ANKARA UNIVERSITESI
BIYOTEKNOLOJI ENSTITUSU

TEMEL BIYOTEKNOLOJi
YUKSEK LISANS TEZI

NISIN BAKTERIYOSINININ VE P-COUMARIC ASITIN ENTEROCOCCUS
CINSININ QUORUM-SENSING MEKANIZMASININ INHIBISYONUNA VE
VIRULANS FAKTORLERE ETKISININ ARASTIRILMASI

Betiil Cansu YAZICI

Danigman Ogretim Uyesi

Dog. Dr. Nefise AKCELIK

Mart
2020



ETIiK BEYAN

Bu tez calismasinin; akademik kural ve etik ilkelere bagl kalinarak hazirlandigini,
calismada yararlanilan ve bu ¢alisma iirlinii olmayan biitiin bilgiler i¢in kaynak yayinlara

atifta bulunulmus oldugunu beyan ederim.

Betiil Cansu YAZICI



ONAY

Dog. Dr. Nefise AKCELIK damismanhiginda, Betiil Cansu YAZICI tarafindan hazirlanan
bu caligma .../.../2020 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Temel Biyoteknoloji Anabilim
Dali’nda yiiksek lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan: Prof. Dr. Rahime SIMSEK Imzas:
Uye: Dr. Ogr. Uy. Evren Doruk ENGIN Imzas:
Uye: Dog. Dr. Nefise AKCELIK(Danisman) Imzas:

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. Aykut OZKUL

Enstitii Miidiiri



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Nisin Bakteriyosininin ve p-Coumaric asitin Enterococcus Cinsinin Quorum-Sensing
Mekanizmasinimn Inhibisyonuna ve Viriilans Faktorlere Etkisinin Arastirilmasi

Betiil Cansu YAZICI
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Dog. Dr. Nefise AKCELIK

Bakteriyel enfeksiyonlar tedavisinde kontrolsiiz antibiyotik kullanimi, ¢oklu ilag direncli
suslarm ortaya ¢ikmasia sebep olmaktadir. Bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin cogu
biyofilm yapisi ile iliskilidir ve bu yapinin olusmasina quorum sensing (QS) adi verilen
mekanizma aracilik etmektedir. Bu ¢aligmada, nisin ve p-coumaric asitin (pCA) tek baslarina
ve kombine halde uygulanmasinin firsat¢1 bir patojen olan Enterococcus faecalis tiiriindeki
3 susta (74, 114 ve OGIRF) AI-2 aracilikl1 QS mekanizmasima ve ¢esitli viriilans faktorlere
etkileri belirlenmistir. Boylece, bu organizma ile miicadelede antibiyotik kullanimina
alternatif olabilecek Al-2’ yi hedef alan yeni bir stratejinin belirlenmesi amag¢lanmistir.
Bunun i¢in dncelikle test edilen ajanlarm MiK degerleri belirlenmistir. Ardindan, her susun
eksponansiyel fazdaki planktonik formlarindan izole edilen siipernatantlarma MIiK
dozlarmda nisin (OG1RF igin 0,5 mg/ml; 74 ve 144 i¢in ise 0,25 mg/ml), pCA (iig sus i¢in
de 1 mg/ml) ve nisin+pCA kombinasyonu uygulanmistir. Al-2 aktivitesindeki degisimlerin
hesaplanmasinda raportor sus Vibrio harveyi’den yararlanilmistir. AI-2 aktivitesi lizerinde
en yiiksek inhibisyon etkisini tek basina pCA gosterirken (%60-66), nisinin tek basina
istatistiki olarak anlamli bir etkisi belirlenmemistir. ki ajanmn birlikte uygulanmasi
sonucunda ise, etkinlikte bir artis gézlenmemistir. Ajanlarin E. faecalis biyofilm olusumu
iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla, E. faecalis gelisme ortamlarma ajanlar MIiK
dozlarinda (0,25 veya 0,5mg/ml nisin ve 1 mg/ml pCA) hem tek baslarina hem de kombine
halde ilave edilmistir. 24 h ve 48 h’lik inkiilbasyon sonrasinda biyofilm olusum
diizeylerindeki farkliliklar canli hiicre sayis1 belirlenmek suretiyle incelenmistir. Nisin tek
basmna uygulandigimda tiim suslarin biyofilm olusumunu <%11 oraninda azaltirken, pCA
uygulamasiyla biyofilm olusumunda % 10-17 arasinda azalma tespit edilmistir. ki ajanin
birlikte uygulanmasinin, 24 h ve 48 h’lik inkiibasyon sonucunda OG1RF sugunun biyofilm
olusumunu tamamen engelledigi, 114 ve 74 susunda 24 h’ te sirasiyla inhibisyon oranin %30
ve %15; 48 h’ te ise %26 ve %16 oraninda oldugu belirlenmistir. Ajanlarin viriilans genlerin
ifadesi tlizerine etkilerinin arastirildigi ¢alismalar sonucunda, nisin ve nisin+pCA
kombinasyonunun sprE geni tizerinde 30-40 kat diizeyinde inhibisyon etkisi gosterdigi
belirlenmistir. Yalnizca pCA ajaninin ise SprE geninin ifadesinde degisime neden olmadigi
bulunmustur. Bununla birlikte test edilen kosullarda ace ve gelE genlerinin suslarda ifade
edilmedigi belirlenmistir. Denemelerimiz ile nisin ve pCA’ nin E. faecalis Al-2 sinyal
molekiilii inhibisyonu hem de biyofilm olusumu iizerindeki etkileri lirteratiirde ilk kez
arastirilmistir. pCA tek basina Al-2 inhibisyonu iizerinde anlamli diizeyde etkili bulunurken,
nisin ve pCA’nin birlikte kullanilmas1 halinde E. faecalis suslarmm biyofilm olusumu



anlamli diizeyde azalmig/engellenmistir. Elde ettigimiz bulgular, bu iki ajanin firsatgi
patojen E. faecalis ile miicadelede dnemli ajanlar olabilecegini ortaya koymaktadir.
2020, 91 sayfa

Anahtar Kelimeler: Enterococcus faecalis; Quorum sensing; Biyofilm; Nisin; p-coumaric
asit; Viriilans genler



ABSTRACT

Master Thesis

Investigation of the Effect of Nisin Bacteria and p-Coumaric Acid On The Inhibition Of
Quorum-Sensing Mechanism of Enterococcus Species and the Effect on Virulence Factors

Betiil Cansu YAZICI
Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Assoc. Prof. Nefise AKCELIK

Uncontrolled use of antibiotics in the treatment of bacterial infections leads to the emergence
of multi-drug resistant strains. Most of the infections caused by bacteria are related to the
structure of the biofilm and this structure occurs as a result of the communication of bacteria
through the mechanism called quorum sensing (QS). In this study, determination of the
effects of nisin and p-coumaric acid and the combination of these two agents on Al-2 QS
mechanism and various virulence factors in 3 strains (74, 114 and OG1RF) of Enterococcus
faecalis, an opportunistic pathogen, were investigated. Thus, it is aimed to determine a new
strategy targeting Al-2 which may be an alternative to antibiotic use in the fight against this
organism. For this, the MIC values of the tested agents were determined first. Subsequently,
to the supernatants, isolated from planktonic forms of each strain in the exponential phase,
at MIC doses of nisin (0.5 mg / ml for OG1RF; 0.25 mg / ml for 74 and 144), pCA (1 mg /
ml for all three strains) and nisin + pCA combination was applied. Reporter strain Vibrio
herveyi was used to calculate the changes in Al-2 activity. While pCA alone (60-66 %)
showed the highest inhibition effect on Al-2 activity, it was not determined that nisin had a
statistically significant effect alone. As a result of the application of the two agents together,
no increase in effectiveness was observed. In order to determine the effects of agents on E.
faecalis biofilm formation, agents were added to E. faecalis growth media both at the MIC
doses (0.25 or 0.5mg / ml nisin and 1 mg / ml pCA) individually and in combination. After
24h and 48h incubation, the differences in biofilm formation levels were examined by
determining the number of live cells. When nisin was applied alone, all strains reduced
biofilm formation by <11%, whereas pCA application reduced biofilm formation by 10-17
%. In combination with the two agents, the OGL1RF strain completely prevented the
formation of biofilms as a result of the incubation of 24h and 48h, 114 and 74 strains, the
rate of inhibition at 24h was 30 % and 15 %; at 48h, 26 % and 16 % inhibition was observed
respectively. As a result of studies investigating the effects of agents on the expression of
virulence genes, nisin and the combination of nisin + pCA showed an inhibition effect of 30-
40 times on the sprE gene. The pCA agent was found to cause no change in the expression
of the sprkE gene. However, it was determined that ace and gelE genes were not expressed
in strains under the tested conditions. With our experiments, the effects of nisin and pCA on
E. faecalis Al-2 signal molecule inhibition and biofilm formation were investigated for the
first time in the literature. While pCA was found to have a significant effect on Al-2
inhibition alone, biofilm formation of E. faecalis strains was significantly reduced / inhibited



when nisin and pCA were used together. Our findings reveal that these two agents may be
important agents in the fight against opportunistic pathogen E. faecalis.

2020, 91 pages

Keywords: Enterococcus faecalis; Quorum sensing; Biofilm; Nisin; p-coumaric acid;
Virulence genes
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1. GIRIS

Enterokoklar; Gram pozitif hiicre yapisina sahip fakiiltatif anaeroblardir. Genellikle hayvan ve
insan gastrointestinal sisteminde ve kadinlarda genital sistemin normal florasinda zararsiz
olarak degerlendirilen ve pek c¢ok antibiyotige karsi dogal diren¢ gosteren kommensal
mikroorganizmalardir. Ancak epidemiyolojilerinde meydana gelen bir takim degisimler
sonucunda son 30-35 yilda, basta Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium olmak iizere
toplum saghigint 6nemli derece etkileyen patojen organizmalar haline gelmislerdir. Ayni
zamanda son yillarda hastane enfeksiyonlarinin baslica sebeplerinden biri olarak
bilinmektedirler (1,2).

Coklu ilag direngli enterokoklar tarafindan meydana gelen bagirsak kolonizasyonunda
antibiyotiklerin rolii olduk¢a 6nemlidir. Bagirsak epitel hiicreleri, salgiladiklari C tipi lektin
proteini sayesinde; hiicre-hiicre tutunmasini, patojenlere karsi immiin yanitin olusturulmasini
ve apoptozu tesvik ederek bagirsak mikroflorasinin diizenlenmesini saglar. Bu protein daha ¢ok
enterokoklar gibi Gram (+) bakteriler tizerinde etkilidir (3). Ancak antibiyotik kullanimi gibi
bir etkiye maruz kalindiginda hem yiizeydeki normal flora bakterilerinin sayisinda belirgin bir
azalma meydana geldigi, hem de epitel hiicreleri tarafindan salgilanan bu lektin miktarinin
azaldig1 tespit edilmistir (4). Meydana gelen bu azalmalar sonucunda ilaca direngli
enterokoklar, bu dogal bariyerin yoklugundan faydalanarak konagmn bagirsaginda
kolonilesmektedirler. Bakteriler, mukoza bariyeri boyunca yer degistirebilir ve kana veya lenf
sistemine karisarak Ozellikle immiin yetmezligi olan konaklarda sistemik enfeksiyona neden
olabilirler (3).

Enterokok tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar, tedavi edilmesi olduk¢a zor olan biyofilm
iliskili enfeksiyonlara da neden olduklarindan, klinik a¢idan daha 6nemli olmaktadir. Biyofilm
olusumu ¢ogunlukla vendz ve iiriner kateterler, ortopedik implantlar gibi kalic1 tibbi cihazlarla
veya enfektif endokarditte goriiliir. Endokardit ve intravaskiiler kateter iliskili kan dolagimi

enfeksiyonlarindan elde edilen izolatlar 6zellikle giiclii biyofilm olusumu géstermektedir (2).

Patojenin viicuda girisinden sonra bir hastaligin olusmasi, biiyiik Olgiide konak igindeki
patojenin sayica cogunluguna bagldir. Istenen cogunluga ulasildiginda, patojen etkili bir
sekilde kolonilesebilir ve semptomatik hastaliklara yol agan viriilans faktorler iiretmeye

baglayabilir (5). Tiim bu ¢agunlugun bakteriler tarafindan algilanmasi ve viriilans faktorlerin



ifadesi igin gerekli gen diizenlenmelerinin yapilmasi “quorum sensing” (QS; yeter say1 algilama
sistemi) adi verilen kimyasal sinyalizasyon sistemi ile saglanir. Biyofilm yapist da QS
mekanizmasinin bir parcasi olan sinyal molekiillerinin ¢evredeki bakteri hiicrelerinin igine
alinarak, ilgili bolgelerde gen ifadelerinin diizenlenmesi ile olugmaktadir. Biyofilm yapis1 zaten
basl basina sicaklik, kuruma ve 151k gibi ¢evresel faktorlere ve antimikrobiyal ajanlara karsi
yiiksek diizeyde diren¢li bir mikrobiyal toplulugu temsil etmektedir. Yapida organizmalar
birbirleri ile isbirligi i¢indedir. Bu tiir bir ortamda hedeflenen mikroorganizmalarm ¢1diiriilmesi

son derece zordur (5).

Bakteriyosinler, gidalarin korunmasi, patojene bagl hastaliklarin tedavisi, kanser tedavisi ve
insan sagliginin korunmasi dahil olmak tizere c¢esitli uygulamalara sahip bakteriyel olarak
salgilanan antimikrobiyal peptitlerdir. Nisin, negatif yiiklii hiicre zarlariyla etkilesime girebilen
ve hiicre Oliimiinii tesvik etmek i¢in hiicrede gozenekler olusturabilen katyonik bir
bakteriyosindir. Ayn1 zamanda insan hiicrelerinde minimum sitotoksisite sergiledigi i¢in
Amerika Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan genel olarak giivenli (GRAS) seklinde bir statii
kazandirilmis tek bakteriyosindir. Nisin pek ¢ok bakteri tiiriinii hedef alan genis bir
antibakteriyel etkiye sahiptir. /n vitro bulgular, nisinin, bircok antibiyotigin antibakteriyel ve
antibiyofilm aktivitelerini 6nemli 6lgiide gelistirebilecegini ve ayrica antibiyotiklerin nisin ile
birlikte kullanilmas1 halinde, ilaca direngli patojenlerin inhibisyonunda 6nemli bir potansiyele
sahip oldugunu gostermektedir (6). Bu nedenle, bakteriyel enfeksiyonlar i¢in nisinin klinik
uygulamalari, tamamlayici veya alternatif bir antimikrobiyal ve antibiyofilm ajan1 olarak iimit

verici olmustur (7).

P-coumaric asit, bir¢ok hastaligin tedavisinde potansiyel faydalar1 ile umut vaad eden bir diger
terapotik ajandir. P-coumaric asit gibi fenolik iiriinler, yaygin bitki sekonder metabolitleridir ve
antimikrobiyal, antienflamatuar ve antikarsinojenik etki dahil ¢ok g¢esitli biyolojik etkiler
gosterebilirler (8,9).

Biyofilm olusumunun 6nlenmesi i¢in alternatif bir tedavi yaklagiminin belirlenmesi ¢caligmalar1
son yillarda hiz kazanmistir. Hiicre-hiicre iletisimini saglayan QS, yukarida belirttigimiz gibi
biyofilm yapisiin olusumunda rolii olan dnemli bir faktordiir. QS araciligi ile bakterilerin iletigime
gecmesinin engellenmesinin, biyofilm olusumu ile etkili bir miicadele yontemi olacagi farkli
arastirmacilar tarafindan Onerilmistir (10,11). Literatiirdeki bu bilgilerinden yola c¢ikarak

planladigimiz ¢alismamizda iki molekiiliin, nisin ve p-coumaric asitin, enterokokal Al-2 sinyal



molekiiliiniin inhibisyonunundaki roliiniin arastirilmasi hedeflenmistir. Biyofilm yapisinin bir
virtilans 6zellik oldugu bilgisinden yola ¢ikarak, ¢alismamiz kapsaminda nisin ve p-coumaric
asidin, biyofilm olusumu ve cesitli viriilans faktorler {izerinde etkisinin arastirilmasi da

calismamizin bir diger hedefidir.

Bildigimiz kadariyla literatiirde heniiz enterokoklarin QS mekanizmasini hadef alarak bu iki
ajanin kullanildig1 bir ¢aligma mevcut degildir. Nisin bakteriyosini yapisal 6zellikleri itibari ile
bir QS inhibisyon (QSI) molekiiliiniin tagimasi beklenen ozelliklere sahip bir molekiildiir.
Mikroorganizmalarin bu bakteriyosine kars1 direng gelistirmesinin miimkiin olmayisi, nisinin
Oonemini arttirmaktadir. Quorum sensing inhibisyonu c¢alismalarinda daha ©nce nisin
bakteriyosininin etkisinin arastirildigi higbir calisma bulunmamaktadir. Calismamizda QSI
Ozelliginin arastirilmasini amagladigimiz bir diger dogal madde olan p-coumaric asitin biyofilm
yapilar1 {iizerindeki yikici etkisi konusunda smirli sayida yayin bulunmakla birlikte
enterokoklarda QSI 6zelligi konusunda literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Nisin bakteriyosini ile p-coumaric asidin kombine halde kullanimmnin arastirildigir ve
enterokoklarda QS mekanizmasi iizerine 6nemli etkinliklerinin belirlendigi bu 6zgiin ¢alisma,
biyofilm yapilar1 ile miicadelede kullanilabilecek yeni bir stratejinin belirlenmis olmasi

acisindan 6nemlidir ve literatiire katki niteligi tasimaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. ENTEROCOCCUS CINSINiN GENEL OZELLIKLERI

Enterococcus cinsi; Bavariicoccus, Catellicoccus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus
ve Vagococcus cinsleri gibi insan ve hayvan gastro-intestinal (Gl) sisteminde dogal olarak
bulunan cinslerin de dahil oldugu Enterococcaceae familyasina aittir. Insan ve hayvanlarin
gastrointestinal florasinin yani sira; kuslar ve bitkilerde, fermente besinler, toprak ve su dahil

cesitli ortamlarda da bulunabilmektedir (3).

Gram-pozitif, ¢iftler veya zincirler halinde bulunan kiiresel ya da oval hiicre morfolojisine sahip
bir tiirdiir. Fizyolojik 6zellikleri agisindan bu mikroorganizmalar; spor olusturmayan fakiiltatif
anaerobolmakla birlikte, yiiksek tuz konsantrasyonuna direnclidirler. Genellikle glikoz
fermentasyonu ile yalmzca laktik asit {iretirler ve bu reaksiyon sirasinda gaz a¢iga ¢ikmaz.
Enterococcus gallinarum ve Enterococcus casseliflavus gibi bazi tiirleri hareketlidir. Ayni
zamanda genis pH ve sicaklik araliginda canliliklarini siirdiirebilirler (3,12,13). Hipotonik ve
hipertonik kosullarda canliligin1 devam ettirebilmesinin yani sira, genis pH (4-9,6) ve sicaklik
(10-45°C) arahiginda canl kalabildigi i¢cin dogadaki genis bir dagilim gosterirler. Bu hayatta
kalma yetenegi Enterokoklari, insan sindirim sistemi i¢indeki ortamlarda canliligini devam
ettirmesinde ve probiyotik olarak kullanimda ideal hale getirmektedir. Boylelikle enterokoklar,
geleneksel fermente gida ve siit liriinlerinin iretiminde aroma ve kivam arttirmada ve probiyotik
veya antimikrobiyal madde tiretim 6zellikleri nedeniyle gidalarin korunmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (3,14).

