6zelligiyle, NAC antimikrobiyal direng
caligmalarinda alternatif bir farmakolojik yaklagima neden olmustur (150). NAC’in
yapisindaki siilfiir gruplar bakterilerin ylizeye adezyonunu azaltmakta ve ayrica ylizeye
yapismis bakterilerin de ayrilmasinda etkili oldugu belirtilmektedir (151-153). Ik kez 1977'de
yapilan in vitro bir calismada, NAC’in degisik konsantrasyonlarinin hem Gram negatif
bakterilerde hem de Gram pozitif bakterilerde doza bagli olarak biiylimeyi engelledigi
bildirilmistir (MIK 2-20 pg/mL) (149). Oosterhof ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada da
doza bagh olarak bakteriyel biiyiimede inhibisyona neden oldugu bildirilmistir (8). NAC,
molekiiler olarak kiiciik bir yapida oldugu i¢in biyofilm igerisine penetrasyonu kolaydir ve
biyofilm igerisindeki bakteriyal hiicrelerin acgiga ¢ikmasini ve kullanilan antibiyotiklerin
biyofilm i¢ine islemesini kolaylastirmaktadir (154).

NAC’mm biyofilm iizerine etkisi ilk defa S. epidermidis lizerinde gosterilmistir.
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, S. epidermidis ve S.
aureus gibi, Gram negatif ve Gram pozitif bakteri biyofilmlerini etkili bir sekilde azalttig1 da
in vitro ¢alismalarda rapor edilmistir (154-161).

NAC’1n etki mekanizmasi temel olarak; ekstraseliiler polisakkarit yapimini azaltip,
olgun biyofilmin yapisin1 bozarak ve bakterinin yiizeylere adezyonunu azaltarak gerceklesir
(160,161). Ekstraselliiler polisakkarit yapimi sirasinda NAC’n distilfidril kopriileri agilir ve
biyofilm biitiinliigii olumsuz olarak etkilenir. In vitro ¢alismalar, NAC'm umut verici sekilde
antibiyofilm aktivitesine sahip oldugunu gdstermektedir. NAC''m antimikrobiyal ve
antibiyofilm aktivitesini olusturan mekanizmalar tam olarak bilinmemesine ragmen, biyofilm
ile ilgili enfeksiyonlarin tedavisinde yararli olacagi diisiiniilmektedir (Tablo 6) (8, 146, 149-
178).

NAC'n antimikrobiyal aktivitesinin anlasilmast i¢in bazi mekanizmalar One
stirilmustiir. Bunlar; i) sistein kullaniminin rekabetg¢i inhibisyonu, ii) NAC siilfidril grubunun
bakteriyel proteinlerle reaksiyonu, iii) dolayli etkilerle hiicre igi redoks dengesinin
bozulmasinin hiicre metabolizmas1 ve hiicre i¢i sinyal iletim yollar1 iizerinde etkisi
seklindedir. NAC, antibiyofilm stratejileri arasinda yer alan 6nemli bir molekiildiir (160).
Buna ek olarak, NAC’mn olgun biyofilmleri bozarak ve bakterinin yiizeylere adezyonunu
azaltarak ekstraseliiler polisakkarit yapimini azaltmakta etkili oldugu da bilinmektedir (160-
163).

NAC’1n mikrobiyal aktivitelere kars1 ¢ok faktorlii etkisi, antibiyofilm c¢alismalarindaki

olumlu etkisi ile biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi i¢in umut verici bir molekiildiir.
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Bu kapsamda, bu molekiiliin biyofilm etki mekanizmalarinin saptanmasi ve farkli ¢aligmalar

ile dogrulanmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Tablo 6. Bakteriyel ve fungal patojenlere karst1 NAC'in antibiyofilm aktivitesini

gosteren in-vitro calismalar (146)

Test edilen NAC

Calisilan mikroorganizma Referans ¢alisma konsantrasyonu
_ (ng/mL)
Escherichia coli El Feki ve ark., 2009 [167] 2000 ve 4000
Marchese ve ark., 2003 [168] 70-8000
Mohsen ve ark., 2015 [169] 2500
Aslam and Darouiche ve ark., 2011 [158] 80000
Klebsiella pneumoniae El Feki ve ark., 2009 [167] 2000 ve 4000
Aslam ve ark.., 2007 [151] 80000
Olofsson ve ark., 2003 [8] 250-2000
Enterobacter cloacae Aslam and Darouiche ve ark., 2011 [158] 80000
Olofsson ve ark., 2003 [8] 250-2000
Proteus spp Mohser_l ve ark., 2015 [169] 2500
' El Feki ve ark, 2009 [167] 2000 ve 4000
Mohsen ve ark., 2015 [169] 2500
Pseudomonas aeruginosa Lea ve ark., 2014 [161] 12500
Drago ve ark., 2013 [170] 3000-24000
Aslam and Darouiche ve ark., 2011 [158] 80000
Pseudomonas aeruginosa Zhao ve ark., 2010 [155] 500-10000
El Feki ve ark., 2009 [167] 2000 ve 4000
Pseudomonas mendocina Olofsson ve ark., 2003 [8] 250-2000
Acinetobacter baumannii Olofsson ve ark., 2003 [8] 250-2000
Prevotella intermedia Moon ve ark., 2015 [171] 375-3000
Mohsen ve ark., 2015 [169] 20000
Drago ve ark., 2013 [170] 6000-24000
Aslam and Darouiche ve ark., 2011 [158] 80000
Staphylococcus aureus El Feki ve ark., 2009 [167] 2000-4000
Aslam ve ark., 2007 [151] 80000
Roveta ve ark., 2004 [172] 8000
Bozzolasco ve ark., 2002 [173] 7-8000
Leite ve ark., 2013 [174] 4000-40000
Kirmusaoglu ve ark., 2012 [175] 30-2000
Gomes ve ark., 2012 [157] 4000 ve 40000
Staphylococcus epidermidis Aslam and Darouiche ve ark., 2011 [158] 80000
El Feki ve ark., 2009 [167] 2000 ve 4000
Venkatesh ve ark., 2009 [176] 500-32000
Aslam ve ark., 2007 [150] 80000
Perez-Giraldo ve ark., 1997 [149] 30-8000
Enterococcus faecalis Quah ve ark., 2012 [177] 12500-50000
candida albicans El-Baky ve ark., 2014 [178] 312-40000
Venkatesh ve ark., 2009 [176] 500-32000
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ANTIBIYOFILM AKTIVITE TESTLERI

Biyofilm olusumunu saptamada siklikla kolorimetrik yontemler kullanilir. Kullanilan
yonteme ve mikroorganizma tiiriine gore inokulum miktari, besiyeri, inkiibasyon kosullari
degisebilmektedir. Bu durum yontemlerin uygulanmasinda modifikasyonlar1 beraberinde
getirmekte ve yontemlerin standardizasyonuna gereksinim duyulmaktadir. Biyofilm
saptamada en sik kullanilan yontemler, kongo kirmizili agar yontemi, modifiye tiip aderans
yontemi (Modifiye Christensen yontemi) ve mikroplak yontemidir (Tablo 7). Kuru agirhigin
ve metabolik aktivitenin saptanmasina dayali bazi kantitatif yontemler, floresan mikroskobisi,
konfokal lazer tarama mikroskobisi ve elektron mikroskobisi gibi mikroskobik yontemler ve
biyofilm genlerinin tarandigi molekiller yontemlerde mevcuttur. Heterojen yapidaki
biyofilmlerin taranmasinda floresan in-situ hibridizasyon yontemi ve kateter gibi medikal
cihaz ylizeylerinde olusan biyofilm yapilarinin incelenmesinde rulo plaka yontemi de tercih

edilir (179).

Tablo 7. Biyofilm tespitinde kullanilan yontemler ve amaclari

Method Amaci

Tiip Metodu Tiipiin dibine ve duvarlarina kapl b-iyoﬁlmi gozlemleyerek kalitatif
tespit

Kongo Red Agar Koloni rengi degisimini gézlemleyerek kalitatif tespit

Mikroplak Metodu Mikroplaka okuyucusu (microELISA) ile biyofilm miktarinin tayini

Real-Time PCR

Konvansiyonel PCR Biyofilm olusumundan sorumlu genlerin taranmasi

Multipleks PCR

Antimikrobiyal duyarlilik testlerinin standartlari, Klinik Laboratuvar Standartlar
Enstitiisii (Clinical Laboratory Standards Institute-CLSI) (180) ve Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testleri Komitesi (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing-
EUCAST) (181) gibi kuruluslarin yaymladigi rehberler ile saglanmigtir. Fakat
mikroorganizmalarin biyofilm olusturmus halleri (sesil formlari) i¢in uygulanan standart bir
antibiyofilm aktivite testi bulunmamaktadir. Bu kapsamda yapilan yeni calismalar biiyiik
onem tasimaktadir. Kullanilan antibiyofilm aktivite testlerinde iki temel yaklasim vardir.
Bunlardan birincisi, iiretilmis ya da {iretilecek olan antibiyofilm ajanin, biyofilm olusumundan
once muamele edilmesiyle biyofilm olusumunun ne kadar engellediginin saptanmasi, ikincisi

ise arastirilacak ajanin olusan biyofilmi ne kadar yok ettiginin saptanmasidir. Birinci yaklasim
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ile minimum biyofilm inhibitdr konsantrasyonu (MBIK); ikinci yaklasim ile ise minimum
biyofilm eradikasyon konsantrasyonu (MBEK) saptanabilmektedir. Her iki konsantrasyonu

belirlemek i¢in de asagidaki yontemler kullanilir (182, 183).

XTT  (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-karboksanilid)
Y ontemi

XTT, kolorimetrik temelli bir yontemdir. Bu yontemde, 96 kuyucuklu mikroplakta
biyofilm olusturulur. Antibiyotie maruz kalan biyofilm yikanarak planktonik formlar
uzaklastirilir. Her kuyucuga XTT ve fenazin metosiilfat (PMS) iceren ¢ozelti eklenir ve
inkiibasyona birakilir. Kuyucuklardaki 6rnekler tiipe aktarilarak santrifiij edilir. Siipernatant,
tekrar yeni bir mikroplaga aktarilir ve 490 nm’de absorbans 6l¢iiliir. Bu grubun kontrol

grubunu ise antibiyotige maruz kalmayan biyofilm tabakasi olusturur (184).

Calgary Yontemi

Calgary Biyofilm yontemi, antibiyofilm duyarliliginin saptanmasi i¢in 6nerilen hizl
ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Calgary Biyofilm Cihazi (Calgary Biofilm Device, CBD),
standart 96 kuyucuklu mikroplak ve 96 ¢ikintili kapak kullanilarak 96 esdeger biyofilmin
tiretilmesi esasina dayanir. CBD, biyofilmlere kars1 etkili rasyonel antibiyotik se¢imi ve yeni
etkili antibiyotik bilesiklerin taranmasi igin etkili bir yontem sunmaktadir.

Calgary Biyofilm Cihazi, iki pargali bir reaksiyon kabindan meydana gelir. Alt
bilesen, standart 96’11 mikroplak seklindedir. Ust bilesende ise 96 adet ¢ikint1 bulunur ve bu
cikintilar reaksiyon kabinin alt bileseninin kanallarina oturmak ve standart 96 kuyucuklu bir
plakanin oyuklarina uyacak sekilde tasarlanmistir (Sekil 12). Bu sekilde sistemde olasi
cevresel kirlenmenin Oniine gegilerek her bir ¢ikintida esdeger kabul edilebilecek biyofilm
olusumu saglanir. Daha sonra bu cikintilar kirilarak burada olusan biyofilm iizerinde
calisilacak maddenin antibiyofilm aktivitesi arastirilir ya da biyofilm olusmadan o6nce
kuyucuklara arastirilan madde eklenerek biyofilm olusumunu 6nleme etkisi incelenebilir. Bu
sistem ile lizerinde biyofilm olusmus cikintilarin oldugu kapak, icinde yikama soliisyonu
bulunan baska bir mikroplagin iizerine kapatilir ve 1-2 dakika bekletilir. Yikama ile
planktonik formlar uzaklastirildiktan sonra ¢ikintilar kirilarak sonikatore yerlestirilir. Boylece
cikintilardaki  biyofilm mikroplaktaki c¢ozeltiye ge¢mis olur. Planktonik formdaki

bakterilerden de kontrol amaciyla mikroplak hazirlanir ve karsilastirma yapilir. MIK degeri
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planktonik formlarmn bulundugu mikroplaktaki bulaniklik kontrol edilerek veya 650 nm’de
optik dansite 6lglimiiyle saptanir (185).

Sekil 12. Cikintih kapakh mikroplak (185)

Bio-Timer (BT) Yontemi

Bu yontem; mikroorganizmanin metabolizmasina bagl olarak, besiyerindeki indikator
yardimiyla besiyeri renginin degisimi i¢in gegen siire dlgiilerek, inokulumun tespit edilmesi
esasina dayanir. Bunun igin calisilacak mikroorganizmalara uygun besiyerleri ve indikatorler
secilir. Besiyeri olarak genellikle Mueller Hinton Broth ve Sabouraud Liquid Medium;
indikatdr olarak ise fenol kirmizisi veya resazurin (mavi-mor) tercih edilir. Indikatorlii
besiyerleri steril edildikten sonra NaOH ve HCI yardimiyla ¢alisilacak pH degerleri ayarlanir.
24 kuyucuklu mikroplaklarin her birinde farkli inokulum incelenmek tizere; kuyucuklara
indikatorlii besiyeri eklenir. Ik kuyucuklara mikroorganizma siispansiyonu eklenerek diger
kuyucuklara dogru cift katli seri diliisyon yapilir. Her kuyucuktan, ilgili kati besiyerlerine es
zamanli pasaj yapilir. Mikroplaklar ve kati besiyerleri uygun inkiibasyona kaldirilir.
Mikroplaklardaki renk degisimi belirli zaman araliklarinda incelenir. Besiyerindeki renk
degisiminin goriildiigii siire cinsinden tespit edilir. Inkiibasyon sonunda kat: besiyerindeki
koloniler sayilarak renk degiminin gercgeklestigi stireye karst logio CFU grafigi ¢izilir. Ayni
islemler antimikrobiyal madde ile karsilastirllmis biyofilm kuyucuklarinda tekrarlanarak,

grafik yardimiyla biyofilm icerisindeki inokulum hesaplanir (186,187).
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Mikroskobik Yontemler

Cesitli ylizeylerde ve mikroplakta olusan mikrobiyal biyofilmlerin antibiyofilm ajanla
muamelesinden sonra bu materyaller taramali elektron mikroskopisi (SEM), transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) veya konfokal lazer tarama mikroskopisi (CLSM) gibi gesitli
mikroskoplar ile incelenebilir. Bu teknikte, biyofilm olusturulan yiizey yikanarak planktonik
formlar uzaklastirilir. Ardindan gluteraldehit ve kakodilik asit ile 4°C'de 16 saat boyunca
sabitleme yapilir. Sabitleme asamasini takiben yiizeyler 10 dk kakodilik asitle, 10 dk distile su
ile yikanarak once alkolle sonra havayla kurutulur ve SEM ile incelenir. CLSM i¢in biyofilm
incelenmesi yonteminde de,oncelikle biyofilm olusturulan yiizey yikanarak planktonik
formlar uzaklastirilir. Gluteraldehit ve fosfat tamponlu salin ile 4°C'de 16 saat boyunca
sabitleme yapilir. Yiizeyler 1 dk salin i¢inde durulanir. Uygun floresanlarla sabitlenir ve
CLSM kullanilarak incelenir (188).

Kristal Viyole Mikroplak Yontemi

Bu yontemde genellikle 96 kuyucuklu mikroplak tercih edilir. Yontem mikroplakta
bulunan biyofilmin boyanmas: ve boyanin yogunlugunun ELISA reader gibi bir cihazla
okunarak antibiyofilm etkisi arastirilan maddenin etkinliginin saptanmasina dayanir. Kati
besiyerinde liretilen mikroorganizma sivi besiyerine aktarilarak McFarland yogunlugunda
inokulum ayarlanir. Mikroplagin herbir kuyucuguna belirlenen miktarda mikroorganizma
siispansiyonu inokule edilir. Eger biyofilm olusumunu Onleyici aktivite arastirilacaksa
antimikrobiyal ajan bu agsamada eklenir. Mikroplaklar uygun kosullarda inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon siiresi sonunda mikroplaklar ters gevrilerek kuyucuk igerigi bosaltilir. Bosaltilan
kuyucuklar yavasca PBS (Phosphate Buffered Saline) gibi uygun bir yikama soliisyonuyla
yikanarak planktonik mikroorganizmalar uzaklastirilir. Biyofilmi yok edici aktivite i¢in tekrar
antimikrobiyal ajan ve besiyeri eklenerek uygun kosullarda inkiibasyona birakilir. Metanol
veya sodyum asetat gibi bir ajanla 10 dakika biyofilmin fiksasyonu saglandiktan sonra
kuyucuklara esit miktarda kristal viyole eklenerek 20 dakika boyanin biyofilme niifuz etmesi
beklenir ve kuyucuklar bosaltilarak yeniden yikama islemi yapilir. Bu asamada kristal viyole
biyofilm igerisindeki bakteri hiicrelerini boyamakta olup biyofilm yapisina katilmamis diger
hiicre ve maddeler yikama adimlariyla uzaklastirilmaktadir. Yiizeye tutunmus bakteri
hiicrelerine ve biyofilme zarar vermemek ve dogru sonuglar elde edebilmek i¢in yikama
islemlerinin yavas yapilmas1 gerekmektedir. Yikama sonrasinda mikroplaklar oda 1sisinda en
az 30 dk siireyle kurumaya birakilir. Kuruma sonrasinda mikroplaklar etanol, asetik asit veya

aseton gibi ajanlarla muamele edilir ve spektrofotometrik 6lglim yapan mikroplak okuyucu

32



cihazda belirli bir dalga boyunda 6l¢iim yapilarak, her bir kuyucuk i¢in optik dansite degeri
belirlenir. Cihaz tarafindan kaydedilen bu degerler, kontrol kuyucuklarinin ortalama optik
dansite degerleriyle karsilastirilarak antibiyofilm aktivitenin varligi ve derecesi saptanabilir.
Bu yontem ile antibiyofilm etkinligi Olctilebilir. Etken madde deneyin ilk asamasinda
eklenerek, biyofilm olusumuna etkisi (MBIK) saptanabilir. Aym zamanda, biyofilm
olusturulduktan sonra etken madde eklenerek, olgun biyofilme etkisi (MBEK) de tespit
edilebilir (189-191).

Biyofilme Gomiilii Bakteri Saymm Yontemi

Bu yontemde c¢esitli yiizeylerde veya mikroplaklarda olusturulmus biyofilmlerin
icerdigi bakteri sayisi belirlenir. Olusturulan biyofilmler, PBS ile yikanir ve kurutulur; bu
asamada biyofilme baglanmayan planktonik hiicreler ortamdan uzaklastirilmig olur. Ardindan
biyofilme steril serum fizyojik eklenerek, sonikasyona tabi tutulur. Boylece, biyofilme
gomiilii bakteriler agiga ¢ikmis olur. Buradan alinan sivilar seyreltilerek ya da direkt olarak
kat1 besiyerlerine ekilerek sayilir. Etken madde olusturulmus biyofilme eklenerek inkiibasyon
saglanir. Boylece, etken maddenin olmadigi grup ile eklenen grup arasindaki bakteri

sayisindaki azalma logaritmik olarak hesaplanmis olur (182).

Dama Tahtas1 Yontemi

Kombine bilesiklerin, antibiyofilm duyarliliklarinin tespitinde kullanilan ise sinerji
testidir. Ayni test, farkli bilesiklerin antimikrobiyal duyarlilik testlerinde kombine etKiyi
saptamada kullanilmaktir (192).

Dama tahtasi testinde, farkli ilaclarin, farkli konsantrasyonlar1 96 kuyucuklu plak
iizerinde karsilastirilarak  biyofilme kombinasyon etkinlikleri test edilir. Ilaglarm
kombinasyondan elde edilen MBEK degerleriyle tek baslarina olan MBEK degerleri oranlanir
ve fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu (FIK) bulunur. Ardindan kombinasyondaki ilaglarin
FIK degerleri toplanir ve fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu indeksi (FIKI) hesaplanir. Her
maddenin FIK degeri, iireme goriilmeyen kuyudaki en diisiik antibiyofilm madde
konsantrasyonunun, o maddenin tek basina ayni susa karsi saptanan MBEK degerine
boliinmesi ile elde edilir (193,194).
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Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemlerde mikroorganizmalarda biyofilm iligkili genlerin varlig
aranmaktadir. Bu amagla en ¢ok polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction,
PCR) kullanilmaktadir. PCR, DNA igerisinde yer alan dizisi bilinen iki segment arasindaki
Ozgiin bir bolgeyi ileri ve geri primerler kullanilarak in-vitro kosullarda amplifiye etmeye
yarayan yontemdir. Biyofilm iligkili genlerin taranmasinda ve antibiyofilm iliskili
caligmalarda birden fazla PCR ¢esidi kullanilmaktadir. Bunlardan konvansiyonel PCR, real-
time PCR ve multiplex PCR siklikla tercih edilmektedir.

Konvansiyonel PCR; PCR tiipii igerisine kalip DNA’nin, primerlerin, uygun tampon,
enzim ve kimyasallarin konularak yapildigi temel PCR yontemidir. Goriintiilenmesinde
agaroz jel elektroforezi kullanilmaktadir. Biyofilm iliskili calismalarda saptanmak istenen
biyofilm geninin 6zgiin ileri ve geri primerleri tasarlanarak PCR reaksiyonuna alinir.

Real-time PCR, niikleik asit ¢ogalmasiyla es zamanli olarak artig gosteren floresans
sinyalin olgiilmesiyle kisa siirede sonu¢ verebilen bir PCR yontemidir. Kantitatif real-time
PCR (qRT-PCR) yonteminde mikroorganizmalarda biyofilm iligkili genlerin varhgi
aranmaktadir. Boylece biyofilm yapan mikroorganizmalar saptanabilmektedir. Ayrica,
kantitatif real time PCR yontemleri kullanilarak biyofilm olusumundan sorumlu oldugu
diisiiniilen genlerin degisik kosullar altindaki gen ekspresyon seviyeleri saptanabilir. Ornegin,
antimikrobiyal ajan igeren ve igermeyen ortamlardaki bakterilerin qRT-PCR ile gen
ekspresyon seviyeleri saptanabilir. Gen ekspresyon analizlerinde referans (housekeeping) gen
olarak 16S rRNA geni kullanilir. Daha sonra qRT-PCR cihazi i¢in ticari olarak temin edilen
uygun izolasyon Kiti ile RNA izole edilir. Ardindan komplementer DNA (cDNA) sentezi ile
¢ogalma evresine gegilir. Bu evreyi preinkiibasyon ve amplifikasyon asamalari izler ve
ardindan genlerin ekspresyon seviyeleri analiz edilir. Biyofilm iligkili genlerin ekspresyon
seviyesi analizleriyle farkli kosullara ve ajanlara maruz birakilmis mikroorganizmalardaki
biyofilm genlerinin ekspresyon seviyelerindeki artis veya azaliglar tespit edilmektedir.