Enterococcus tiirlerinden Enterococcus faecalis, besin zincirinin tiim evrelerinde; su, toprak,
bitkiler, bocekler, kuslar, siiriingenler, memeliler gibi pek ¢ok yerde bulunur. Bu durum,
memelilerin, slirlingenlerin, kuslarin ve boceklerin son ortak atalarinin zamani olan Devoniyen
doéneminin basindan beri (~ 412 milyon yil 6nce), bu tiiriin bagirsak mikrobiyomlarmin bir
tiyesi oldugunu diisiindiirmektedir -ki bu da onlar1 GI sistemin ilk Kkolonilerinden biri
yapmaktadir (3). E. faecalis, 1900’ li yillarin basinda Streptococcus faecalis olarak
biliniyorken, 1960 11 yillarin ortalarinda S. faecalis’ in baska bir tiir oldugu yoniinde bulgular
elde edilmeye baglamistir. 1970’ 1i yillarda Enterococcus adinda yeni bir takson tanimlanmis
ancak bu 1984’e kadar resmi olarak kabul edilmemistir. Enterokoklar 1984 yilina kadar Grup
D Streptokoklar olarak smiflandirilmis, ardindan Streptococcus faecalis ve Streptococcus

faecium; swasiyla Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium olarak yeniden
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diizenlenmistir. Daha sonra Schleifer ve Kilpper-Balz genetik kanitlar ile S. faecalis ve S.
faecium tiirlerinin streptokok olmadigini tescillemistir (3,15). 2002’ de Facklam vd. 23 ayr1
Enterococcus tiiriiniin varligini genis ¢apl bir derleme ile belgelemistir. 2008-2012 ve 2013
yillarinda 8 yeni tiirlin daha tanimlanmasi ile giliniimiizde tanimlanmis 35 enterokok tiirii

bulunmaktadir (3).
2.2. ENTEROKOKLARDA PATOJENITE VE ViRULANS FAKTORLER

E. faecalis ve E. faecium, insan digskisinda en bol bulunan enterokok tiirleri olarak kabul edilir
ve ¢ogu enterokokal hastaligin baslica etkenleridir. Enterococcus durans ise, saglikli
yetiskinlerin digk: florasinda nadiren goriilmektedir. Enterococcus cinsinin genis dagilimi goz
Oniine alimdiginda, 1950'den 6nce tanman bu ti¢ Enterococcus tiiriiniin (E. faecalis, E. faecium
ve E. durans) insanlarda enfeksiyona neden oldugu tespit edilmistir. Bu mikroorganizmalar,
1970' lerde ve 1980' lerde ¢ok sayida ila¢ direngli hastane kaynakl enfeksiyonlarin 6nde gelen
nedenleri olarak ortaya ¢ikmaya baglamistir. 1990' larin ortasina kadar, E. faecalis Kklinik
izolatlarin % 90-95' ini olusturken, E. faecium enfeksiyonu daha nadirdi. Fakat o tarihten bu
yana, E. faecium izolatlarmin orani, biiyiik 6l¢iide antibiyotiklere, 6zellikle de vankomisin ve
ampisiline kars1 direncin yayilmasi ile birlikte 6nemli oranda artmustir. O tarihten beri de
diinyanin her yerinde, giderek artan oranlarda rapor edilmistir (3,16). Enterokoklar genellikle
zararsiz olarak nitelendirilmelerine karsin pek ¢ok antibiyotige dogal direng gosterebilirler (14).
Sahip olduklar1 antibiyotik direnci ve degisen fiziksel kosullarda hayatta kalma basarilar1 ve
biyofilm olusturma yetenekleri onlara miicadelesi zor, firsatg1 patojen olma &zelligini
kazandirmustir. Amerika Birlesik Devletleri’ nden elde edilen verilere gére bu iki tiir; kan
dolasimi, yaralar, liriner sistem ve kalp gibi bolgelerde meydana getirdigi enfeksiyonlardan
dolay1 hastane enfeksiyonlarinin % 10’ unun, bakteriyel enfektif endokardit vakalarinm % 20’

sinin sebebi olarak gosterilmektedirler (14).

Bakterilerin hastalik yapici etkisini artiran molekiiller veya metabolik sistemler genel bir
deyimle viriilans faktorler olarak adlandirilir (17). Nazokomiyal (hastane kaynakli) enfeksiyon
orneklerinden izole edilmis olan E. faecalis ve E. faecium' da bulunan viriilans faktorleri
arasindan; antibiyotik direnci, hiicre dis1 toksinler, mobil genetik elementler, hiicre duvari
bilesenleri, biyofilm olusumu, tutunma faktorleri ve kolonizasyon faktorii 6rnek verilebilir (17).
Enterokok cinslerinde bulunan viriilans faktorler, organizmanm izole edildigi kaynaga bagl

olarak degisebilmektedir. En fazla viriilansa sahip olanlar tibbi izolatlardir. Bu siralamay1 gida



kaynakli izolatlar ve baslangi¢ kiiltiirii olarak kullanilan suslar izlemektedir (17). Enterokokal
tirlerin neden oldugu klinik enfeksiyonlarm her gegen yil biiyiik oranlarda artmasi, tedavi
edilmesi oldukga zor olan biyofilm iligkili enfeksiyonlarla ve mikroorganizmanin sahip oldugu

bu viriilans faktorlerle dogrudan iliskilidir.

Enterokoklar; penisilin, ampisilin, aminoglikozitler, tetrasiklinler, karbapenemler,
florokinolonlar ve makrolidlerin de dahil oldugu pek ¢ok farkli antibiyotik grubuna kars1 dogal
ya da kazanilmis direng gosterebilmektedirler. Enterokokal tiirlerde vanA ve vanB direng
genleri sayesinde vankomisin direncgliligine rastlanabilir. Bu genler plazmidler iizerinde
tagindiklar1 i¢in, 6zellikle biyofilm gibi yatay gen transferi icin uygun olan ortamlarda
mikroorganizmalar arasinda kolaylikla yayilmaktadir. Bunlarin yani sira biyofilm olusumu
sirasinda ifade edilen viriilans genler de artirilmis antibiyotik direncine yol acgarak,

enfeksiyonlar ile miicadeleyi zorlastirmaktadir (16).

Bakterinin konak dokularma kolonizasyonu ve bakteri hiicrelerinin abiyotik yilizeylere kalici
olarak baglanmasini kolaylastiran yapiskan matriks molekiillerini taniyan mikrobiyal yiizey
bilesenlerinin sayisi, mevcut olan genom dizilerinden ¢ikan sonuca gore hem E. faecalis hem
de E. faecium’ da bir diizineden fazladir. Test edilen klinik ve klinik olmayan izolatlar arasinda

en yaygim bulunan ti¢ matriks molekiilii: Ace, Acm ve Scm’ dir (18).

Admni “Adhesion of collagen from E. faecalis’ in kisaltmasidan alan Ace, E. faecalis’ in hiicre
duvarinda bulunan bir adezindir (18). Ace iiretimi a¢isindan mutant ve dogal tip suslar ile
gergeklestirilen calismalar sonucunda, yiizeylere ilk tutunmanin patojenite i¢in olduk¢a 6nemli
oldugu sonucuna varilmistir. Ace’nin kalp kapakciklari, aort dokusu gibi kolajen igeren
bolgelere tutunmada dnemli rol oynadigi belirlenmistir (19). Ozellikle kolajen tip 1 ve kolajen
tip IV’ e baglandig1 bilinmektedir. Buna ek olarak Ace proteininin laminin ve dentine
baglandigi da caligmalar sonucunda gosterilmistir (18,20). Acm, E. faecium' daki bir Ace
homologudur, ¢ogunlukla kolajen tip I ile etkilesime girmektedir ve kolajen tip IV ile etkilesimi
zayiftir. E. faecium' daki ikinci adezin olan Scm ise, kollajen V’ e ve fibrinojene baglanmaya

aracilik eder.

Enterokokal yilizey adezinlerinden agregasyon substratinin, E. faecalis' in intestinal epitel
boyunca translokasyonunu kolaylastirdigi, ayn1 zamanda bagirsak epitel hiicreleri, endokard,

bobrek tiibiilleri, notrofiller gibi gesitli hiicre yiizeylerine bakterinin tutunmasinda rol oynadig:



bilinmektedir (21). Ayrica glikoprotein yapisinda olan bu molekiillerin polimorfoniikleer

lI6kositlerde ve makrofajlarda sag kalimi arttirdigi bildirilmistir (2,20)

Adin1 enterokokal yiizey proteininin kisaltmasindan alan Esp proteini, esp geni tarafindan
sentezlenmektedir. Hiicre duvart ile iliskili yiikksek molekiiler agirlikli bir protein olan Esp, E.
faecalis hiicrelerinin yiizeyinde yer alir. Bakteriyi konagin immiin sistemine karst korudugu
diistiniilen bu protein, aynt zamanda organizmanmn Uriner sistemdeki kaliciligi ve

kolonizasyonuyla iliskilendirilmistir (2,17).

Esp proteininin sentezini ve biyofilm yapisi ile iliskisini ele alan baz1 ¢alismalarda Esp’nin
polistiren, floroetilen ve silikon gibi cansiz yiizeylerdeki biyofilm olusumunda goérev aldigi
belirtilmistir. Hatta bu gen ag¢isindan mutant E. faecalis suslarinda biyofilm iiretiminin
gerceklesmedigi One stiriilmistiir (22). Ancak, baska bir ¢alismada; yiizeye baglanmada ¢ok
onemli oldugu sdylenen Esp proteininin iiretiminden sorumlu esp geninin incelenen 89 sustan
77’ sinde bulundugu fakat genin varligi ile biyofilm tiretim diizeyi arasinda bir korelasyon
olmadigi ileri siirilmiistiir (20). Bu gibi ¢alismalar esp ve biyofilm olusumu iliskisi hakkinda
kesin bir yargiya varilmasini gii¢lestirmektedir. Aymi sekilde bu genin, Enterococcus

viriilansinda 6nemli rol oynamadigini soylemek de bir o kadar zordur.

Enterokoklarda, Fsr lokusunun biyofilm olusumu gibi viriilans 6zelliklerin dahil oldugu,
patojenite ile cesitli siire¢lerde rol aldigi bilinmektedir (23). Quorum sensing sisteminin
insersiyonal inaktivasyon ile mutasyona ugratilmis fsr varyantlarinda biyofilm olusumunun ve
jelatinaz sentezinin azaldigi arastirmacilar tarafindan gosterilmistir. Viriilans ile iligkili iki
ekstraseliiler proteazdan GelE (jelatinaz) ve SprE (serin proteaz), sirasi ile jelatin ve kolajeni
parcalama Ozelligine sahip proteinlerdir. Bu proteinlerin sentezi sirasi ile gelE ve sprE genleri
aracilig1 ile gergeklesmektedir. Bu iki gen bakteri genomunda yanyana konumlanmistir ve
birlikte transkribe edilirler. Bu transkripsiyon Fsr quorum sensing sisteminin kontrolii altindadir
(20,24).

Endokardit, peritonit, endoftalmit ve in vitro translokasyon modellerinde jelatinazin olduk¢a
onemli viriilans etkilere ve biyofilm olusumunu indiikleme etkisine sahip oldugu belirlenmistir
(23). Biyofilm ile iliskili in vivo enfeksiyon modellerinde, hem GelE hem de SprE viriilans igin
onemli bulunmustur (20,24). Thurlow ve ekibi tavsan endokardit modelinde GelE’ nin yayilmig
enfeksiyon bolgelerinde bakteri sayisinin artmasina katkida bulundugunu gostermislerdir (25).

gelE geninin delesyonunun, otoliz ve biyofilmde bozulmalara yol agtig1 da bilinmektedir. Buna



karsin SprE’ nin otolize, eDNA salinimina ve erken biyofilm olgunlagsmasina negatif yonde bir
etkisi oldugu belirtilmistir (2). Bu da iki proteazin birbirleri ile dengeli ve uyum iginde ifade

oldugu sonucuna varilmasini saglamistir.

Bakterilerin dogasinda var olan konjugasyon siirecine biyofilm yapisinin olumlu yonde destek
olmasi sonucunda, viriilans Ozelliklerin ve antibiyotik direng genlerinin popiilasyonda
yayilmasint kolaylastirmakta ve enterokokal enfeksiyonlar1 ile miicadeleyi daha zor

kilmaktadir.
2.3. BAKTERIYEL BiYOFiLMLER

Biyofilm, bir veya daha fazla mikroorganizmanin kendi sentezledikleri bir ekzopolimerik
matriks i¢ine gomiilii olarak biyotik ya da abiyotik yiizeylere, tutunmasi durumunda meydana

gelen yapiya verilen isimdir.

Biyofilmlerin kesfinin 17. yiizyila dayandigi ve ilk olarak Antonie Von Leeuwenhoek
tarafindan “bir tiir varlik” olarak tanimlamasiyla basladig1 bilinmektedir. Bu tanimlamadan

sonra uzun yillar bu konu ile ilgili bir gelisme olmamustir (26).

Daha sonra, 1940’1 yillarda bilim insanlari, bakterilerin bir yiizey varhiginda gostermis
olduklar1 ¢ogalma ve aktivitenin ayni bolgedeki sivi ortamlardaki popiilasyonlarina kiyasla
daha fazla oldugunu gostermistir (27,28). Ancak biyofilm yapilar1 hakkinda daha kapsamli
bilgilere ulasilmasi, elektron mikroskopisinin gelismesi ile olmustur. Bu sayede biyofilm
yapisinin detayli analizleri gergeklestirilmis ve mikroorganizmalarin iirettikleri ekstraseliiler
polimerik maddeler (EPS) olarak adlandirilan ve biyofilme karakteristik 6zelligini veren bu
yapimin, basta polisakkaritler olmak iizere; su, proteinler, niikleik asitler gibi pek ¢ok organik

ve inorganik bilesikten meydana geldigi belirlenmistir (29).

EPS yapist biyofilmi olusturan mikroorganizmalarin ylizeye geri doniisiimsiiz olarak
baglanmasi i¢in elzemdir. Olgun bir biyofilmin yaklagik % 75 ila % 90’ 1 EPS’ den, kalan %
10-25’ i ise yapiya katilan organizmalardan olugsmaktadir (29).

Biyofilmler, yapmin olustugu ortamin stabilizasyonu, yapida bulunan mikroorganizmalarin
sayist ve gesitliligi basta olmak iizere c¢esitli faktorlere bagli olarak kendi iginde farklilik
gosterebilir. Fakat genel hatlar1 ile biyofilm yapisi; organizma atiklari, su ve besinlerin tasindigi

gozenekli kilcal kanallara sahiptir. Besin maddeleri biyofilmin alt tabakalarinda bulunan



organizmalara bu kapiller kanallar vasitasi ile ulagir. Ayni sekilde meydana gelen atiklar da bu
kanal sistemi ile biyofilmin disina atilmaktadir (30,31). Bu 6zellikleri ile biyofilmler gelismis

organizmalarin dokularina benzetilmektedirler.

Biyofilm yapist mikroorganizmalarin ¢evresel faktorlerden korunarak hayatta kalmasini
saglayan bir kalkan olarak kullanilir. Buna ek olarak dezenfektanlar ve antibiyotikler gibi
mikroorganizmalara karsi miicadelede kullanilan cesitli ektenlere karsi da direng saglar.
Yapmim antimikrobiyallere kars1 planktonik formlara kiyasla bin kata kadar daha fazla direng
gosterebildigi bilinmektedir. Gosterilen bu direng, EPS’ nin bilesenleri, biyofilmin olgunlugu

ve cevresel biiyiime kosullarina bagli olarak degismektedir (32,33).

Biyofilm yapisinin bakterilere kazandirdig1 hayatta kalma basaris1 ve ortamdaki organizmalar
arasinda meydana gelen yatay gen aktarimi ile artan ¢oklu ila¢ direnci, bu olusumun
eradikasyonunu gilinden giine daha da zorlastirmaktadir. Hastane kaynakli enfeksiyonlarin %
65’ 1 ve bakteriyel enfeksiyonlarin neredeyse % 80’ inin biyofilmlerden kaynaklandigi
bilinmektedir. Biyofilm iliskili enfeksiyonlarin her yil ¢ok sayida insanin hayatim etkiliyor
olmasi, bilim insanlarin1 hastaliklar ile miicadelede biyofilmi hedef almaya yOneltmistir. Bu
calismalar esnasinda da teropatik ajanlarin kullaniminin yani sira alternatif miicadele yollar

tizerinde de ¢alismalar yapilmaktadir (32,34).

2.4. BAKTERIYEL BIYOFILMLERIN OLUSUM ASAMALARI

Biyofilm olusumu; canli veya cansiz bir ylizeye tutunma, mikrokoloni olusumu, kolonilerin ii¢
boyutlu bir yap1 haline gelmesi ve olgunlagsma, en sonunda ise biyofilmden ayrilma ile biten
basamaklardan meydana gelmektedir (Sekil 2.1.). Biyofilm olusumu esnasinda
mikroorganizmalarm fizyolojik fonksiyonlarmin diizenlenmesi ve farklilasmasi icin hiicreler

arasmda “Quorum Sensing” ad1 verilen sinyal mekanizmasi gérev almaktadir (35).



Sekil 2.1. Bakteriyel biyofilmlerim olusum basamaklari (i) tutunma, (ii) mikrokoloni olusumu,
(111) olgunlasma, (iv) olgun biyofilm yapisi, (v) ayrilma.

2.4.1. BIRINCI ASAMA: TUTUNMA

Tutunma, biyofilm olusumunun ilk basamagidir. Biyofilm olusturulmasi planlanan yiizeye
dontistimlii ya da doniisiimsliz olmak {izere iki farkl sekilde tutunma gercgeklestirilebilir.
Oncelikle bakteriler tarafindan yiizeydeki besin miktar;, kimyasi ve mikro mimarisinin
yasamaya el verisli olup olmadigi kontrol edilir. “Geri doniisiimlii tutunma” olarak adlandirilan
bu asamada bakteri ylizey ile temas halindedir ama siki bir baglantt mevcut degildir.
Cogunlukla elektrostatik kuvvetler, Van der Waals etkilesimleri gibi zayif baglar s6z
konusudur. Yiizeyin sartlar1 biyofilm olusumu igin elverigli ise geri doniisiimsiiz tutunma
gerceklesir. Bu tutunmada yiizey ile bakteri arasinda dipol-dipol, iyon-iyon, iyon-dipol ve
kovalent baglar gibi daha gii¢lii baglar meydana gelir. Ayrica biyofilm olusumu i¢in bakterinin
morfolojik (flagella veya fimbria bulundurmasi) ve fizyolojik (EPS tabakasinim iiretilmesi i¢in
hiicrede yapilan diizenlemeler) 6zellikleri de yiizeye baglanmayi etkileyen faktorler arasindadir

(26).
2.4.2. TIKINCI ASAMA: MIKROKOLONI OLUSUMU VE OLGUNLASMA

Mikroorganizmanin yiizeye baglanmasindan sonra biyofilm olusumu i¢in gerekli genlerin ifade
edilmesi ve planktonik yasam formunu olusturan gen ifadelerinin durdurulmasi siireci baslar.
Bu sirada hiicreler aktif bir sekilde bdliinerek sayilarini artirirlar. Cogalan hiicre sayisi ile

birlikte EPS salinim1 da baglayarak mikrokoloni adi verilen hiicre kiimelerini olustururlar. Bu
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asamada bakteriler birbirleri ile quorum sensing adli sinyal mekanizmasi sayesinde etkilesim

icerinde kalirlar (26).

Hiicre-hiicre etkilesimi ortamdaki hiicre yogunlugunun tespit edilmesini ve EPS iiretimi ile
iliskili gen ifadelerini diizenlenmesi saglar. Meydana gelen yapmin biyofilm olarak
adlandirilmasinda biiyiik rolii oldugunu bildigimiz EPS, olgunlagsma basamagi i¢in de olduk¢a
onemlidir. Yapilan gen ifadesi diizenlemeleri ile EPS’ nin artan salinimi, ortamdaki
mikrokolonilerin biiyiiyerek icerisinde kapiller tasima kanallar1 olan kompleks bir isleyise sahip
ii¢ boyutlu mantar benzeri yapiy1 kazanmasini saglar. Mikrokoloniler arasi iletisim ile baslayip,

ti¢ boyutlu yap1 kazanmaya kadar giden bu siire¢ “olgunlagsma” olarak adlandirilir (35).
2.4.3. UCUNCU ASAMA: BiYOFILMDEN AYRILMA

Ayrilma basamagi, yap1 icerisindeki hiicrelerin biyofilmden ayrilmalarina ve planktonik
yasama geri donmelerine neden olan aktif mekanizmalari belirtir. Bu olay biyofilmdeki
mikrokolonilerin gelisme seviyesine ve boyutuna bagli olarak degismektedir (36). Biyofilmin
makro yapisindan ayrilan bu bakteriler, daha sonra yeni biyofilmlerin olusmasina onciiliik

ederler. Bu durum enfeksiyonlarin yayilmasina neden oldugu i¢in, bu basamak 6nemlidir.

Ayrilma, toplam biyofilm kiitlesinin azalmasmi gdsteren en genel terimdir, ancak ayrilma
Ozellikleri birkag¢ farkli tipte siniflandirilabilir: 1) Atilma, 2) Erozyon ve 3) Serpilme. Atilma,
biyofilmin yiizeyden bir bolge olarak siyrildig1 ve bu nedenle biyofilm kiitlesinin hizli kaybina
neden olan islemdir. Buna karsilik, erozyon, tek bir hiicrenin veya biyofilmin kiigiik bir
boliimiiniin yavag yavas ve siirekli olarak ayrildigi bir olaydir. Bu ayrilma tiirleri genellikle
pasif islemler olarak kabul edilirken, serpilme aktif bir islemdir ve hiicrelerin kiigiik bir
boliimiiniin hizl1 bir sekilde orta bosluklardan ayrilarak ¢cevreye dagilmasini ifade eder. Ayrilan

hiicrelerin yerinde bos oyuklar meydana gelmektedir (36).

Cevresel kosullardaki kiigiik degisiklikler bile hiicrelerin biyofilmlerden dagilmasma neden
olabilmektedir. Besinlerin mevcudiyetinde meydana gelen degisiklikler ve buna bagl olarak
gerceklesen besin kitlig1 durumu, oksijen miktarmin azalmasi, ortam pH’ sinda meydana gelen
degisimlerin ve bazi kimyasallarin biyofilm dagilimini indiikledigi bilinmektedir (36). Bunun
disinda yap1 igerisindeki hiicre yogunlugu sonucu biyofilmden kopmalar oldugu
diistiniilmektedir. Mikroorganizmalarin bu ayrimi yaparak biyofilmden ayrilmaya karar

vermesinde hiicreler arasi iletisim mekanizmasi olan quorum sensing (QS) sinyal sisteminin
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gorev aldigi diisiiniilmektedir. QS aracigiligi ile EPS sentezinin durdurulmasi sonucu biyofilm

yapisinda dagilmalarin basladigi, ¢esitli aragtirmacilar tarafindan gosterilmistir (26,37).

Ayn1 zamanda mikroorganizmalar tarafindan salgilanan EPS degradasyon enzimleri de
biyofilm dagilimini etkileyebilir. Pseudomonas aeruginosa ve Francisella novicida' daki
kitinazlar gibi polisakarit pargalayici enzimler, Xanthomonas campestris’ teki beta-mannanaz,
P. aeruginosa' da aljinat liyaz ve Pseudomonas fluorescens' teki exopolisakkarit liyaz bu tip

enzimlere 6rnek olarak verilebilir (38).
2.5. QUORUM SENSING

Quorum sensing, diger bir deyisle yeter say1 algilama, hiicre yogunluguna bagh kimyasal
sinyalizasyon sistemine verilen addir. Hiicreler otoindiiktér (Al) olarak adlandirilan sinyal
molekiilleri salgilayarak g¢evredeki diger organizmalara kendilerinin de orada bulundugu
bilgisini verir. Salgilanan bu otoindiiktor molekiilleri ortamdaki diger mikoorganizmalarca
hiicre igerisine alinir. Ne kadar ¢ok hiicre var ise, o kadar ¢ok sinyal molekiilii ortamda birikir
ve sinyal molekiillerinin ortamdaki bu yogunluguna bagli olarak bakteriler tarafindan cevap
olusturulur. Sinyal molekiiliiniin iiretiminden baslayan ve bu sinyale cevap olusturulmasi ile

sonlanan iletisim ag1 neredeyse tiim bakterilerde mevcuttur.

Quorum sensing mekanizmasi ile ilgili ¢alismalara, ilk olarak deniz bakterileri Vibrio fischeri
ve Vibrio harveyi’ nin hiicre yogunluguna bagl biyoliiminesans ifadesi arastirilirken
baslanmustir. Her iki mikroorganizmanin da 1sik iiretiminden sorumlu enzimlerinin, ¢evredeki
popiilasyon yogunluguna bagli olarak ortamda biriken otoindiikleyici molekiillere yanit olarak
151k Grettigi saptanmustir (32,39). Mikroorganizmalar quorum sensing mekanizmasini kullanip,
bulunduklar1 ¢evredeki bakteri yogunlugunu algilayabilmeleri sayesinde, koordine grup
davranislar1 sergileyebilmektedirler. QS ile kontrol edilen en bilindik grup davranisi, biyofilm
yapismnin  olusumudur. Ancak onun disinda; Dbiyoliiminesans, ortamdaki rakip
mikroorganizmalara karg1 savunma ya da 6karyotik konagm immiin sistemine karsi kendini
koruma da toplu grup davranmiglarmma ornek olarak verilebilir. Bunlara ek olarak; viriilans
faktorlerin indiiklenmesi, hiicre farklilagmasi, antibiyotik direnci, besin sekresyon bilesiklerinin
saglanmasi, ekstraseliller polimer {retimi, yiizeye tutunma, biyosilirfaktan sentezi ve
sporulasyon quorum sensing kontroliinde diizenlenen mekanizmalardandir (40,41). Her bakteri

tiiriiniin kendine 6zgili bir quorum sensing mekanizmas1 vardir. Fakat sinyal iiretimi, Sinyal
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molekiillerinin salinimi, ¢evrede bu molekiillerin birikimi ve son olarak bakteriler tarafindan

sinyalin algilanmasi seklinde devam eden siiregler tiim tiirlerde ortaktir (24).

Bakteriler tarafindan kullanilan QS sinyal molekiilleri; Gram negatif bakteriler tarafindan
kullanilan agil homoserin laktonlar (AI-1, AHL) (26,41), Gram pozitifler bakteriler tarafindan
kullanilan linear (diizlemsel) ve siklik (halkasal) otoindiiktor peptitler (AIP) (10,30), hem Gram
negatif hem de Gram pozitifler tarafindan kullanilan ve bu sayede tiirler arasi iletisimi saglayan

otoindiiktor-2 (Al-2, furanosil borat diester)‘ dir (24,42,43).

Gram negatif bakteriler arasinda tiir i¢i iletisimi saglayan ag¢il homoserin laktonlarin (AHL)
tiretimi hakkinda en iyi bilinen QS sistemi, LuxI/LuxR tipi sistemdir. Bu sistem ilk olarak deniz
bakterisi V. fischeri’ de tanimlanmustir (44).

Genel hatlar1 ile Gram negatif bakterilerdeki QS sinyal mekanizmasi, LuxI tipi sinyal iiretici
tarafindan iiretilerek hiicreler arasi ortama salinan AHL molekiillerinin ortamda yiiksek
konsantrasyonlara ulasmasi ile baslamaktadir. Bunun sonucunda AHL molekiillerinin
ortamdaki diger organizmalarin hiicre igine alinmasi ve hiicrede bulunan LUxR benzeri sinyal
reseptoriine baglanmasi seklinde devam eder. Baglanma sonunda sinyal molekiillerinin LuxR’
m DNA baglama bolgesini aktiflestirmesi, bunun sonucunda LuxR’ in katlanarak DNA’ da
ilgili genlerin transkripsiyonundan sorumlu promotor bélgeye baglanmasi ve hedef genlerdeki

transkripsiyonu baslatmasi seklinde son bulmaktadir (10,44).

Gram pozitif bakterilerde hiicreler arasi iletisimde gorev alan otoindiiktor peptitlerin (AIP)
bir¢cogu hiicre i¢inde iiretildikten sonra 6zel sistemler araciligiyla hiicre dismna aktarilir, cesitli
mekanizmalarla post-translasyonel olarak diizenlenir ve nihayetinde diger hiicrelerin zarlarinda
bulunan reseptorler tarafindan tespit edilirler. Boylece viriilans, genetik kompetans ve
antimikrobiyal bilesiklerin tiretiminin dahil oldugu cesitli fonksiyonlarin ifadesi hiicre
yogunlugu ve ilireme fazmna bagl olarak kontrol edilebilir. Bu diizenlenmelere 6rnek olarak;
Bacillus subtilis ve Streptococcus pneumoniae' daki genetik kompetans, Staphylococcus aureus
ve Enterococcus faecalis’ deki viriilans ve laktik asit bakterilerindeki bakteriyosinlerin ve

lantibiyotiklerin de dahil oldugu antimikrobiyal peptitlerin tiretimi verilebilir (43,45).

Bakteriler arasindaki sinyalizasyonla iletigim, tiir i¢i ile sl kalmayip tiirler arasinda da
meydana gelmektedir. Bu tip bakteriyel sinyalizasyon ilk olarak 1979 yilinda Greenberg ve

ekibi tarafindan dile getirilmistir (46). Farkli tiir mikroorganizmalarin inkiibe edildigi ve
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inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra ortamdan bakterilerin uzaklastirilmasiyla elde edilen
gelisme ortamina V. harveyi bakterisinin inokiile edilmesiyle, V. harveyi’ nin biyoliiminesans
irettigi tespit edilmistir. Yapilan bu calisma, c¢esitli bakteriler tarafindan salgilanan sinyal
molekiillerinin hiicre dis1 ortama salindigini ve V. harveyi bakterisinin bu ortamda mevcut olan
diger tiirlerin iirettigi sinyal molekiillerine cevap olusturdugunu kanitlamistir (46). 1993 yilinda
ise Bassler ve arkadaglarinin yaptigi calismada, AHL sentezi yapamayan V. harveyi mutant
suslarinin QS bagimli gen ifadesi yetenegine sahip olduklari gosterilmistir (47). Bu gozlem s6z
konusu bakteride AHL sistemi diginda bir quorum sensing mekanizmasi daha olabilecegi
diisiincesini dogurmustur. Bu diislincenin {izerine gitmek i¢in AI-2' ye bagimli sistemin
indiiksiyonu iizerine tasarlanan ¢alisma i¢in AHL-mutant bir sus olusturulmustur. Bu susun,
kendisiden farkli bakteri tiirlerinin kiiltiir sivilarma QS bagimli bir cevap olusturdugu
belirlenmis ve otoindiiktor 2 (AI-2) adi verilen sinyal molekiiliin varligi ispatlanmistir. Al-2
tiretim mekanizmasmin hemen hemen tiim bakterilerde ayni olmasina ragmen, sinyal molekiilii
algilanmasi ve sinyal iletim yolaklar: tiir spesifiktir. Bu mekanizmalar yalnizca V. harveyi,
Vibrio cholerae, Escherichia coli, Salmonella typhimurium gibi birka¢ tiirde agikliga

kavusturulmustur.

Al-2 QS mekanizmasmin rol aldig: siireglere; Campylobacter jejuni ve E. coli bakterilerinin
hareket etme yetenegi; Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis ve
V. harveyi' de demir aliminin kontrolii; Salmonella Typhimurium, Streptococcus mutans,
Streptococcus pneumoniae ve Vibrio cholerae'da biyofilm dretimi; Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, E. coli 0157:H7, Clostridium perfringens,
ve Vibrio cholerae' da viriilans faktorlerinin ekspresyonu 6rnek verilebilir. Bunun disinda Al-
2' nin Porphyromonas gingivalis ve Streptococcus gordonii arasinda karigik kiiltiirlii biyofilmin
olusumunu diizenlediginin belirlenmesi, AI-2 sinyalizasyonunun cinsler arasi iletisimdeki rolii

i¢in yeni kanitlar sunmaktadir (48,49).

Patojenitede rol oynadig1 bilinen pek ¢ok 6zellik QS sistemi tarafindan kontrol edilmektedir.
Bu nedenle bakteriler ile, 6zellikle de patojenler ile miicadelede QS’ i hedef alarak bakteriyel
iletisimin engellenmesi yolu ile enfeksiyonun oOnlenmesi, son yillarda iizerinde yogun
arastirmalar yapilan bir konudur. QS siteminin inhibisyonunda ii¢ temel strateji bulunmaktadir.
Bunlar; 1) sinyal iiretiminin inhibisyonu, ii) sinyal molekiiliiniin inhibisyonu ve iii) sinyal
alimmnm inhibisyonudur. Belirlenen bu stratejiler organizmanm bazal metabolik aktivitelerini

hedef almadigindan, mikroorganizmalarin bu uygulamalara direng gelistirmesi s6z konusu
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olmamaktadir. Bu 6zelligi nedeniyle QSI (Quorum sensing inhibisyonu), enfeksiyonun

onlenmesinde etkili bir miicadele yontemi olarak kabul gérmektedir.

2.5.1. ENTEROCOCCUS CiNSIi BAKTERILERDE QUORUM SENSING
MEKANIZMALARI

2.5.1.1. Fsr Aracihig ile Sinyalizasyon

Enterococcus cinsinde en iyi karakterize edilmis sinyal iletim sistemi, bir histidin kinazdan ve
benzer yapidaki cevap regiilatorii bolgesinden olusan iki bilesenli sistemlerdir. Bu sistemlerden
en iyi calisilmis olan1 da fsr (E. faecalis sensor regiilatorii) bagimli QS sinyalizasyonudur. Fsr
sisteminde yer alan sinyal molekiilii ise GBAP molekiiliidiir. Bu molekiil adin1 Jelatinaz
sentezini aktive eden feromonun (gelatinase biosynthesis activating pheromone)
kisaltmasindan almaktadir. GBAP tipik bir otoindiiktor peptittir ve patojenite ile iliskili iki
ekstraseliiler proteazin ifadesini kontrol eder. Bu molekiil kimyasal yapist ve histidin kinaz

reseptoriinii harekete gegiren etki mekanizmasi sayesinde Fsr sinyalizasyonuna katilir (24).

E. faecalis 'in Fsr quorum sensing sistemi, bir histidin kinazin (FsrC), GBAP birikimine tepki
gosterdigi ve cevap regiilatoriiniin (FsrA) fosforillenmesi basamaklar: ile stafilokokal Agr
sistemine kismen benzemektedir (50). 11 amino asit iceren peptit laktonu olan GBAP molekiilii,
FsrD tarafindan kodlanan ve 53 amino asitten olusan propeptitin islenmesi sonucu meydana
gelir (20). GBAP’ in olgun formu FsrB tarafindan hiicre digina salinir. GBAP molekiilleri FerC’
ye baglanarak hiicre i¢ine alinir ve FsrA’ nin fosforilasyonunu baslatir. Fosfofillenen FsrA,
fsrBCD gen bolgesine ya da gelE ve sprE’ nin promotor bolgesine baglanir ve bu operonlarin

caligmasini diizenler (24).

gelE ve sprE sirasiyla jelatinaz (GelE) ve serin proteazi (SprE) kodlayan genlerdir. Bu iki
proteaz E. faecalis' in hiicre yiizey proteinlerinin proteolitik aktivitesi, morfolojisi ve adezyon
ozelliklerinin diizenlenmesinde etkilidir. Bu da direkt veya indirekt yolla E. faecalis’ in
biyofilm olusumu ile iligkilidir (24). Hatta Pinkston ve arkadaslari, E. faecalis’ te biyofilm
yapist ile iligkili proteinlerden Ace’ nin de Fsr QS mekanizmasi ile kontrol edildigini
gostermislerdir (51). Tiim bunlar Fsr sisteminin E. faecalis' in viriilansi ile biiytik 6lgiide iliskili

oldugunu ifade etmektedir.
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2.5.1.2. Otoindiiktor-2 Aracihgi ile Quorum Sensing Sinyalizasyonu

Enterokoklarin da dahil oldugu pek ¢ok bakteri cinsinin Al-2 iiretme 6zelligine sahip oldugu
bilinmektedir (52,53). Fakat diger bakteriyel sinyal mekanizmalarinin aksine AI-2
sinyalizasyonu, ayni ¢evresel nise sahip farkli cins bakteriler arasinda etkilesimi saglamak

tizere gelismistir (20).

Gergeklestirilen gesitli arastirmalar sonucunda farkli mikroorganizmalarin genomunda AlI-2
tiretiminden sorumlu genin luxS oldugu belirlenmistir (54-56). Giiniimiize kadar elde edilen
karsilastirmali dizi analizli verileri 15181nda, incelenen 1402 bakterinin 537" sinin genomunda
luxS homologlar1 oldugu belirtilmistir. luxS genini ya da homologunu iceren tiim
mikroorganizmalarin gelisme ortamlarinda AI-2 molekiillerinin tespit edilmesi, bu bakterilerin

tiirler arasi iletisimde AI-2 molekiiliinii kullandig1 goriistinii gliclendirir niteliktedir (48).