Multiplex PCR; ayn1 kalip DNA dizisini ¢ogaltmak amaciyla ayn1 reaksiyon igerisine
birden fazla primer ilave edilerek ¢ogaltma islemi yapilan yontemdir. Bu yontem ile ¢ok
saylda biyofilm iliskili genin varligi tek bir g¢alisma ile ortaya konabilmektedir.
Mikroorganizmalarda biyofilm olusumu kompleks bir yapiya sahip olup; olusumundan birden
fazla gen sorumludur. Bu amagla multiplex PCR’1n kullanimi1 bu tarz ¢alismalarda énem arz

etmektedir. Biyofilm iligkili genlerin saptanmasi igin hizli ve pratik bir yontemdir (182,195).
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Kiitle Spektrometrisi (MS)
Biyofilm igerigi bol miktarda EPS ve ekstraselliiler enzimler icermektedir. Biyofilm
matriksindeki bu protein yapilar ve EPS gibi karmasik yapilarda kiitle spektrofotometresi ile
incelenebilmektedir. Biyofilm matriksinde devam eden kimyasal siiregler bu yontemle
incelenmektedir. Bu amagla 6zellikle MALDI-TOF MS (Matriks assisted laser desorption
flight Bu

mikroorganizmalarin protein yapilarini iyonize ettikten sonra vakumlanmis ¢emberlerdeki

ionization time of mass  spectrometry)  kullanilmaktadir. yontem,

elektriksel alandan gegirerek protein profillerinin ¢ikarilmasi esasina dayanir. Bu yontem ile
etken madde sonucu biyofilm matriksindeki protein degisimleri ve bakteri yiizey

proteinlerinde meydana gelen degisimler ve bakteri biiylimeleri izlenebilmektedir. Bu

yontemin maliyeti ve hassasiyeti yiiksektir (196).

Antibiyofilm ajanlarinin etkisini

Ozetlenmistir.

saptamada kullanilan yontemler Tablo 8’de

Tablo 8. Antibiyofilm ajanlarmmin etkisini saptamada kullanilan yoéntemler,
uygulamalari ve amaclar:
Yontem Uygulama Amaci
|
Calgary Yontemi Calgary cihazi ile yapilan yontemdir. Uygulanan ajanin olusmus biyofilme

etkisini dlger.

Bio-Timer Yontemi

24 kuyucuklu mikroplaklarda indikatorlii
besiyeri ile yapilan yontemdir.

Uygulanan ajanin biyofilme kars1
etkisini logy CFU grafigi gizilerek
Olger.

Mikroskobik
Yontemler

Cesitli yiizeylerde ve mikroplakta olusan
mikrobiyal biyofilmlerin goriintiilenmesi
esasina dayanan yontemdir.

Uygulanan ajanin etkisini mikrobiyal
goriintiilemedeki degisimine gore 6lger.

Mikroplak Yontemi

96 kuyucuklu mikroplakta yapilan
kolorimetrik temelli bir yontemdir.

Uygulanan ajanin hem biyofilm
iiretimine hem de olugmusg biyofilme
kars1 etkisini dlger.

Bakteri sayim Yontemi

Cesitli yiizeylerde veya mikroplaklarda
olusturulmus biyofilmlerin igerdigi bakteri
sayis1 belirlemeye yarayan yontemdir.

Uygulanan ajanin biyofilme {iretimine
ve olusmus biyofilme karsi etkisini
logio bakteri sayisi degisimini dlger.

Dama Tahtasi
Y ontemi

Farkli ilaglarin, farkli konsantrasyonlari ile
biyofilme etkisi hesaplanir.

Uygulanan ajanin biyofilme kars1
etkisini FIK degeri hesaplanarak
saptanir.

Molekiiler Yontemler
(QRT-PCR)

Spesifik biyofilm genlerinin ekspresyon
seviyelerinin 6lgiimiine dayanir.

Uygulanan ajanin biyofilm genlerinin
ekspresyon seviyelerindeki degisim
saptanir.

Kiitle
Spektrofotometrisi

Biyofilm matriksindeki proteinler izlenir.

Uygulanan ajanin biyofilm
matriksindeki protein seviyelerindeki
degisim izlenir.
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GEREC VE YONTEMLER

Kullanilan Arag ve Gerecler

96 kuyucuklu mikroplate (Lp Italiana Spa)
Analitik terazi (Ohaus)

Bakteri Izolasyon ve Tanimlama kiti (Microgen® Staph-ID)
Beher

Biyogiivenlik kabini Sinif II (Metisafe)
Boncuklu Bakteri Saklama Tiipii (Or- Bak)
Cok kanall1 otomatik mikropipetler (Eppendorf)
Deney tiipt

Densitometre (Biosan)

Derin Dondurucu (Argelik)

Ekiivyon ¢ubugu

Elisa reader (Thermo)

Erlen

Etiiv (Redline by binder)

Manyetik Karistiric1 (VELP)

Mikropipet ucu (Axygen)

Milipor filtre (0.22pum) (Milipore®)

Otoklav (Daihan Scientific Maxterile 47 It)
Paslanmaz ¢elik pens

Paslanmaz ¢elik spatiil

Pastor firin1 (Daihan)

Petri kab1 (Firatpen)

pH metre (Thermo)

Real Time PCR cihazi (Roche)

RNA izolasyon kiti (Bio-Speedy)

Santrifiij (Vwr)

Sonikator (Wisd)

Tek kanalli otomatik mikropipetler (Eppendorf)
Tek kullanimlik steril 6ze

Vortex (VELP)
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Kullanilan Kimyasal Malzemeler
Agar agar (Sigma)

Ampisilin (Mustafa Nevzat Pharma)
Binding buffer (Bioeksen)

D-Glukoz (Difco)

Distile su

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Gene On)
Elisyon soliisyonu (Bioeksen)
Etanol(%96) (Sigma)

Glasiyal asetik asit (Sigma)

Gliserol

Hidroklorik asit (HCI) (Sigma)
Izoproponol (Sigma)

Kristal viyole (Sigma)

Metanol (Sigma)

Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck)
Mueller Hinton Broth (MHB) (Merck)
NAC (Sigma)

PBS (Sigma)

Primerler (Macrogen)

Serum fizyolojik

Sybeer green (BioRad)

Tag DNA polimeraz Seti (Gene On)
Triptik Soy Agar (TSA) (LabM)
Triptik Soy Broth (TSB) (LabM)

Tris (Applichem)

Ultra saf su

Vankomisin (Mayne Pharma.)

Wash buffer (Bioeksen)

Mikroorganizmalar

Calismada, Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen c¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen ve stafilokok oldugu
bildirilen 170 adet bakteriden, biyofilm olusturan toplam 50 adet S. aureus ve S. epidermidis
izolati kullamildi. Kalite Kontrol susu olarak, Trakya Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin edilen; Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Escherichia coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC
29212,S. aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis NCTC 11047 standart suslari
kullanildi. S. aureus ATCC 6538 ve S. epidermidis NTCC 11047 biyofilm pozitif kontrol; S.
aureus ATCC 29213 biyofilm negatif kontrol olarak ¢alismalarda kullanildi. Gram boyama ve
katalaz testlerini takiben ‘Microgen® Staph-ID’ kiti ile klinik izolatlarin stafilokok oldugu
dogrulanarak c¢alismaya alindi. Her izolat boncuklu kriyoviallerde (Or-Bak) stoklanarak,
-80°C’de saklandi. Calismamizda kullanilan bakteri izolatlarinin numaralari, elde edildigi

hasta grubu ve izole edildigi 6rnek tiirii Tablo 9’da gosterilmistir.
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Tablo 9. Bakteri izolatlarinin numaralari izole edildikleri hasta gruplari ve 6rnekleri

BAKTERI - . 2
NUMARASI BAKTERI ISMI HASTA GRUBU ORNEK

1 MRSA Dahili Yogun Bakim Servisi Kan

2 MRSA Acil Poliklinigi Kan

4 MSSA Acil Poliklinigi Kan

8 MSSA Acil Polikilinigi Kan

9 MSSA Koroner Yogun Bakim Servisi Kan

11 S.epidermidis DahiliYogun Bakim Servisi Bos

12 MSSA Acil Poliklinigi Kan

13 MRSA Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi Aspirat

18 S.epidermidis Cerrahi Yogun Bakim Servisi Kan

19 S.epidermidis Genel Cerrahi Servisi Katater

21 MRSA EnfeksiyonServisi Kan

22 MRSA Plastik Cerrahi Kan

26 MSSA Beyin ve Sinir Cerrahisi Servisi Doku biyopsi
40 MSSA Enfeksiyon Servisi Yara siiriintiisii
42 MSSA Plastik Cerrahi Servisi Doku biyopsi
45 MSSA Acil Poliklinigi Idrar

49 MSSA DahiliYogun Bakim Servisi Kan

53 S.epidermidis Acil Poliklinigi Katater

56 S.epidermidis DahiliYogun Bakim Servisi Kan

59 MSSA Cocuk Yeni Dogan Servisi Kan

60 MSSA Nerfroloji Servisi Kan

61 MRSA Medikal Onkoloji Servisi Kan

64 MRSA Ortopedi Servisi Doku biyopsi
65 MSSA Hematoloji Servisi Kan

66 MSSA Enfeksiyon Servisi Aspirat

67 MSSA Deri Ve Ziihrevi Hastaliklar Yara siiriintiisii
73 MSSA Kulak Burun Bogaz Poliklinigi Aspirat

76 MSSA Ortopedi Servisi Doku biyopsi
80 S.epidermidis Reanimasyon Unitesi Solunum sekresyonu
83 MSSA Onkoloji Servisi Kan

91 MSSA DahiliYogun Bakim Servisi Solunum sekresyonu
92 MSSA Plastik Cerrahi Servisi Aspirat
109 S.epidermidis Acil Poliklinigi Yara siiriintiisii
110 S.epidermidis Gogiis Hastaliliklar1 Servisi Kan

112 S.epidermidis Plastik Cerrahi Servisi Doku biyopsi
115 MRSA DahiliYogun Bakim Servisi Kan

121 MRSA Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi Kan

127 S.epidermidis Cerrahi Yogun Bakim Servisi Kan

129 S.epidermidis Cerrahi Yogun Bakim Servisi Kan

130 MSSA Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi Aspirat
136 MSSA Cocuk Genel Servisi Idrar

141 MSSA AcilPoliklinigi Yara siiriintiisii
152 S.epidermidis Norosirurji Servisi Kan

M1 MRSA Kardiyoloji Servisi Kan

M2 MRSA Cerrahi Yogun Bakim ETA

M3 MRSA Beyin ve Sinir Cerrahi Servisi Idrar

M7 MRSA Plastik Cerrahi Servisi Doku

M8 MRSA Onkoloji Servisi Kan
M11 MRSA Dahili Yogun Bakim Servisi ETA
M13 MRSA Enfeksiyon Servisi Katater
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Stafilokok Izolatlariin identifikasyonu

Calismamizda stafilokok izolatlarinin identifikasyonu igin ticari olarak temin edilen

Microgen® Staph-ID kiti kullanildz.

Microgen® Staph-ID kiti

stafilokok tiirlerinin

identifikasyonu i¢in gelistirilmis 12 substrat igeren biyokimyasal bir test sistemidir (Tablo

10). Oncesinde tiim izolatlar Gram boyama ile boyand1 ve katalaz testi yapildi. Kat1 kiiltiirden

lam iizerine alinan bakteri kolonisi {lizerine, H20: ilave edildi. Gaz kabarciklar1 gozlenen

izolatlar, katalaz pozitif; gozlenmeyenler ise katalaz negatif olarak tespit edildi.

Tablo 10. Microgen® Staph-ID Kiti referans substratlari ve reaksiyon degerlendirmesi

Kuyucuk Reaksiyon Tamimlama Pozitif Negatif
1 Sukroz
2 Trehaloz
3 Mannitol Karbonhidrat fermentasyonu-Fenol S
4 N-Asetil red ayiract ile kirmizidan sartya renk S /,lfl - Kirmizi
Glukozamin degisimine neden olur an/iuruncu
5 Mannoz
6 Turanozun
P-nitrofenil fosfatin alkalin fosfotaz
7 Alkalin Fosfataz ile hidrolizi sonucu sar1 nitrofenoliin Sar1 Renksiz
iiretilmesi
P-nitrofenil $-D glikopiranosid'in -
8 Glukozidaz Glukozidaz ile hidrolizi sonucu Sari Renksiz
sar1 nitrofenoliin iiretilmesi
O-nitrofenil B-D glukuronidin f-
9 Glukoronidaz Glukuronidaz tarafindan hidrolizi Sar1 Renksiz
sar1 nitrofenol {iretimi ile sonuglanir
Nitrat a-Naftilamin ve Siilfanilik
9 Nitrat Asit ilavesinden sonra koyu kirmizi Kirmizi Sart
olusturan nitrite indirgenir
Ure hidrolizi, amonyak olusumuyla
- sonuglanir. Fenol kirmizisi doniisen Solgun
10 Ureaz pH’da bir artisa neden olur saridan Koyu Pembe Somon Rengi
pembeye / kirmiziya doner
Arginin, ornitin, amonyak ve CO;'ye
arginin dihidrolaz ile doniistiiriiliir.
pH’da bir artisa neden olur ve
11 Arginin bromothymol mavisinin renginde Yesil/Mavi Sar1/Yesil
yesilden maviye bir degisim olur
48 saat sonra yesil reaksiyonlar
negatiftir.
L-pirolidonil-beta- naftilamid Kirmizi/Koyu Renksiz/Soluk
12 PYR L -
hidrolizi Pembe Somon Rengi
LAT CF i¢in Lateks Agliitinasyon testi ve
Protein A veya tiip koagiilaz testi
Goriinir koloni pigmentasyonunun
CPG . .
geligimi (krem altin renkli)

Triptik Soy Agar (TSA) besiyerinde saf koloniler halinde 18-24 saat iiretilen izolatlar,

kitin igerisinde bulunan siispansiyon igerisinde karistirildi. Kitin igerisinde bulunan panelin

yiizeyindeki geri yapiskanl serit kaldirilarak bakteri siispansiyonundan her kuyucuga 100 pL
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eklendi. Arjinin ve {ireaz kuyucuklarina ilave olarak 3 damla mineral yag eklendi. Geri
yapiskanli serit tekrar yapistirilarak 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda
tim kuyucuklar okundu. Reaksiyonlar okunduktan sonra beta-glukuronidaz kuyucuguna
nitrat-A ve nitrat-B reaktifleri, L-pirolidonil-beta-naftilamid (PYR) hidrolizi kuyucuguna da
PYR reaktifi eklendi. Tiim sonuglar kaydedilip pozitif sonuglar toplanarak bir kod elde edildi.
Kod kitle birlikte temin edilen Microgen Dogrulama Programina girilerek sonug analiz edildi

(Sekil 13).
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Sekil 13. Microgen® Staph-ID Kiti renk tablosu

Kristal Viyole Mikroplak Yontemi ile Biyofilm Olusumunun Gosterilmesi

Bu yontemin temel prensibi, biyofilm tabakay: olusturan bakteri ve ekstaseliiler
matriksin negatif yiiklii molekiilleri bazik bir boya olan kristal viyole ile boyanarak
spektrofotometrik olarak l¢lilmesine dayanmaktadir (190-191).

Stafilokok olduklar1 dogrulan 170 adet bakteri izolati, -80°C’den ¢ikartilarak triptik
soy agara pasajlandi. Bakterilerin safliklar1 kontrol edildikten sonra, biyofilm olusumunu
artirmak amactyla %5 glukoz igeren triptik soy agara ardigik olarak iki kez pasajland1 (Sekil
14). Inkiibasyonu takiben %5 glukoz igeren triptik soy agarda iiretilen bakterilerden,
McFarland 0,5 yogunlugunda bakteri slispansiyonu hazirlandi. Bu islemin ardindan, %5
glukoz igeren triptik soy broth besiyerinden 100’er pL alinarak, 96 kuyucuklu mikroplaklara
aktarildi. Tiim kuyucuklara McFarland 0,5 (108 CFU/mL) yogunlugunda hazirlanan bakteri
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siispansiyonundan 100 pL eklendi ve 18-24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra
kuyucuklar PBS (0.01 M potasyum fosfat tamponu) ile 5 kez yikandi. Ardindan tim
kuyucuklara 200 puL metanol eklenip 10 dakika bekletilerek fikse edildi ve yikama islemi
yapildi. Tiim kuyucuklara 200 pL kristal viyole eklenerek, 20 dakika boyunca boyama islemi
yapildi. Plaklar, musluk suyu ile yikandi ve kurutuldu. Tiim kuyucuklara 200 pL %33’lik
glasiyal asetik asit eklendi ve plak okuyucuda (bio-tek plate reader) 570 nm dalga boyunda
optik dansite dlgiilerek, biyofilm yoniinden degerlendirildi (Sekil 15) (191).

Sonuglarin degerlendirilmesi su sekilde yapilmistir: Negatif kontrol kuyucuklarindan
(S.aureus ATCC 29213) saptanan ortalama degerlerin (OD) {izerine 3 standart degerin (SD)
eklenmesiyle sinir deger (cut-off/ODc) belirlendi ve buna gore her bir bakteri i¢in hazirlanmig
olan iiger kuyucuktan elde edilen OD degerlerinin ortalamasi sinir degerin iizerinde olan
izolatlar biyofilm pozitif olarak kabul edildi. OD degeri sinir degerle bunun 2 kati arasinda
olanlar zayif (+), 2-4 kat1 arasinda olanlar orta (++), 4 kat1 lizerinde olanlar ise kuvvetli
biyofilm pozitif (+++) olarak adlandirilmigtir. Sinir deger hesaplama ve biyofilm yogunluk

kategorileri Tablo 11’de gosterilmistir (197). Tim deneyler 3 paralel olacak sekilde

caligilmistir.

Sekil 14. %5 glukoz iceren triptik soy agarda iiremis stafilokok kolonileri
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Sekil 15. Kristal viyole-mikroplak yontemi ile biyofilm olusumunun tespiti

Tablo 11. Simir deger (ODc) ve biyofilm yogunluk kategorileri (197)

ODc= OD (negatif kontrol) + 3xSD (negatif kontrol)

OD <0Dc biyofilm negatif

ODc < OD <2x0Dc zay1f diizeyde biyofilm pozitif (+)
2x0Dc < OD <4x0Dc orta diizeyde biyofilm pozitif (++)
4x0ODc < OD kuvvetli diizeyde biyofilm pozitif (+++)

Sefoksitin Testi

S. aureus izolatlarinda metisilin direncinin gosterilmesi i¢in CLSI M100-S28 (180)
onerileri dogrultusunda; disk difiizyon yontemiyle sefoksitin testi yapildi. MHA besiyeri
besiyerinin kalinlig1 yaklasik 4 mm olacak sekilde, 90 mm ¢apli petrilere 25 mL dokiilerek
diiz bir zeminde katilagsmasi saglandi. McFarland 0,5 yogunlugunda dogrudan koloni
stispansiyonu yontemi ile inokulum hazirlandi. Steril pamuk uglu ekiivyon silispansiyona
batirilip fazla sivi tiipiin i¢ duvarinda alindiktan sonra yiizeyi tamamen kuru olan besiyeri
yiizeyine yayma ekim yOntemi ile ekim yapildi. Ekim yapilan alana, 30 pg sefoksitin diski
yerlestirilip; 37°C’de 16-18 saat inkiibasyona birakild. Inkiibasyonu takiben, diskin etrafinda

olusan inhibisyon zon ¢api, kumpas yardimiyla 6l¢iildii. Zon ¢api, 22 mm’den kiigiik olan

bakteriler, MRSA olarak degerlendirilip, ¢alismaya alind1 (180).
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Mikrodiliisyon Yontemi

Antimikrobiyal duyarlilik testleri CLSI M100-S28 6nerileri  dogrultusunda
gerceklestirildi (180). Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212 standart suslari
kalite kontrol suslar1 olarak kullanildi.

Calismada Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck) ve katyon ayarli Mueller Hinton
Broth (MHB) (Merck) kullanildi. Besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi.
Mikrodiliisyon testi i¢in 96 kuyucuklu mikroplaklara 100 pL hacimde eklendi. MHA
plaklarinda firetilen S. aureus ve S. epidermidis kolonileri 6ze ile alinarak steril serum
fizyolojik igerisinde siispanse edildi. Stispansiyonun bulanikligi, McFarland 0,5 standardina
uygun bulanikliga ayarlandi. McFarland yogunlugu densitometre cihazi (Biosan) kullanilarak
saptandi. Bakteri siispansiyonu McFarland 0.5 yogunluguna (Sekil 16) ayarlandiktan sonra
1:100 oraninda diliie edilerek 5x10° CFU/mL yogunlugunda kullanilds.

N-asetilsistein (NAC), ampisilin ve vankomisin stok soliisyonlari, steril distile suda
¢oziilerek hazirlandi. Stok soliisyonlar1 hazirlanan NAC, ampisilin ve vankomisin
mikrodiliisyon plaklarinin ilk kuyucuklarina 100 pL hacimde eklendi, bdylece stok
soliisyondaki madde konsantrasyonuyar1 yartya sulandirilmis oldu. Cok kanalli mikropipet
(Eppendorf®) kullanilarak c¢ift kath diliisyon yapilarak, mikrodiliisyon plaklarinin takip eden
kuyucuklarinda da madde konsantrasyonu her defasinda yar1 yariya azaltildi. Sonug olarak
mikroplaklarda NAC’in 4075-64 pg/mL; ampisilin ve vankomisinin 16-0,016 pg/mL seri
konsantrasyonlar1 elde edildi. Diliisyon isglemi tamamlandiktan sonra, mikrodiliisyon
plagindaki her kuyucuga, hazirlanan inokulum siispansiyonundan 10 pL inokiilasyon yapildi.
Her mikrodiliisyon plaginda sadece besiyeri ve mikroorganizma igeren, sadece besiyeri iceren
kontrol kuyucuklar1 eklendi. Bakteri inokiile edilmis mikrodiliisyon plaklari 37°C’de 18-24
saat inkiibe edildi.

MIK (Minumun Inhibitér Konsantrasyonu), mikroorganizmanm mikrodiliisyon
kuyucuklarindaki {iremesini tamamen inhibe eden en diisilk madde konsantrasyonu olarak
saptandi. Boylece izolatlarin antibiyotiklere ve NAC’a duyarliliklart saptand: (Sekil 17). Tiim
deneyler 3 paralel olacak sekilde ¢alisildi.
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Sekil 16. Mikrodiliisyon yontemi i¢cin McFarland 0,5 standart yogunlugunda bakteri

siispansiyonu hazirlanmasi

Sekil 17. Mikrodiliisyon yontemi ile bakterilerin MiK degerlerinin belirlenmesi
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MIK degerleri iizerine NAC’1n etkisinin Dama Tahtas1 Yontemi ile Arastirilmasi

Dama tahtas1 yonteminde, doksan alt1 kuyucuklu, U tabanli mikroplaklarin soldan saga
ilk 10 kuyucuguna antibiyotigin (16-0,016 pg/mL) seri sulandirimlari, bir baska mikroplagin
yukaridan asagi ilk 8 kuyucuguna ise NAC’1n (4075-64 ug/mL) seri sulandirimlar: dagitildi.
Iki plagm igerikleri baska bir mikroplakta birlestirildi (Tablo 12). Kullanilan antibiyotiklerin
konsantrasyon araligi, MiK degerlerine gore tespit edildi. MHA plaklarinda iiretilmis olan S.
aureus ve S. epidermidis kolonilerinden 6ze ile alinarak steril serum fizyolojik igerisinde
siispanse edildi. Siispansiyonun bulanikligi, McFarland 0,5 standardina uygun bulanikliga
ayarlandi. Bakteri siispansiyonu McFarland 0,5 yogunlugunda ayarlandiktan sonra 1:100
oraninda diliie edilerek, 5x10° CFU/mL yogunlugunda kullanildi. Hazirlanan inokiiliim NAC
ve antibiyotiklerin seri sulandirimlarinin konsantrasyonlarini i¢eren plaklara her kuyucuga 10
uL olacak sekilde eklendi. Plaklar 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi (Sekil 18) (192,193).