Al-2’ nin tiretimi LuxS adi verilen enzime bagh olarak gerceklesmektedir (57). Aktive metil
dongiisii sirasinda S-adenozil metiyonin bagimli metil transferaz reaksiyonunda DNA, RNA,
protein ve metabolitler metillenir ve S-adenozil homosistein olusur. Metiladenozin/S-adenozil
homosistein niikleozidaz enzimi, S-adenozil homosistein’ i S-ribozil homosistein’ e doniistiiriir.
Sonrasinda LuxS (S-ribozil homosistein boliicii enzim) S-ribozil homosistein’i homosistein ve
4,5-dihidroksi-2,3-pentandion’ a ayirir. AI-2 6ncii molekiilii olan 4,5-dihidroksi-2,3-
pentandion (DPD) halkasal forma gegerek AI-2 enantiyomerlerini olusturur (57,58) (Sekil
2.2.).
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Sekil 2.2. Otoindiiktor 2 molekiiliiniin olusum asamalar1 (58)

Al-2 sinyalizasyonunun, S. pneumoniae gibi enterokoklar ile benzerlik gosteren Gram pozitif
bakterilerde biyofilm olusumunda 6nemli oldugu bilinmektedir (59). Yakin zamanda yapilan
bir ¢alisma, AI-2 sinyalini pnomokoklarda, rakip organizmalarla miicadelede 6nemli rol
oynadigimi ortaya koymustur (60). Enterokok biyofilmleri ve diger viriilans faktorleri soz
konusu oldugunda, Al-2 mekanizmasinin sliregler boyunca nerelerde ve nasil rolii oldugu hala
yeterince ag¢ik degildir. Ag¢ik olan sey, enterokok biyofilm gelisimindeki hiicre-hiicre
iletisiminin incelenmesinin, biyofilm yapisimin dogasimin anlasilmasi agisindan olduca énemli

oldugudur.

2.6. BIYOFIiLM YAPISI iLE MUCADELEDE KULLANILAN
ANTIMIKROBIYALLERIN OZELLIKLERI VE ETKi MEKANIiZMALARI

2.6.1. NiSIiN

Bakteriyosinler, ayni yasam alanini paylasan bakterilerin, ortamdaki rekabette hayatta kalmaya
devam etmeleri igin zayif olanlar1 6ldiirmekte kullandig: diisiik molekiil agirlikli peptitlerdir.
Bir bakteri tiirii tarafindan sentezlenen bakteriyosin ayni tiir bakterileri inhibe edebildigi gibi,
farkli cins bakteriler iizerinde de inhibisyon etkisi gdsterebilir. Istisnai durumlarda bazi

bakteriyosinler sahip olduklar1 antibakteriyel 6zelliklerinin yani sira anti-viral ve anti-fungal
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ozellikler de sergilemektedir. Bakteriyosinler genellikle Gram pozitif bakteriler tarafindan
sentezlenmekle birlikte, Gram negatif bakteriler ve arkeler tarafindan da sentezlenmektedir
(61).

Bakteriyosinlerin mikroorganizmalar {izerindeki inhibitor etkisi dolayistyla arastirmacilar bu
peptitler {izerinde daha detayli ¢alismalar yapmaya baslamislardir. Bu caligmalar
bakteriyosinlerin gida koruyucu etkileri tizerine yogunlasilarak ilerletilmistir. En iyi ¢aligilmig
bakteriyosin grubu, laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan iiretilen bakteriyosinlerdir. En basit
hali ile ti¢ sinifa ayrilirlar; Simif I- kiigiik, post-translasyonel olarak diizenlenen peptitler
(lantibiyotikler); Swnif I1- kiigiik, 1siya dayanikli, diizenlenmeyen bakteriyosinler ve Smif I11-
biiyiik ve 1s1ya asir1 duyarh peptitler (62). Gida koruma ile iligkili bakteriler tarafindan iiretilen
bakteriyosinlerin ¢ogu, Siif-I ve Smf-II’ ye aittir. Bu bakteriyosinlerin en 6nemli sinifi
spesifik biyolojik aktivitelere sahip ender bir aminoasit olan, lantionin (Lan) igceren
“lantibiyotikler’dir. Giiniimiizde 25’ ten fazla lantibiyotik tanimlanmustir. Iclerinden en

onemlisi ve en ¢ok caligilan1 “nisindir (63,64).

Nisin, Lactococcus lactis subsp. lactis tarafindan tiretilen 3500 Da molekiiler agirliga sahip 34
amino asit i¢eren, dimer (7.000 Da) ve tetramerler (14,000 Da) olusturma yetenegine sahip bir
polipeptitdir (61,63). Nisin tiretiminden ve direnglilikten sorumlu genler kromozomal DNA'da
bulunur. 57 aminoasit uzunlugunda oncii bir peptid zinciri olarak eksprese edilir, post
transkripsiyonel olarak modifiye edilir ve hiicrelerin dismna salgilanir (61). Nisin aromatik
aminoasit icermedigi i¢in, diger proteinlerin aksine 280 nm' de absorbans vermez. Katyonik bir
polipeptittir, hidrofobiktir ve 1siya dayaniklidir (63). Nisinin primer yapisi oldukga basittir. Bes
pozisyonda tiyoeter kopriileri olusturan, dort ender amino asit igerir. Bunlar; dehidroalanin
(DHA), dihidrobutirin (DHB), lantiyonin ve p-metillantiyonindir (61,63) (Sekil 2.3.).

Sekil 2.3. Nisin A polipeptit zinciri.

Bugiine kadar, sekiz nisin ¢esidi tanimlanmustir. Bunlar; nisin A (65), nisin Z (66), nisin Q (67),
nisin P, nisin U ve U2 (68), nisin F (69) ve nisin H’ tir (70). Nisin A ve Z en aktif formlardir.

18



Bu iki varyant, 27. pozisyondaki bir aminoasit ile farklilik gosterir: Nisin A’ da histidin ve Nisin
7’ de ise asparajin bulunmaktadir (63).

Nisinin kesfi ile ilgili ilk makale 1933 yilinda Whitehead tarafindan yaymlanmistir (71). Daha
sonra nisin, 1950'lerde ilk kez, peynir kontaminasyonundan sorumlu Clostridium
tyrobutyricum' un gelisimini engellemek amaciyla ticari olarak kullanilmistir (63). Nisin 1969
yilinda, Diinya Saglik Orgiitii (WHO)' niin onayin1 almistir ve E234 numarasi ile Avrupa gida
katki maddeleri listesine eklenmistir. Nisinin kullanimmnin onaylanmasmin bir¢ok nedeni
vardir. Ozetle; genis antimikrobiyal etkisi, sindirim enzimleri tarafindan kolayca pargalanabilir
olmasi, insan sagligi agisindan risk olusturmuyor olmasi ve yiyeceklerin tadi, kokusu, rengi ve
goriiniisii iizerinde degisiklige yol acan bir etkisinin olmamasi baglica tercih sebepleridir.
Kullanimina izin verilen maksimum nisin miktari ile ilgili mevzuat iilkeler bazinda degisiklik
gostermektedir. Nisin, gida korumasinda (E234) kullanildig1 siire boyunca hicbir saglik
problemine neden olmadigi i¢in, ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan 1988°da Genel
Olarak Giivenli (GRAS) seklinde onaylanmistir ve aksi bir durum tespit edilmedigi i¢in
giniimiizde de GRAS olarak kabul gormektedir. Nisin FDA tarafindan gida koruyucu olarak
kullanim1 onaylanan tek bakteriyosin olusu ile de dikkat gekmektedir (63).

Nisin, gida patojenleri Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus, basta olmak {izere
Gram-pozitif bakterilere kars1 oldukea etkili olmakla birlikte, Clostridium ve Bacillus tiirlerinde
spor gelisimini Onleyici etkileri de vardir. Ayrica, EDTA, 1s1l islem ve donma gibi hiicre
duvarinin yapisinin degismesine neden olan herhangi bir uygulama ile birlikte kullanildiginda
Escherichia coli ve Salmonella gibi Gram-negatif patojen tiirlerini de inhibe edebilmektedir.
Bu nedenle giiniimiizde pastOrize siitiin, geleneksel peynirlerin, hazir ¢orbalar, konserve

yiyecekler ve sebzelerin korunmasinda siklikla kullanilir (63,72).

Nisinin antimikrobiyal 6zelligi kristal yapisindan kaynaklanmaktadir. Pozitif yiike sahip olan
nisin ve negatif yiiklii membran fosfolipitleri arasindaki elektrostatik etkilesimler sonucunda,
nisin antimikrobiyal etkisini gosterir. Nisin, bakteriyel hiicre duvarinin temel bir bileseni olan
ve peptidoglikan sentezinde 6nemli rol oynayan lipit-II molekiiliiniin NH> terminal bolgesine
baglanarak hiicrenin peptidoglikan sentezini inhibe eder. Nisinin lipit-II” ye entegrasyonunun
etkinligi, hedef bakteri suslarinin hiicre zar1 fosfolipidlerinin dogasma ve igerigine baghdir
(6,61,63).
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Buna ek olarak nisin, sitoplazma zar1 potansiyelinin degismesi ve sonugta zarda hiicre 6liimiine
yol acan porlar1 olusturmak i¢in de lipit-1l ile etkilesir. Olusan godzenekler dolayisiyla
sitoplazma bilesenleri hiicre digina ¢ikar ve bakteri 6liimii gergeklesir. Bakteriyosinler genelde
bu iki mekanizmadan birini kullanarak etkinlik gosterirken, nisin her iki mekanizmay1 da
kullanabilir (62). Sahip oldugu bu etkiler sayesinde bakteri hiicrelerinin bir cevap olusturmasina
firsat vermeden onlarin 6limiine sebep olmasi, organizmalarin nisine direng gelistirmesini
zorlastirmaktadir. Bu da mikroorganizmalar ile miicadelede nisine oldukg¢a dnemli bir avantaj

saglamaktadir.

Nisinin, metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), Streptococcus pneumoniae,
Enterococcus ve Clostridium difficile gibi bakteri suslarmin {iremesini Onleyebilecegi
kanitlanmistir (73). Nisin, bir¢ok antibiyotigin antibakteriyel ve antibiyofilm aktivitelerini
onemli dl¢iide gelistirebilir. Antibiyotikler ile kombine halde kullanildiginda, antibiyotige kars1
direng sahibi patojenler lizerinde dahi etkili olabilmektedir (6).

Son yillarda yeni nesil ilag uygulamalar1 kapsaminda biyofilmleri ve direncli
mikroorganizmalar1 hedeflemek amaciyla nisin kullanilmasina artan bir ilgi duyulmaktadir
(7,73). Nisinin sahip oldugu antibiyofilm karakteristikleri ve terapotik ilaglarla kombine
edildiginde gosterdigi sinerjik aktivite ve hiicre zar1 tizerindeki etkileri sayesinde nisine karsi
direng gelistirilmesinin zor olusu, biyofilm ile miicadelede bu ajan1 6nemli bir konuma
getirmektedir. Ek olarak, konak savunma peptitleri gibi adaptif immiin yanit aracilarini aktive
edebilmekte ve bir immiinomodiilatér olarak rol oynamaktadir (73). Giinlimiizde farkli
mekanistik Ozelliklerdeki terapétiklerin biraraya getirilmesiyle olusan daha etkin ilag
tasarimlarindan faydalanildigi gozlenmektedir. Tiim bu bilgiler 15181nda biyoaktif bir ajan olan
nisinin endojenik giiglii anti-mikrobiyal etkileri giincel deneysel terapotik gelisim

protokollerine uygunluk saglamaktadir.
2.6.2. P-COUMARIC ASIT

4-hidroksisinamik asit (CoHgO3), yaygin olarak bilinen adiyla p-coumaric asit (pCA), 164,16
g/mol molekiiler agirlikls, sar1 renkli kristal toz halinde bulunan bir molekiildiir. 221,5°C erime
sicakligina sahiptir. Etanol, DMSO, dimetilformamid gibi organik ¢o6ziiciiler ile ¢oziiliir. Suda
ve sulu tamponlarda ¢oziinmez (8).

pCA, sikimat metabolik yolaktan sentezlenen bir fenilpropenoik asittir; 6ncii aromatik amino

asitler tirozin ve fenilalaninden elde edilir (74). Coumaric asit, sinnamik asitin hidroksi tiirevidir
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ve li¢ izomeri vardir. Bunlar; o-coumaric, m-coumaric ve p-coumaric asittir. Bu izomerler
arasindaki fark aromatik halkadaki hidroksi grubun pozisyonundan kaynalanmaktadir (Sekil
2.4.). pCA dogada en bol bulunan izomeri olup; domates, havug, sogan, elma, armut, kahve,
cilek, misir ve bugday gibi ¢ok sayida meyve, sebze ve tahilda bulunur. Bitkilerdeki yaygin
bulunmasi nedeniyle insan ve hayvanlarda beslenme yolu ile siklikla alinmaktadir. Bitkilerde
serbest formda bulunabilir veya aminler, organik asitler, alkoller, mono veya oligosakaritler ve
lignin gibi diger molekiillere konjuge edilebilir. Bagl formlar daha fazla miktarda bulunur ve

serbest pCA'dan daha giiglii biyolojik aktivitelere sahiptir (8).

O

N
OH

HO

p- coumaric asit

Sekil 2.4. P-coumaric asitin kimyasal formiilii (9)

pCA gibi fenolik bilesiklerin reaktif oksijen tiirlerini temizleme ve endojen antioksidan
enzimlerini  diizenleme gibi antioksidan Ozellikleri oldugu Dbilinmektedir. Boylece
biyomolekiillerde oksidatif hasar1 Onlerler. Bu antioksidan 6zellik kimyasal yapi ile de
iliskilidir ve pCA’ nin sahip oldugu fenil hidroksi grubu bu antioksidan aktiviteden sorumludur
(8). Aymi zamanda bobrek ve karaciger koruyucu etkileri sayesinde hipotoksisite ve

nefrotoksisiteyi tedavi etmede de kullanilmaktadirlar (75).

Bu ozelliklerin yani sira pCA’nin hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde
antibakteriyel etkileri kanitlanmistir. Deneysel veriler 1518inda, p-coumaric asidin, hiicre zar1
gecirgenligini geri doniisiimsiiz olarak degistirerek hiicrelerin sitoplazma makromolekiillerini
muhafaza etme yetenegini kaybetmesine ve DNA’ ya baglanarak hiicresel fonksiyonlarin
inhibisyonuna sebep oldugu bilinmektedir. Ayrica Gram negarif bakterilerde, AHL
molekiillerini belirgin bir sekilde inhibe ettigi ve bu sayede flagella ve biyofilm olusumu gibi
QS bagimli fenotiplerin bozulmasina yol actig1 da yine arastirmacilar tarafindan gosterilmistir

(9,76,77).
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Sonug olarak, diisiik toksisite, dogada genis dagilim ve ilging farmakolojik etkiler gibi biyolojik
ozelliklere sahip olmasi; kimya, gida, saglik, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde kullanim i¢in

pCA' nin benimsenmesine yol agmis ve arastirmalarda siklikla kullanilmistir (8,78-80).
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3. GEREKCE VE AMAC

Antibiyotikler, yirminci yiizyilda insan ve hayvan saghigmi korumak icin oldukca sik
kullanilmaktaydi. Bu donemde milyonlarca insanin hayatini kurtarmakla birlikte, yaygin ve
kontrolsiiz kullanimlar1 sonucunda patojen bakterilerin antibiyotiklere direngli suglarinin
seciliminin  gergeklesmesi so6z konusu olmustur. Giliniimiizde, antibiyotik tedavisi
basarisizliklarindan 6tiirti diilnyada her yil yiizbinlerce 6liim meydana gelmektedir. Su anda, bu
sorunun asilabilmesi i¢in yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi ¢aligmalar1 devam etmektedir.
Bununla birlikte, denenen yeni ilag molekiillerine kars1 patojen mikroorganizmalarin direngli

olma veya zaman igerisinde direng gelistirme riskleri mevcuttur.

Enterokok tiirlerinden Enterococcus faecalis, diinya ¢apinda hastane enfeksiyonlarinin 6nde
gelen nedenleri arasinda yer almaktadir. E. faecalis, ¢esitli antibiyotiklere kars1 hem dogal hem
de kazanilmis bir dirence sahiptir ve yalnizca antibiyotik tedavisi uygulanarak bu patojenle
miicadele etmek olduk¢a zordur (2). Dolayisi ile mikroorganizmalar ile miicadelede dogal
bilesiklerin kullanilmasi ve onlar lizerinde segilimsel bir bask1 kurmayacak ve bu sayede direng

gelisiminin 6niine gegilecek yeni stratejilerin arastirilmasi gerekmektedir.

TUBITAK 118Z697 kodlu proje destegi ile gergeklestirdigimiz bu tez ¢alismasinda, yeni
strateji ajanlar1 olarak, bitkilerde yaygin bir sekilde bulunan sekonder metebolitlerden p-
coumaric asit ve mikroorganizmalarmm kendi savunma sistemlerinin bir pargasi olarak
kullandiklar1 nisin bakteriyosini se¢ilmistir. E. faecalis’ in planktonik formlar1 tizerinde nisinin
yiiksek diizeyde etkinlik gosterdigi daha 6nce ¢alisma grubumuz tarafindan belirlenmistir (81).
Nisinin ¢esitli ajanlar ile beraber uygulanmasinin biyofilm yapisi iizerinde oldukga etkili oldugu
da daha once gesitli caligmalar ile gosterilmistir (6,82,83). Fakat daha 6nce de belirtildigi tizere,
bakterilerin biyofilm olusturma siire¢lerinde QS mekanizmasinin rol aldig: bilinmekle birlikte,
bu giine kadar E. faecalis tiirlerinin biyofilm yapisi ile miicadelede quorum sensing
mekanizmasmin hadef alindig1 bir ¢alisma literatiirde yer almamaktadir. Tez galismamiz, nisin
ve pCA’nin E. faecalis biyofilm olusumu {izerine etkisinin arastirildig: ilk ¢alisma olmasi ile
Ozgiindiir ve elde ettigimiz bulgular literatiirdeki 6nemli bir eksikligi de tamamlayacak
niteliktedir.