Kombinasyon testinin degerlendirilmesi fraksiyonel inhibitdr konsantrasyonu (FIK)
indeksine gore yapildi. Dama tahtasi yontemi uygulanarak antibiyotiklerin ve NAC’1n bir¢ok
farkli konsantrasyon kombinasyonu denenerek, birlikte etkili olduklari en uygun
konsantrasyon kombinasyonu tespit edilmis oldu. Tiim deneyler 3 paralel olacak sekilde

caligilmigtir (198).
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Sekil 18. Dama tahtas1 yonteminde sonuclarin degerlendirilmesi
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Tablo 12. Antimikrobiyal duyarhlik i¢cin dama tahtasi testinde kullamlan antibiyotik (ampisilin veya vankomisin) ve NAC’1n kullanilan

konsantrasyonlari (ug/mL) ve FIK hesaplanmasi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0,5/0 0,25/0 0,125/0 0,063/0 0,031/0 0,016/0
B 0/4075 16/4075 8/4075 4/4075 2/4075 1/4075 0,5/4075 | 0,25/4075 | 0,125/4075 | 0,063/4075 | 0,031/4075 | 0,016/4075
c 0/2038 16/2038 8/2038 4/2038 2/2038 1/2038 0,5/2038 | 0,25/2038 | 0,125/2038 | 0,063/2038 | 0,031/2038 | 0,016/2038
D | 0/1018 16/1018 8/1018 4/1018 2/1018 1/1018 0,5/1018 | 0,25/1018 | 0,125/1018 | 0,063/1018 | 0,031/1018 | 0,016/2038
E 0/509 16/509 8/509 4/509 2/509 1/509 0,5/509 0,25/509 | 0,125/509 | 0,063/509 | 0,031/509 | 0,016/509
F 0/254 16/254 8/254 4/254 2/254 1/254 0,5/254 0,25/254 | 0,125/254 | 0,063/254 | 0,031/254 | 0,016/254
G 0/127 16/127 8/127 4/127 2/127 1/127 0,5/127 0,25/127 | 0,125/127 | 0,063/127 | 0,031/127 | 0,016/127
H 0/64 16/64 8/64 4/64 2/64 1/64 0,5/64 0,25/64 0,125/64 0,063/64 0,031/64 0,016/64

e 1A Kontrol kuyucugu (sadece besiyeri ve bakteri igerir): sar1 renk

e 1 (B-H) Sadece NAC’m seri diliisyonu: yesil renk
e A (2-12) Sadece antibiyotigin (ampisilin ya da vankomisin) seri diliisyonu: pembe renk
e Diger kuyucuklar antibiyotik/NAC kombinasyon konsantrasyonlari: mavi renk

FiKantibiyotik = MIK ab kombinasyon/MIKantibiyotik
FiKNAC = MiKNAC kombinasyon/ MiKNAC
FiK1 = FiKantibiyotik + FIKnac
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Antibiyofilm Aktivite Testleri I¢cin Bakteri Inokulumunun Belirlenmesi

Antibiyofilm aktivite deneyinde kullanilacak olan bakteri inokulumunu belirlemek
icin, 100 pL %5 glukoz eklenmis Mueller Hinton Broth besiyeri i¢eren 96 kuyucuklu plaklara
McFarland 0,5 yogunlugunda hazirlanan ve degisik oranlarda diliie edilen bakteri
siispansiyonlar1 100 pL olacak sekilde pasajlandi. Pasajlanan bakteriler, 37°C’de inkiibe
edilerek sirasiyla 6, 12, 18, 24, 32, 48 saat bekletildi. Ardindan bu plaklar, PBS ile yikanarak,
kuyucuklara tekrar sivi besiyeri eklendi ve ultra sonikatorde (40 kHz’de 15 dk; soguk distile
su ilavesiyle) bekletilerek biyofilm igerisindeki bakterilerin besiyerine ge¢gmesi saglandi. Sivi
besiyerindeki bakteriler, 1/10, 1/100, 1/1000 ve 1/10000 oraninda sulandirilarak Mueller
Hinton Agara ekim yapildi. Besiyerleri 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildikten sonra koloniler
sayild1 (Sekil 19). Bu yontemle bakterilerin hangi inkiibasyon kosullarinda ve hangi siirede
olusturduklart biyofilmin igerdigi bakteri sayisinin, antibiyofilm aktivite calismalari igin

gerekli inokuluma yakin oldugu saptanarak bir 6n degerlendirme yapilmasi saglandi.

Sekil 19. Sonikasyon islemi sonrasi iiremis bakteri kolonileri

Antibiyofilm Aktivitenin belirlenmesi
Bu ¢alisma igin oncelikle, %5 glukoz eklenmis MHB besiyeri i¢eren 96 kuyucuklu
diiz tabanl plaklara, McFarland 0,5 yogunlugunda ayarlanmis bakteri inokulumlari 100 pL
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eklenerek 18 saat inkiibasyona birakildi (Sekil 20). Bu asamada inkiibasyon i¢in kullanilan

kosullar, yapilan 6n degerlendirme ¢alismalari ile tespit edilen bilgiler ¢ergevesinde ayarlandi.

Sekil 20. Antibiyofilm aktivitenin belirlenmesi icin bakterilerin biyofilm olusturma

islemine alinmasi

Inkiibasyon siirelerinin bitimine dogru; %5 glukoz eklenmis MHB besiyeri, 96
kuyucuklu plaklara 100 pL olacak sekilde dagitildi. Ampisilin (8000 pg/ml), vankomisin
(8000 pg/ml) ve NAC’in (16384 ug/ml) stok soliisyonlar1 hazirlanarak 96 kuyucuklu
plaklarin ilk kuyucuguna 100 uL olacak sekilde eklendi. Ik kuyucuktan itibaren 100 pL
aktararak ¢ift katl seri sulandirim yapildi. Biyofilm olusturmak {izere inkiibasyona birakilmis
olan plaklar inkiibatorden c¢ikarilarak igerikleri bosaltildi. Bu plaklarin tabaninda olusan
biyofilm inokulum olarak kullanildi. Cift katli seri sulandirim yapilarak hazirlanmig olan
plaklarin igerigi, inokulum iceren bu plaklara aktarildi (Sekil 21). 18-24 saat 37 °C’de
inkiibasyonu takiben tiiremenin goriilmedigi en diisiik ilag konsantrasyonlarinin oldugu

kuyucuktaki madde miktarlart MBEK olarak saptandi (182, 193).
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Sekil 21. Kullanilan maddelerin kombinasyonlarinin antibiyofilm etkisinin belirlenmesi

Antibiyofilm etkinin saptanmasinda kullanilan madde kombinasyonlarinin etkisini
incelemek i¢in dama tahtasi yontemi kullanildi. Bunun i¢in %5 glukoz eklenmis MHB
besiyeri, 96 kuyucuklu plaklara 100 pL olacak sekilde dagitildi. Ampisilin (16000 pug/ml) ,
vankomisin (16000 pg/ml) ve NAC’m (32768 pg/ml) stok soliisyonlari hazirlanarak 96
kuyucuklu plaklarm ilk kuyucuguna 100 pL olacak sekilde eklendi. ilk kuyucuktan itibaren
100 pL aktararak cift kathi seri sulandirim yapildi. Doksan alti kuyucuklu, U tabanh
mikroplaklarin soldan saga ilk 10 kuyucuguna vankomisin ve ampisilinin seri sulandirimlari,
bir bagska mikroplagin yukaridan asagi ilk 8 kuyucuguna ise NAC’in seri sulandirimlar
dagitilarak ve bu iki plagin igerikleri bagka bir mikroplakta birlestirildi (Tablo 13). Biyofilm
olusturmak {tizere inkiibasyona birakilmis olan plaklar inkiibatorden c¢ikarilarak igerikleri
bosaltildi. Bu plaklarin tabaninda olusan biyofilm inokulum olarak kullanildi. Iki plagmn
icerigi birlestirilerek hazirlanmis olan plaklarin igerigi, inokulum iceren bu plaklara aktarildi.
18-24 saat 37°C‘de inkiibasyonu takiben {iremenin gorilmedigi en diisiik ilag
konsantrasyonlarinin oldugu kuyucuklardaki madde miktarlart MBEK olarak saptandi.

Bu asamada, sadece biyofilm olusumu gerceklesen ve madde igermeyen kontrol
kuyucuklar1 ve dama tahtasi1 yonteminde MBEK olarak tespit edilen tiim kuyucuklardan
triptik soy agara 100 pL yayma ekim yontemiyle ekim yapildi. Ekim yapilmadan once
plaklarin igerikleri bosaltilip, 5 kez PBS ile yikandiktan sonra, plaklarin igerisine steril serum
fizyolojik 100 pL eklenerek, sonikatorde 15 dk bekletildi (Sekil 22). Bu islem sonrasinda
kuyucuklardan alinan 6rnekler; 1/10, 1/100, 1/1000 ve 1/10000 oraninda sulandirilarak, 3’er
adet MHA besiyerine pasajlandi. Bu besiyerleri 37 °C‘de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonu

takiben bakteri kolonileri sayilarak, biyofilm igerisindeki mikroorganizma sayis1 hesaplandi.
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Ureme olmayan plaklara ekim yapilan kuyucuktaki konsantrasyon, MBEK olarak
degerlendirildi. Ureme olan plaklarda koloni sayilar1 hesaplanarak kontrol ile kiyaslandi ve
biyofilm igerisindeki bakterilerin kag CFU/mL azalma gosterdigi saptandi. Ayrica kontrol
kuyucugundaki bakteri sayisi (CFU/mL) baslangi¢ inokulumu olarak degerlendirildi (Sekil
23).

Kat1 besiyerlerine ekim yapilan tiim kuyucuklardan %50 soguk etanol igerisinde

ependorf tiiplere alinarak molekiiler testler igin -80’de saklandi.

s
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Sekil 23. Sonikasyon islemi sonrasi plaklarda bulunan bakteri sayisimin tespiti icin 1/10,
1/100, 1/1000 ve 1/10000 oranminda sulandirilmis o6rneklerin MHA besiyerine

ekimi ve bakteri sayim islemleri
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Plaklarda biyofilm olusumunun dogrulanmasi i¢in, kontrol i¢in ayrilan kuyucuklar,
PBS ile yikandiktan sonra 200 pL metanol icerisinde 10 dakika fikse edildi. Ardindan 200 pL
kristal viyole icerisinde 20 dakika boyandi. Yikandiktan ve Kurutulduktan sonra %33’lik
glasiyel asetik asit icerisinde bekletilip ve kuyucugun renginin kristal viyole rengi olmasi
biyofilm varligi yoniinden degerlendirildi. Kuyucuk igerigi baska bir plaga aktarilarak ve
ELISA reader’da OD ol¢iilerek degerlendirildi (Sekil 24). Tiim g¢aligmalar 3 paralel olacak

sekilde ¢alisilmastir.

Sekil 24. Kontrol plaklarinda biyofilm olusumunun Kkristal viyole dogrulanmasi ve

ELISA reader’da OD ol¢iimii ile degerlendirilmesi
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Tablo 13. Antibiyofilm aktivite icin dama tahtas1 testinde kullanilan antibiyotigin (ampisilin veya vankomisin) ile NAC’1n kullanilan

konsantrasyonlar1 (ug/mL) ve FIK hesaplanmasi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0/0 4000/0 2000/0 1000/0 500/0 250/0 125/0 62,5/0 31,25/0 15,63/0 7,81/0 3,90/0
B 0/8192 4000/8192 | 2000/8192 | 1000/8192 | 500/8192 250/8192 125/8192 | 62,5/8192 | 31,25/8192 | 15,63/8192 | 7,81/8192 | 3,90/8192
Cc 0/4096 4000/4096 | 2000/4096 | 1000/4096 | 500/4096 250/4096 125/4096 | 62,5/4096 | 31,25/4096 | 15,63/4096 | 7,81/4096 | 3,90/4096
D 0/2048 4000/2048 | 2000/2048 | 1000/2048 | 500/2048 250/2048 125/2048 | 62,5/2048 | 31,25/2048 | 15,63/2048 | 7,81/2048 | 3,90/2048
E 0/1024 4000/1024 | 2000/1024 | 1000/1024 | 500/1024 250/1024 125/1024 | 62,5/1024 | 31,25/1024 | 15,63/1024 | 7,81/1024 | 3,90/1024
F 0/512 4000/512 2000/512 1000/512 500/512 250/512 125/512 62,5/512 31,25/512 | 15,63/512 7,81/512 3,90/512
G 0/256 4000/256 2000/256 1000/256 500/256 250/256 125/256 62,5/256 31,25/256 | 15,63/256 7,81/256 3,90/256
H 0/128 4000/128 2000/128 1000/128 500/128 250/128 125/128 62,5/128 31,25/128 | 15,63/128 7,81/128 3,90/128

1A Kontrol kuyucugu (sadece besiyeri ve bakteri igerir): sar1 renk
1 (B-H) Sadece NAC’n seri diliisyonu: yesil renk
A (2-12) Sadece antibiyotigin (ampisilin ya da vankomisin) seri diliisyonu: pembe renk

Diger kuyucuklar antibiyotik/NAC kombinasyonu konsantrasyonlari: mavi renk

FiKantibiyotik =M BEKabkombinasyon/M BEKantibiyotik
FiKnac = MBEKnackombinasyo/ MBEKNac
FIKI = FiKantiviyotik + FIKnac
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gRT-PCR ileicaA, icaD ve sarA Genlerinin Ekspresyonunun Belirlenmesi

icaA, icaD ve sarA genlerinin ekspresyonu lizerine NAC*in etkisinin saptanmasi igin
bu genlerinin degisik kosullarda; i) NAC ve antibiyotik icermeyen besiyerinde tiretilen kiiltiir
ortami, 11) NAC ve antibiyotikleri iceren besiyerinde iiretilen kiiltiir ortamindaki ekspresyon

seviyelerinin gosterilmesi i¢cin JRT-PCR yontemi uygulanda.

RNA izolasyonu:

S. aureus ve S. epidermidis sivi kiiltiirlerinden, RNA izolasyon asamasina gecildi.
RNA izolasyonu igin, Bio-Speedy (Kat.No.BS-NA-309-50) marka bakteriyel RNA izolasyon
kiti optimize edilerek kullanildi. Bu islem igin asagidaki basamaklar sirasiyla uygulandi
(199).

1. 1,5 veya 2,0 mL'lik bos bir mikrosantrifiij tiiptine 50 L siv1 kiiltiir aktarildi.

2. Uzerine 100 pL Sodyum azid iceren 1XTE (Tris-EDTA) eklendi, son hizda 5 sn
vortekslenip, ardindan santrifiij ile 2000g’de 1-2 sn kisa siireli santrifiij (short spin) yapildi.

3. 95 °C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi (Sekil 25).

4. Ardindan ependorf tiiplere 20 L. DNaz-I eklendi ve 5 sn vortekslenip, santrifiij ile
2000 g’de 1-2 sn kisa siireli santrifiij yapildi. 37 °C’de 5 dk inkiibasyona birakildi.

5. Ependorf tiiplere 150 pL GIT (Guanidine thiocyanate, 20 mM Tris-HCI, pH=8)
eklendi. 5 sn vortekslenip, santrifiij ile 2000 g’de 1-2 sn kisa siireli santrifiij yapildi ve 95
°C’de 1 dk inkiibasyona birakildi.

6. Ependorf tiiplerin igerigine 150 puL IP (izopropanol) eklenip, son hizda 1 dk
vortekslendi ve santrifiij ile 2000 g’de 1-2 sn kisa siireli santrifiij yapildi.

7. Temiz bir toplama tiipiine spin kolon yerlestirildi.

8. Tiim numune kolona aktarildi. 14000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

9. Toplama tiipiindeki filtrat atildi, kolon tekrar toplama tiiptine yerlestirildi.

10. Kolona 500 uL. WB1 (yikama tamponu-1) yiiklenip, 14000 g’de 1 dakika santrifiij
uygulandi, filtrat atildi, kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

11. Kolona 500 pL WB2 (yikama tamponu -2) yiiklenip, 14000 g’de 1 dakika santrifiij
uygulandi. Filtrat atild1 ve kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

12. Kolon, bos halde iken 14000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek kurutuldu.

13. Kurutulmus kolon, 1,5 mL’lik temiz bir mikrosantrifiij tiipii {izerine yerlestirildi.
100 uL. EB (eliisyon tamponu), kolona yiiklendi ve 1-2 dakika bekletildi.

14. 14000 g’de 1 dakika santrifiij uygulanarak RNA eliisyonu gergeklestirildi. Elde
edilen RNA -20 °C’de saklandi.
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Sekil 25. RNA izolasyonu i¢in ependorfa alinan érneklerin 95 °C’de 15 dk inkiibasyona

alinmasi

Kantitatif Real-Time PCR

S. aureus ve S. epidermidis tiirii bakterilerde biyofilm olusumundan sorumlu olan icaA
ve icaD (hiicreler arasi baglanma proteini A ve D) ve sarA (Staphylococcus yardimci
diizenleyici protein A) genlerinin ekspresyon seviyesi qRT-PCR ile dlgiildii. Daha onceki
literatlirlerde tanimlanmis ve validasyonlar1 gergeklestirilmis S.aureus ve S. epidermidis
tirlerinin icaA, icaD (200) ve sarA (201) genlerini hedefleyen primerler gRT-PCR’da
kullanildi. Gen ekspresyon analizlerinde referans (house keeping) gen olarak 16S rRNA geni
kullanildi (201,202). gRT-PCR igin Roche Light Cycler Nano cihazi kullanildi. cDNA
izolasyonu ayr1 bir islem olarak yapilmamistir. qRT-PCR isleminde, PCR dongiisiine ek
olarak cDNA basamagi eklenerek elde edilmistir (Tablo. 14) (Sekil 26).

Tablo 14. S.aureusve S.epidermidis gen bdlgeleri icin bir reaksiyonluk qRT-PCR

Karisim

2x Reaksiyon Tamponu 10 uL
Ileri primer 0,1uL
Geri primer 0,1 uL
RT-RIN 0,6 uL
1x SybrGreen-I 0,12 uL
MGW 5,08 uL

Kalip RNA 4 L

Cogalma reaksiyonu, 45°C’de 30 dk cDNA sentezi ile baslatildi. Ardindan
preinkiibasyon i¢in 1 dongii 95°C 5 dk, amplikasyon i¢in; 40 dongi 15 sn 95°C, 30 sn
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60°C’de (primer Ozellikleri Tablo 15°te ve Tablo 16’da verilmistir) ve 25 sn 72°C
kosullarinda gergeklestirildi. qRT-PCR sirasinda sadece istenilen {iriiniin ¢ogaltildigini
belirlemek i¢in 65°C - 95°C arasinda erime egrisi analizi yapildi (Sekil 27).

Tim kalip Cdna’nin sentezlendigi kalip RNA’lar, gRT-PCR reaksiyonlarinda,
cogalmanin genomik DNA kontaminasyonundan degil de cDNA’dan kaynaklandigini
gostermek i¢in negatif kontrol olarak kullanildi. Tim deneyler 3 paralel olacak sekilde

calisiimastir.

Sekil 26. gRT-PCR icin kullanilan Roche Light Cycler Nano cihaz1

Sekil 27. Orneklerin icaA, icaD ve sarA genlerinin ekspresyon seviyelerinin tespiti icin
gRT-PCR reaksiyonunun hazirlanmasi
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Tablo 15. Staphylococcus aurens icin qRT-PCR’da kullanilan primer dizileri, Tm
dereceleri ve elde edilen iiriin boyutu

-Hiicreler arast adezyon proteini A geni (icaA):
icaA_Staphylococcus aureus_F: TGCTGGCGCAGTCAATACTA
icaA_Staphylococcus aureus_ R: TCTGGAACCAACATCCAACA
Tm:60°C

Uriin boyutu: 183 bp

-Hiicreler arasi adezyon proteini D geni (icaD):
icaD_Staphylococcus aureus_F: ACCCAACGCTAAAATCATCG
icaD_Staphylococcus aureus_ R: GCGAAAATGCCCATAGTTTC
Tm: 59 °C

Uriin boyutu: 211 bp

-Staphylococcal accessory regulator geni (sarA):
sarA_Staphylococcus aureus_F: TGACATACATCAGCGAAAACAA
sarA_Staphylococcus aureus_R: TCTTTCATCATGCTCATTACGTT
Tm: 59 °C

Uriin boyutu: 152 bp

Tablo 16. Staphylococcus epidermidis i¢cin QRT-PCR’da kullamilan primer dizileri, Tm
dereceleri ve elde edilen iiriin

-Hiicreler arast adezyon proteini A geni (icaA)

icaA_Staphylococcus epidermidis_F: AGCGAAGTCAATCTCTTGCAG
icaA_Staphylococcus epidermidis_ R: TCAGGCACTAACATCCAGCA
Tm: 60°C

Uriin boyutu: 199 bp

-Hiicreler arast adezyon proteini D geni (icaD)

icaD_Staphylococcus epidermidis_F: ATGGTCAAGCCCAGACAGAG
icaD_Staphylococcus epidermidis_ R: CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA
Tm: 60°C

Uriin boyutu: 198 bp

-Staphylococcal accessory regulator geni (sarA)

sarA_Staphylococcus epidermidis_F: TCTTTCATCGTGTTCATTACGTT
sarA_Staphylococcus epidermidis R: TCAGCTTTGAAGAATTTGCAG
Tm: 58 °C

Uriin boyutu: 176 bp
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

gRT-PCR yonteminde reaksiyon verimini belirlemek i¢in kalip DNA’lardan bir
tanesinin seri diliisyonu yapilip reaksiyon verimi hesaplandi. Reaksiyon verimi 1.5-2.0
araliginda ve korelasyon faktorii (1) siirekli 0.9’un iizerinde olan sonuglar karsilastirma

2A8Ct yontemi ile hedef genlerin rRNA genine gore rolatif ifade

analizlerde kullanildi.
seviyesi hesaplandi (202).

Kontrol ve deneme gruplarinin (sinerji ve aditif etki tespit edilen konsantrasyonlar)
karsilastirilmasinda Student-T testi kullanild1 (203). p<0,05 degeri istatistiksel anlamlilik sinir

degeri olarak kabul edildi (203).
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BULGULAR

Trakya Universitesi Saghk Arastirma ve Uygulama Merkezi Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan temin edilen 170 adet izolatin S. aureus ve S. epidermidis oldugu Gram
boyama, katalaz testi ve Microgen® Staph-ID identifikasyon kiti ile dogrulandi (Sekil 28).
Tiim orneklerin Gram boyamalarinda, Gram pozitif koklar goriildii ve katalaz testi pozitif

olarak tespit edildi.

suc NAG | MNS 8GN

TURlPHO|lGL

m‘m
200000000000

Sekil 28. Stafilokoklar i¢in kullanilan Microgen® Staph-1D identifikasyon Kiti test sonucu

Bu izolatlarin 86’s1 (%50,59) S. aureus ve 84’1 (%49,41) S. epidermidis olarak tespit
edildi (Tablo 17). S. aureus oldugu dogrulanan 86 izolata, sefoksitin disk testi uygulandi ve
zon ¢ap1 22 mm’nin altinda olan 28 izolat MRSA olarak belirlendi (Sekil 29).

Tablo 17. Toplanan 6rnek sayis1 ve dagilimlari

Tanimlanan Ornek Adi Sayisi

Metisilin Duyarli S. aureus (MSSA) n=58 (%34,12)
Metisislin Direngli S. aureus (MRSA) n=28 (%16,47)
S. epidermidis n=84 (%49,41)
Toplam n=170 (%100)
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Sekil 29. Sefoksitin disk testi sonucu

Calismada kullanilan bakteriyel biyofilmlerden elde edilen OD degerlerine gore;
izolatlar biyofilm tiretmeyenler, zayif, orta ve kuvvetli biyofilm iretenler olmak ilizere dort
kategoride siniflandirildi. Bu amagla, negatif kontrol (biyofilm negatif S.aureus ATCC 29213)
kuyucuklarindan elde edilen ortalama degerlerin (OD) flizerine 3 standart degerin (SD)
eklenmesiyle OD cut-off (ODc) degeri hesaplandi. Buna gore her bir bakteri i¢in hazirlanmig
olan iiger kuyucuktan elde edilen OD degerlerinin ortalamasi smir degerin iizerinde olan
izolatlar biyofilm pozitif olarak kabul edildi. OD degeri sinir degerle bunun 2 kat1 arasinda
olanlar zayif (+), 2-4 kati1 arasinda olanlar orta (++), 4 kat1 iizerinde olanlar ise kuvvetli
biyofilm pozitif (+++) olarak siniflandirildi. Sinir deger hesaplamasi Tablo 18’de ve biyofilm

yogunluk kategorileri Tablo 19°da gosterilmistir.

Tablo 18. ODc hesaplanmasi ve simir degerlerin tespiti (197)

Ornek oD Standart
Ob1 | 0ODb2|0OD3 3x Std ODc 2xODc | 4xODC
Numarasi Ortalamasi Sapma
Negatif

kontrol | 0,723 | 0,588 | 0,68 0,664 0,068966175 | 0,207 0,871 1,741 3,482
c2*

*C2: S.aureus ATCC 29213

Tablo 19. Biyofilm olusturma yogunluk siniflamas1 (197)

OD <0ODc biyofilm negatif

ODc < OD <2x0Dc zayif diizeyde biyofilm pozitif (+)
2x0ODc < OD <4x0ODc orta diizeyde biyofilm pozitif (++)
4x0Dc¢ < OD kuvvetli diizeyde biyofilm pozitif (+++)
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Calismaya alinan toplam 170 stafilokok izolatinin 69’u (%40,59) mikroplak kristal
viyole yontemine gore biyofilm olusturdu, 101’1 (%59,41) ise olusturmadi. Kantitatif olarak
bakildiginda biyofilm olusturan 69 bakteriden 42’si zayif (%60,87), 22’si orta (%31,88), 5’i
kuvvetli (%7,25) derecede biyofilm olusturdugu gozlendi. Tablo 20’de ¢alismaya alinan tiim
bakterilerin OD degerleri ve biyofilm pozitiflik dereceleri goriilmektedir. Calismaya biyofilm

olusturan 69 izolat ile devam edildi.

Tablo 20. Biyofilm pozitif 6rneklerin OD degerleri ve biyofilm dereceleri

Ns)r:::’lgﬁ Bakteri ad: OD1 | ob2 Ob3 OrtﬁfmaSI OD:gI;:a)t(iJ:mntrol Eleyrc;fcllleg
1 MRSA 1,201 | 1,338 1,125 1,221 1,042 zayif
2 MRSA 1,823 | 1,481 1,482 1,595 1,416 zayif
3 MRSA 1,289 | 1,194 1,313 1,265 1,086 zayif
4 MSSA 1,439 | 1,313 1,139 1,297 1,118 zayif
8 MSSA 1,577 | 1,436 1,299 1,437 1,258 zayif
9 MSSA 1,7 1,809 1,428 1,646 1,467 zayif
11 S.epidermidis 1,423 | 1,233 1,454 1,370 1,191 zayif
12 MSSA 1,104 | 1,109 1,06 1,091 0,912 zayif
13 MRSA 1,067 | 1,084 1,106 1,086 0,907 zayif
14 MSSA 1,066 | 1,111 1,144 1,107 0,928 zayif
16 MSSA 1,122 | 1,343 1,476 1,314 1,135 zayif
17 MSSA 1,464 | 1,615 1,523 1,534 1,355 zayif
18 S.epidermidis 2,298 | 2,472 2,361 2,377 2,198 orta
19 S.epidermidis 2,168 | 1,974 1,849 1,997 1,818 orta
21 MRSA 1,833 | 1,705 1,6 1,713 1,534 zayif
22 MRSA 1,479 | 1,422 1,291 1,397 1,218 zayif
26 MSSA 1,62 | 1,533 1,624 1,592 1,413 zayif
40 MSSA 1,499 | 1,671 1,594 1,588 1,409 zayif
42 MSSA 3,82 3,72 3,73 3,757 3,578 kuvvetli
45 MSSA 3,898 | 3,473 3,466 3,612 3,433 orta
49 MSSA 1,332 | 1,25 1,436 1,339 1,160 zayif
53 S.epidermidis 1,12 | 1,172 1,261 1,184 1,005 zayif
55 MSSA 1,701 | 1,707 1,886 1,765 1,586 zayif
56 S.epidermidis 1,764 | 1,868 1,677 1,770 1,591 zayif
58 MSSA 1,298 | 1,268 1,271 1,279 1,100 zayif
59 MSSA 1,355 | 1,38 1,434 1,390 1,211 zayif
60 MSSA 1,389 | 1,445 1,545 1,460 1,281 zayif
61 MRSA 1,545 | 1,445 1,389 1,460 1,281 zayif
63 MSSA 1,624 | 1,541 1,716 1,627 1,448 zayif
64 MRSA 1,375 1,29 1,439 1,368 1,189 zayif
65 MSSA 1,045 | 1,037 1,2 1,094 0,915 zayif
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Tablo 20 (devam). Biyofilm pozitif 6rneklerin OD degerleri ve biyofilm

C 11047

Nglfll;il;m Bakteri adi Ob1 ) ODb2 OD3 Ort::z?mam O%S:s:;eri Eg’c:::lllers?
66 MSSA 2,164 | 2,092 2,462 2,239 2,060 orta
67 MSSA 2,65 2,239 2,328 2,406 2,227 orta
73 MSSA 2,168 | 2,409 | 2,329 2,302 2,123 orta
76 MSSA 1,717 | 1,552 1,846 1,705 1,526 zayif
80 S.epidermidis 1,584 | 1,599 1,662 1,615 1,436 zayif
83 MSSA 1,217 | 1,369 1,428 1,338 1,159 zayif
89 MSSA 3,41 3,98 3,861 3,750 3,571 kuvvetli
91 MSSA 1,74 1,81 1,378 1,643 1,464 zayif
92 MSSA 3,471 | 3,382 3,84 3,564 3,385 orta
94 MSSA 3,764 | 3,849 | 3,863 3,825 3,646 kuvvetli
95 MSSA 1,327 | 1,211 1,177 1,238 1,059 zayif
109 S.epidermidis 2,388 | 2,051 2,049 2,163 1,984 orta
110 S.epidermidis 2,593 | 2,345 | 2,862 2,600 2,421 orta
112 S.epidermidis 3,99 3,89 3,767 3,882 3,703 kuvvetli
114 MSSA 3,002 | 2,95 2,39 2,811 2,632 orta
115 MRSA 2,702 | 2,686 2,307 2,565 2,386 orta
116 MSSA 2,202 | 2,102 2,086 2,130 1,951 orta
121 MRSA 4,366 | 4,46 4,635 4,487 4,308 kuvvetli
127 S.epidermidis 3,541 | 3,166 3,577 3,428 3,249 orta
128 MRSA 3,76 3,25 3,733 3,581 3,402 orta
129 S.epidermidis 3,274 | 2,862 3,297 3,144 2,965 orta
130 MSSA 1,701 1,47 1,661 1,611 1,432 zayif
132 MSSA 1,888 | 1,975 1,883 1,915 1,736 zayif
133 MSSA 2,102 | 1,986 1,723 1,937 1,758 orta
136 MSSA 1,627 | 1,301 1,207 1,378 1,199 zayif
141 MSSA 1,521 1,39 1,546 1,486 1,307 zayif
145 MSSA 1,27 1,285 1,367 1,307 1,128 zayif
150 S.epidermidis 3,132 | 3,111 2,951 3,065 2,886 orta
151 S.epidermidis 3,086 | 2,806 2,87 2,921 2,742 orta
152 S.epidermidis 1,582 | 1,677 1,784 1,681 1,502 zayif
154 S.epidermidis 2,729 | 2,253 2,965 2,649 2,470 orta
M1 MRSA 2,221 | 2,028 2,163 2,137 1,958 orta
M2 MRSA 1,756 | 1,953 1,756 1,822 1,643 zayif
M3 MRSA 1,421 | 1,529 1,454 1,468 1,289 zayif
M7 MRSA 1,691 | 1,709 1,984 1,795 1,616 zayif
M8 MRSA 1,293 | 1,441 1,558 1,431 1,252 zayif
M11 MRSA 1,596 | 2,006 2,28 1,961 1,782 orta
M13 MRSA 2,103 | 2,037 2,082 2,074 1,895 orta
c1 S'a”rggZBATCC 3,095 | 2394 | 2,729 2,560 2,381 orta
c7 SepidermidisNTC | 5 31 | 5509 | 2,771 2,355 2176 orta
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Calisilan izolatlar igerisinde MSSA, MRSA ve S.epidermidis izolatlarina ait, biyofilm
diizeylerinin dagilimi ve ylizdeleri Tablo 21°de gosterilmistir. Buna gore; zayif diizeyde
biyofilm olusturan izolatlarin 25’1 (%59,53) MSSA, 12’si (%28,57) MRSA, 5’i (%11,90)
S. epidermidis olarak tespit edildi. Orta diizeyde biyofilm olusturan izolatlarin, 8’i (%36,36)
MSSA, 5’1 (%22,73) MRSA, 9u (%40,91) S.epidermidis olarak tespit edilidi. Kuvvetli
biyofilm olusturan izolatlarin ise, 3’ (%60) MSSA, 1’i (%20) MRSA ve 1’1 (%20) ise S.
epidermidis olarak saptandi (Tablo 21).

Tablo 21. Calisilan izolatlarin biyofilm diizeylerinin dagilim ve yiizdeleri

Bakteri adl | 7ay:f diizeyde biyofilm | Orta diizeyde biyofilm | Kuvvetli diizeyli biyofilm
MSSA n=25 (%59,53) n=8 (%36,36) n=3 (%60)
MRSA n=12 (%28,57) n=5 (%22,73) n=1 (%20)
S. epidermidis n=5 (%11,90) n=9 (%40,91) n=1 (%20)
Toplam n=42 (%100) n=22 (%100) n=5 (%100)

Biyofilm yapma diizeylerini tiir diizeyinde degerlendirdigimizde ise; toplam biyofilm
pozitif 36 MSSA izolatlarinin 25’1 zayif, 8’1 orta, 3’1 ise kuvvetli diizeyde biyofilm olusturdu.
Biyofilm pozitif 18 MRSA izolatlarinin ise 12’si zayif, 5’i orta ve 1’i kuvvetli diizeyde
biyofilm olusturdu. Son olarak, biyofilm pozitif 15 S. epidermidis izolatlarinin 5’1 zayif, 9’u
orta ve 1’1 kuvvetli diizeyde biyofilm olusturdu.

EUCAST bakteriler i¢in sinir degerleri kilavuzunda S. aureus izolatlarinda vankomisin
icin 2 mg/L’nin iizerindeki, MIK degerleri direngli olarak kabul edilmektedir.
S.epidermidis izolatlarinda vankomisin i¢in 4 mg/L’nin iizerindeki MIK degerleri direncli
olarak kabul edilmektedir (181). MRSA tiirleri beta-laktam antibiyotiklere direnglidir.
Stafilokoklar i¢in ampisilin sinir degeri 0.25 pg/mL’dir.Bu degere gore 0.25 pg/mL’den
biiyiik degerler direngli kabul edilmektedir (180).

Mikrodiliisyon yontemi ile yapilan duyarlilik testi sonucunda elde edilen MIK

degerleri EUCAST onerileri dogrultusunda incelendi. MiK sonuglar1 Tablo 22°de verilmistir.
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Tablo 22. Stafilokok izolatlarinin ampisilin vankomisin ve NAC duyarhlik sonuclari

Izolat . Ampisilin MIK Vankomisin MIK .
- Bakteri gug L) (wg/mL) NAC MIK (ug/mL)

1 MRSA 16 1 2038

2 MRSA 16 1 2038

3 MRSA 8 1 4075
4 MSSA 0,5 0,5 2038

8 MSSA 8 0,5 2038

9 MSSA 1 1 4075
11 S.epidermidis 8 1 4075
12 MSSA 0,125 1 2038
13 MRSA 16 0,5 4075
14 MSSA 0,063 0,5 4075
16 MSSA 0,031 0,5 2038
17 MSSA 0,125 1 4075
18 S.epidermidis 0,125 0,5 2038
19 S.epidermidis 0125 1 4075
21 MRSA 8 0,5 4075
22 MRSA 16 0,5 4075
26 MSSA 0,125 1 4075
40 MSSA 1 0,5 4075
42 MSSA 0,125 0,5 2038
45 MSSA 0,5 0,25 2038
49 MSSA 0,125 0,5 4075
53 S.epidermidis >16 1 2038
55 MSSA 0,5 1 2038
56 S.epidermidis 0,5 1 2038
58 MSSA 1 0,5 2038
59 MSSA 0,5 0,5 4075
60 MSSA 2 0,5 4075
61 MRSA 8 0,5 4075
63 MSSA 1 1 4075
64 MRSA 16 0,5 2038
65 MSSA 16 1 2038
66 MSSA 4 1 2038
67 MSSA 1 1 2038
73 MSSA 2 0,5 4075
76 MSSA 1 0,5 4075
80 S.epidermidis 1 1 4075
83 MSSA 0,5 0,5 4075
89 MSSA 0,5 1 4075
91 MSSA 1 0,5 2038
92 MSSA 2 1 2038
94 MSSA 0,25 1 4075
95 MSSA 0,125 0,5 4075
109 S.epidermidis 0,125 0,5 4075
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Tablo 22 (devami). Stafilokok izolatlarinin ampisilin vankomisin ve NAC duyarhlik sonuglar:

Izolat . Ampisilin MIK Vankomisin MIK .
- Bakteri gug L) gm) NAC MIK (ug/mL)
110 S.epidermidis 16 1 2038
112 S.epidermidis 0,125 0,5 2038
114 MSSA 0,5 0,5 4075
115 MRSA 8 0,5 4075
116 MSSA 0,5 1 2038
121 MRSA 8 0,5 2038
127 S.epidermidis 8 1 4075
128 MRSA 8 0,5 2038
129 S.epidermidis 8 0,5 4075
130 MSSA 0,063 0,5 2038
132 MSSA 0,5 1 2038
133 MSSA 2 0,5 4075
136 MSSA 1 0,5 4075
141 MSSA >16 0,5 2038
145 MSSA 0,063 1 2038
150 S.epidermidis 2 2 2038
151 S.epidermidis 0,5 2 2038
152 S.epidermidis 16 2 2038
154 S.epidermidis 8 2 2038
M1 MRSA >16 1 2038
M2 MRSA 16 1 4075
M3 MRSA 16 1 2038
M7 MRSA >16 1 2038
M8 MRSA >16 1 4075
M1l MRSA 16 0,5 4075
M13 MRSA >16 0,5 2038
S.aureus
Cl ATCC 6538 0,5 1 2038
S.aureus
C2 ATCC 29213 0,5 1 2038
S.epidermidis
C7 NTCC 11047 0,5 0,5 2038

Ampisilin ve vankomisinin MIK degerleri iizerine NAC’in etkisinin tespit
edilmesinde dama tahtas: yontemi kullanildi (192).

Biyofim olusturma derecesine gore, basta kuvvetli ve orta diizeyde kuvvetli biyofilm
olusturan izolatlar sec¢ilerek ¢alismaya 50 izolat ile devam edildi.

Dama tahtas1 testinde, ampisilin, vankomisin ve NAC’in farkli konsantrasyonlari
(ug/mL), 96 kuyucuklu plak {izerinde karsilastirilarak kombinasyon etkinlikleri test edildi.
Ilaglarin kombinasyondan elde edilen MIK degerleriyle tek baslarina olan MIK degerleri
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oranland1 ve FiK bulundu. Ardindan kombinasyondaki ilaglarm FIK degerleri topland1 ve
FIKI hesaplandi. Her antimikrobiyal maddenin FIK degeri, iireme goriilmeyen kuyudaki en
diisiik antimikrobiyal madde konsantrasyonunun, o maddenin tek basina ayn1 izolatlara karsi
saptanan MIK degerine béliinmesi ile elde edildi (Sekil 30) (192,193). Her bir 6rnegin tablosu
ve hesaplamasi yapilmistir. Bu kisimda tablo 6rnegi ve FIK hesaplamasi icin 83 numarali
ornek secilmistir. Bu 6rnegin, ampisilin ve NAC igin MIK degerleri ve FIK hesaplamasi
Tablo 23’te; vankomisin ve NAC’m MIK degerleri ve FIK hesaplamasi Tablo 24’te
gosterilmistir. Calisilan 6rneklerin, ampisilin ve NAC’1n konsantrasyonlar1, FIK hesaplamasi
ve etkilesim tiirleri Tablo 25’te verilmistir. Ayni1 zamanda galisilan 6rneklerin, vankomisin ve

NAC’m konsantrasyonlar1, FIK hesaplamasi ve etkilesim tiirleri Tablo 26°da verilmistir.

FIK A = M].:KAkombinasyon/MiKA
FIK B = MiKBkombinasyon/ MIKB
FIKi=FIK A + FIK B

FIKI < 0,5 ise sinerjik etki
0,5 < FIKI < 4 ise aditif etki
FIKI > 4 ise antagonistik etki

Sekil 30. Antimikrobiyal duyarhlik icin FIK degerlerinin hesaplanmasi (A:ampisilin
veya vankomisinin konsatrasyonu B: NAC’n konsantrasyonu)
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Tablo 23. 83 numarah izolat i¢cin ampisilin ve NAC kombinasyonunun MIK degerleri ve FIK hesaplanmasi

1 2 & 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0,5/0 0,25/0 0,125/0 0,063/0 0,031/0 0,016/0
B 0/4075 16/4075 8/4075 4/4075 2/4075 1/4075 0,5/4075 0,25/4075 | 0,125/4075 | 0,063/4075 | 0,031/4075 | 0,016/4075
C 0/2038 16/2038 8/2038 4/2038 2/2038 1/2038 0,5/2038 0,25/2038 | 0,125/2038 | 0,063/2038 | 0,031/2038 | 0,016/2038
D 0/1018 16/1018 8/1018 4/1018 2/1018 1/1018 0,5/1018 0,25/1018 | 0,125/1018 | 0,063/1018 | 0,031/1018 | 0,016/1038
E 0/509 16/509 8/509 4/509 2/509 1/509 0,5/509 0,25/509 0,125/509 | 0,063/509 | 0,031/509 0,016/509
F 0/254 16/254 8/254 4/254 2/254 1/254 0,5/254 0,25/254 0,125/254 | 0,063/254 | 0,031/254 0,016/254
G 0/127 16/127 8/127 4/127 2/127 1/127 0,5/127 0,25/127 0,125/127 | 0,063/127 | 0,031/127 0,016/127
H 0/64 16/64 8/64 4/64 2/64 1/64 0,5/64 0,25/64 0,125/64 0,063/64 0,031/64 0,016/64

FiKamp = MIKamp kombinasyon/ MiKamp
FiKNAC = MIKnac kombinasyon/MIKnac

FiKi

=0,125 /0,5 + 509/4075 = 0,375 < 0,5 sinerjik etki

etki

FIKamp = MIKamp kombinasyon/ MiKamp
FiKNAC = MIKnac kombinasyon/ MiKnac
FiKi=0,25/0,5+127/4075=0,531 < 4 sinerjik

FIKamp = MIKamp kombinasyon/ MiKamp
FIKNAC = MiKnac kombinasyon/ MiKnac
FiKI=0,5/0,5+64/4075=1,016 < 4 Aditif Etki
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Tablo 24. 83 numarah izolat i¢cin vankomisin ve NAC kombinasyonunun MIK degerleri ve FIK hesaplanmasi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0,5/0 0,25/0 0,125/0 0,063/0 0,031/0 0,016/0
B 0/4075 16/4075 8/4075 | 4/4075 | 2/4075 1/4075 0,5/4075 | 0,25/4075 | 0,125/4075 | 0,063/4075 | 0,031/4075 | 0,016/4075
C 0/2038 16/2038 8/2038 | 4/2038 | 2/2038 1/2038 0,5/2038 | 0,25/2038 | 0,125/2038 | 0,063/2038 | 0,031/2038 | 0,016/2038
D 0/1018 16/1018 8/1018 | 4/1018 | 2/1018 1/1018 0,5/1018 | 0,25/1018 | 0,125/1018 | 0,063/1018 | 0,031/1018 | 0,016/1038
E 0/509 16/509 8/509 4/509 2/509 1/509 0,5/509 0,25/509 0,125/509 0,063/509 0,031/509 0,016/509
F 0/254 16/254 8/254 4/254 2/254 1/254 0,5/254 0,25/254 0,125/254 0,063/254 0,031/254 0,016/254
G 0/127 16/127 8/127 4/127 21127 1/127 0,5/127 0,25/127 0,125/127 0,063/127 0,031/127 0,016/127
H 0/64 16/64 8/64 4/64 2/64 1/64 0,5/64 0,25/64 0,125/64 0,063/64 0,031/64 0,016/64

F H(van = MiKvan kombinasyon/ MiKvan
FH(NAC = MiKnac kombinasyon/ MiKnac
FIKI =1/2+1018/4075 = 0,749 < 4 aditif etki

FiKvan = MIKvan kombinasyon/ MiKvan
FIKNAC = MIKnac kombinasyon/ MiKnac
FIKI =2/2 + 64/4075 = 1,016 < 4 aditif etki
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Tablo 25. Ampisilin ve NAC’in MiK degerleri, Dama Tahtasi Sonuclari, FiKI degerleri
ve etkilesim tiirii

izolat Ampisilin MiK NAC MiK Kzrr?]b';m)g” FiKi Etkilesim
Numarasi (ng/mL) (ng/mL) Konsar?trasyonu Degeri Tiiri

1 16 2038 16/1018 1,499 ADITIF

0,063/2038 0,99 ADITIF

2 16 2038 8/1018 0,99 ADITIF

16/64 1,031 ADITIF

0,031/2038 1,062 ADITIF

4 05 2038 —

0,5/64 1,031 ADITIF

4/1018 0,99 ADITIF

8 8 2038 8/64 1,031 ADITIF

0,5/1018 0,75 ADITIF

9 1 U 1/64 1,016 ADITIF

11 8 4075 8/64 1,031 ADITIF

12 0125 2038 0,063/2038 1,056 ADITIF
0,063/2038 0,504 SINERJIK
13 16 4075 4/1018 0,499 SINERJIK

16/64 1,016 ADITIF

18 0125 2038 0.125/2038 2 ADITIF

0,063/2038 1,004 ADITIF

19 0B 4073 0,125/1018 1,249 ADITIF

4/1018 0,749 ADITIF

21 . U 8/64 1,016 ADITIF

8/1018 0,749 ADITIF

22 16 4073 16/64 1,016 ADITIF

0.063/2038 1,016 ADITIF

26 L2 U 0.125/64 1,016 ADITIF
0,031/2038 0,531 SINERJIK

40 1 4075 1/1018 15 ADITIF

0,031/2038 1,248 ADITIF

42 L2 202k 0.25/64 1,031 ADITIF

0,5/1018 0,99 ADITIF

45 1 2038 1/64 1,031 ADITIF

0,031/2038 0,748 ADITIF

49 L2 s 0.125/64 0,752 ADITIF

0,125/2038 1,039 ADITIF

53 16 2038 4/1018 1125 ADITIF

0,031/2038 1,031 ADITIF

56 1 202k 41018 1,031 ADITIF
0,031/2038 0,5 SINERJIK

59 0.5 4075 0.5/64 1,016 ADITIF
0,125/2038 0,5 SINERJIK

60 2 s 2/64 1,016 ADITIF

4/1018 0,749 ADITIF

61 8 4075 8/64 1,016 ADITIF

64 16 2038 16/1018 1,499 ADITIF

65 16 2038 16/64 1,031 ADITIF

66 4 2038 471018 0,99 ADITIF
67 1 2038 0,5/64 0,531 SINERJIK
0,031/2038 0516 | SINERJIK

73 2 A 2/64 1,016 ADITIF

68



Tablo 25. (devami) Ampisilin ve NAC’in MiK degerleri, Dama Tahtasi Sonuclari, FIKI
degerleri ve etkilesim tiirii