Tez calismamizda ayrica E. faecalis patojenitesinde dnem tasiyan 3 viriilans genin (SprE, ace,

gelE) ifadeleri tizerine bu iki ajanin etkisi de arastirilmistir.
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Calismamiz sonucunda elde etmis oldugumuz bulgular, nisin ve pCA’nin kombine olarak
uygulanmasi sonucunda, E. faecalis susunda, QS sinyal molekiillerini inhibe ettigi ve biyofilm
olusumunu Onlemede oldukca etkili oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu, enterokok
enfeksiyonlar: ile miicadelede bu iki ajanin kullanilmasi halinde basar1 saglanacagina isaret
etmektedir. Daha Onemlisi, s6z konusu bulgu biyofilm yapisi ile miicadelede yeni bir

formiilasyonun olusturulmasima onciiliik edecek niteliktedir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

4.1.1. BAKTERILER

Calismada kullanilan 2 adet Enterococcus faecalis (gida kdkenli 74 ve klinik kokenli 114 kodlu
suglar) suslar1 ile kontrol susu olarak kullanilan E. facealis OGIRF susu kendi kiiltiir
koleksiyonumuzdan saglanmistir. Suslarin quorum sensing o6zelliklerinin arastirilmasinda
kullanilan Vibrio harveyi BB170 susu ise ATCC (American Type Culture Collection) kiiltiir
koleksiyonudan saglanmistir. Planktonik formdaki E. faecalis 6rnekleri Tryptic Soy Broth
(TSB) ortaminda 37 °C’ de statik kosullarda gelistirilirken, biyofilm iiretimi ¢alismalarinda
gelisme ortamima % 1 oraninda glukoz ilave edilmistir. Vibrio harveyi BB170 6rnekleri ise
otoindiiktdr biyoanaliz besiyerinde (AB Broth) 30 °C’ de ¢alkalamali kosullarda gelistirilmistir.
Kiiltiirlerin stoklar1 hazirlanirken, gelisme ortamlar: igerisine % 30 oraninda gliserol ilave

edilerek -20 °C’ de muhafaza edilmistir.

4.1.2. BESIYERLERI VE COZELTILER

Trytic Soy Broth (TSB)(22092) ve Agar (Merck, Germany)(101613)

Pepton 179
Soyton 39
di-Potasyum Hidrojen Fosfat 25¢
D(+)-Glukoz 2,5 ml
NaCl 5¢
Agar 15¢g

Besiyeri icerikleri ve agar 800 mL dH2O igerisinde ¢oziindiikten sonra besiyeri hacmi 1000
ml’ye tamamlanir. Besiyerinin pH’s1 7,3 + 0,02’ye ayarlanip otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilize edilir. Su banyosunda 55 °C’ye kadar sogutulup Petri kaplarina dokiiliir ve 4°C’de

muhafaza edilir.
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Mueller Hinton 11 Broth- Katyon Eklenmis (BD, USA)(212322)

Sigir Eti Ekstrakti 309
Kazein Asit Hidrolizat1 17,5¢
Nisasta 159

Besiyeri igerikleri 800 mL dH>O igerisinde ¢oziindiikten sonra besiyeri hacmi 1000 ml’ye
tamamlanir. Besiyerinin pH’s1 7,3 £+ 0,1’ye ayarlanip otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edilir.

Otoindiiktor Bivoanaliz Besiveri (2746 AB Medium)

NaCl (Merck, Germany) 1759
MgSO4 (BioShop, Canada) 12,3 ¢g
Casamino asit (BD, USA) 2,09¢

Yukaridaki igerik 970 ml dH2O igerisinde ¢6ziindiikten sonra 3N NaOH ile pH’ s17,5 +0,02’ye
ayarlanip otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir. Tamamen soguduktan sonra asagidaki

iceriklerin steril stoklarindan belirtilen hacimlerde eklemeler yapilarak son hacim 1000 ml’ ye

tamamlanir.
KH2PO,4 (pH=7.0) (BioShop, Canada) 10 mi
0,1 M L-arginine (Merck, Germany) 10 mi
Gliserol (Sigma, USA) 10 mi

Fosfatla Tamponlanmis Tuz Cozeltisi (PBS)

NaCl 8¢
KCI 029
Na;HPO4 1,44 g
KH2PO4 0,249

Icerikler 800 ml distile su icerisinde ¢oziiliir pH’s1 HCl ile 7,4 + 0,02’ye ayarlandiktan sonra

son hacim 1000 mI’ye tamamlanarak 121°C’ de 15 dakika siire ile otoklavda sterilize edilir.
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Glukoz Cozeltisi (%5)

Glukoz 5¢9

100 ml distile su ile iyice ¢oziinmesi saglandiktan sonra, 0,45um por ¢apl filtre ile sterilize
edilir.

Marine Broth (BD, USA)(279110) ve Agar (Merck, Germany)(101613)

Pepton 59
Maya Ektrakt1 19
Ferrik Sitrat 0,19
NaCl 19,45¢g
MqCl 5,99
MgSO, 3,249
CaCl2; 1,89
KCI 0,55¢
NaHCOs3 0,169
KBr 0,08g
SrCl, 34mg
Borik Asit 22mg
Sodyum Silikat 4mg
NaF 2,4mg
NHiNO3 1,6mg
NazHPO4 8mg
Agar 159

800 ml distile su ile kademeli olarak 1sitilarak karistirilir, tozun tamamen ¢6ziinmesi igin 1
dakika kaynatildiktan sonra pH’st 7,6 + 0,02°ye ayarlanir ve son hacim 1000 ml’ ye
tamamlanarak otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir. Son sicakligi 55 °C’ye geldiginde

Petri kaplarma dokiiliir ve 4°C’de muhafaza edilir.

27



4.1.3. CALISMADA KULLANILAN ANTIMIKROBIYAL MADDELER

4.1.3.1. Nisin

Toz halinde bulunan nisin bakteriyosini (Sigma-Aldrich/ABD) (N5764) 0,02N hidroklorik asit
(HCI) igerisinde ¢oziilmiis, ardindan 0,45 um por ¢apli filtreden gegirilerek sterilize edilmis ve
calisma hacimlerine boliinerek -20 °C’ ye kaldirilmigtir. Calismalarda kullanilacak nisin
cozeltisi, her sus icin belirlenen konsantrasyonlar baz almarak denemelerden once

hazirlanmistir. Belirlenen konsantrasyonlar kisim 5.1.1.° de belirtilmistir.

4.1.3.2. P_Coumaric Asit

P-Coumaric asit (Sigma-Aldrich/ABD) (C9008) stok ¢ozeltisi 40 mg/ml konsantrasyonda
olacak sekilde etanol (Sigma-Aldrich/ABD) i¢inde homojen bir ¢ozelti elde edilinceye kadar
karistiric1 yardimiyla ¢oziinmiis ve sonrasinda 0,45 um por capl filtreden gecirilerek sterilize
edilmistir. Stok ¢ozelti -20 °C’de muhafaza edilmistir. P-Coumaric asitin kullanilacagi
denemelerde ise, her sus icin belirlenen MIK konsanstrasyonlara gore stok ¢ozelti seyreltilerek

kullanilmstir.

4.1.4. CALISMADA KULLANILAN PRIMER DIZILERI

Calismamizda; nisin, p-coumaric asit ve bu iki ajanin kombinasyonu E. facealis suslarimizin
viriilans genleri tlizerine etkilerinin arastirilmasinda kullanilan primer dizileri Cizelge 4.1.” de

belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Calismada ifade diizeylerindeki degisimlerin arastirildigi viriilans genler ve bu
genlerin arastirilmasinda kullanilan primerler

Genin Adi Genin Fonksiyonu | Ifadesinin Arastirilan Genin Primer Dizisi

Serin proteaz
F’> 5>-CGACCATTGCGTGTGGTTTT-3’

SprE iretiminden sorumlu

en
| R’ 5’-ATTGCGGTAGTGACTGTCGG-3’

Kolajene adezyondan
o F’ 5>-AAAGTAGAATTAGATCCACAC-3’
ace sorumlu proteini

kodlar
R’ 5>-TCTATCACATTCGGTTGCG-3’
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Jelatinaz tiretiminden | F> 5’>-AGTTCATGTCTATTTTCTTCAC-3°

gelE
sorumlu gen

R’ 5’-CTTCATTATTTACACGTTTG-3’

4.2. YONTEM

4.2.1. NISININ VE P-COUMARIC ASITIN E. FAECALIS SUSLARININ
PLANKTONIK FORMLARI UZERINDEKIi ETKILERININ BELIRLENMESI

4.2.1.1. Antimikrobiyal Duyarhhk Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testlerimizde kullanacagimiz ajan konsantrasyonlari, daha onceki
calismalarda belirlenen konsantrasyonlardan yola ¢ikarak 0.5-0.0038 mg/ml olarak
belirlenmistir (84). Calismanin ilk asamasinda 96 kuyulu polistiren plaklarin her bir kuyusuna,
50 ul katyonu ayarlanmis Mueller Hinton II Broth aktarilmistir. ikinci asamada plaklarm ilk
sirasina test edilecek ajanin arastirilmak istenilen konsantrasyonunun 4 kat1 konsantrasyonda
ajandan 50 pl aktarilmistir. 1 numarali kuyucuktan 11 numarali kuyucuga kadar iki kat seri
diliisyon yapilmistir ve 11. kuyucukta diliisyon islemi tamamlandiktan sonra 50 pl stvi kuyudan
uzaklastirilmistir. Mikroorganizmalari iceren ancak antimikrobiyal eklenmeyen 12 numarali
kuyucuk iireme kontrolii olarak kullanilmistir. Hazirlanan tiim kuyularin iizerine, 0,5
McFarland bulanikh@ina ayarlanan bakteri siispansiyonu 100 kat sulandirilarak (1-2x10°
KOB/ml) 50 ul’ lik hacimlerde ecklenmistir. Plaklar 37 °C’ de bir gece inkiibasyona
birakilmistir. Ertesi giin bulanikligin goriilmedigi ilk kuyudan 10 pl sivi alinarak TSB agar
plaklarma damlatma ekimler yapilmistir. Agar {izerinde iiremenin gdzlemlenmesi halinde, test
edilen kuyudaki ajan konsantrasyonu Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK), iiremenin
olmamasi durumunda ise damlatilmis olan konsantrasyon Minimum Letal Konsantrasyon
(MLK) degeri olarak belirlenmistir. Denemeler her sus i¢in farkl giinlerde 3 tekrar olarak
yapilmistir.

4.3. NISINiN VE P-COUMARIC ASITiN VIBRIO HARVEYI BB170 ‘iN CANLILIGI
UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI

Nisin ve p-coumaric asitin raportor Vibrio harveyi BB170 susu iizerinde bir inhibisyon etkisi

olmas1 halinde, dogabilecek hatali degerlendirmelerin dniine gecebilmek amaci ile kontrol
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olarak bu ajanlarin Vibrio harveyi BB170” in canliligi lizerindeki etkisine bakilmistir. En
yiiksek inhibitor etkiyi gosteren inhibitdr konsantrasyonlarinm (0,5mg/ml nisin, Img/ml pCA
ve 0,5mg/ml nisin+lmg/ml pCA) kullanildigi denemede, AB broth igerisinde bu
konsantrasyonlara ayarlanan ajanlar 96’ lik mikroplaklara 10 pl olarak dagitilmistir, {ireme
kontrolii olan kuyuya 10 ul AB broth eklenmistir. Bu kuyularin {izerine 90 pl 1:5000 diliie
edilmis bir gecelik V. harveyi BB170 kiiltiiri eklenmis ve Al-2 tahlilindeki siire kadar, yani 3
saat calkalamali olarak 30 °C’ de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde yapilan seri
diliisyonlar sonrasinda Marine Agar iizerine 10 ul hacimle damlatma ekimler yapilarak canli
hiicre sayis1 tespit edilmistir. Denemeler ii¢ farkli glinde tekrar edilerek gerceklestirilmistir.
Kontrol ile test grubu arasindaki canli hiicre sayilari t testi yapilarak degerlendirilmistir. Test
sonucunda hesaplanan p degerlerinin 0,05’ ten biiylik olup olmadigma bakilarak hiicre sayilar1
arasindaki farkliligin anlamli olup olmadigi belirlenmistir. Sonuglar degerlendirilirken bu

durum g6z ontine alimmustir.

43.1. TEST EDILEN ENTEROKOK SUSLARININ AI-2 AKTIVITESININ
BELIRLENMESI

4.3.1.1. Suslardan Siipernatant Eldesi

E. facealis suslarimiz Tryptic Soy Broth (TSB) ortamina % 1 oraninda inokiile edilmis, statik
kosullarda 37 °C’de eksponansiyel fazin ortalarma kadar (OD=0.3-0.5) inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra test edilecek olan Enterococcus orneklerinden 1.5 mL
almarak steril mikrosantrifiij tliplerine aktarilmis ve 10.000 g ‘de 2 dk boyunca santrifiij
uygulamasi ile hiicreler ¢oktiirtilmiistiir (84,85). Hiicrelerin tamamen uzaklastirilmasi amaci ile
supernatant, 0,22 um por ¢apl filtrelerden gegcirilerek steril bir bagka mikrosantrifiij tiiplinde
toplanmustir. Suslardan toplanan siipernatantlar otoindiiktor aktivitesi tahliline kadar -20 °C’ de

saklanarak muhafaza edilmistir.

4.3.1.2. Suslarin Otoindiiktor-2 Aktivitesinin Belirlenmesi

Kontrol susumuz olan Vibrio harveyi BB170 otoindiiktor biyoanaliz (AB Broth) besiyerine %
1 oraninda inokiile edilerek 200 rpm ¢alkalamali kosullarda 30 °C’de 18h inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan bir gecelik aktif V. harveyi BB170 kiiltiirii steril AB besiyerinde 1:5000
oraninda diliie edilmis ve 96 kuyulu polistiren mikrodiliisyon plaklarina 90’ ar pl dagitilmastr.

Calismada kullanilan 3 adet E. faecalis kiiltiirlerimizin otoindiiktor aktivitesinin belirlenmesi
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icin, bir 6nceki asamda hazirlanan siipernatantlardan 10’ar pl alinarak V. harveyi BB170
susunun iizerine transfer edilmistir. Kontrol kuyularina ise 10ul AB Broth eklenmis ve 30°C’
de 200 rpm’ de 3 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde
mikroplaka okuyucuda luminometrik dlgtimler ile okumalar gergeklestirilmistir (Perkin-Elmer
Victor V3). Suslarin otoindiiktor-2 (Al-2) aktiviteleri siipernatant igeren 6rnek kuyularindan
elde edilen okumalarin, AB Broth eklenen kontrol kuyularindan elde edilen okumalara

oranlanmasi ile yiizde (%) kat degisimi olarak hesaplanmistir (86).
% kat degisimi = (supernatant kuyular1 / kontrol) x100

4.3.2. NiSININ VE P-COUMARIC ASITIN SUSLARIN OTOINDUKTOR-2
MEKANIZMASINA ETKISININ ARASTIRILMASI

Nisinin ve p-coumaric asitin suslarin Al-2 mekanizmasi iizerine etKisinin arastirilmasinda
Jesudhasan vd. (2010) tarafindan Onerilen yontem kullanilmistir (85). Baslik 4.3.1.2. de
anlatildig1 sekilde 1:5000 oraninda diliie edilmis Vibrio harveyi BB170 susundan 90 pl i¢eren
96 kuyulu polistiren mikrodiliisyon plaklar1 kuyularina; hiicrelerden arindirilmig Enterococcus
siipernatantlar1 kullanilarak dnceden belirlenmis olan konsantrasyonlarda (Ornegin; OGIRF
susu i¢in 1mg/ml pCA ve 0,5mg/ml nisin ve kombinasyonlar1) seyreltilerek nisin, p-coumaric
asit ve nisintpCA kombinasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan bu siliparnatant-ajan
stispansiyonu kuyulara 10’ar ul olarak dagitilmistir.  Antimikrobiyal ajanlar1 igeren
mikrodiliisyon plagi 30°C’° de 3 saat calkalamali olarak inkiibe edilmis ve mikroplaka
okuyucuda kuyulardan alman luminometrik 1simalar 6lgtilmistiir. Antimikrobiyal eklenmeyen
stipernatant kuyularindaki Al-2 aktivitesi ile nisin, pCA, nisin+pCA iceren siipernatantlarin
bulundugu kuyulardaki Al-2 aktivitesi arasinda meydana gelen farklilik yiizde inhibisyon

olarak hesaplanmustir.

4.3.3. CALISMADA KULLANILAN VIRULANS GENLERIN SUSLARIMIZDAKI
VARLIGININ BELIRLENMESI

4.3.3.1. DNA izolasyonu

Calismada ifade diizeylerinin arastirilacagi virlilans genlerin test ve kontrol susumuzda
varliginm arastirilmasi amaci ile ilk olarak DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Izolasyon icin,
kullanilan kitin (GenElute Bacterial Genomic DNA Kit, Sigma/ABD) iiretici firmasi tarafindan

“Gram pozitif bakterilerde genomik DNA izolasyonu” kisminda belirtilen agsamalar izlenmistir.
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Izolasyon sonras: elde edilen DNA’ larin saflik ve miktar tayini Nanodrop ND-1000
Spektrofotometre (Thermo Scientific/ABD) kullanilarak yapilmis ve safliklari agaroz jel
elektroforezinde ikinci kez kontrol edilmistir. Beklenilen DNA goriintisii elde edildikten sonra

ornekler -20° de muhafaza edilmistir.
4.3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Viriilans genlerin tanimlanmasi icin Cizelge 4.1 ‘de verilen primerler kullanilarak PZR
amplifikasyonu yapilmistir. Reaksiyon parametreleri 95 °C’ de 1 dk, sprE igin 60 °C, ace ve
gelE i¢in 54 °C’ de 30 sn ve 72 °C’ de 1 dk olmak tizere 30 dongii olarak gergeklestirilmistir.
Reaksiyonun sonuna, en son uzama basamagi i¢in 72 °C’ de 10 dakikalik bir siire eklenmistir.
Cogaltilan fragmentlerin biiyiikliikleri, 0.2 pg/mL etidyum bromit igeren % 1 agaroz jelde ve 1
kb marker (Fermentas, Finlandiya) kullanilarak belirlenmistir. Elektroforez islemi 100 voltta
bir saat siire ile yapilmustir. Jel yiiriitme isleminin sonunda jeller ultraviyole isik altinda

incelenmistir.

4.3.4. NISININ VE P-COUMARIC ASITIN VIRULANS GENLER UZERINE
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Nisinin ve p-coumaric asitin hem tek basina hem de kombinasyonlarinin viriilans faktorleri
kodladig bilinen genlerin ifadesi lizerine etkilerinin arastirildigi bu denemede; ajan muamelesi
yapilmamig Orneklerden elde edilen cDNA’lar ile ajan muamelesi sonrasi 6rneklerden elde
edilen cDNA’lar ile gergeklestirilen Q-RT PZR sonrasi, elde edilen gen ifade diizeyleri

karsilastirilmistir. Bu amacla asagida sirasi ile 6zetlenen islemler gerceklestirilmistir.
4.3.4.1. RNA izolasyonu

Calismamizin bu asamasinda Kontrol olarak kullanilacak E. faecalis 6rnekleri statik kosullarda
TSB ortaminda 37 °C’ de bir gece gelistirilmistir. Ardindan taze besiyerine inokiilasyonlari
yapilarak Al-2 tahlilindeki siire kadar (3h) ayni inkiibasyon kosullarmda inkiibasyonlar1
saglanmustir. Ayni sekilde ajanlarin etkisinin denenecegi 6rnekler de, yine bir gece uygun
besiyeri ve inkiibasyon kosullarinda gelistirildikten sonra, OG1RF susu i¢cin 1mg/ml pCA ve
0,5mg/ml nisin ve bu konsantrasyonlardaki kombinasyonlari; 114 ve 74 suslar1 i¢in 1mg/ml
pCA ve 0,25mg/ml nisin ve bu konsantrasyonlardaki kombinasyonlarint iceren ortamlara

inokiile edilerek 3h boyunca inkiibe edilmislerdir. Bu siirenin sonunda &rneklerden RNA

32



izolasyonu gergeklestirilmistir. RNA izolasyonunda, kullanilan kitin (High Pure RNA Isolation
Kit (11828665001), Roche/Germany) iiretici firmasi tarafindan onerilen basamaklar izlenerek

izolasyon gergeklestirilmistir.

Izolasyon sonras: elde edilen RNA’nin safligi ve miktar tayini Nanodrop ND-1000
Spektrofotometre (Thermo Scientific/ABD) kullanilarak yapilmis ve safliklari agaroz jel
elektroforezinde ikinci kez kontrol edilmistir. Beklenilen RNA goriintiisii elde edildikten sonra

cDNA sentezine gegilmistir.
4.3.4.2. cDNA Sentezi

RNA o&rneklerinden (1000 ng) cDNA sentezi i¢in “cDNA Synthesis Kit”i (04896866001;
Roche, Germany) kullanilmistir. ¢cDNA sentezinde kullanilan reaksiyon karisimlar: ve
uygulanan sicaklik dongiisii Cizelge 4.2., Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.” de verilmistir. Elde
edilen her cDNA, gRT-PZR denemelerinde kullanilincaya kadar -20°C’ de muhafaza

edilmistir.

Cizelge 4.2. Denatiirasyon Karisimi

icerik Konsantrasyon Final Konsantrasyon | pl
RNA } 1000ng -
Random hexamer 600pmol/yl 60uM )
primer

Son hacmi 13 pl’ye

Su (PCR grade) l - tamamlayacak

kadar ilave edilir

Hacim 13ul’ ye tamamlandiktan sonra tiipler 65°C” de 10 dk RNA denatiirasyonu i¢in bekletilir.
Siire bitiminde hemen buz iizerine alinirak iizerine Cizelge 4.3.” te belirtilen miktarda Ters

Transkripsiyon Karisimi eklenir.

Cizelge 4.3. Ters Transkripsiyon Karigimi
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Final

Son Hacim

iceri Konsantrasyon |

gerik d Konsantrasyon :

Ters  Transkriptaz | gy 1x (8 MM MgCh) A

Tamponu (Buffer)

RNaz inhibitorii 40 U/ul 20 U 05

dNTP Karisimi Her bir niikleotidten | Her bir niikleotidten 5

(Mix) 10mM 1mM -

Ters Transkriptaz 20 Ufmi 10U 0,5
i r 20

Listede belirtilen igerikler sirasi ile steril bir tiipe aktarildiktan sonra, pipet yardimi ile nazikge

karistirtlir. Ardindan Ters Transkripsiyon reaksiyonuna gegilir (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Ters Transkripsiyon Sicaklik Dongiisii

Basamak Sicakhk (°C) Zaman (dk) Dongii Sayisi
Uzama 1 25 10 1
Uzama 2 50 60 1
Inaktivasyon 85 5 1

Dongii sonunda tiipler buz tizerine alinarak reaksiyon durdurulur ve 6rnekler -20°C’ de saklanir.

4.3.4.3. Kantitatif Gercek Zamanh PZR (qRT-PZR) ile Gen ifade Diizeylerinin

Belirlenmesi

Bu ¢aligmada, kantitatif gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu Light Cycler 480 (Roche
Germany) cihazi kullanilarak, “5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Supermix” (08-36-00001;

Solis BioDyne, Estonia) ile gergeklestirilmistir. Tiim genler i¢in kullanilan amplifikasyon

karigimlar1 kitin onerileri dogrultusunda Cizelge 4.5.’te belirtilen sekilde hazirlanmaistir.
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Cizelge 4.5. gRT-PZR i¢in amplifikasyon karigimi

Icerik Konsantrasyon Final Konsantrasyon ul
EvaGreen qPCR

Supermix > x g
Ileri Primer 10pmol/pl 0,5

Geri Primer 10pmol/ul 0,5
cDNA 1:100 sulandirilmis 10ng 1
ddH20 6

Son hacim 10

LightCycler 480 cihazinda amplifikasyon i¢in kullanilan dongii programi Cizelge 4.6.’da

verilmistir.

Cizelge 4.6. LightCycler 480 cihazinda kullanilan program

Basamak Islem Sicaklik(°C) Siire Artis(°C/s)
1-ik Ik
95 15 4.4
Denatiirasyon Denatiirasyon
2- Denatiirasyon 95 15 4.4
Amplifikasyon Baglanma 60* 20” 2.2
Uzama 72 207 4.4
(40 Dongii)
Denatiirasyon 95 30” 4.4
3- Erime Egrisi Re-Baglanma 60 307 2.2
Denatiirasyon 99 0.11
4- Soguma Soguma 40 30” 2.2
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*Primer baglanma sicaklig1 sSpri geni i¢in 60°C iken 16S i¢in primer baglanma sicakligi 55°C

olarak belirlenmistir.

Amplifikasyon reaksiyonlar1 96 kuyulu PZR plaklarinda gergeklestirilmistir. cDNA kalibini
icermeyen reaksiyon karisimi negatif kontrol (NK) olarak kullanilmistir. Hedef genlerin mMRNA
ifade seviyeleri 16S rRNA ifade seviyesine normalize edilmistir.

Gergeklestirilen reaksiyon sonucunda verilerin analiz edilmesi i¢in; ajan uygulanan érnekteki
belli bir genin MRNA diizeyindeki degisimin, kontrol olarak kullanilan 6rnekteki o hedef genin
mRNA diizeyindeki degisime oranini esas alan bagil kantifikasyon stratejisi se¢ilmistir. Bu
yontem, en basit olanidir, ¢iinkii hedef gen ve referans gen arasindaki Ct degerlerinin dogrudan
bir karsilastirilmasi esasma dayanmaktadir. Bununla birlikte, hem hedefin hem de referans
genin PZR verimleri % 100'e yakin olmali ve % 10' dan fazla farklilik gostermemelidir.
Schmittgen vd. (2008)° de belirttigi gibi sadece ilk deneyde, hedef ve kontrol geninin PZR
verimliligini karsilastirmak i¢in standart bir egri gerektirir (87). Bu ¢aligmada kullanilan primer
setlerinin PZR verimlerinin ayni oldugu sonucuna varilmistir. Bu nedenle, PZR sonuglarinin

degerlendirilmesinde reaksiyon verimini hesaba katmayan yaklasim metodu kullanilmistir.

AACt olarak da bilinen bu yontemin uygulanmasindan ilk olarak, hedef gen ifadesi ve referans
gen arasmdaki ACt degeri her 6rnek i¢in hesaplanmistir. Bu metot ile veriler, referans gene
(16S) gore normalize edilmis olur. Ardindan, islem gormiis 6rnegin ACt degeri ile islem
gormeyen kontroliin ACt degeri arasindaki fark hesaplanir. Normallestirilmis Ornekler
arasmdaki kat degisimi degerini veren bu deger, 2724Ct degeridir ve orneklerdeki ifade
seviyelerini karsilastirmak i¢in kullanilmustir.

ACt = Ct heder gen— Ct referans gen

2_AACt = [(Ct hedef gen — Ct referans gen)islem gbren 6rnek — (Ct hedef gen — Ct referans gen)islem gérmeyen

érnek]

4.3.5. ENTEROCOCCUS SUSLARININ BiYOFILM URETIM OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI

Suslarin biyofilm iiretimi 96 kuyulu polistiren plaklar kullanilarak gergeklestirilmistir (88). E.
faecalis suslari, 595 nm’ de optik yogunlugu (OD) 0,07° ye ayarlanmis (10" KOB/ml) bir
gecelik aktif kiiltiir kullanilarak, % 1 oraninda glikoz iceren TSB besiyerinde biyofilm
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olusturmak iizere 37 °C” de 24h, 48h ve 72h inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyonun ardindan,
kuyulardaki supernatant biyofilm yapismin zarar gormemesine dikkat edilerek
uzaklagtirilmigtir. Zayif tutunan bakterilerin yikama ile uzaklastirildigi bu asamadan sonra,
biyofilm yapisina katilan canli bakteri sayisini belirlemek amaciyla kuyu icerigi 200 pl PBS
icerisinde ¢6zlilmiistiir. Ardindan bu ortamdan 10 ul sivi alinarak TSB agara damlatma ekimler

yapilmis ve canli hiicre sayis1 asagida belirtildigi sekilde hesaplanmuistir.

KOB/mI= [Paralel plaklardaki koloni sayisi ortalamasi x diliisyon faktori x 100 (Damlatma
katsayis1)]

4.3.6. NISININ VE P-COUMARIC ASITIN E. FAECALIS SUSLARININ BiYOFiLM
OLUSUMUNUN ENGELLENMESI UZERINDEKI ETKILERININ BELIRLENMESI

Bu caligma, E. faecalis drneklerimizin biyofilm olusumunun engellenmesi iizerindeki etkisinin
arastirtlmas1 amaci ile gergeklestirilmistir. Bu amagla, planktonik E. faecalis suslar1 i¢in
kullanilan konsantrasyondaki (OGIRF susu i¢cin Img/ml pCA ve 0,5mg/ml nisin ve bu
konsantrasyonlardaki kombinasyonlari; 114 ve 74 suslar1 i¢in 1mg/ml pCA ve 0,25mg/ml nisin
ve bu konsantrasyonlardaki kombinasyonlar1) tekli ve ikili ajanlar bakteri 6rneklerinin gelisme
ortamina eklenmis ve biyofilm tliretimi i¢in uygun kosullarda (37 °C, 24 ve 48 h) inkiibasyonu
saglanmigtir. Ardindan baglik 4.3.5’ te anlatilan sekilde canli hiicre sayis1 hesaplanmistir ve
log10 tabaninda ifade edilmistir. Ajanlarin etkisinin yiizde degeri hesaplanirken antimikrobiyal

uygulanmayan biyofilmlerdeki canli hiicre sayisina oranlanmustir.
% inhibisyon= [(KOB/mI kontrol - KOB/MI iglem) / KOB/MI kontrot ] X100
4.3.7. ISTATISTIKI ANALIZLER

Elde ettigimiz degerlerin istatistiki analizlerinde SPSS (26.0) istatistik yazilimindan
yararlanilmistir. Bagimli 6rneklemler t testi kullanilarak, nisin, p-coumaric asit ile nisin ve pCA
kombinasyonunun uygulandigi 6rnekler ve islem gormeyen ornekler arasinda bir fark olup
olmadigma bakilmigtir. P degeri <0,05 olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmigtir. Ham mikroorganizma koloni sayilarmnin kullanilacagi denemelerde, veriler

normallestirilmek i¢in log10 degerlerine doniistliriilmiistiir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. NISININ VE P-COUMARIC ASITIN E. FAECALIS SUSLARININ
PLANKTONIK FORMLARI UZERINDEKIi ETKILERININ BELIRLENMESI
5.1.1. ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK TESTLERI

Calismada kullanilan pCA ve nisin bakteriyosininin E. faecalis érneklerine MiK degerlerinin
hesaplanmas1 denemeleri sonucunda belirlenen ajan konsantrasyonlar1 Cizelge 5.1 ve 5.2°de

sunulmustur.

Cizelge 5.1. p-coumaric asitin MIK degerleri

Suslar P-Coumaric Asit
E. faecalis OG1RF 1 mg/ml
E. faecalis 114 1 mg/ml
E. faecalis 74 1 mg/ml

Cizelge 5.2. Nisin bakteriyosininin MiK degerleri

Suslar Nisin
E. faecalis OG1RF 0,5 mg/ml
E. faecalis 114 0,25 mg/mi
E. faecalis 74 0,25 mg/mi

5.2. E. FAECALIS SUSLARININ OTOINDUKTOR-2 AKTIiVITESINiN
BELIiRLENMESI

Baslik 4.3.1.2.” de anlatilan sekilde ii¢ farkli zamanda yaptigimiz denemelerin luminometrik
0lglim sonuglar1 dogrultusunda her sus igin bagil otoindiiktor-2 (Al-2) aktivitesi hesaplanmistir.
Bu islem siipernatant iceren 6rnek kuyularinin, supernatant icermeyen kontrol kuyularina gore

yizde (%) kat degisiminin belirlenmesi ile gerceklestirilmistir. Elde ettigimiz veriler
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dogrultusunda OGI1RF, 114 ve 74 suslarinin her birinde pozitif yonde kat artis1 oldugu
belirlenmistir. Luminometrik 6l¢iimlerde belirlenen 1simalarin bagil 11k {initesi (Relative Light

Unit, RLU) olarak adlandirilan sayisal degere gevrilmis hali Cizelge 5.3. te verilen sekildedir.

Cizelge 5.3. E. faecalis suslarinin bagil AlI-2 aktivitesi

Suslar Bagil AI-2 Aktivitesi
E. faecalis OG1RF 249
E. faecalis 114 253
E. faecalis 74 285

Suslarin otoindiiktor aktiviteleri arasinda sayisal olarak fark var gibi goziikse de istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir.

5.3. NISININ VE P-COUMARIC ASITIN SUSLARIN OTOINDUKTOR-2
MEKANIZMASINA ETKISININ ARASTIRILMASI

Test edilen her ti¢ sus (E. faecalis 74, 114 ve kontrol susu OG1RF) i¢in de nisin bakteriyosininin
tek basina Al-2 mekanizmasini engellemede etkili olmadigi, pCA’nin (1mg/ml) tek basina Al-
2 aktivitesini > % 60 oraninda azalttig1 belirlenmistir. pCA’nin nisin bakteriyosini ile birlikte
uygulanmasi sonucunda ise Al-2 aktivitesinin tek basma pCA’ nin etkisinden biraz daha fazla
azaldig1 tespit edilmistir. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).

(Sekil 5.1 — Sekil 5.3).
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Sekil 5.1. E. faecalis OGIRF susunun AI-2 sinyal molekiiliine nisin, pCA ve

kombinasyonlarinin etkisi
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Sekil 5.2. E. faecalis 114 susunun Al-2 sinyal molekiiliine nisin, pCA ve kombinasyonlarmnin
etkisi
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E. faecalis 74
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Sekil 5.3. E. faecalis 74 susunun AI-2 sinyal molekiiliine nisin, pCA ve kombinasyonlarmin
etkisi

5.4. NIiSININ VE P-COUMARIC ASITIN ViBRIiO HARVEYI BB170 ‘iN CANLILIGI
UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI

V. harveyi susunun nisin, pCA ve nisin+pCA ile inkiibasyonu sonucunda, ajan i¢cermeyen
ortamda gelisen V. harveyi bakteri sayisi ile ajanli ortamda inkiibasyon sonucunda bir farklilik
olmadig1 gériilmiistiir. Dolayisi ile test edilen ajanlar V. harveyi’nin canlilig1 tizerinde anlamli
bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Bu durum ¢alismalarimizin ileri asamalarma gegmemizde

bir sakinca olmadigini, ajanlarimizin raportor susumuz tiizerinde herhangi bir letal etki

gostermedigini ortaya koymustur (Cizelge 5.4.).

Cizelge 5.4. Antimikrobiyallerin raportor sus V. harveyi BB170 iizerine etkisi

Gelisme Ortanmm Canh Hiicre sayis1 (KOB/ml) (log10)
AB Broth 5,55+0,3
0,5 mg/ml Nisin 5,64 £0,6
1 mg/ml pCA 5,85 +0,7
0,5 mg/ml Nisin + 1 mg/ml pCA 5,72 0,3
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5.5. CALISMADA KULLANILAN VIRULANS GENLERIN SUSLARIMIZDAKI
VARLIGININ BELIRLENMESI

DNA izolasyonu ve ardindan yapilan PZR denemeleri sonucunda; SprE, ace ve gelE genlerinin
calismamizda kullanilan suslar arasinda yalnizca OGIRF susunda bulundugu belirlenmistir
(Sekil 5.4.). Bu nedenle antimikrobiyallerin bu viriilans genler {izerindeki etkisinin

arastirilacagi denemelerde sadece OG1RF susu kullanilmistir.

Sekil 5.4. Viriilans genlerin ¢alismada kullanilan enterokok suslarindaki varliginin belirlenmesi

ace (1-4); 1:0G1RF, 2:114, 3:74,4: NK; gelE (5-8); 5:0G1RF, 6:114, 7:74,8: NK; sprE (9-12);
9:0G1RF, 10:114, 11:74, 12: NK

5.6. NISININ VE P-COUMARIC ASITIN VIRULANS GENLER UZERINE
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Yapilan q-RT-PZR reaksiyonlar1 sonucunda, OG1RF susunun sprE genindeki ifade seviyeleri
16S rRNA genine gore normalize edilmistir (Ctspre — Cties) (87). Elde edilen ACt degerleri

Cizelge 5.5. te verilmistir.

Cizelge 5.5. OGIRF susunun ajan uygulamalarma kargi SprE genine baglh ifade degisiminin

ACt degerleri
Hedef Gen Kontrol Nisin pCA Nisin+pCA
sprk 8,965 14,00 8,515 14,295

Daha sonra ACt degerleri arasindaki ifade degisimlerinin kag¢ kat oldugunu belirlemek adina

2-2ACt hegaplamasi yapilmustir (87).
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27AACt = [(ACt)gjan uygulanan srmek — (ACt)kontrol]

Hesaplama sonrasi ¢ikan deger <l ise gen ifadesi azalma, >1 ise artma oldugu sonucuna
varilmistir. OG1RF susunda SprE geni i¢in yalnizca nisin (0,5mg/ml) ve nisin+pCA (0,5mg/ml
nisin+1mg/ml pCA) kombinasyonunun sprE geninin ifadesinde sirasiyla 32,78 ve 40,22 kat
azalmaya sebep olurken, yalnizca pCA uygulamasinin sSprE gen ifadesinde anlamli bir etkisinin
olmadig1 (-0,73 kat) belirlenmistir (Sekil 5.5.). ace ve gelE genleri ile yapilan denemelerde,
tiim kosullar degistirilerek denemenin tekrarlanmasi sonucunda dahi, ifadeleri belirlenemistir.
Bu durum genlerin, ¢aligmamizda denedigimiz kosullar altinda mRNA ifadelerinin olmadig:

seklinde yorumlanmustir.