0,063/2038 0,531 SINERJIK
76 1 4075 2164 1,016 ADITIF
0,125/2038 0,625 ADITIF
o 1 i 1/64 1,016 ADITIF
0,125/509 0,375 SINERJIK
83 0,5 4075 0,125/127 0,531 SINERJIK
0,5/64 1,016 ADITIF
0,125/2038 0,624 ADITIF
<Al 1 e 1/64 1,031 ADITIF
0,031/2038 1,016 ADITIF
92 2 2038 2/1018 1,499 ADITIF
4164 2,031 ADITIF
109 0,125 4075 0,125/64 1,016 ADITIF
0,31/1018 0,501 SINERJIK
110 16 2038 0,063/1018 0,503 SINERJIK
16/64 1,031 ADITIF
0,031/2038 1,248 ADITIF
112 iz AU 0,125/64 1,031 ADITIF
0,063/2038 0,507 SINERJIK
0,125/2038 0,51 SINERJIK
115 8 4075 0,25/2038 0,53 SINERJIK
4/1018 0,749 ADITIF
8/64 1,016 ADITIF
4/1018 0,99 ADITIF
2L . AU 8/64 1,016 ADITIF
0,063/2038 0,507 SINERJIK
127 8 4075 0,125/2038 0,51 SINERJIK
8/64 1,016 ADITIF
0,031/2038 0,5 SINERJIK
129 0,063/2038 0,507 SINERJIK
8 4075 0,125/2038 0,5 SINERJIK
4/1018 0,75 ADITIF
8/64 1,016 ADITIF
0,031/2038 1,248 ADITIF
130 0,125 2038 0,125/64 1,031 ADITIF
0,063/2038 0,5 SINERJIK
Lk 1 A 1/64 1,016 ADITIF
141 >16 2038 16/1018 0,99 ADITIF
152 16 2038 8/64 0,53 SINERJIK
0,031/2038 1 ADITIF
M1 >16 2038 8/1018 0,749 ADITIF
16/509 0,749 ADITIF
8/509 0,625 ADITIF
M2 49 e 16/64 1,016 ADITIF
0,125/2038 1,008 ADITIF
M3 16 2038 8/1018 0,99 ADITIF
16/64 1,031 ADITIF
M7 >16 2038 0,031/2038 1 ADITIF
0,125/2038 0,504 SINERJIK
0,25/2038 0,507 SINERJIK
0,5/2038 0,515 SINERJIK
M8 >16 4075 1/2038 0531 | SINERJIK
8/1018 0,499 SINERJIK
16/64 0,516 SINERJIK
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Tablo 25. (devami) Ampisilin ve NAC’in MIK degerleri, Dama Tahtas1 Sonuclari, FIKI
degerleri ve etkilesim tiirii

i1 0,125/2038 0,5 SINERJIK
0,5/2038 0,51 SINERJIK
3 SO 8/1018 0,75 ADITIF
16/64 1,016 ADITIF
M13 >16 2038 0,125/2038 1,004 ADITIF
C1 0,5 2038 0,125/1018 0,75 ADITIF
C2 0,5 2038 0,25/64 0,53 SINERJIK
C7 0,5 2038 0,125/1018 0,75 ADITIF

Tablo 26. Vankomisin ve NAC’mm MIK degerleri, Dama Tahtas1 Sonuclar, FIKI
degerleri ve etkilesim tiirii

izolat Vankomisin MiK NAC MiK Kombigasyon FiKi Etkilesim
N s (ng/mL) (ng/mL) VapirC degeri Tiirii
s ne e Konsantrasyonu g
1 1 2038 1/64 1,016 ADITIF
2 1 2038 1/64 1,125 ADITIF
0,031/2038 1,031 ADITIF
“ 1 A 1/64 1,031 ADITIF
8 1 2038 1/64 1,031 ADITIF
9 1 4075 1/64 1,031 ADITIF
11 1 4075 1/64 1,031 ADITIF
12 1 2038 1/64 1,016 ADITIF
13 05 4075 0.5/64 1,016 ADITIF
18 1 2038 1/64 1,031 ADITIF
19 1 4075 1/64 1,016 ADITIF
21 05 4075 1/64 1,016 ADITIF
22 1 4075 1/64 1,016 ADITIF
26 1 4075 1/64 1,016 ADITIF
40 1 4075 1/64 1,016 ADITIF
0,031/2038 1,062 ADITIF
2 U AN 0.5/64 1,031 ADITIF
45 0,25 2038 0,5/64 1,031 ADITIF
49 05 4075 0,5/64 1,016 ADITIF
0.25/2038 1,125 ADITIF
53 2 2038 2164 1,031 ADITIF
56 1 2038 1/64 1,031 ADITIF
59 05 4075 0.5/64 1,016 ADITIF
0,031/2038 0,53 SINERJIK
6C 1 0 1/64 1,031 ADITIF
61 05 4075 0.5/64 1,016 ADITIF
64 1 2038 1/64 1,031 ADITIF
0,5/1018 0,53 SINERJIK
65 1 2038 1/64 1,031 ADITIF
66 1 2038 1/64 1,031 ADITIF
0,031/2038 1,031 ADITIF
67 1 2038 0.5/64 053 SINERJIK
0,5/509 0,625 ADITIF
“ 1 0 1/64 1,016 ADITIF
0,5/1018 0,749 ADITIF
76 0.5 4075 1/64 1,016 ADITIF
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Tablo 26. (devamm) Vankomisin ve NAC’m MIK degerleri, Dama Tahtas1 Sonuclari,
FIKI degerleri ve etkilesim tiirii

80 2 4075 2/64 1,016 ADITIF
1/1018 0,749 ADITIF

83 2 4075 2064 1,016 ADITIF
91 0,5 2038 1/64 1,031 ADITIF
92 1 2038 1/64 1,031 ADITIF
109 1 4075 1/64 1,016 ADITIF
110 1 2038 1/64 1,031 ADITIF
112 0,5 2038 0,5/64 1,031 ADITIF
115 0,5 4075 1/64 1,031 ADITIF
121 0,5 2038 0,5/64 1,031 ADITIF
127 1 4075 1/64 1,016 ADITIF
0,25/2038 0,75 ADITIF

129 0,5 4075 0,5/254 1 ADITIF
1/64 1,031 ADITIF

0,5/2038 1,5 ADITIF

130 1 2038 1/64 1,031 ADITIF
136 0,5 4075 0,5/64 1,016 ADITIF
141 1 2038 1/64 1,016 ADITIF
152 4 2038 4/64 1,031 ADITIF
M1 1 2038 1/64 1,031 ADITIF
M2 1 4075 1/64 1,016 ADITIF
M3 1 2038 1/64 1,031 ADITIF
M7 1 2038 1/64 1,016 ADITIF
M8 1 4075 1/64 1,016 ADITIF
M11 0,5 4075 0,5/64 1,016 ADITIF
M13 0,5 2038 0,5/64 1,031 ADITIF
C1 1 2038 1/64 1,031 ADITIF
C2 1 2038 1/64 1,031 ADITIF
C7 0,5 2038 0,25/1018 1 ADITIF

Antibiyofilm aktivite deneyinde, kullanilacak olan bakteri inokulumunun
standartizasyonunu  saglamak i¢in, kontrol ve deney mikroplaklarinda biyofilm
olusturulduktan sonra bakteri sayim1 yapilmistir. Bakteri sayimi i¢in mikroplaklar 5 kez PBS
cozeltisi ile yikanmis ardindan iizerine besiyeri eklenerek, sonikasyon islemi uygulanmstir.
Ardindan sulandirma islemi yapilarak, MHA agara yogun ekim yapilmistir. Izolat numaralari,
sayim i¢in kullanilan seyreltme orani; bunu takiben elde edilen sayim sonuglari ve inokulum

miktarlar1 Tablo 27°de verilmistir.
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Tablo 27. izolat numaralari ve biyofilmdeki bakteri inokulumu

izolat . Seyreltme Sayim Sonucu- Sayim Sonucu- .
Numarasi Bakteri éram }Ij(ontrol | }I‘y(ontrol 1] Inokulum
1 MRSA 1/10000 690 580 6x10°
2 MRSA 1/10000 253 255 2x10°
4 MSSA 1/10000 587 498 5x108
8 MSSA 1/10000 562 405 5x10°
9 MSSA 1/10000 496 390 4x10°
11 S.epidermidis 1/10000 310 320 3x10°
12 MSSA 1/10000 526 486 5x10°
13 MRSA 1/10000 145 105 1x108
18 S.epidermidis 1/10000 305 304 3x10°
19 S.epidermidis 1/10000 210 190 2x10°
21 MRSA 1/10000 182 120 1x108
22 MRSA 1/10000 432 390 4x10°
26 MSSA 1/10000 577 570 5x108
40 MSSA 1/10000 150 110 1x108
42 MSSA 1/10000 944 988 9x10°
45 MSSA 1/10000 505 406 5x10°
49 MSSA 1/10000 214 290 2x10°
53 S.epidermidis 1/10000 820 790 8x10°
56 S.epidermidis 1/10000 928 928 9x10°
59 MSSA 1/10000 201 290 2x10°
60 MSSA 1/10000 200 189 2x10°8
61 MRSA 1/10000 183 190 1x108
64 MRSA 1/10000 405 290 3x108
65 MSSA 1/10000 380 240 3x10°
66 MSSA 1/10000 550 390 4x10°
67 MSSA 1/10000 298 290 2x10°8
73 MSSA 1/10000 310 280 2x10°
76 MSSA 1/10000 120 110 1x108
80 S.epidermidis 1/10000 600 488 5x10°
83 MSSA 1/10000 698 598 6x10°
91 MSSA 1/10000 920 990 9x10°
92 MSSA 1/10000 414 402 4x10°
109 S.epidermidis 1/10000 115 110 1x108
110 S.epidermidis 1/10000 445 370 4x10°
112 S.epidermidis 1/10000 990 890 9x10°8
115 MRSA 1/10000 380 304 3x10°
121 MRSA 1/10000 989 968 9x10°
127 S.epidermidis 1/10000 580 578 5x10°
129 S.epidermidis 1/10000 108 128 1x108
130 MSSA 1/10000 870 880 8x108
136 MSSA 1/10000 780 790 7x108
141 MSSA 1/10000 278 260 2x10°8
152 S.epidermidis 1/10000 408 290 3x10°
M1 MRSA 1/10000 126 190 1x108
M2 MRSA 1/10000 795 658 7x108
M3 MRSA 1/10000 214 386 3x10°
M7 MRSA 1/10000 562 590 5x10°
M8 MRSA 1/10000 383 394 3x10°
M11 MRSA 1/10000 296 268 2x108
M13 MRSA 1/10000 228 198 2x10°8
C1 S.aureus ATCC 6538 1/10000 920 894 9x10°
Cc2 S.aureus ATCC 29213 - - - -
S.epidermidis NTCC
Cc7 P 11047 1/10000 980 898 9x10°8
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Ampisilin  ve vankomisinin MBEK degerleri iizerine NAC’in etkisinin tespit
edilmesinde dama tahtasi yontemi kullanildi (182).

Ilaglarm kombinasyondan elde edilen MBEK degerleriyle tek baslarma olan MBEK
degerleri oranlandi ve FIK bulundu. Ardindan kombinasyondakiilaglarin FiK degerleri
topland1 ve FIKI hesaplandi. Her bir maddenin FIK degeri, iireme goriilmeyen kuyudaki en
diisiik antibiyofilm madde konsantrasyonunun, o maddenin tek basina ayni izolata karsi
saptanan MBEK degerine boliinmesi ile elde edildi (182,193). Hesaplamanin formiili Sekil
31°de verilmistir. Her bir 6rnegin tablosu ve hesaplamasi yapilmistir. Bu kisimda tablo 6rnegi
ve FIK hesaplamasi igin 136 numarali 6rnek secilmistir. Bu 6rnegin ampisilin ve NAC igin
MBEK degerleri ve FIK hesaplamasi Tablo 28’de; vankomisin ve NAC’m MBEK degerleri
ve FIK hesaplamas1 Tablo 29°da gosterilmistir. Calisilan drneklerin, antibiyofilm aktivite icin,
ampisilin ve NAC’1n konsantrasyonlar;, FIK hesaplamasi ve etkilesim tiirleri Tablo 30’da
verilmistir. Ayn1 zamanda ¢alisilan Orneklerin, antibiyofilm aktivite i¢in, vankomisin ve

NAC’m konsantrasyonlar1, FIK hesaplamasi ve etkilesim tiirleri Tablo 31°de verilmistir.

FIK A = MBEK Aombinasyo/ MBEKA
FIK B = MBEK Bkombinasyo MBEKB
FIK =FIK A + FIK B

FiKi < 0,5 ise sinerjik etki

0,5 < FIKI < 4 ise aditif etki
FIKI > 4 ise antagonistik etki

Sekil 31. Antibiyofilm aktivite icin FIK Degerlerinin Hesaplanmasi
(A:ampisilin veya vankomisinin konsatrasyonu B: NAC’in konsantrasyonu)

73



Tablo 28. 136 numaral izolat i¢cin ampisilin ve NAC kombinasyonunun MBEK degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0/0 4000/0 2000/0 1000/0 500/0 250/0 125/0 62,5/0 31,25/0 15,63/0 7,81/0 3,90/0
B 0/8192 4000/8192 | 2000/8192 | 1000/8192 | 500/8192 250/8192 125/8192 | 62,5/8192 | 31,25/8192 | 15,63/8192 | 7,81/8192 | 3,90/8192
C 0/4096 4000/4096 | 2000/4096 | 1000/4096 | 500/4096 250/4096 125/4096 | 62,5/4096 | 31,25/4096 | 15,63/4096 | 7,81/4096 | 3,90/4096
D 0/2048 4000/2048 | 2000/2048 | 1000/2048 | 500/2048 250/2048 125/2048 | 62,5/2048 | 31,25/2048 | 15,63/2048 | 7,81/2048 | 3,90/2048
E 0/1024 4000/1024 | 2000/1024 | 1000/1024 | 500/1024 250/1024 125/1024 | 62,5/1024 | 31,25/1024 | 15,63/1024 | 7,81/1024 | 3,90/1024
F 0/512 4000/512 2000/512 1000/512 500/512 250/512 125/512 62,5/512 31,25/512 | 15,63/512 7,81/512 3,90/512
G 0/256 4000/256 2000/256 1000/256 500/256 250/256 125/256 62,5/256 31,25/256 | 15,63/256 7,81/256 3,90/256
H 0/128 4000/128 2000/128 1000/128 500/128 250/128 125/128 62,5/128 31,25/128 | 15,63/128 7,81/128 3,90/128

FiKamp =M BEKamp kombinasyon/M BEKamp

FiKNAC =M BEKnac kombinasyon/M BEKnac

FIKI =62,5/1000+2048/8192 = 0,313< 0,5sinerjik

etki

FiKamp =M BEKampkombinasyon/MBEKamp

FiKNAC =MB EKnac kombinasyon/M B EKnac

FIKi =250/1000+512/8192 = 0,313 < 0,5sinerjik

etki

FiKamp =M BEKampkombinasyon/M BEKamp

FiKNAC =M BEKnac kombinasyon/M BEKnaC

FIKI=1000/1000+128/8192 = 1,016 < 4 aditif

etki

FiKamp =M BEKampkombinasyon/M BEKamp

FiKNAC = MBEKna kombinasyon/M BEKac

FIKI=125/1000+1024/8192 = 0,25 < 0,5sinerjik

etki

FiKamp =M BEKampkombinasyon/MBEKamp

FIKNAC = MBEKna kombinasyon/'\/I BEKac

FIKi=500/1000+256/8192 = 0,531 < 0,5sinerjik

etki
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Tablo 29. 136 numaral izolat icin vankomisin ve NAC kombinasyonunun MBEK degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0/0 4000/0 2000/0 1000/0 500/0 250/0 125/0 62,5/0 31,25/0 15,63/0 7,81/0 3,90/0
B 0/8192 4000/8192 | 2000/8192 | 1000/8192 | 500/8192 250/8192 125/8192 | 62,5/8192 | 31,25/8192 | 15,63/8192 | 7,81/8192 | 3,90/8192
Cc 0/4096 4000/4096 | 2000/4096 | 1000/4096 | 500/4096 250/4096 125/4096 | 62,5/4096 | 31,25/4096 | 15,63/4096 | 7,81/4096 | 3,90/4096
D 0/2048 4000/2048 | 2000/2048 | 1000/2048 | 500/2048 250/2048 125/2048 | 62,5/2048 | 31,25/2048 | 15,63/2048 | 7,81/2048 | 3,90/2048
E 0/1024 4000/1024 | 2000/1024 | 1000/1024 | 500/1024 250/1024 125/1024 | 62,5/1024 | 31,25/1024 | 15,63/1024 | 7,81/1024 | 3,90/1024
F 0/512 4000/512 2000/512 1000/512 500/512 250/512 125/512 62,5/512 31,25/512 | 15,63/512 7,81/512 3,90/512
G 0/256 4000/256 2000/256 1000/256 500/256 250/256 125/256 62,5/256 31,25/256 | 15,63/256 7,81/256 3,90/256
H 0/128 4000/128 2000/128 1000/128 500/128 250/128 125/128 62,5/128 31,25/128 | 15,63/128 7,81/128 3,90/128

FiKvan =M BEKvan kombinasyon/M BEKvan FIKvan =M BEKvan kombinasyon/MBEKvan

FiKvan =M BEKvan kombinasyon/M BEKvan

FiKNAC = MBE Knac kombinasyon/M BE Knac FIKNAC =MB EKnac kombinasyon/'\/I B EKnac

FiKNAC =M BEKnac kombinasyon/M BEKnac

FIKI =1000/2000+512/8192 = 0,503< 0,5sinerjik FiKi =1000/2000+1024/8192 = 0,625 < 4 adetif

. . FIKI=2000/2000+128/8192 = 1,016 < 4 adetif etki
etki etki
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Tablo 30. Ampisilin ve NAC’iIn MBEK Degerleri, Dama Tahtas1 Sonuclari, FIKI
degerleri ve etkilesim tiirii

izolat Ampisilin MBEK NAC MBEK Kgmb'/r,‘\la;@” - Etkilesim
Numarasi (ng/mL) (ng/mL) mp FIKI Tiirii
MBEK
1000/2048 1 ADITIF
1 2000 4096 —
2000/128 1,031 ADITIF
2 >4000 8192 4000/4096 1 ADITIF
4 2000 4096 500/128 0,53 SINERJIK
8 >4000 4096 4000/4096 1,5 ADITIF
31,25/2048 0,531 SINERJIK
9 1000 4096 - -
250/256 0,313 SINERJIK
11 62,5 4096 62,5/128 1,031 ADITIF
500/2048 0,56 SINERJIK
12 >4000 4096 . :
2000/512 0,375 SINERJIK
250/2048 0,503 SINERJIK
13 2000 8192 - -
1000/512 0,56 SINERJIK
18 >4000 4096 4000/4096 15 ADITIF
19 >4000 4096 4000/4096 15 ADITIF
21 2000 4096 2000/128 1,031 ADITIF
22 1000 8192 1000/8192 2 ADITIF
26 >4000 4096 4000/4096 15 ADITIF
40 1000 8192 1000/128 1,061 ADITIF
15,63/2048 0,52 SINERJIK
42 1000 4096 - -
500/256 0,56 SINERJIK
45 500 4096 250/512 0,625 ADITIF
53 250 4096 125/1024 0,75 ADITIF
125/2048 0,516 SINERJIK
56 >4000 4096 : ;
1000/256 0,19 SINERJIK
7,81/2048 0,516 SINERJIK
59 500 4096 - -
125/512 0,375 SINERJIK
60 >4000 4096 4000/4096 15 ADITIF
61 2000 4096 7,81/2048 0,503 SINERJIK
64 1000 4096 125/2048 0,625 ADITIF
66 >4000 2048 31,25/2048 1,004 ADITIF
67 1000 4096 125/2048 0,625 ADITIF
73 >4000 4096 2000/2048 0,75 ADITIF
76 >4000 4096 4000/4096 15 ADITIF
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Tablo 30. (devami) Ampisilin ve NAC’in MBEK Degerleri, Dama Tahtas1 Sonuglari,
FIKI degerleri ve etkilesim tiirii

80 500 4096 250/2048 1 ADITIF
7,81/1024 0,499 SINERJIK
83 31,25 4096 -
31,25/128 1,031 ADITIF
91 >4000 4096 62,5/2048 0,507 SINERJIK
92 >4000 4096 2000/2048 0,75 ADITIF
500/1024 0,75 ADITIF
109 1000 4096 —
1000/128 1,031 ADITIF
110 4000 4096 4000/4096 2 ADITIF
112 >4000 4096 4000/4096 1,5 ADITIF
62,5/2048 0,508 SINERJIK
115 4000 4096 - -
500/256 0,19 SINERJIK
121 >4000 4096 500/4096 1,125 ADITIF
127 >4000 4096 4000/4096 2 ADITIF
62,5/1024 0,25 SINERJIK
129 500 8192 - -
250/256 0,531 SINERJIK
130 >4000 4096 4000/4096 15 ADITIF
62,5/2048 0,313 SINERJIK
125/1024 0,25 SINERJIK
136 1000 8192 250/512 0,313 SINERJIK
500/256 0,531 SINERJIK
1000/128 1,016 ADITIF
141 >4000 4096 125/2048 0,516 SINERJIK
152 125 4096 62,5/128 0,531 SINERJIK
M1 >4000 4096 4000/4096 2 ADITIF
M2 >4000 4096 4000/4096 2 ADITIF
M3 >4000 4096 2000/4096 15 ADITIF
500/2048 0,56 SINERJIK
M7 >4000 4096 -
4000/1024 0,75 ADITIF
M8 >4000 8192 4000/8192 15 ADITIF
M11 2000 4096 7,81/4096 1,004 ADITIF
M13 >4000 8192 4000/8192 1,5 ADITIF
Cc1 >4000 4096 4000/4096 1,5 ADITIF
Cc2 - - - - -
15,63/2048 0,502 SINERJIK
Cc7 >4000 4096 - :
125/128 0,048 SINERJIK
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Tablo 31. Vankomisin ve NAC’in MBEK Degerleri, Dama Tahtas1 Sonuclari, FIK
degerleri ve etkilesim tiirii

izolat Vankomisin NAC MBEK Kgf]‘qb'/r,‘\la;@” Fiki Etkilesim
Numarasi MBEK (ug/mL) (ng/mL) b Tiirii
MBEK
2 4000 8192 2000/1024 0,625 ADITIF
4 2000 4096 2000/128 1,031 ADITIF
8 1000 4096 1000/128 1,031 ADITIF
9 >4000 4096 4000/4096 15 ADITIF
1000/256 0,56 SINERJIK
11 2000 4096 —
2000/128 1,031 ADITIF
12 2000 4096 2000/128 1,031 ADITIF
13 >4000 8192 2000/2048 0,5 SINERJIK
7,81/2048 0,508 SINERJIK
18 1000 4096 62,5/1024 0,313 SINERJIK
500/512 0,625 ADITIF
2000/512 0,625 ADITIF
19 4000 4096 —
4000/128 1,031 ADITIF
500/8192 2,125 ADITIF
21 4000 4096 2000/4096 15 ADITIF
4000/128 1,031 ADITIF
22 >4000 8192 4000/4096 1 ADITIF
1000/2048 0,75 ADITIF
26 4000 4096 - -
2000/256 0,56 SINERJIK
42 2000 4096 2000/128 1,031 ADITIF
61 2000 4096 2000/128 1,031 ADITIF
250/2048 1 ADITIF
80 500 4096 —
500/128 1,031 ADITIF
109 2000 4096 100/1024 0,75 ADITIF
110 2000 4096 2000/128 1,031 ADITIF
112 2000 4096 2000/128 1,031 ADITIF
62,5/2048 0,52 SINERJIK
115 4000 4096 —
2000/1024 0,75 ADITIF
31,25/2048 0,515 SINERJIK
121 2000 4096 -
1000/512 0,625 ADETIF
127 1000 4096 1000/128 1,031 ADITIF
1000/1024 0,75 ADITIF
130 2000 4096 —
2000/128 1,031 ADITIF
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Tablo 31. (devami) Vankomisin ve NAC’in MBEK Degerleri, Dama Tahtas1 Sonuglari,
FIK degerleri ve etkilesim tiirii

136 2000 8192 1000/512 0,56 SINERJIK
1000/1024 0,75 SINERJIK
141 2000 4096 -
2000/128 1,031 ADITIF
M1 500 4096 62,5/2048 0,625 ADITIF
500/2048 0,5 SINERJIK
M2 2000 8192 —
2000/1024 1,125 ADITIF
M3 1000 4096 500/1024 0,75 ADITIF
M7 2000 4096 2000/128 1,031 ADITIF
M8 4000 8192 2000/2048 0,75 ADITIF
62,5/2048 0,531 SINERJIK
M11 2000 4096 - -
500/512 0,188 SINERJIK
M13 4000 8192 2000/1024 0,625 ADITIF
Cc1 2000 4096 2000/2048 15 ADITIF
Cc2 - - - - -
Cc7 2000 4096 2000/2048 15 ADITIF

Antibiyofilm aktivite icin, FIK degerlerine gore etkilesim gdzlenen kuyucuklardan
ekim yapilarak, eradike olan bakteri miktari tespit edilmistir. Calisilan bakterilerin ampisilin
ve NAC kombinasyonlarindaki ekim sonuglar1 Tablo 32°de verilmistir. Calisilan izolatlarin,
vankomisin ve NAC kombinasyonlarindaki ekim sonuglari Tablo 33’te verilmistir. Kontrol
kuyucuklarma gore etkilesim gozlenen konsantrasyonlardaki bakteri inokulumdaki azalma

logio’a gore hesaplanmustir.

Tablo 32. Ampisilin ve NAC konsantrasyonlarina gore etkilesim gozlenen kuyulardaki
bakteri sayim sonuglari ve logio’na gore azalan bakteri inokulumu

Kontrol
. Kuyucugu Kombinasyon Kombinasyon
Izolat ] Etkilesim
Bakteri Amp/NAC Kuyucugu Bakteri | AzalmaOram
Numarasi Tiiri
Miktari Konsantrasyonu | Miktari(CFU/mL)
(CFU/mL)
1000/2048 0 6 log ADITIF
1 6x108 _
2000/128 10 51log ADITIF
2 2x10° 4000/4096 0 6 log ADITIF
4 5x10° 500/128 0 6 log SINERJIK
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Tablo 32. (devam) Ampisilin ve NAC konsantrasyonlarina gore etkilesim gozlenen
kuyulardaki bakteri sayim sonuclar1 ve logio’na gore azalan bakteri

inokulumu
8 5x10° 4000/4096 0 6 log ADITIF
o I10° 31,25/2048 60 5 log SINERJIK
250/256 60 5 log SINERJIK
11 3x106 62,5/128 0 6 log ADITIF
" 5106 500/2048 0 6 log SINERJIK
2000/512 0 6 log SINERJIK
13 - 250/2048 0 6 log SINERJIK
1000/512 48 5 log SINERJIK
18 3x10° 4000/4096 0 6 log ADITIF
19 2x106 4000/4096 0 6 log ADITIF
21 1x10° 2000/128 0 6 log ADITIF
22 4x106 1000/8192 0 6 log ADITIF
26 5x108 4000/4096 0 6 log ADITIF
40 1x10° 1000/128 0 6 log ADITIF
4o 0106 15,63/2048 0 6 log SINERJIK
500/256 3 6 log SINERJIK
45 5x108 250/512 87 5 log ADITIF
53 8x10° 125/1024 0 6 log ADITIF
5 0105 125/2048 0 6 log SINERJIK
1000/256 75 5 log SINERJIK
50 - 7,81/2048 0 6 log SINERJIK
125/512 23 5 log SINERJIK
60 2x106 4000/4096 0 6 log ADITIF
61 1x10° 7,81/2048 0 6 log SINERJIK
64 3x106 125/2048 0 6 log ADITIF
66 4x106 31,25/2048 0 6 log ADITIF
67 2x106 125/2048 0 6 log ADITIF
73 2x108 2000/2048 0 6 log ADITIF
76 1x108 4000/4096 95 5 log ADITIF
80 5x10° 250/2048 0 6 log ADITIF
o 6105 7,81/1024 0 6 log SINERJIK
31,25/128 90 5 log ADITIF
91 9x108 62,5/2048 0 6 log SINERJIK
92 4x106 2000/2048 0 6 log ADITIF
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Tablo 32. (devam) Ampisilin ve NAC konsantrasyonlarina gore etkilesim gozlenen
kuyulardaki bakteri saymim sonuclar1 ve logio’na gore azalan bakteri in-

okulumu
100 e 500/1024 0 6 log ADITIF
1000/128 0 6 log ADITIF
110 4x108 4000/4096 0 6 log ADITIF
112 9x10° 4000/4096 10 6 log ADITIF
A 62,5/2048 0 6 log SINERJIK
o >0 500/256 0 6 log SINERJIK
121 9x108 500/4096 0 6 log ADITIF
127 5x108 4000/4096 0 6 log ADITIF
120 e 62,5/1024 0 6 log SINERJIK
250/256 0 6 log SINERJIK
130 8x10° 4000/4096 23 5 log ADITIF
62,5/2048 68 5 log SINERJIK
125/1024 58 5 log SINERJIK
136 7x108 250/512 51 5 log SINERJIK
500/256 31 5 log SINERJIK
1000/128 48 5 log ADITIF
141 2x108 125/2048 0 6 log SINERJIK
152 3x10° 62,5/128 0 6 log SINERJIK
M1 1x10° 4000/4096 0 6 log ADITIF
M2 7x108 4000/4096 0 6 log ADITIF
M3 3x10° 2000/4096 0 6 log ADITIF
. e 500/2048 0 6 log SINERJIK
4000/1024 0 6 log ADITIF
M8 3x10° 4000/8192 0 6 log ADITIF
M11 2x108 7,81/4096 0 6 log ADITIF
M13 2x108 4000/8192 0 6 log ADITIF
C1 9x10° 4000/4096 0 6 log ADITIF
C2 - - - - -
o . 15,63/2048 0 6 log SINERJIK
125/128 90 5 log SINERJIK
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Tablo 33. Vankomisin ve NAC konsantrasyonlarina gore etkilesim gozlenen
kuyulardaki bakteri sayim sonuclar1 ve logio’na gore azalan bakteri

inokulumu
Kontrol ) Kombinasyon
. Kombinasyon Azalan
Izolat Kuyucugu Kuyucugu )
] Van/NAC ] Bakteri Etkilesim Tiirii
Numarasi Bakteri Bakteri )
. Konsantrasyonu . Inokulumu
Inokulumu Inokulumu
2 2x10° 2000/1024 19 5 log ADITIF
4 5x10° 2000/128 0 6 log ADITIF
8 5x106 1000/128 0 6 log ADITIF
9 4x106 4000/4096 0 6 log ADITIF
1000/256 0 6 log SINERJIK
11 3x10° _
2000/128 0 6 log ADITIF
12 5x10° 2000/128 0 6 log ADITIF
13 1x10° 2000/2048 0 6 log SINERJIK
7,81/2048 0 6 log SINERJIK
18 3x106 62,5/1024 0 6 log SINERJIK
500/512 90 5 log ADITIF
2000/512 0 6 log ADITIF
19 2x10° .
4000/128 0 6 log ADITIF
500/8192 0 6 log ADITIF
21 1x10° 2000/4096 11 5 log ADITIF
4000/128 24 5 log ADITIF
22 4x106 4000/4096 0 6 log ADITIF
1000/2048 0 6 log ADITIF
26 5x10° i i
2000/256 0 6 log SINERJIK
42 9x10° 2000/128 0 6 log ADITIF
61 1x10° 2000/128 0 6 log ADITIF
250/2048 0 6 log ADITIF
80 5x10° .
500/128 0 6 log ADITIF
109 1x108 100/1024 0 6 log ADITIF
110 4x10° 2000/128 0 6 log ADITIF
112 9x10° 2000/128 48 5 log ADITIF
62,5/2048 0 6 log SINERJIK
115 3x10° .
2000/1024 0 6 log ADITIF
31,25/2048 0 6 log SINERJIK
121 9x10° _
1000/512 23 5 log ADITIF
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Tablo 33. (devami) Vankomisin ve NAC konsantrasyonlarina gore etkilesim gozlenen
kuyulardaki bakteri sayim sonuglar1 ve logio’nma gore azalan bakteri

inokulumu
127 5x108 1000/128 0 6 log ADITIF
1000/1024 18 5 log ADITIF
130 8x10° _
2000/128 30 5 log ADITIF
136 7x108 1000/512 0 6 log SINERJIK
1000/1024 0 6 log SINERJIK
141 2x10° _
2000/128 0 6 log ADITIF
M1 1x10° 62,5/2048 15 5 log ADITIF
500/2048 0 6 log SINERJIK
M2 7x10° _
2000/1024 39 5 log ADITIF
M3 3x10° 500/1024 14 5 log ADITIF
M7 5x10° 2000/128 26 5 log ADITIF
M8 3x10° 2000/2048 0 6 log ADITIF
7,81/2048 0 6 log SINERJIK
M11 2x10° i i
500/512 21 5 log SINERJIK
M13 2x108 2000/1024 14 5 log ADITIF
C1 9x10° 2000/2048 0 6 log ADITIF
c2 - - - -
C7 9x10° 2000/2048 0 6 log ADITIF

icaA, icaD ve sarA genlerinin ekspresyon seviyeleri iizerine NAC‘in etkisinin
saptanmasi i¢in bu genlerinin degisik kosullarda ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir:
I)NAC ve antibiyotik igermeyen besiyerinde iretilen kiiltiir ortam1 (kontrol), ii) NAC ve
antibiyotikleri iceren besiyerinde iiretilen kiiltiir ortami

Kontrol kuyucugu ve ampisilinile NAC arasinda sinerjik etkitespit edilen
kuyucuklardaki érneklerin qRT-PCR sonuglari, Tablo 34’te verilmistir. Tablo 34’te verilen
sonuglar kullanilarak hesaplanan, rRNA genine rolatif ekspresyon seviyeleri Tablo 35°te
verilmistir. Kontrol kuyucugunda elde edilen gen ekspresyon seviyesi degerleri kullanilarak
normalizasyon yapilmis ve degerler oranlanarak tekrar hesaplanmistir (Tablo 36). Tablo 36°da
verilen degerler kullanilarak istatistiksel analiz yapilmistir (Tablo 37). Kontroliin rélatif gen
ekspresyon seviyesinin, ampisilin ve NAC’m sinerjik etki gosterdigi konsantrasyonlardaki
rolatif gen ekspresyon seviyelerine oranmin 1’den biiyiilk olmasi beklenmektedir. Kontrol
grubunda icaD gen ekspresyon seviyesi daha yiiksektir (t=1,805; df=50; p<0,05). iki grup
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arasinda icaA gen ekspresyonu seviyesi farklidir (t=0,488; df=50; p>0,05). iki grup arasinda
sarA gen ekspresyonu seviyesi farklidir (t=0,368; df=50; p>0,05).

Tablo 34. Kontrol kuyucugu ve ampisilin ile NAC arasinda sinerjik etki tespit edilen
kuyucuklardaki orneklerin Ct degerleri ortalamasi

Ct Sayilar1 Ct Sayilar

Ampisilin ve NAC arasinda sinerjik etki
Kontrol kuyucugu o
tespit edilen kuyucuk

. 16S ) ) 16S ) )
Ornek Adi icaD icaA SarA icaD icaA SarA
rRNA rRNA
61 AMP 21,00 22,56 23,08 23,75 17,67 18,46 18,93 19,48
141 AMP 21,06 22,74 23,12 24,06 20,83 21,69 22,18 21,82
115 AMP A 19,67 20,84 21,06 21,77 20,28 21,28 21,74 22,19
115 AMP B 19,67 20,84 21,07 21,78 20,38 21,36 21,62 22,34
9 AMP A 20,78 22,74 23,57 23,63 21,46 23,58 24,19 23,38

9 AMP B 20,78 22,74 23,58 23,64 22,05 24,49 24,64 23,50

59 AMP A 18,85 18,78 19,51 19,80 22,20 23,71 24,42 24,91
59 AMP B 18,85 18,78 19,51 19,80 19,04 19,06 19,13 18,61
13 AMP A 18,66 19,26 16,68 17,37 27,53 25,89 20,51 20,17
13 AMP B 18,66 19,26 16,69 17,37 25,28 22,11 22,12 21,39
136 AMP A | 21,17 19,60 19,12 19,48 20,58 21,82 22,19 21,48
136 AMPB | 21,17 19,60 19,13 19,48 21,07 22,04 22,32 23,49
136 AMP C | 21,17 19,60 19,14 19,48 20,42 21,88 22,58 23,41
136 AMPD | 21,17 19,60 19,15 19,48 20,72 22,08 22,47 22,94

42 AMP 24,82 16,23 21,55 20,97 23,94 18,54 18,84 18,07
83 AMP 20,82 22,49 23,09 23,06 28,05 32,98 36,04 35,34
91 AMP 21,01 22,47 22,87 23,37 25,13 25,85 25,70 24,96
M7 AMP 18,54 20,04 20,57 19,62 23,66 21,13 22,87 23,00
12 AMP A 18,36 18,57 21,47 18,66 22,42 20,40 21,79 21,54
12 AMP B 18,36 18,57 21,47 18,66 23,71 22,47 22,95 21,92
129 AMP A | 20,88 23,64 40,00 29,67 20,92 23,72 40,00 27,24
129 AMP B | 20,88 23,64 40,00 29,67 23,97 23,43 40,00 32,29
56 AMP A 18,64 24,86 40,00 35,80 23,96 24,60 40,00 36,31
56 AMP B 18,64 24,86 40,00 35,80 21,19 23,88 40,13 38,28
C7 AMP A 18,18 22,35 40,00 37,79 25,69 22,65 40,00 33,64
C7 AMP B 18,18 22,35 40,00 37,79 22,75 22,61 38,78 35,81
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Tablo 35. Kontrol kuyucugu ve ampisilin ile NAC arasinda sinerjik etki tespit edilen
kuyucuklara ait 6rneklerin rRNA’ya rélatif gen ekspresyon seviyeleri

RQ RQ
Kontrol kuyucugu Ampisilin ve NAC arasinda sinerjik etki
tespit edilen kuyucuk

Ornek Adi icaA icaD SarA icaA icaD SarA
61 AMP 0,339 0,237 0,149 0,578 0,418 0,285
141 AMP 0,312 0,240 0,125 0,551 0,392 0,503
115 AMP A 0,444 0,382 0,233 0,500 0,363 0,266
115 AMP B 0,444 0,379 0,232 0,507 0,423 0,257
9 AMP A 0,257 0,145 0,139 0,230 0,151 0,264
9 AMP B 0,257 0,144 0,138 0,184 0,166 0,366
59 AMP A 1,050 0,633 0,518 0,351 0,215 0,153
59 AMP B 1,050 0,633 0,518 0,986 0,940 1,347

13 AMP A 0,660 3,945 2,445 3,117 129,787 164,279
13 AMP B 0,660 3,918 2,445 9,000 8,938 14,825
136 AMP A 2,969 4,141 3,227 0,423 0,328 0,536
136 AMP B 2,969 4,112 3,227 0,511 0,420 0,187
136 AMP C 2,969 4,084 3,227 0,363 0,224 0,126
136 AMP D 2,969 4,056 3,227 0,390 0,297302 0,215
42 AMP 385,343 9,646 14,420 42,224 34,297 58,485
83 AMP 0,314 0,207 0,212 0,033 0,004 0,006
91 AMP 0,363 0,275 0,195 0,607 0,674 1,125
M7 AMP 0,354 0,245 0,473 5,776 1,729 1,580
12 AMP A 0,865 0,116 0,812 4,056 1,548 1,840
12 AMP B 0,865 0,116 0,812 2,362 1,693 3,458
129 AMP A 0,148 0,000 0,002 0,144 0,000 0,013
129 AMP B 0,148 0,000 0,002 1,454 0,000 0,003
56 AMP A 0,013 0,000 0,000 0,642 0,000 0,000
56 AMP B 0,013 0,000 0,000 0,155 0,000 0,000
C7 AMP A 0,056 0,000 0,000 8,225 0,000 0,004
C7 AMP B 0,056 0,000 0,000 1,102 0,000 0,000
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Tablo 36. Kontrol kuyucugu ve ampisilin ile NAC arasinda sinerjik etki olusturan
orneklerin normalize gen ekspresyon seviyeleri ve oranlari

Normalize Ekspresyon Seviyesi Oran
Kontrol kuyucugu Ampisilin ve NAC arasinda sinerjik etki
tespit edilen kuyucuk
Ornek Adi icaA icaD SarA icaA icaD SarA
61 AMP 1,000 1,000 1,000 1,705 1,765 1,919
141 AMP 1,000 1,000 1,000 1,765 1,636 4,028
115 AMP A 1,000 1,000 1,000 1,125 0,953 1,141
115 AMP B 1,000 1,000 1,000 1,141 1,117 1,110
9 AMP A 1,000 1,000 1,000 0,895 1,042 1,905
9 AMP B 1,000 1,000 1,000 0,717 1,157 2,657
59 AMP A 1,000 1,000 1,000 0,334 0,339 0,295
59 AMP B 1,000 1,000 1,000 0,940 1,485 2,603
13 AMP A 1,000 1,000 1,000 4,724 32,900 67,182
13 AMP B 1,000 1,000 1,000 13,642 2,282 6,063
136 AMP A 1,000 1,000 1,000 0,143 0,079 0,166
136 AMP B 1,000 1,000 1,000 0,172 0,102 0,058
136 AMP C 1,000 1,000 1,000 0,122 0,055 0,039
136 AMP D 1,000 1,000 1,000 0,131 0,073 0,067
42 AMP 1,000 1,000 1,000 0,110 3,555 4,056
83 AMP 1,000 1,000 1,000 0,104 0,019 0,030
91 AMP 1,000 1,000 1,000 1,670 2,445 5,776
M7 AMP 1,000 1,000 1,000 16,336 7,062 3,340
12 AMP A 1,000 1,000 1,000 4,691 13,361 2,266
12 AMP B 1,000 1,000 1,000 2,732 14,621 4,257
129 AMP A 1,000 1,000 1,000 0,973 1,028 5,540
129 AMP B 1,000 1,000 1,000 9,849 8,515 1,385
56 AMP A 1,000 1,000 1,000 47,835 39,947 28,051
56 AMP B 1,000 1,000 1,000 11,551 5,352 1,050
C7 AMP A 1,000 1,000 1,000 148,056 182,278 3236,009
C7 AMP B 1,000 1,000 1,000 19,835 55,330 93,701

Tablo 37. Kontrol kuyucugu rolatif gen ekspresyon seviyelerinin, ampisilin ile sinerji
oluturan kuyucuklarin rolatif gen ekspresyon seviyelerine oranmin 1’den
biiyiik olmasinin istatistiksel 6nem analizi

Hipotez t df |[t-Table| *p |[Sonug¢
Kontrol grubunda icaD gen ekspresyon seviyesi daha yiiksektir. | 1,805 | 50 2 p<0,05 | Kabul
Iki grup arasinda icaA gen ekspresyon seviyesi farklidir. 0,488 | 50 2 p=>0,05| Red
Iki grup arasinda sarA gen ekspresyon seviyesi farklidir. 0,368 | 50 2 p>0,05| Red

*p<0,05 ise anlamli; p>0,05 ise anlamsiz

Kontrol kuyucugu ve ampisilin ile NAC arasinda aditif etki tespit edilen

kuyucuklardaki érneklerin qRT-PCR sonuglari, Tablo 38’de verilmistir. Tablo 38’de verilen
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sonuglar kullanilarak hesaplanan, rRNA genine rolatif ekspresyon seviyeleri Tablo 39’te
verilmistir. Kontrol kuyucugunda elde edilen degerler kullanilarak normalizasyon yapilmis ve
degerler oranlanarak tekrar hesaplanmistir (Tablo 40). Tablo 40°da verilen degerler
kullanilarak istatistiksel analiz yapilmistir (Tablo 41). Kontroliin rolatif gen ekspresyon
seviyesinin, ampisilin ve NAC’in aditif etki gosterdigi konsantrasyonlardaki rolatif gen
ekspresyon seviyelerine oraninin 1’den biiyiik olmasi beklenmektedir. Kontrol grubunda icaD
gen ekspresyon seviyesi daha yiiksektir (t=1,958; df=34; p<0,05). Kontrol grubunda icaA gen
ekspresyon seviyesi daha yiiksektir (t=1,468; df=34; p<0,05). Kontrol grubunda sarA gen
ekspresyon seviyesi daha yiiksektir(t=1,327; df=34; p<0,05).