OGI1RF susunda SprE gen ifadesindeki kat degisimleri

0,00

Nisin p-coumaric asit Nisin+pCA
-5,00

-0,73
-10,00
-15,00
-20,00
-25,00
-30,00
-35,00 -32,79
-40,00

-40,22
-45,00

Sekil 5.5. OGIRF susunda sprE gen ifadesindeki kat degisimleri

5.7. ENTEROCOCCUS SUSLARININ BiYOFIiLM URETIM OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI

Farkli inkiibasyon siirelerinde gergeklestirilen biyofilm iiretim denemelerinde, biyofilm
yapisindaki canli hiicre sayis1 belirlenmistir. Biyofilm yapilarindaki canliligin zamana bagh
olarak degisim gdstermedigi, yalnizca OGIRF susunun 72 saatlik biyofilm yapisinda canliligin
anlamli bir sekilde azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 5.6.). Sonuglarimizin “false negatif” olarak
yorumlanmamasi adina, yalnizca 24h ve 48h’lik biyofilm kiiltlirleri ile ileri c¢aligmalarin

gerceklestirilmesine karar verilmistir.
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Sekil 5.6. Enterococcus faecalis suslarmin farkli inkiibasyon siirelerinde biyofilm tiretim
diizeyleri

5.8. NIiSININ VE P-COUMARIC ASITIN E. FAECALIS SUSLARININ BiYOFiLM
YAPILARINININ OLUSUMUNUN ENGELLENMESI UZERINDEKI ETKILERININ
BELIiRLENMESI

Gergeklestirilen denemeler sonucunda, her ti¢ susta da 24 ve 48 saatlik biyofilmlerde nisin+p-

coumaric asit kombinasyonunun biyofilm olusumunu tamamen inhibe ettigi belirlenmistir.

Test edilen ii¢ sus agisindan sonuglar degerlendirildiginde, nisin+pCA’ nin birlikte uygulanmasi
(Img/ml pCA+ 0,5 mg/ml nisin) sonucunda OGRI1F susunda hem 24 hem 48 saat sonunda
biyofilm yapisi olusmaz iken, bunu 24 h sonunda % 17, 48 h sonunda ise % 15,32 inhibisyon

ile p-coumaric asit izlemistir. Nisin bakteriyosini ise tek basina uygulandiginda, OGIRF
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susunun biyofilm olugsumunu 24 h inkiibasyon sonunda % 10,75, 48 h inkiibasyon sonunda ise

% 11,16 oraninda azaltmistir (Sekil 5.7.-Sekil 5.8.).

E. faecalis OG1RF Susu
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80,00
70,00
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NiSIN+P-COUMARIC
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m 24h 10,75 17,05 100,00

Sekil 5.7. E. faecalis OGIRF susunun 24h’ lik biyofilm olusumuna nisin, pCA ve

kombinasyonlarinin etkisi

E. faecalis OG1RF Susu
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Sekil 5.8. E. faecalis OGIRF susunun 48h’ lik biyofilm olusumuna nisin, pCA ve

kombinasyonlarinin etkisi

114 kodlu E. faecalis susunun antimikrobiyal uygulamalar sonucunda biyofilm inhibisyon
yiizdesi incelendiginde yine en yiiksek inhibisyonun, her iki inkiibasyon siiresinde de, nisin ve

pCA kombinasyonunda (1 mg/ml pCA+ 0,25 mg/ml nisin) meydana geldigi tespit edilmistir.
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Bunu yine pCA’ nin tek basina uygulamasi izlemistir. Nisinin tek uygulanmasi bu susta da en
diisiik inhibisyon yiizdesine sahiptir. Ozellikle 48 h’ lik biyofilm yapisinda nisinin inhibisyon
yiizdesi oldukga diisiik olmasimna karsin, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 5.9.-
Sekil 5.10.).

E. faecalis 114 Susu
35,00

30,00
25,00
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15,00

% Inhibisyon
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H 24h 3,76 10,30 30,31

Sekil 5.9. E. faecalis 114 susunun 24h’ lik biyofilm olusumuna nisin, pCA ve

kombinasyonlarinin etkisi

E. faecalis 114 Susu
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Sekil 5.10. E. faecalis 114 susunun 48h’ lik biyofilm olusumuna nisin, pCA ve

kombinasyonlarmnin etkisi
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Test edilen ajanlarin en az etki gosterdigi sus, E. faecalis 74 kodlu sus olmustur. Yine de, test
edilen diger iki susta oldugu gibi 74 kodlu susun biyofilm olusumunun engellenmesinde en
etkili ajan hem 24 h hem de 48 h i¢in nisin+pCA (1mg/ml pCA+0,25mg/ml nisin) olmustur.
P-coumaric asitin tek basina uygulandigi denemelerde iki inkiibasyon siiresinde de biyofilm

olusumu inhibisyonu % 10 oraninda belirlenmistir.

Diger suglardan farkli olarak 74 kodlu susta nisinin tek basina gelisme ortamina uygulandigi
denemelerde, biyofilm olusumunda herhangi bir inhibisyon olmadigi gibi, canli bakteri
sayisinda artisa neden oldugu gézlenmistir. Yaptigimiz analizler sonucunda 24 saatlik
inkiibasyon siiresinde canlilik artigina pozitif etkisi (% -2,13 inhibisyon) istatistiki olarak
anlamli bulunuken, 48 saatlik biyofilmde nisin uygulamasmin biyofilm olusumu iizerinde

anlamli bir etkisi olmadig1 belirlenmistir (Sekil 5.11.-Sekil 5.12.).

E. faecalis 74 Susu
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Sekil 5.11. E. faecalis 74 susunun 24h’ lik biyofilm olusumuna nisin, pCA ve

kombinasyonlarinin etkisi
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Sekil 5.12. E. faecalis 74 susunun 48h’ lik biyofilm olusumuna nisin, pCA ve

kombinasyonlarinin etkisi
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6. TARTISMA VE SONUC

E. faecalis yiiksek antibiyotik direncine sahip bakteriler arasinda ilk siralarda gelen
tiirlerdendir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar bu patojenin antibiyotik direng 6zelliginin ne kadar
ciddi boyutlara ulastigin1 gostermektedir. Jabbari vd. (2019) tarafindan kan izolat1 E. faecalis
suslar1 ile yapilan ¢alismada, incelenen 291 susun 125” inde antibiyotik direnglilik 6zelligi
bildirilmistir (89). Arastirma sonucunda; Amerika iilkeleri, E. faecalis’ te linezolid i¢in en
diisiik direng prevalansint gostermistir. Vankomisin direnci yayginligi ile ilgili olarak, Bati
Pasifik, Avrupa ve Amerika tilkeleri en diisiik direng seviyesine sahipken, Giineydogu Asya ve
Dogu Akdeniz iilkeleri en yiiksek direng seviyesini gdstermistir. Buna ek olarak arastirmada 21
antibiyotikten her birinde degisen oranlarda dirence rastlanmistir. Bahsi gecen 21 antibiyotik
arasinda prevalansi en yiiksek olanm (%97) Kinupristin / dalfopristin oldugu tespit edilmistir
(89). Yine kan izolat1 olan E. faecalis suslarmin ¢esitli antibiyotiklere karsi sahip oldugu
direncin, 2000-2016 yillar1 arasindaki siire¢ boyunca artmakta oldugu belirlenmistir (89).
Direng prevalansi cografi bolgelere gore farklilik gosterebilmektedir. Ayrica bu organizmanin
kendi cins ve tiirlerinin yani sira, diger bakteriler tarafindan tiretilen QS sinyalleri ile antibiyotik
direng genlerini hizli bir sekilde alma ve yayma kabiliyetine sahip oldugu, yapilan arastirmalar
sonucunda agik¢a ortaya koyulmustur (73,89). Bu da dengelerin kisa siirede degisebilecegini

isaret etmektedir.

Biyofilmler, biyotik veya abiyotik yiizeylerde meydana gelen, mikroorganizmalar tarafindan
salgilanan polimerler ile, onlar1 yogun bir sekilde ¢evreleyerek koruma saglayan, mikrobiyal
hiicre topluluklaridir. Bilindigi tizere implant edilen tibbi cihazlara veya hasarli dokuya tutunan
bakteriler bu yiizeylerde biyofilm olusturabilmekte ve kronik enfeksiyonlara neden
olabilmektedirler. Biyofilm yapilarinin, mikroorganizmalar1 antimikrobiyallere kars1 1000 kata
kadar daha direngli hale getirdigi bilinmektedir. Enterokoklar antibiyotik direnci ve biyofilm
olusumu gibi viriilans faktorleri araciligiyla gerek tibbi, gerek ekonomik agidan insan hayatini
olumsuz olarak etkilemektedirler. Biyofilmlerin tedavisi ABD' de her yil saglik giderlerinde 1
milyar $’ m {izerinde bir paya sahiptir (73). Bu nedenle, E. faecalis’ in etkili bir sekilde
eradikasyonu iizerine yeni yontemlerin belirlenmesi hem saglik sorunlarmin ortadan

kaldirilmasi, hem de ekonomik kayiplarm engellenmesi agisindan dnemlidir.

Daha once gerceklestirilen ¢alismalarda E. faecalis’ in biyofilm yapilar1 veya planktonik

formlar1 ile miicadelede; ampisilin, eritromisin, gentamisin, tetrasiklin, triklosan, vankomisin,
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kalsiyum hidroksit (Ca(OH).), sodyum hipoklorit, aleksidin, Kklorhekzidin, oktenisept,
asetilsistein gibi antimikrobiyal ajanlarin yani sira; tripala, yesil ¢ay polifenolleri, meyankdokii
gibi bitkisel bilesenler test edilmistir (90-94). Genel olarak, bu ajanlarin E. faecalis ile
miicadelede olumlu bir etki gosterdigi sonucuna ulasiimakla birlikte, bu etki mutlak

eradikasyon i¢in yeterli olmamustir.

Mikrobiyal biyofilm yapilarinin eradikasyonu ¢alismalarinda arastirmacilar, antimikrobiyal
peptitlerin (AMP) ¢esitli antimikrobiyal ajanlarla kombine olarak kullanilmas: yolu ile ajan
etkinliklerinin arttirilmasi, dolayis1 ile ihtiya¢ duyulacak etkin dozun diisiiriilmesi yoniinde
calismalar da gergeklestirmislerdir. AMP’ ler arasinda, lizerinde en ¢ok ¢alisilan molekiillerden
biri de nisindir. Nisinin ¢esitli antibiyotikler ile kombine halde Enterococcus tiirlerinin de dahil
oldugu pek c¢ok tiirde inhibisyon etkilerinin arastirildigi ¢alismalar sonucunda, bu
bakteriyosinin ¢esitli ajanlarla kombine halde kullanilmasi halinde planktonik veya biyofilm
formlar1 lizerinde ajanlarin tek basma etkisinden daha iyi sonucglar alinmasmi saglamistir.
Gergeklestirdigimiz tez calismasi, literatiirde ilk defa yapilan denemeleri icermektedir.
Yaptigimiz arastirma sonucunda, daha 6nce E. faecalis hiicrelerinin planktonik ve biyofilm
formlar1 {izerine nisin ve pCA’nin etkisinin arastirildigi bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bu
durum, verilerimizin literatiir ile karsilastirilarak tartisilmasmi miimkiin kilmamaktadir. Bu
nedenle s6z konusu ajanlarin farkli kombinasyonlarla ya da bagka bakteriler kullanilarak

denendigi ¢alismalar sonuglarimizin degerlendirilmesinde dikkate alinmustir.

Tong vd. (2014) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada 18 antibiyotigin nisin ile kombine
halde enterokok tiirlerinin tizerindeki etkisi arastirilmistir. Planktonik formlar {izerinde
penisilin, kloramfenikol, vankomisin ve linezolid ile nisinin kombine etkisinin enterokoklarin
canliligina etkisinin arastirildigi denemede nisin; penisilin ve kloramfenikol ile birlikte
uygulandiginda organizmanin gelisimini tamamen inhibe etmis, vankomisin ve linezolid ile
birlikte uygulanmasi sonucunda ise inhibisyona olumlu katki saglamigtir. Ayni ¢alismada
biyofilm yapilar1 ile yapilan bir baska denemede ise; 24 h’ lik biyofilm yapilarma 12 h boyunca
siprofloksasin, kloramfenikol ve penisilin antibiyotikleri hem tek basina hem nisin ile kombine
olarak uygulanmistir. Inkiibasyon sonunda taramali elektron mikroskopu (SEM) goriintiisii
analizleri yapilmig ve siprofloksasin ile kloramfenikoliin tek baglara ¢ok etkili degilken, nisin
ile kombine halde etkilerinin arttig1 goriilmistiir. Penisilin ile nisin kombinasyonunun ise
enterokoklarin tamamini 61diirebildigi belirlenmistir (6). Benzer sekilde bizim ¢aligmamizda da

nisin ve pCA’ nin biyofilm olusumunu 6nlemedeki etkisi kombine halde uygulandiklarmnda
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artmig, hatta OG1RF susunda tamamen canliligin oniline gegilmistir. Farkli olarak s6z konusu
calismada test edilen suslar igin MIK degeri 1 mg/ml olarak belirlenirken, bizim ¢alismamizda
bu oran 0,25-0,5 mg/ml araliginda bulunmustur. Bu farklilik, gelisme ortamindaki pH” a baglh
olarak nisin aktivitesindeki degisimden kaynaklaniyor olabilir. Kajwadkar vd. (2017)
tarafindan yapilan c¢alismada ise nisin Z ile sodyum hipoklorit uygulamasi sonrasinda
Enterococcus biyofilmlerinin; hacim, kalinlik ve piiriizlilik 6zelliklerindeki degisimler
konfokal mikroskopta incelenmistir. Elde eldilen bulgular sonucunda nisin ile ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda sodyum hipokloritin birlikte uygulanmasinin biyofilmin yapisinda ciddi
bozulmalara neden oldugu belirtilmistir (7). Gram (-) bakteriler ile gergeklestirilen farkli bir
caligmada da benzer sonuglar elde edilmistir. Colistin ve polimiksin ile nisin
kombinasyonlarinin, P. aeruginosa biyofilm yapisi iizerinde etkili oldugu, bu eradikasyon
etkisinin nisin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak arttigi rapor edilmistir (82). Tarafimizca
gerceklestirilen denemeler sonucunda nisin bakteriyosininin MiK degeri OG1RF susunda 0,5
mg/ml iken, 114 ve 74 kodlu suslarda 0,25 mg/ml olarak belirlenmistir. Bu sonuglara paralel
olarak 24 ve 48h’ te OGIRF susunda biyofilm olusumu ve canliligin inhibisyonu 114 ve 74
kodlu suslara gore daha gok olmustur. inhibisyon diizeylerindeki farklanmanm ortamdaki nisin
konsantrasyonu yiiksekligi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Calismalarda kontrol sus
olarak yaygm bir sekilde, ozellikle de biyofilm ¢aligmalarinda siklikla kullanilan standart E.
faecalis OGIRF susunun biyofilm olusumu sirasinda ortamda bulunan nisin+pCA
kombinasyonu ile canli hiicrelerin tamaminin 6ldiiriilmesi, bu patojen ile miicadelede elde

ettigimiz sonuglarin ne kadar 6nemli oldugunu gozler 6niine sermektedir.

pCA’ nin ve benzer yapidaki diger bilesiklerin antibiyofilm etkilerinin arastirildigi bir
calismada pCA uygulamasmim Escherichia coli biyofilm yapisi {izerinde yapilan denemelerde
canli hiicre sayisini azalttig1 gosterilmistir. Yapilan ¢alismada E. coli biyofilminin 6nlenmesi
ve inaktivasyonu iizerine liriner katater pargalari lizerinde organizmalar gelistirilmistir.
Biyofilmin 6nlenmesi i¢in yapilan denemede 2 h siiresince yalniz besiyeri i¢eren ortamda
tiretilen bakteriler tizerine % 0.1, % 0.25, % 0.5 pCA igeren 10 ml TSB broth eklenerek 1, 3, 5
giin inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda PBS ile yapilan ilk
yikamanin ardindan, sonikatdr yardimiyla biyofilm yapilar1 par¢alanmistir. Elde edilen lizatin
seri diliisyon ve damlatma ekimleri yapilmis ve bakterilerin canli hiicre sayist belirlenmistir.
Biyofilmin inaktivasyonu denemelerinde ise 5 giin katarter igerisinde gelistirilen biyofilmlere

PBS ile yikama yapildiktan sonra, gelisme ortami % 1, % 1.2, % 1.5 pCA igerecek sekilde
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degistirilmis ve bu sekilde 1, 3, 5 giin daha inkiibasyona devam edilmistir. Siire sonunda yine
sonikator yardimiyla elde edilen lizattan canli hiicre sayim1 yapilmistir. Caligmanin sonucunda
% 0.5 ve % 0.25' te p-CA, sirastyla 3 ve 5 giin sonra biyofilm olusumunu onlerken, 5 giinliik
inkiibasyondan sonra % 0.1 pCA, biyofilmdeki E. coli hiicrelerinin sayisini sadece yaklasik 4.5
log KOB/ml' ya indirdigini; bu ve kontrol biyofilmindeki ortalama E. coli hiicresi sayisinin
(yaklasik 5.8log KOB/ml) arasindaki farkm P <0.0001' de istatistiksel olarak anlamli olmadig:
belirlenmistir. Ote yandan pCA konsantrasyonlarinin hicbiri iiriner kateterin liimeninden
biyofilmi tamamen ortadan kaldirmamistir. Bununla birlikte, biyofilmdeki ortalama E. coli
hiicrelerinin sayisi, kontrol biyofilmine (6.4 log KOB/mI' nin iizerinde) kiyasla pCA
konsantrasyonlari mevcudiyetinde daha diisiik oldugu (1.9-2.2 log KOB/ml) ve bu farkliliklarin

istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (9).

Antibiyotikler disinda nisinin bitkisel molekiiller ile beraber uygulandigi calismalarda da
kombine uygulamalarin etkiyi arttirdigi belirlenmistir. Nisine karsi bazi tiirlerde direncin
gelisebilecegi arastirmacilar tarafindan belirlendiginden, nisine karsi gelisebilecek direnci
minimize etmek admna, farkli antibakteriyel ajanlar ile birlikte kullanimi yoluna gidilmektedir.
Sinnamaldehit (CA, tar¢in kabugundan elde edilen esansiyel bir yag) genis antimikobiyal
aktivite gosteren ve 0zellikle gida korumada umut vaat eden bir dogal ajandir. Gergeklestirilen
bir ¢aligmada, nisin ile sinnamaldehit gida kaynakli 13 Staphylococcus aureus susuna karsi
kombine checkerboard testi ile denenmistir. Nisin ile CA kombinasyonu sonucunda FICI
degerinin 0,1875 ile 0,375 arasinda degistigi, dolayisi ile bu iki ajanin birlikte sinerjik etki
gosterdigi belirlenmistir. Bu pozitif etkilesim, pastorize siit ve agar diflizyon testi ile de
dogrulanmugtir. Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizleri ise, her iki ajanm birlikte
kullanilmasinin hem hiicre zar1 hem de hiicre duvarinda hasara neden oldugu ve bu hasarin nisin
ve CA’nin tek basma kullanilmasi halinde olusan hasardan fazla oldugu belirlenmistir (95). Bu
bulgular nisin ve CA’nin birlikte kullanimimin sadece dogal gida koruyucusu olarak kullanim
agisindan umut verici olmadigini, ayn1 zamanda bakteriyel direng riskinin azaltilmasina neden
olmasi agisindan da o6nemli oldugu seklinde yorumlanmustir. Nisin bakteriyosini diinya
genelinde gidalara eklenmesine izin verilen ilk ve tek bakteriyosin olmasi agisindan 6nem
tagimaktadir. Ancak son yillarda nisine karsi1 farkli bakteriler tarafindan direng gelistirilmis
olmasi, bu ajanin bagka, Ozellikle de dogal antimikrobiyal ajanlar ile birlikte kullanimi
arastirmalarinin artmasma neden olmustur (96-98). Calismamiz sonucunda nisinin tek basmna

etkisinden ziyade, dogal bir antimikrobiyal olan pCA ile birlikte kullanimi sonucunda E.
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faecalis biyofilm yapilarmin eradikasyonunu giiclendirdigi sonucu elde edilmistir. Tez
calismast kapsaminda elektron mikroskopisi denemeleri gerceklestirilmedigi icin, hiicre zar1 ve
hiicre duvar1 bakimindan nasil bir etkinin olustugu belirlenmemis olmakla birlikte, hiicre
duvarinda por yapilar1 olusturmak suretiyle etki eden nisin bakteriyosininin bu etkisine pCA’

nin katkida bulundugu sonucuna varilmistir.