Tablo 38. Kontrol kuyucugu ve ampisilin ile NAC arasinda aditif etki tespit edilen
kuyucuklardaki érneklerin Ct degerleri ortalamasi

Ct Sayilar1 Ct Sayilar1

Ampisilin ve NAC arasinda aditif etki tespit

K I k g .
ontrol kuyucugu edilen kuyucuk

16S 16S

Ornek Adi R, icaD icaA SarA RNA icaD icaA SarA
45 AMP 24,48 34,81 28,91 35,00 17,18 22,33 23,13 21,40
M11 AMP 24,77 20,76 26,64 27,30 16,78 20,09 23,64 23,44
64 AMP 21,55 23,68 24,02 25,19 19,57 20,57 20,87 20,44
66 AMP 19,74 20,78 20,89 20,52 17,75 18,69 18,97 17,75
M3 AM 23,47 19,72 25,58 26,11 19,47 21,93 21,22 20,63
67 AMP 19,74 21,29 21,91 22,29 21,93 20,34 20,90 20,49
21 AMP 26,63 22,45 19,42 20,23 18,83 20,40 23,82 23,85

13 AMP C 18,66 19,26 16,70 17,37 19,61 18,84 21,75 21,05

136 AMP E 21,17 19,60 19,16 19,48 22,52 22,49 23,02 22,51

42 AMP 24,82 16,23 21,55 20,97 26,82 27,16 19,63 19,67
83 AMP 20,82 22,49 23,09 23,06 17,71 18,60 18,72 18,72
M7 AMP 18,54 20,04 20,57 19,62 19,66 19,79 22,22 22,82
M8 AMP 23,87 22,12 20,55 19,77 23,78 21,66 26,78 27,50
Cl1 AMP 22,94 20,49 20,82 20,07 22,21 22,31 23,12 23,07
80 AMP 21,61 23,68 40,00 33,52 20,98 23,86 40,00 34,24
53 AMP 17,99 24,11 34,26 24,87 21,51 23,95 32,82 27,29
18 AMP 20,47 20,43 31,71 22,61 21,67 22,26 31,35 24,47

19 AMP A 18,03 23,32 28,05 34,66 21,95 21,64 43,87 36,23

19 AMP B 18,03 23,32 28,05 34,66 16,96 24,86 40,00 35,25
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Tablo 39. Kontrol kuyucugu ve ampisilin ile NAC arasinda aditif etki tespit edilen
kuyucuklara ait 6rneklerin rRNA’ya rolatif gen ekspresyon seviyeleri

RQ RQ
. Ampisilin ve NAC arasinda aditif etki tespit
Kontrol kuyucugu ’ edilen kuyucuk ’
Ornek Adi icaA icaD SarA icaA icaD SarA
45 AMP 0,001 0,046 0,001 0,028 0,016 0,054
M11 AMP 16,111 0,274 0,173 0,101 0,009 0,010
64 AMP 0,228 0,180 0,080 0,500 0,406 0,547
66 AMP 0,486 0,451 0,582 0,521 0,429 1,000
M3 AM 13,454 0,232 0,160 0,182 0,297 0,448
67 AMP 0,342 0,222 0,171 3,010 2,042 2,713
21 AMP 18,126 148,056 84,449 0,337 0,031 0,031
13 AMP C 0,660 3,891 2,445 1,705 0,227 0,369
136 AMP E 2,969 4,028 3,227 1,021 0,707 1,007
42 AMP 385,343 9,646 14,420 0,790 146,018 142,025
83 AMP 0,314 0,207 0,212 0,540 0,497 0,497
M7 AMP 0,354 0,245 0,473 0,914 0,170 0,112
M8 AMP 3,364 9,987 17,148 4,347 0,125 0,076
C1 AMP 5,464 4,347 7,311 0,933 0,532185 0,551
80 AMP 0,238 0,000 0,000 0,136 0,000 0,000
53 AMP 0,014 0,000 0,008 0,184 0,000 0,018
18 AMP 1,028 0,000 0,227 0,664 0,001 0,144
19 AMP A 0,026 0,001 0,000 1,240 0,000 0,000
19 AMP B 0,026 0,001 0,000 0,004 0,000 0,000

Tablo 40. Kontrol kuyucugu ve ampisilin ile NAC arasinda aditif etki olusturan
orneklerin normalize gen ekspresyon seviyeleri ve oranlari

Normalize Ekspresyon Seviyesi Oran
Kontrol kuyucugu Ampisilin ve NAC arasinda aditif etki tespit edilen kuyucuk
Ormek Ad icaA icaD SarA icaA icaD SarA
45 AMP 1,000 1,000 1,000 36,252 0,349 78,793
M11 AMP 1,000 1,000 1,000 0,006 0,031 0,057
64 AMP 1,000 1,000 1,000 2,189 2,250 6,821
66 AMP 1,000 1,000 1,000 1,072 0,953 1,717
M3 AM 1,000 1,000 1,000 0,014 1,283 2,789
67 AMP 1,000 1,000 1,000 8,815 9,190 15,889
21 AMP 1,000 1,000 1,000 0,019 0,000 0,000
13 AMP C 1,000 1,000 1,000 2,585 0,058 0,151
136 AMP E 1,000 1,000 1,000 0,344 0,176 0,312
42 AMP 1,000 1,000 1,000 0,002 15,137 9,849
83 AMP 1,000 1,000 1,000 1,717 2,395 2,346
M7 AMP 1,000 1,000 1,000 2,585 0,693 0,237
M8 AMP 1,000 1,000 1,000 1,292 0,013 0,004
C1 AMP 1,000 1,000 1,000 0,171 0,122 0,075
80 AMP 1,000 1,000 1,000 0,570 0,646 0,392
53 AMP 1,000 1,000 1,000 12,817 31,125 2,144
18 AMP 1,000 1,000 1,000 0,646 2,949 0,633
19 AMP A 1,000 1,000 1,000 48,503 0,000 5,098
19 AMP B 1,000 1,000 1,000 0,164 0,000 0,316

88




Tablo 41. Kontrol kuyucugu rolatif gen ekspresyon seviyelerinin, ampisilin ile aditif etki
olusturan kuyucuklarm rolatif gen ekspresyon seviyelerine oranimin 1’den
biiyiik olmasinin istatistiksel onem analizi

. *p
Hipotez t df Table Sonug

Kontrol grubunda icaD gen ekspresyon seviyesi daha yiiksektir. | 1,958 | 34 | 1,697 | p<0,05 | Kabul

Kontrol grubunda icaA gen ekspresyon seviyesi daha yiiksektir. | 1,468 | 34 | 1,697 | p<0,05 | Kabul

Kontrol grubunda sarA gen ekspresyon seviyesi daha yiiksektir. | 1,327 34 1,697 | p<0,05 | Kabul

* p<0,05 ise anlamli; p>0,05 ise anlamsiz

Kontrol kuyucugu ve vankomisin ile NAC arasinda sinerjik etki tespit edilen
kuyucuklardaki 6rneklerin qRT-PCR sonuglari, Tablo 42°de verilmistir. Tablo 42°de verilen
sonuglar kullanilarak hesaplanan, rRNA genine rolatif ekspresyon seviyeleri Tablo 43’te
verilmistir. Kontrol kuyucugunda elde edilen gen ekspresyon seviyesi degerleri kullanilarak
normalizasyon yapilmis ve degerler oranlanarak tekrar hesaplanmistir (Tablo 44). Tablo 44’te
verilen degerler kullanilarak istatistiksel analiz yapilmistir (Tablo 45). Kontroliin rélatif gen
ekspresyon seviyesinin, vankomisin ve NAC’1m sinerjik etki gosterdigi konsantrasyonlardaki
rolatif gen ekspresyon seviyelerine oraninin 1’den biiyliik olmasi beklenmektedir. Kontrol
grubunda icaD gen ekspresyonu seviyesi daha yiiksektir (t=2,024; df=22; p<0,05). Kontrol
grubunda icaA gen ekspresyonu seviyesi daha yiiksektir (t=1,827; df=22; p<0,05). Kontrol
grubunda sarA gen ekspresyonu seviyesi daha yiiksektir (t=1,898; df=22; p<0,05).

Tablo 42. Kontrol kuyucugu ve vankomisin ile NAC arasinda sinerjik etki tespit edilen
kuyucuklardaki érneklerin Ct degerleri ortalamasi

Ct Sayilan Ct Sayilar

Vankomisin ve NAC arasinda sinerjik etki

Roiliel Ly tespit edilen kuyucuk

16S 16S

Ornek Adi RNA icaA icaD SarA RNA icaA icaD SarA
115 VAN 19,23 20,06 19,56 19,62 26,21 21,64 21,10 21,03
121 VAN 23,18 23,72 22,56 22,51 28,38 23,91 22,89 22,94
136 VAN 21,17 19,12 19,12 19,12 19,56 24,86 24,10 22,48
26 VAN 26,10 19,05 18,28 19,02 23,48 22,53 22,10 21,42
M2 VAN 25,53 22,08 21,81 21,48 20,60 22,09 21,54 21,26

M11 VAN A 24,77 26,64 26,64 26,64 22,24 24,61 23,35 23,25

M11 VAN B 24,77 26,64 26,64 26,64 24,94 21,57 21,03 21,59

13 VAN 18,66 19,26 19,26 19,26 25,34 25,68 24,90 24,61

C1VAN 18,18 24,03 24,25 24,47 18,20 19,21 20,26 20,26

18 VAN A 20,47 20,43 31,71 22,61 20,65 22,40 40,00 24,43

18 VAN B 20,47 20,43 31,71 22,61 22,96 27,77 40,00 28,48

C7 VAN 25,14 22,35 40,00 37,79 18,42 21,20 40,00 22,80
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Tablo 43. Kontrol kuyucugu ve vankomisin ile NAC arasinda sinerjik etki tespit edilen
kuyucuklara ait 6rneklerin rRNA’ya rolatif gen eksprseyon seviyeleri

RQ

RQ

Kontrol kuyucugu

Vankomisin ve NAC arasinda sinerjik etki

tespit edilen kuyucuk

Ornek Adi icaA icaD SarA icaA icaD SarA
115 VAN 0,563 0,796 0,763 23,752 34,535 36,252
121 VAN 0,688 1,537 1,591 22,162 44,942 43,411
136 VAN 4,141 4,141 4,141 0,025 0,043 0,132
26 VAN 132,514 225,972 135,298 1,932 2,603 4,170
M2 VAN 10,928 13,177 16,564 0,356 0,521 0,633
M11 VAN A 0,274 0,274 0,274 0,193 0,463 0,497
M11 VAN B 0,274 0,274 0,274 10,339 15,032 10,196
13 VAN 0,660 0,660 0,660 0,790 1,357 1,659
C1 VAN 0,017 0,015 0,013 0,497 0,240 0,240
18 VAN A 1,028 0,000 0,227 0,297 0,000 0,073
18 VAN B 1,028 0,000 0,227 0,036 0,000 0,022
C7 VAN 6,916 0,000 0,000 0,146 0,000 0,048

Tablo 44. Kontrol kuyucugu ve vankomisin ile NAC arasinda sinerjik etki olusturan
orneklerin normalize gen ekspresyon seviyeleri ve oranlari

Normalize Ekspresyon Seviyesi

Oran

Kontrol kuyucugu

Vankomisin ve NAC arasinda sinerjik etki

tespit edilen kuyucuk
Omek Adi icaA icaD SarA icaA icaD SarA
115 VAN 1,000 1,000 1,000 42,224 43,411 47,505
121 VAN 1,000 1,000 1,000 32,223 29,243 27,284
136 VAN 1,000 1,000 1,000 0,006 0,010 0,032
26 VAN 1,000 1,000 1,000 0,015 0,012 0,031
M2 VAN 1,000 1,000 1,000 0,033 0,040 0,038
M11 VAN A 1,000 1,000 1,000 0,707 1,693 1,815
M11 VAN B 1,000 1,000 1,000 37,792 54,948 37,271
13 VAN 1,000 1,000 1,000 1,197 2,056 2,514
C1 VAN 1,000 1,000 1,000 28,641 16,111 18,765
18 VAN A 1,000 1,000 1,000 0,289 0,004 0,321
18 VAN B 1,000 1,000 1,000 0,035 0,018 0,096
C7 VAN 1,000 1,000 1,000 0,021 0,009 308,687

Tablo 45. Kontrol kuyucugu rolatif gen ekspresyon seviyelerinin, vankomisin ile sinerji
oluturan kuyucuklarin rélatif gen ekspresyon seviyelerine oranmimin 1°den biiyiik
olmasinin istatistiksel 6nem

Hipotez

Table

*p

Sonug¢

Kontrol grubunda icaD gen ekspresyon seviyesi daha yiiksektir.

2,024 | 22

1,717

p<0,05

Kabul

Kontrol grubunda icaA gen ekspresyon seviyesi daha yiiksektir.

1,827 | 22

1,717

p<0,05

Kabul

Kontrol grubunda sarA gen ekspresyon seviyesi daha yiiksektir.

1,898 | 22

1,717

p<0,05

Kabul

* p<0,05 ise anlamli; p>0,05 ise anlamsiz

90




Kontrol kuyucugu ve vankomisin ile NAC arasinda aditif etki tespit edilen
kuyucuklardaki érneklerin qRT-PCR sonuglari, Tablo 46’da verilmistir. Tablo 46°da verilen
sonuglar kullanilarak hesaplanan, rRNA genine rolatif ekspresyon seviyeleri Tablo 47°de
verilmistir. Kontrol kuyucugunda elde edilen degerler kullanilarak normalizasyon yapilmis ve
degerler oranlanarak tekrar hesaplanmigtir (Tablo 48). Tablo 48’de verilen degerler
kullanilarak istatistiksel analiz yapilmistir (Tablo 49). Kontroliin rolatif gen ekspresyon
seviyesinin, vankomisin ve NAC’in aditif etki gosterdigi konsantrasyonlardaki rolatif gen
ekspresyon seviyelerine oraninin 1’den biiyiik olmas1 beklenmektedir. Kontrol grubunda icaD
gen ekspresyonu seviyesi daha yiiksektir (t=2,136; df=22; p<0,05). Kontrol grubunda icaA
gen ekspresyonu seviyesi daha yiiksektir (t=1,973; df=22; p<0,05). Kontrol grubunda sarA

gen ekspresyonu seviyesi daha yiiksektir (t=2,235; df=22; p<0,05).

Tablo 46. Kontrol kuyucugu ve vankomisinile NAC arasinda aditif etki tespit edilen

kuyucuklardaki érneklerin Ct degerleri ortalamasi

Cq Sayuilart Cq Sayuilart
Kontrol Aditif vankomisin grubu
Ornek Adi 16S rRNA icaA icaD SarA 16S rRNA icaA icaD SarA
M 1 VAN 19,01 26,21 24,81 25,37 22,51 19,95 19,03 19,71
M13 VAN 21,30 23,58 23,83 23,31 26,69 31,74 31,23 29,12
M7 VAN 18,54 20,04 20,04 20,04 21,34 28,25 27,41 26,11
115 VAN 19,23 20,06 19,56 19,62 19,90 21,62 20,79 21,47
2 VAN 19,27 19,27 19,58 19,58 16,80 24,98 24,38 23,51
121 VAN 23,18 23,72 22,56 22,51 19,21 22,31 20,87 22,07
M8 VAN 23,87 22,12 22,12 22,12 22,52 25,22 24,52 23,61
M3 VAN 23,47 19,72 19,72 19,72 26,58 22,28 22,12 22,51
26 VAN 26,10 19,05 18,28 19,02 18,68 21,42 21,67 21,48
M2 VAN 25,53 22,08 21,81 21,48 21,07 21,57 21,27 21,35
109 VAN 24,14 24,17 40,00 22,61 20,37 21,51 40,00 25,30
18 VAN 20,47 20,43 31,71 22,61 18,42 22,20 40,00 24,80

Tablo 47. Kontrol kuyucugu ve vankomisin ile NAC arasinda aditif etki tespit edilen

kuyucuklara ait 6rneklerin rRNA’ya rolatif gen ekspresyon seviyeleri

RQ RQ
Kontrol Aditif vankomisin grubu
Ornek Adi icaA icaD SarA icaA icaD SarA
M 1 VAN 0,007 0,018 0,012 5,897 11,158 6,964
M13 VAN 0,206 0,173 0,248 0,030 0,043 0,186
M7 VAN 0,354 0,354 0,354 0,008 0,015 0,037
115 VAN 0,563 0,796 0,763 0,304 0,540 0,337
2 VAN 1,000 0,807 0,807 0,003 0,005 0,010
121 VAN 0,688 1,537 1,591 0,117 0,316 0,138
M8 VAN 3,364 3,364 3,364 0,154 0,250 0,470
M3 VAN 13,454 13,454 13,454 19,698 22,009 16,795
26 VAN 132,514 225,972 135,298 0,150 0,126 0,144
M2 VAN 10,928 13,177 16,564 0,707 0,871 0,824
109 VAN 0,979 0,000 2,888 0,454 0,000 0,033
18 VAN 1,028 0,000 0,227 0,073 0,000 0,012
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Tablo 48. Kontrol kuyucugu ve vankomisin ile NAC arasinda aditif etki olusturan
orneklerin normalize gen ekspresyon seviyeleri ve oranlari

Normalize Ekspresyon Seviyesi Oran
Kontrol Aditif vankomisin grubu

Ornek Adi icaA icaD SarA icaA icaD SarA
M 1 VAN 1,000 1,000 1,000 867,067 621,668 572,051
M13 VAN 1,000 1,000 1,000 0,147 0,248 0,747
M7 VAN 1,000 1,000 1,000 0,024 0,042 0,104
115 VAN 1,000 1,000 1,000 0,540 0,678 0,441

2 VAN 1,000 1,000 1,000 0,003 0,006 0,012
121 VAN 1,000 1,000 1,000 0,170 0,206 0,087
M8 VAN 1,000 1,000 1,000 0,046 0,074 0,140
M3 VAN 1,000 1,000 1,000 1,464 1,636 1,248
26 VAN 1,000 1,000 1,000 0,001 0,001 0,001
M2 VAN 1,000 1,000 1,000 0,065 0,066 0,050
109 VAN 1,000 1,000 1,000 0,463 0,073 0,011
18 VAN 1,000 1,000 1,000 0,071 0,001 0,053

Tablo 49. Kontrol kuyucugu rolatif gen ekspresyon seviyelerinin, vankomisin ile aditif
etki oluturan kuyucuklarin rolatif gen ekspresyon seviyelerine oraninin 1°den
biiyiik olmasinin istatistiksel 6nem analizi

Hipotez t df | t-Table *p Sonuc
Kontrol grubunda icaD gen ekspresyon seviyesi daha yiiksektir. | 2,136 | 22 1,717 p<0,05 | Kabul
Kontrol grubunda icaA gen ekspresyon seviyesi daha yiiksektir. | 1,973 | 22 1,717 | p<0,05 | Kabul
Kontrol grubunda sarA gen ekspresyon seviyesi daha yiiksektir. | 2,235 | 22 1,717 p<0,05 | Kabul

* p<0,05 ise anlamli; p>0,05 ise anlamsiz
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TARTISMA

Staphylococcus aureus ve S. epidermidis hastane kokenli enfeksiyonlarin en sik
etkenlerinden olmalari, enfeksiyonlarin ¢ogunlukla biyofilm kaynakli olmalar1 nedeniyle tim
diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6nemli bir sorun olmaktadir (5). Biyofilm, madde ile
iligkili enfeksiyonlarin tedavisinde, antibiyotik etkinligini gii¢lestirmektedir (6,7). Biyofilm
olusumu ve tedavide yarattigi sorunlar bilinmesine karsin, laboratuvar uygulamalarinda
biyofilm olusturmus mikroorganizmalara karsi etkili olan, en diisiik antimikrobiyal ajan
konsantrasyonun tespitinde standart bir yontem bulunmamaktadir. Biyofilmler, antibiyotik
etkisine direngli ve antifagositik etkileri olmasi nedeniyle siklikla tedavisi zor, kronik
enfeksiyonlardan sorumlu tutulmaktadir (1-3). Tiim enfeksiyon hastaliklarinin en az %65’
biyofilm olusturan bakteriler ile iliskilidir (7). Ozellikle hastalarda kullanilan medikal cihazlar
tizerinde (kullanilan prostetik cihazlar, kateterler, implantlar gibi) mikroorganizmalar
biyofilm olusturarak, yabanci cisim enfeksiyonlarina siklikla neden olmaktadir (4).
Enfeksiyonlardan izole edilmis izolatlarda, biyofilm formlarinin MBEK degerleri, planktonik
formlarin MIK degerlerine gére ¢ok daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu durum,
enfeksiyonlarin tedavisinde ¢ok daha yiiksek dozlarda antibiyotik kullanimi gerektirmekte ve
antibiyotik direncin artmasinda etkili olmaktadir (7).

Son yillarda biyofilm mekanizmasini engelleyen molekiillerin kullanimi, bu etkenlerin
tedavisi i¢in umut veren bir yontemdir. Bu amagla giliniimiizde, bircok molekiiliin
antibiyofilm aktivitesi aragtiritlmaktadir. Bu molekiillerden birisi de NAC molekiiliidiir. NAC,
bir tiyol bilesigi olup L-sistein ve glutatyonun Onciisii olan dnemli bir mukolitik maddedir.
NAC’Im olgun biyofilmleri bozarak ve bakterinin yiizeylere adezyonunu azaltarak

ekstraseliiler polisakkarit yapimini azaltmakta etkili oldugu bilinmektedir (8). NAC’ 1,
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P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. epidermidis, S. aureus ve E. coli gibi, Gram negatif ve
Gram pozitif bakteri biyofilmlerini etkili bir sekilde azalttig1 rapor edilmistir (8,9).

Calismamizda; stafilokoklarin biyofilm yapma yeteneklerinin, bu bakterilerin
tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin MBEK degerlerinin ve NAC molekiilii varligindaki
degisiminin ortaya konmasi amaglanmistir. Boylece; NAC ile birlikte antibiyotiklerin,
stafilokok izolatlarina karsi antibiyofilm etkinligi ve biyofilm iligkili genlerin
ekspresyonlarini nasil degistirdigi gosterilerek yeni tedavi yaklasimlari i¢in yol gosterici bir
sonug elde edilmesi amag¢lanmustir.

Stafiloklarin sahip oldugu ana virlilans faktorlerden biri, polimerik yiizeylerde
biyofilm olusturarak adheransit ve kolonizasyonu saglama ozelligidir (93,95). Bu nedenle,
stafiloklarda biyofilm olusumu farkli arastirmacilar tarafindan, farkli yontemler kullanilarak
calisilmigtir. Bu yontemlerden en fazla kullanilani, mikroplak kristal viyole yontemidir.
Vasudevan ve ark.’nin (115) yaptiklar1 galismada, mikroplak yontemi kullanilarak, 35 S.
aureus izolatinin 24’1 (%73.53) biyofilm pozitif olarak saptanmistir. Arciola ve ark. da (204)
yaptiklar1 ¢alismada, protez enfeksiyonlarindan izole edilen 15 S.aureus izolatinin 11’ini
(%73.0) ve 15 S.epidermidis izolatinin 9’unu (%60.0) biyofilm pozitif bulmuslardir. Mathur
ve ark. (205), mikroplak kristal viyole yontemi ile stafilokok izolatlarinin % 14.4 giiglii, %
39.4 orta ve % 46.0 zayif biyofilm olusturduklarini tespit etmistir.

Calismamizda ise, mikroplak kristal viyole yontemi kullanilarak, 170 stafilokok
izolatinin 69’unun (%40.59) biyofilm olusturdugu, 101’inin (%59.41) ise biyofilm negatif
oldugu saptanmistir. Biyofilm olusturan 69 bakteriden 42’si zayif (%60.87), 22’si orta
(%31.88), 5’i kuvvetli (%7.25) derecede biyofilm yapmistir. Zayif diizeyde biyofilm
olusturan izolatlarin 25’1 (%59.53) MSSA, 12’si (%28.57) MRSA, 5’i (%11.90) S.
epidermidis olarak tespit edilmistir. Orta diizeyde biyofilm olusturan izolatlarin, 8’i (%36.36)
MSSA, 5’1 (%22.73) MRSA, 9’u (%40.91) S.epidermidis olarak tespit edilmistir. Kuvvetli
biyofilm olusturan izolatlarin ise, 3’ (%60) MSSA, 1’1 (%20) MRSA ve 1’1 (%20) ise S.
epidermidis olarak tespit edilmistir.

Stafilokoklarda antibiyotik direnci, penisilin direnci ile baslayip, coklu antibiyotik
direncine kadar uzanmistir. Stafiloklarda gelisen antibiyotik direnci, tim diinyada giderek
artan Oonemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Antibiyotiklere karsi hizla direng
kazanan stafilokoklara bagli enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik duyarlilik test sonuglarina
gore antibiyotik se¢imi 6nem arz etmektedir (206). EUCAST bakteriler igin sinir degerleri
kilavuzunda S. aureus izolatlarinda vankomisin i¢in 2 mg/L’nin iizerindeki MIK degerleri ve

S.epidermidis izolatlarinda vankomisin i¢in 4 mg/L’nin iizerindeki MIK degerleri direngli
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olarak kabul edilmektedir. MRSA tiirleri beta-laktam antibiyotiklere direnglidir. Stafilokoklar
icin ampisilin direng sinir degeri 0.25 pg/mL’dir. (181). Caligmamizda kullanilan 50
stafilokok izolatinin 41 (%82) tanesi ampisiline direngli olarak bulunmustur. Ampisilin
direnci stafilokoklarda oldukc¢a sik rastlanan ve tedavilerinde giiniimiizde pek tercih
edilmeyen bir antibiyotiktir. Bu nedenle ¢alismamizda bu antibiyotigin etkinligini arttirmak
ve tedaviye tekrar kazandirmak amaciyla, NAC ile kombine etkisi aragtirilmigtir. Calismaya
gore ampisiline direngli 41 stafilokok izolatinin 25’1 (%60.98) uygun NAC konsantrasyonlari
(2038 pg/mL ve 4075 pg/mL) varliginda duyarl hale gelmistir ve ampisilin MIK degerlerinde
4-256 Kkat diisiis tespit edilmistir. Ampisiline direngli 9 (%8) izolatin MIK degerlerinde
azalma tespit edilse de; hala diren¢ sinir degerinin iizerindedir. Calismamiza dahil edilen 50
stafilokok izolatinin 16’sma (%32) ampisilin ve NAC’in sinerjik etkili oldugu tespit
edilmistir.

Vankomisin ise stafiloklarda direngli olanlarda tercih edilmektedir. MRSA suslarinin
giderek yayginlasmasi nedeni ile yasami tehdit eden ciddi stafilokok enfeksiyonlarinin
tedavisinde vankomisin, 1980 yillarinda itibaren tek secenek olarak kullanilmustir. Ik olarak
Fransa’da, ardindan Japonya’da ve daha sonra ABD’de orta duyarlilikta vankomisin direnci
bildirilmistir (206,207). Bu durumu takiben, 2002 yilina gelindiginde ilk kez vankomisin
direngli S.aureus ortaya cikmustir (208,209). Vankomisin direncinin rapor edilmesi bu
antibiyotigin de kontrollii kullaniminin saglanmasinin 6nem arz ettigini gostermektedir.