Yine nisinin membran iizerindeki etkisine bagli olarak iireme inhibisyonunun tespit edildigi
baska bir caligmada, nisin gibi gida koruyucu olarak kullanilan ve etki mekanizmasi olarak da
nisin ile benzer sekilde membran elektrik potansiyelini bozan bir molekiil olan €-polilisin’ in
nisin ile kombine etkisi arastirilmistir. Sonuglar; €-polilisin' in hiicrelere alinmasmin nisin
yoluyla desteklendigini ve nisin kombinasyonunun E. faecalis R612Z1 hiicrelerinde yiiksek
reaktif oksijen tiirleri {retebilecegini ortaya koymustur. Boylece hiicre biiylimesinin
inhibisyonuna yol agabilecegi gosterilmistir (101). Bu uygulamalar bakteriyel direnci azaltmak
adina arastirmacilar i¢cin umut vaat eden uygulamalardir. pCA’ nin da dogal bir bilesik olmasi
nisin ile kombine halde gida koruma uygulamalarinda rol alabilecegi ihtimalini

giiclendirmektedir.

Bag ve Chattopadhyay (2017) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, bir esansiyel yag olan
linalool, pCA ve nisin bakteriyosininin gida kaynakli Bacillus cereus ve Salmonella
Typhimurium bakterilerine kars1 antibakteriyel ve antibiyofilm etkinlikleri arastirilmistir (99).
Nisin+pCA kombinasyonu test edilen her iki bakterinin planktonik hiicrelerine sinerjik etki
gosterirken, nisint+linalool kombinasyonu B. cereus’ a karsi sinerjik etki, S. Typhimurium’a
karst ise sinerjik olmamakla birlikte, inhbisyona pozitif yonde katki saglamistir.
Gergeklestirilen biyofilm denemelerinde nisin tek basina kullanildiginda her iki bakteri i¢in de
> %50 etki gostermede basarisiz olurken, linalool ve pCA ile kombine edildiginde bu etki >
%50 olmustur. Bizim ¢alismamizda ise nisin bakteriyosini tek basina kullanildiginda < %11
diizeyinde etki gosterirken, pCA ile kombine edildiginde bu etki OGIRF susunda %100’e
ulagmus, 74 ve 114 kodlu suslarda ise % 15-30 diizeylerine yiikselmistir. Bu olumlu etki pCA’
nin asidik karakterde bir bilesik olmasi ve nisinin asidik pH’ da etkinliginin artmasindan
kaynaklanabilir. Nisin A molekiiliiniin stabilitesinin asidik pH’ da arttig1 1995 yilinda Rollema
ve ekibi tarafindan gosterilmistir (100). Dolayisi ile nisinin pCA ile birlikte kullanilmasi sonucu

etkinliginin artig1, pCA aracilig1 ile ortamin asidik olusundan kaynaklanma olasilig1 yiiksektir.
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Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarda antibiyotikler ve diger antimikrobiyal
ajanlarin, biyofilm olusum siirecinin ilk ve en 6nemli basamagi olan ylizeye tutunma (adezyon)
basamaginin Onlenmesine aracilik ettigi, bdylece biyofilm olusumunun engellendigi
bildirilmistir (102). Bizim ¢alismamiz sonucunda elde ettigimiz bulgular, MIK diizeylerinde
kullanilan nisin ve pCA ajanlarinin birlikte kullanilmasi halinde ylizey tutunmasimi farkli
diizeylerde inhibe ettigi ve boylece test edilen suslarin biyofilm olusumunu engelledigi seklinde

yorumlanabilir.

pCA’ nin QS iizerindeki etkilerinin arastiriltigi ¢alismalar literatiirde mevcut olmakla birlikte,
bu aragtirmalar yalnizca Gram negatif bakteriler kullanilarak gerceklestirilmistir ve dolayisi ile
Al-2 molekiilii lizerine etkisinden ziyade AHL sinyal molekiillerine etkileri arastirilmigtir
(77,103). pCA’ nin ve nisinin Al-2 sinyal molekiilii {izerine etkisi literatiirde daha Once
arastirtlmamuis olup, ilk kez bu ¢alisma kapsaminda enterokoklar kullanilarak ¢aligiimistir. Elde
ettigimiz sonuglar dogrultusunda nisinin AI-2 molekiiliiniin inhibisyonu {izerinde tek basina bir
etkisi olmadig: gibi, pCA ile kombine halde uygulandiginda da etkinliginde bir degisikligin
gerceklesmedigi belirlenmistir. Nisinin aksine pCA, Al-2 molekiiliinii test edilen tiim suslarda
> %60 diizeyinde inhibe etmistir. Daha Once de belirtildigi gibi 6zellikle bakterilerin
giniimiizde kullanilan antibakteriyel ajanlara karsi direng gelistirmesi nedeniyle, QS
mekanizmalarin1 hedef alan molekiillerin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Elde ettigimiz bu
sonuglar dogrultusunda pCA’nin literatiir verileri ile uygun sekilde tipki AHL inhibisyonunda
rol aldig1 gibi, Al-2 molekiillerinin inhibisyonunda da etkili oldugu belirlenmistir. Bu bulgular
enterokok biyofilm yapilari ile miicadelede pCA’nin etkin ve umut veren bir molekiil oldugunu

gostermektedir.

Viriilans, patojen mikroorganizmalarin diger canlilar1 enfekte etmesi ve onlara zarar verme
kapasitesini ifade etmekte kullanilan bir terimdir. Bakterilerin viriilans 6zellikleri ¢esitli
faktorlere bagh olarak degisiklik gosterir. Bazi bakteriler, in vivo veya in vitro olarak
salgiladiklar1 toksinler ile viriilans 6zellikler sergilerler. Kimi zaman yasamsal fonksiyonlar1
icin kullandiklari, proteazlar gibi bazi faktorler, diger canlilar tizerinde viriilans etki
gosterebilir. Bakteriyel proteazlar genellikle bir organizmanin proteoliz yoluyla besin eldesini
arttiran faktorler olarak kabul edilirken, enfeksiyonlar sirasinda konak dokularina verilen
hasarda siklikla gorev alirlar. SprE geni enterokoklarda serin proteaz iiretiminden sorumlu
gendir ve bu nedenle bu cinsin viriilansinda 6nemli rol oynamaktadir. Caenorhabditis elegans

modelinde ve tavsan endoftalmit modelinde SprE mutanti olan suslarin viriilansinda ciddi
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diizeyde azalma meydana geldigi farkli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir (104,105).
Calismamizin bir diger basamagi olan viriilans genlerin ifadesi tlizerinde nisin, pCA ve
nisin+pCA kombinasyonunun etkisi incelenmistir. Bu denemeler sonucunda, test edilen ii¢
viriilens genden (ace, sprE, gelE) yalnizca birinin test edilen suslardan birinde, OG1RF’de ifade
edildigi belirlenmistir. qRT-PZR denemelerimiz sonucunda, bu genin ifadesinin yalnizca nisin
tarafindan engellendigi, pCA’ nin SPrE geninin ifadesi tizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1
belirlenmistir. Nisinin sprE iizerindeki etkisi organizmanin epitel yiizeyi ile etkilesimini
azaltacagidan, kronik {iriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisi veya katater gibi kalic1 tibbi
cihazlarda enterokokal enfeksiyonlarin 6nlenmesi ¢alismalar1 agisindan Kritik bir bulgu olarak
degerlendirilmistir. Ozetle, enterokoklarin viriilans 6zelliklerinin engellenmesinde nisin

bakteriyosini aday bir molekiil olarak onerilebilir.

2006 yilinda Nallapareddy ve ekibinin yapmis oldugu bir ¢alismada ace ifadesinin gelisme
kosullarina bagli olarak degistigi gosterilmistir. Calismada Ace proteininin sentezinin sicakliga
ve gen ifadesinin ise ortamdaki kollajen varligi ile paralel olarak degistigi belirlenmistir. Ace
proteininin 37 °C’ deki kosullarda saptanamadigi, sicakligin 46 °C’ye yiikseltilmesi sonrasinda
s6z konusu proteinin ifade edildigi belirlenmistir. ace gen ifadesinin ise kollajen varhiginda
arttig1, hatta kollajenin ace regiilasyonu igin bir sinyal olabilecegi one siiriilmiistiir (106). Bu
bilgilerden yola ¢ikarak, test ettigimiz suslarda s6z konusu viriilans genlerin ifadesinin
belirlenmemesi, ¢alismamizda kullandigimiz inkiibasyon sicakligi olan 37 °C’ nin bu genin
ifadesi i¢in uygun bir kosul olamayabilecegini bizlere diisiindiirmiistiir. Yine ace geninin
ifadesinin kollajen varliginda arttigmin farkli arastirmacilar tarafindan belirlenmis olusu, bu
genin konak organizmayi enfekte etme siirecinde ifade edildigini gostermektedir.
Calismamizda ace geninin ifadesini belirleyememis olmamiz, denemelerimizi memeli hiicre
kiiltiirlerinde gergeklestirmememizden kaynaklanabilir. Ancak, 6zellikle QS sinyal molekiilleri
tizerine nisintpCA’nin etkisini arastirdigimiz bu tez ¢alismasinda, viriilans genlerin ifade

denemeleri i¢in ileri analizlerin gerceklestirilmesine ihtiya¢ duyulmamustir.

Test ettigimiz suslarda ifade edilmeyen bir diger gen ise gelE genidir. gelE’ nin eksponansiyel
fazin sonlarinda ve duragan fazda ifadesinin arttig1 cesitli arastrmacilar tarafindan
belirlenmistir (107,108). Shepard ve Gilmore yaptiklari ¢alismada bu genin biiyliime fazina ve
gelisme ortamina bagli olarak ifadesinin degistigini géstermistir (109). Ancak yapmis olduklar1
calisgmada QS sinyallerinin olast bir etkisini gdz ard1 edebilmek admna, diizenli araliklarla

hiicreleri slipernatantlarindan ayirarak gelisme fazlarini takip etmislerdir. Elde edilen bulgular
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serum ve idrar ortamlarinda gen ifadesinin arttig1 yoniindedir. Arastirmacilar bu durumu ortam
pH’ sinin degismesi ile iligkilendirmistir. Bu durumu destekleyen bir bagka ¢aligma da Wang
ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilmistir (110). Kanal tedavisi gormiis hastalardan
izole edilen suslarda biyofilm olusumu ve gelE ifadesi arasindaki iliskiyi arastirdiklari
caligmada, gelE’ nin biyofilm iireticisi olsun olmasin her susta oldugu fakat gelisme ortamina
bagli olarak ifadesinin etkilendigini belirlemislerdir. Ayrica ayni ¢alismada biyofilm iiretici
suslarda, tiretici olmayanlardan daha yiiksek diizeyde gen ifadesi tespit edilmistir. Biyofilm
olusumu ile gelE arasindaki iliski hakkinda arastirmacilar tarafindan kesin bir yargiya heniiz
varilamamis olsa da, bu genin ifadesinin gelisme kosullar1 ve biiyiime fazma baglh olarak
farklilik gosterdigi  bilinmektedir. Bizim c¢alismamizda hedeflenen {ireme fazi erken
eksponansiyel faz oldugu i¢in, biiyiik olasilikla bu fazda s6z konusu genin ifadesi heniiz

gerceklesmediginden, QRT-PZR analizleri sonucu gelE geninin ifadesi tanimlanamamaistir.

Calismamizdan elde edilen sonuglar nisintpCA’nin 6nemli bir patojen olan E. faecalis ile
miicadelede umut verici ajanlar oldugunu gostermistir. Nisinin gidalara ilave edilmesine izin
verilen bir ajan olusu, pCA’nin da yine gida temelli bir ajan olusu bu iki maddenin birlikte gida
koruyucusu olarak da kullanim potansiyellerini arttirmaktadir. Béylece 6zellikle son yillarda
tiikketicilerin dogal gida iirlinlerine yoneldikleri diisiiniildiigiinde, biiylik 6lgekli analizleri
sonrasinda etkinliklerinin devam etmesi halinde, bu iki ajan pazarda 6nemli bir yere sahip

olabilir.

Calismamizda da oldugu gibi nisin odakli kombinasyonel yaklasimlarla anti-biyofilm
farmasdtik formiilasyonlar ortaya ¢ikarilmaktadir. Bu da insan sagligi acisindan endiistriyel
oneme de sahip bir ajan olan nisinin mikrobiyal/medikal biyoteknoloji alanindaki etki degerini
gostermektedir. Caligmamiz esas alinarak daha genis Gl¢ekte dizayn edilecek denemelerle
nisinin anti-biyofilm etki profili genigletilebilir. Ek olarak pCA’ nin enterokok biyofilm yapilar1
ve Al-2 molekiilii lizerine inhibisyon etkisi ilk kez bu c¢aliyma sonucunda gosterilmistir.
Organizmalarin QS sinyallerini inhibe edecek ajanlara karsi direng gelistiremeyecek olusu,
biyofilm ile miicadelede pCA’y1 6nemli bir yere tasimaktadir. Caliymamiz sonucunda elde
edilen bulgular, pCA’nin biyofilm temelli enfeksiyona neden olan diger Gram pozitif bakteriler
ile miicadelede kullanim igin umut veren bir ajan oldugunu gdstermistir. Ilerleyen asamalarda,
bu maddenin manyetik nanopartikiil haline getirilmek sureti ile biyofilm yapisindan gecis
diizeyinin arttirilmas1 ve tedavide kullanilan antibiyotikler ile kombine denemelerinin

yapilmasi planlanmaktadir.
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atmaoneila is one of the most widely distributed food borne illness factor bacteria on earth that capable of boflm forma.
S tion on different bype of surfaces. Bloflms are defined as complex microbial communities embedded in o self-produced

extracellular polymeric matrix that amtach to surfaces and are the predeminant mode of microbial growth in nature
Biofilms cause health problems and lead 1o economic losses in the food industry. Since that, it is important to understand
genetic nature of the struciure is obligatory 1o fight with it, For this purpose, we studied the biofilm forming shilities of §
Salmeneila Typhinaurium strains (8 mutant, | wild type), lack of genes which thought to be impasant for blofilm production,
The mutant strains were created via kanamyzin cassette insertion. Following the incubation a1 20 °C for 24 b, 48 h, and 72 b
time perlods, biofilm production abilities of mutants and wikd type straine was evaluated using 96 well polystyrens microtiter
plate assay. Afver staining the bioflm with erystal violet, the amaunt of bounding dye to the biefim cells was measured using
ELISA reader. We determined that 2 genes lesgh, csgD) out of & (bap A, Fined, FimD, FinE Fanif, FlZ) are more important
for binfilm productien since straing, careying mutation on csgA and csgD genes, cannat form biohlm at any of the tested
incubation perieds. On the other hand, other & strains enbanced their biofilm production capacity at the end of the 72 h
Incubsition, despite their biofilm production wag very less afier 24 h incubation at 20°C. In the light of our Andings, it is pos
sisle to say we will achive more efficient results if researchers focuses on thess two genes to combat with blofiln stouciures,
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Ohzet

Mikroorgamzmalar zordu gevresel kogullarda bavatta kalabilmek adma bivofilm olarak
adlandimlan yapilar olugturwrlar. Baktenvel biyofilm vapilan, mukroorgamemalann kenda
sentezlediklen ekzopolmerk bir madde 1pmde kimelenmelen olarak 1fade edilir. Bu yapilar
savesmde baktenler; antmukrobrval ajanlar, konak mmmin sistemm ve'veya gevresel ethenlers
kars planktomk formlanna kivasla daba divenglh hale gelirler. Bu nedenle bryofilmler, saghk
alam ve mda endiistnsi bajta olmak fzere pek ¢ok alanda gesith sorunlarz vol acmaktzada.
Cuorum sensing ady wvenlen mekamizmz difer pek cok Gzelbfm vam swa, planktomk
mukroorganizmalann bivofilm fenotipine gegiste de kullandiklan b mekamrmadir. “Yeter
savi  alglama” olarak da tilmen bu mekamzma; baktenlenn, cevredek: difer
mukroorganizrmalann salgiladiklan sinyal melekiillerim reseptérler aracilif ile alzlamasz ve
ortamdaky mukroorgamizma zavisim belirlemesi esasma davalider. Hiers popilasyomunun
enfeksiyon @bt gesith siveclen baglatmak 10n veterh esik deferme ulashif belirdendigimde,
hitcrenin gesith fenotipik dzelliklen ve gen ifadesi defizime ugrar. Hem Gram negatif hem de
Gram pozinf baktenler bu simvahzasvon mekamizmazim kallanmaktadilar. Yalweea Gram
negatifler (AHL) ve yvalmzea Gram pozfifler (AIP) tarafindan kullamlan quorum sensing
mekamzmalanmn vam swa hem Gram neganf hem de Gram pozminf baktenler tarafindan
kullamlan ertak bir quorum sensing mekanizmas: (Al-2) da meveuthor. Bu sayede vanhizea tir
171 degl, tirler aras: iletisim de saglannu; olor. Brvofilm ohiyumn ve lerleviz i siveglerde
quorim sensing mekamrmasimm rol aldif belirlenmistir. Bu nedenle son villarda, bivefilm
vapulan 1le micadelede bu sistermin bedef ahnmasi, micadelede kullamlan vens bir strateji
olarzk karpmwra gkmaktade. Cuomm sensmg mhibisvonunun, bivofilm ohijumu e
dolayisryla biyofilm iliskih enfeksivonlarn Solenmesmde Gnemb bir yontem olacag
Anahtar Kelimeler: Bryofilm Chicrum sensmg, AHL, ATP AT-2.
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