Calismamizda, vankomisinin MIK degerlerini diisiren NAC kombinasyonlarinin
tespit edilmesi hedeflenmistir. Calismamizda kullanilan stafilokok izolatlarinin hepsi
vankomisine duyarlidir. Izolatlarda, “vankomisin ve NAC” varhiginda (2038 ug/mL ve 4075
ug/mL), vankomisin MIK degerlerinde 2-32 kat diisiis tespit edilmistir. Ayrica, ¢alismamiza
dahil edilen 50 stafilokok izolatinin 3’{ine (%6) vankomisin ve NAC’1n sinerjik etkili oldugu
tespit edilmistir. Bu sonuglara gére antibiyotik olmayan ve MIK degeri tek basina yiiksek olan
NAC molekiiliiniin, ampisilin ve vankomisin ile birlikte, antibiyotiklerin MIiK degerlerini
diistirmede etkili bir kimyasal ajan oldugu ortaya konmustur. Calismamizla benzer olarak,
NAC’m farkl antibiyotikler (rifampisin, tigesiklin, siprofloksasin) ile kombine etkisinin hem
Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde doza bagli olarak iiremeyi engelledigi ve
antibiyotiklerin MIK degerlerinde diisiise neden oldugu farkli ¢alismalar ile de bildirilmistir
(152-155,210).

Bazi yapilan c¢alismalar, NAC’in, bazi solunum patojenlerinin solunum epitel
hiicrelerine yapismasini engelleme yetenegini de goOstermistir. Riise ve ark. (163), dort

bilesigin (NAC, lidokain, hidrokortizon ve terbutalin) orofarengeal epitel hiicrelerinde
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bakteriyel tutunum {izerindeki etkilerini incelemistir. Calismada; NAC, H.influenzae’nin
(kullanilan 4 izolatin 3') ¢ogunda ve tiim S. pneumoniae (n=3) izolatlarmin bakteriyel
yapismasini inhibe edilmesinde etkili oldugu bildirilmistir. Zengh ve ark.’nin (164) yaptiklari
calismada, NAC veya S-karboksimetilsisteinin Moraxella catarrhalis biyofilmini azalttigi ve
epitele baglanmada konsantrasyona bagimli olarak istatistiksel olarak anlamli bir azalma
tespit edildigini birdirmistir.

Stafiloklarda biyofilm, enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik etkinligini giiclestiren
en Onemli nedenlerden biridir. Matriksin fizikokimyasal 0Ozellikleri, mikrogevrede ve
biyofilmdeki  bakterilerde meydana gelen degisiklikler, matriksin  antibiyotigi
pargalayabilecek enzimlere sahip olmasi, biyofilmde farkli mikroorganizmalarin bulunmasi
gibi bir¢ok etkenin sonucu olarak, biyofilm icerisindeki mikroorganizmalarin dldiiriilmesi i¢in
gerekli olan antibiyotik konsantrasyonu, planktonik haldeki tiirdeslerinin tedavisi igin gereken
antibiyotik konsantrasyonunun 1000-15000 kat arasinda artmaktadir (7,72,75,79). Bu
calismalarla benzer sekilde, ¢calismamizdaki biyofilm olusturmus stafiloklarda da; ampisilin,
vankomisinin  MBEK degerleri, MIK degerlerinden yaklasik 1000 kat daha yiiksek
saptanmistir. Calismaya dahil edilen stafiloklarin ampisilin MBEK degerleri 31,25->4000
pg/mL araliginda tespit edilmistir. Vankomisin MBEK degerleri ise, 500->4000 mg/mL
araliginda dagilim gostermistir.

Biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi i¢in, antibiyotiklerle birlikte biyofilm
mekanizmasini engelleyen molekiillerin kullanimi gereklidir (149,150). Bu molekiillerden biri
olan NAC'm antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivitesinin anlagilmasi bu nedenle 6nem
tagimaktadir. NAC’in antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivitesi ilgili bazi mekanizmalar 6ne
stirilmustiir. Bunlar: 1) sistein kullaniminin rekabet¢i inhibisyonu, i1) NAC siilfidril grubunun
bakteriyel proteinlerle reaksiyonu, iii) dolayli etkilerle hiicre i¢i redoks dengesinin
bozulmasinin hiicre metabolizmasi ve hiicre i¢i sinyal iletim yollar1 {izerinde etkisi seklindedir
(166). Buna ek olarak, NAC’in olgun biyofilmleri bozarak ve bakterinin yiizeylere
adezyonunu azaltarak ekstraseliiler polisakkarit yapimimi azaltmakta etkili oldugu da
bilinmektedir (160-166). NAC’in bakteriyel biyofilm olusumuna etkisi, ilk defa S.
epidermidis’te 1997 yilinda gosterilmistir. Bu arastirmada, S. epidermidis biyofilm
formasyonu tizerine NAC’in farkli konsantasyonlarmin etkisi degerlendirilmis ve biyofilm
formasyonunda NAC konsantrasyonuna bagli bir azalma (>250 pg/mL konsantrasyonlarda)
rapor edilmistir. Ayrica, 2000 pg/mL NAC’1n matrix formasyonu {izerindeki inhibitor etkisi
TEM ile de gozlemlenmistir (149). Olofsson ve ark. (8) da, NAC’in biyofilmdeki EPS

makromolekiilleri arasindaki distilfit kopriilerini acarak, bakteriyel biyofilmi biiyiik 6l¢iide
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azalttigin1 ve biyofilm bitiinligiinii olumsuz yonde etkiledigini belirtmistir. E. coli, P.
aeruginosa, K. pneumoniae, S. epidermidis ve S. aureus gibi, Gram negatif ve Gram pozitif
bakteri biyofilmlerini etkili bir sekilde azalttig1 da yapilan ¢aligmalarla rapor edilmistir (154-
168). Zhao ve ark. (155), 500 ug/mL NAC konsantrasyonunda, P. aeruginosa biyofilmlerinde
bozulma basladigin1  gostermistir. NAC’in  bu  bakteriler i¢in 10.000 pg/mL
konsantrasyonunda maksimum etki gosterdigini; 1000 pg/mL ve 500 pg/mL NAC
konsantrasyonlarinda biyofilmdeki polisakKarit {iretiminin de sirasiyla %27,64 ve %44,59
oldugu belirtilmistir.

NAC’in bu etkisi, biyofilm kaynakli antibiyotik direncin engellenmesi ve bu
enfeksiyonlarda kullanilan antibiyotiklerin etkinliginin arttirilmasi igin ¢esitli aragtirmalarda
kullanilmigtir. Aslam ve ark. (150) yaptiklart c¢alismada, “NAC ve tigesiklin”
kombinasyonlari, stafilokok izolatlarinda denenmistir. Ozellikle NAC ve tigesiklinin birlikte
kullanildig1 konsantrasyonlarda, MRSA ve S. epidermidis izolatlar1 i¢in biyofilm olusumunda
ve antibiyotigin MIK degerlerinde azalma ve sinerjik etki tespit edilmistir. El1-Feky ve ark.
(167) ise, iiretral stend yiizeylerinde biyofilm olusturulmus S. aureus, S. epidermidis, E. coli,
K. pneumoniae, P. aeruginosa and Proteus vulgaris iizerine siprofloksasin ve NAC’in tek
basima ve birlikte etkilerini arastirmistir ve siprofloksasinin NAC ile kombine edildiginde
biyofilm formlarint %94-100 oraninda inhibe ettigini SEM ile gostermislerdir. Lea ve ark. da
(161), otitis media hastalarindan izole edilen 15 adet P. aeruginosa izolati {izerinde sadece
siprofloksasin, ‘siprofloksasin ve deksametazon’, sadece NAC ve ‘NAC ve siprofloksasin’
etkilerini degerlendirmistir. Bu ¢alismada, P.aeruginosa izolatlari, ‘siprofloksasin ve
deksametazon’ ve yalnizca siprofloksasin varliginda biiyiidiigii halde, yalnizca NAC (>5000
pug/mL) veya siprofloksasin ile kombinasyon halinde kullanildiginda, 15 izolatta sessil veya
planktonik durumda higbir iireme olmamistir. NAC’1in tek basina ve bazi antibiyotiklerle
sinerjik olarak etkilesim halinde kullanilmasi tedavi etkinligini arttirmigtir (161). Marchese ve
ark. da (168), 2 pg/mL fosfomisin ve 2000 pg/mL NAC kombinasyonun E.coli olgun
biyofilmlerini %60.73 oraninda azalttigini belirtmislerdir. Moon ve ark. (171), ampisilin ve
metranidazoliin NAC ile kombinasyonunun Prevotella intermedia biyofilmi iizerine sinerjik
etkili oldugunu ancak siprofloksasin ve tetrasiklin i¢in ayni etkinin tespit edilemedigini
belirtmislerdir (171). Efrati ve ark. (211) biyofilm kaynakli enfeksiyonlarda NAC’in
vankomisinin etkinligini arttirabilecegini savunmustur. Gomes ve ark. (157), “farnesol ve
NAC” kombinasyonunun S. epidermidis’in planktonik formlarma da biyofilm formlar1 da

sinerjik bir etkisi olmadigini bildirmistir. Bununla birlikte baska bir calismada NAC ve
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tigesiklin kombinasyonun MRSA ve S. epidermidis i¢in canli biyofilmlerde azalmaya neden
oldugu gosterilmistir (150).

Genel olarak yapilan calismalarda, cesitli antibiyotiklerin bakterilerin planktonik
formlarina etki ettikleri konsantrasyonlarda biyofilm formlaria etki etmedikleri gosterilmis
ve bircok antibiyotigin NAC ile birlikte kullaniminin antibiyofilm etkiyi artirdigi
belirtilmistir. Bu ¢alismalarla benzer olarak, antibiyofilm etkinin tespit edildigi calismamizda,
50 stafilokok izolatinin 16’sma (%32) ampisilin ve NAC’m sinerjik etkili oldugu tespit
edilmistir. Ampisilinin bu 16 izolata kars1 MBEK degeri, 128-2048 pug/mL NAC varliginda
64-256 kat azalmistir. Vankomisin ve NAC birlikte kullanildiginda ise 31 stafilokok izolatinin
10’una (%32,26) sinerjik etki tespit edilmistir. Vankomisinin bu 10 izolata kars1t MBEK
degeri, 256-2048 ng/mL NAC varliginda 4-512 kat azalmistir. Calismamizin sonuglar1 diger
calismalar ile uyumludur.

Calismamizda, FIK degerleri hesaplanan ve sinerji ya da aditif etki tespit edilen
kuyucuklardan ekim yapilarak bakteri miktari da tespit edilmistir. Calisilan 50 bakterinin
45’inin “ampisilin ve NAC” MBEK konsantrasyonlarimi igeren kuyucuklardan yapilan ekim
sonuglarinda tireme olmamis ve bakteri miktarinda 6 log azalma tespit edilmistir. Kalan 5
bakteride ise, “ampisilin ve NAC” MBEK konsantrasyonlarini i¢eren kuyucuklardan yapilan
ekim sonuglarinda 5 log azalma saptanmistir. Ayni sekilde, ¢alisilan 31 bakterinin 24’iiniin
“vankomisin ve NAC” MBEK konsantrasyonlarint i¢eren kuyucuklardan yapilan ekim
sonuglarinda tireme olmamis ve 6 log azalma tespit edilmistir. Kalan 7 bakteride,
“vankomisin ve NAC” MBEK konsantrasyonlarini igeren kuyucuklardan yapilan ekim
sonuglarinda 5 log azalma saptanmistir. Gomes ve arkadaglar1 da ¢alismamiza benzer olarak;
farnesol ve NAC’m kombine etksinin S. epidermidis izolatlarinin biyofilmlerine etkisini
belirlerken, MBEK konsantrasyonlarin1 igerenkuyucuklardan ekim yapmis ve bakteri
miktarinda 4 log azalma tespit etmislerdir (157).

S. epidermidis biyofilminde ica lokusun klinik 6nemi olduk¢a fazladir. Bununla
birlikte S. aureus klinik izolatlarinin ¢ogunda bulundugu bildirilmistir (129). Ornegin,
yapilmis bir ¢alismada, kan kiiltiirinden izole edilen S. epidermidis tiirlerinin %85’inin, ica
genleri igerdigi tespit edilmistir (132). Yapilan bir baska ¢alismada, ica lokusundaki genlerin,
eklem protezi enfeksiyonlarinda stafilokoklar i¢in genetik marker olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir (133). Baska bir ¢alismada da S. epidermidis izolatlarinin, ica operonu tasidiklari
belirtilmistir (131). Brezilya’da yapilan bir arastirmada 94 tane S. aureus izolatinin, 93’{iniin
biyofilm pozitif oldugu fenotipik yontemlerle ortaya konmus, 90 izolatinin icaA ve icaD

genlerine sahip oldugu molekiiler yontemler ile tespit edilmistir (135). Ulkemizde yapilan bir
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calismada ise, klinik 6rneklerden izole edilen 152 adet S. aureus izolatinin, 136’sinda icaA ve
icaD genlerinin bulundugu, 74’{inlin fenotipik olarak biyofilm pozitif oldugu rapor edilmistir
(134). Calismalar sonucunda, ica operonun bulunmasi ile biyofilm tiretiminin fenotipik olarak
gozlemlenmesi arasinda bir iliski oldugu savunulsa da, bu iliskinin kompleks mekanizmalar
icerdigi de vurgulanmaktadir. Ozellikle bu lokusta meydana gelen nokta mutasyonlari, PIA
olusumunu negatif regiilasyonuna neden olabilmekte ve stres, in vivo ve in vitro ortam
farklilig: gibi durumlar biyofilmin gen ekspresyon seviyelerini etkileyebilmektedir (137,138).
Calismamizdaki 50 (%100) stafilokok izolatinin tamaminda icaA ve icaD genleri tespit
edilmistir.

Stafilokokkal biyofilm gelisiminde icaADBC lokusunun disinda ica bagimsiz
molekiiler yolaklarin varligi da ortaya konmustur (138,139). Bu mekanizmalarin temelinde
hiicre ylizey adezinlerinin matrikse baglanmasindaki farkliliklar ve farkli biyofilm proteinleri
etkilidir. Bu mekanizmalardan en 6nemlisi ve en iyi aydinlatilmis olani, bap sentezidir. sarA
geni, bap geni igin bir aktivator ve bap aracili biyofilm olusumunda arttirict etkisi olan bir
requlatér olarak islev gdrmektedir (138). Ozellikle, MRSA izolatlarinda, sarA geninin
mutasyonunun biyofilm olusum kapasitesini olumsuz etkiledigi bildirilmistir (139).
Calismamizdaki 50 (%100) stafilokok izolatlarinin tamaminda sarA geni tespit edilmistir.
Calismamizda da, Tsang ve ark. (141) calismasina benzer olarak, MRSA izolatlarinda bu
genin ekspresyon seviyesinin diger stafiloklardan daha yiiksek oranda oldugu da gozlenmistir.

Caligmamizda ica aracili biyofilm yolagindaki genlerden icaA ve icaD, regiilator
genlerden de sarA geni se¢ilmistir. icaA, icaD ve sarA genlerinin ekspresyon seviyeleri
tizerine NAC’in etkisinin saptanmasi i¢in bu genlerin, NAC ve antibiyotik icermeyen
besiyerinde tiretilen kiiltiir ortami (kontrol) ile NAC ve antibiyotikleri iceren besiyerinde
iretilen kiiltiir ortamindaki ekspresyon seviyelerinin farki arastirilmistir. Calismamizda,
ampisilin ve NAC’1n sinerjik etki gosterdigi konsantrasyonlar1 i¢eren kuyucuklarda, icaD
geninin ekspresyon seviyesinin kontrole gore azaldigi tespit edilmistir (p<0,05). Bu grupta,
icaA ve sarA geni ekspresyon seviyelerinde kontrole gore arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0,05). Biyofilm olusumu farkli ortam kosullarina hassas ve
planktonik formlara kiyasla daha kompleks bir yapidir. Bu nedenle daha 6nce de belirttigimiz
gibi inokulum miktari, inkiibasyon siiresi ve sicakligi gibi bircok parametre biyofilm
icerisindeki mikroorganizmalar etkilemektedir. Stabil olmayan bu siire¢ i¢erisinde molekiiler
teknikler i¢in Ornek alinirken de gen ekspresyon seviyelerinde bazi farkliliklar meydana
gelebilir. Bu nedenle konvansiyonel yontemlerle saptamis oldugumuz sonuglar genel olarak

molekiiler yontemle paralel gitse de sadece ampisilin ve NAC birlikteliginde icaA ve sarA gen
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ekspresyon seviyelrinde anlamli bir farklilik gbzlenememis olmasinin bu sebepten
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda; ampisilin ve NAC ile aditif etki tespit edilen kuyucuklarda,
vankomisin ve NAC ile sinerjik etki gosteren kuyucuklarda ve vankomisin ile aditif etki tespit
edilen kuyucuklarda, icaA, icaD ve sarA genlerinin ekspresyon seviyelerinde kontrole gore
bir azalig tespit edilmistir (p<0,05). Bu gruplarda konvansiyonel yontemler ve molekiiler
yontemle elde edilen sonuglar birbirini desteklemektedir.

NAC molekiiliiniin antibiyotiklerle birlikte kullanildiginda antibiyotiklerin MIK
degerleri, MBEK degerleri ve biyofilm olusumunda rol oynayan gen ekspresyonlarinin
seviyeleri iizerine éngdrmiis oldugumuz etkiyi gosterdigi saptanmustir. Ozellikle tedavisi zor
olan, antibiyotiklere direngli mikroorganizmalardan kaynaklanan enfeksiyonlarin ve biyofilm
enfeksiyonlarmin tedavisinde, NAC molekiiliinlin antibiyotiklerle birlikte kullanilmasinin
tedaviyi kolaylastiracaglr dusiiniilmektedir. Bu nedenle c¢alismamizin sonucu olarak
stafilokoklarda gosterilmis olan bu etki sonucunda, NAC molekiiliiniin kombine ilag tedavisi
icin yeni bir alternatif olabilecegi sOylenebilir.

Elde ettigimiz sonuglara dayanarak, NAC molekiiliiniin diger mikroorganizmalar ve
antimikrobiyal ajanlar ile birlikte ¢alisilmasimin da, tedaviye yeni yaklagimlar agisindan, umut

vaad edici oldugu diisiiniilmektedir.
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SONUC

1. NAC molekiiliniin ampisilin ve vankomisin ile birlikte kullanildiginda bu
antibiyotiklerin stafilokoklara etki eden MIK degerlerini diisiirdiigii tespit edilmistir.

2. NAC molekiiliniin ampisilin ve vankomisin ile birlikte kullanildiginda bu
antibiyotiklerin stafilokok biyofilmine etki eden MBEK degerlerini diislirdiigii tespit
edilmistir.

3. NAC molekiiliiniin ampisilin ve vankomisin ile birlikte kullanildiginda stafilokoklarda
biyofilm olusumunda etkili olan genlerin ekspresyon seviyelerini degistirdigi

gosterilmistir.

Sonug olarak;

Ozellikle tedavisi zor olan, antibiyotiklere direngli mikroorganizmalardan kaynaklanan
enfeksiyonlarin ve biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisinde, NAC molekiiliiniin antibiyotiklerle
birlikte kullanilmasinin tedaviyi kolaylastiracag: diisiiniilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizin
sonucu olarak stafilokoklarda gosterilmis olan bu etki sonucunda, NAC molekiiliiniin
kombine ila¢ tedavisi i¢in yeni bir alternatif olabilecegi soylenebilir. Ayrica NAC
molekiiliiniin diger mikroorganizmalar ve antimikrobiyal ajanlar ile de birlikte ¢alisilmasinin

tedaviye yeni yaklasimlar kazandirmasi agisindan umut vaad edici oldugu diisliniilmektedir
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OZET

Biyofilmler, antibiyotik etkisine direngli ve antifagositik etkileri olmasi nedeniyle
siklikla tedavisi zor, kronik enfeksiyonlardan sorumlu tutulmaktadir. Staphylococcus aureus
ve S. epidermidis hastane kokenli enfeksiyonlarin en sik etkenlerinden olmalari,
enfeksiyonlarin cogunlukla biyofilm kaynakli olmalar1 nedeniyle olduk¢a dnemli etkenlerdir.

Bu calismada, Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde cesitli
Klinik 6rneklerden izole edilen 50 adet S. aureus ve S. epidermidis izolatinin, biyofilm yapma
yeteneklerinin, stafilokok tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin Minimum Biyofilm
Eradikasyon Konsantrasyonlarinin (MBEK) ve biyofilm olusumu ile ilgili oldugu diisiiniilen
genlerin ekspresyon seviyelerinin, N-asetilsistein (NAC) molekiilii varhigindaki degisimin
ortaya konmasi amaclandi. Calismada, mikroplak kristal viyole yontemi, mikrodiliisyon
yontemi, dama tahtasi yontemi ve qRT-PCR teknigi kullanildi. Kontrol ve deneme gruplarinin
(sinerji ve aditif etki tespit edilen konsantrasyonlar) karsilastirilmasinda Student-T testi
kullanildi; p<0,05 degeri anlamlilik sinir degeri kabul edildi.

Calismamizda, NAC molekiiliiniin ampisilin ve vankomisin ile birlikte kullanildiginda
bu antibiyotiklerin stafilokoklara etki eden MIK degerlerini ve stafilokok biyofilmine etki
eden MBEK degerlerini diisiirdiiii ve ayrica stafilokoklarda biyofilm olusumunda etkili olan
icaA, icaD ve sarA genlerinin ekspresyon seviyelerini degistirdigi tespit edilmistir.

Sonug olarak calismamizda, NAC molekiiliiniin kombine ila¢ tedavisi i¢in yeni bir

alternatif olabilecegi soylenebilir. Ayrica NAC molekiiliiniin diger mikroorganizmalar ve
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antimikrobiyal ajanlar ile de birlikte calisilmasinin tedaviye yeni yaklagimlar kazandirmasi

acisindan umut vaad edici oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: N-asetilsistein (NAC), Staphylococcus, antibiyofilm aktivite, ampisilin,

vankomisin.
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EFFECT OF N-ACETYLCYSTEIN ON ANTIBIOFILM EFFICIENCY
OF ANTIBIOTICS IN STAPHYLOCOCCUS ISOLATES

SUMMARY

Biofilms are often responsible for difficult to treat chronic infections due to their
antibiotic and antiphagocytic effects. Staphylococcus aureus and S. epidermidis are quite
important agents because of their biofilm forming capability and being one of the most
common hospital-originated infections.

In this study, it is aimed to reveal that; biofilm forming capability of S. aureus and S.
epidermidis strains which are isolated from various clinical samples obtained from Trakya
University Health Research and Application Center Hospital, the Minimum Biofilm
Eradication Concentration (MBEC) of antibiotics used in staphylococcal treatment and,
expression levels of genes thought to be related to biofilm forming in the presence of N-
acetylcysteine (NAC) molecule. In this study, microplate crystal violet method, microdilution
method, checkerboard method and gRT-PCR technique were used. The Student-T test was
used to compare the control and experimental groups (concentrations detected with synergy
and additive effect); p<0.05 was accepted as the limit value of significance.

In our study, when NAC molecule was used together with ampicillin and vancomycin,
MIC values of antibiotics to these staphylococci and MBEC values that affect staphylococcus
biofilm have decreased. Also the expression levels of icaA, icaD and sarA which were

effective in biofilm formation in staphylococci have changed.
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In conclusion, we may say that; NAC molecule may be a new alternative for combined
drug therapy as a result of this effect shown in staphylococci in our study. In addition, it is
thought that working with NAC molecule together with other microorganisms and

antimicrobial agents is promising in terms of providing new approaches to treatment.

Keywords: N-acetylcysteine (NAC), Staphylococcus, antibiofilm activity, ampicillin,

vancomycin.
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