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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Peynir ve Kan Kokenli Enterococcus faecalis Suslarinin Biyofilm Uretiminin
Engellenmesi ve Olgun Biyofilmlerin Eradikasyonunda Nisin Bakteriyosininin Kullanim

Olanaklarinin Belirlenmesi
frem ABAY
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Yrd. Dog. Dr. Nefise AKCELIK

Patojen bakterilerin olusturdugu biyofilm yapilari, aktif mikroorganizmalarin en direngli
formlaridir. Enterococcus faecalis, diinya genelinde nazokomiyal enfeksiyonlarin 6nemli
kaynag1 olup, sebep olduklar1 enfeksiyonlarin temel nedeni ise biyofilm olusturmalaridir.
Nisinin, E. faecalis biyofilmlerinin olusumunun engellenmesi ve eradikasyonunda kullanim
olanaginin arastirildigi bu ¢alismada, peynir ve kan kokenli toplam 4 adet E. faecalis susu
kullanilmigtir. MIiK degerleri gdz oniine alindifinda, kullanilan ajanlarin ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda dahi E. faecalis suslarinin gelisimini engelledigi goriilmistiir. Denenen
nisin bakteriyosinleri arasinda, suslar tizerinde en etkili olani ticari nisin olarak bulunmustur.
Zaman-Oliim denemesinde nisinin suslar iizerindeki en etkin degeri 6h inkiibasyon sonucu
elde edilmis olup, suslar iizerinde en etkili dezenfektanlar CHX ve EDTA olarak
saptanmistir. MBEC ¢aligmasinda ise en etkili ajan NaOCI olarak saptanmistir. Biyofilm
yapilar1 lizerinde nisinin etkisinin ¢ok diisiik oldugu gozlenmistir. Sinerjetik etki
calismalarinda, bazi suslar iizerinde nisin ve CHX birbirine antagonist etki gostermis olup,
genel olarak suslarin inhibisyonunda ajanlarin birbirine pozitif katkida bulunduklar
gozlenmistir. SEM analizinde ise, nisin ve EDTA, biyofilmlerin eradikasyonunda en etkili

ajan kombinasyonu olarak bulunmusgtur.

2016, 116 sayfa
Anahtar Kkelimeler: Enterococcus faecalis, biyofilm, nisin, antimikrobiyal ajan,

eradikasyon



ABSTRACT
Master Thesis

Determination of The Potential Usage of Bacteriocin Nisin To Inhibit Biofilm Formation
and Eradication of Mature Biofilms of Enterococcus faecalis Strains Originated From

Cheese and Blood Samples
frem ABAY
Ankara University Biotechnology Institute
Assist. Prof. Nefise AKCELIK

Biofilm structures are the most resistant form of active microorganisms against sanitation,
disinfection and sterilization processes. Enterococcus faecalis is an important global cause
of nosocomial infections. Many nosocomial infections results from the ability of this
bacterium to form biofilm. In this study, the antimicrobial activity of nisin bacteriocin alone
or in combination with CHX, NaOCI and EDTA against planktonic and biofilm cultures of
four strains of Enterococcus faecalis originated from cheese and blood samples. According
to the MIC values minimum concentrations of antimicrobials were effective against the
bacterial cells. In the Time-Kill study, nisin was effective against cells only after 6h of
incubation time. In the Checkerboard assay, a positive additive effect was found between
nisin, EDTA and NaOCI, but against some strains of E. faecalis, there was an antagonistic
effect between nisin and CHX. In MBEC assay, NaOCI and EDTA were the most effective
irrigants against E. faecalis biofilms. Scanning electron microscopy showed that, the damage
to E. faecalis biofilm with the combined nisin and EDTA treatment was the most effective
among all of the different combined antimicrobial treatments. There is no any research in
the literature on the potential usage of nisin to inhibit biofilm formation and mature biofilm
eradication of E. faecalis. Thus, the project is original both scientifically and technologically

and also has widespread common potential.

2016, 116 pages
Keywords: Enterococcus faecalis, biofilm, nisin, antimicrobial agent, eradication
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1. GIRIS

Bagsta tip ve gida endiistrisi olmak iizere, hayatin her alaninda patojen mikroorganizmalarla
yapilan miicadele yogun bir sekilde devam etmektedir. Bu miicadelede kullanilan kimyasal
(klorhekzidin diglukonat, hidrojen peroksit, sodyum hipoklorit, formaldehid, kuaterner
amonyum bilesikleri, formaldehid, izopropil alkol, etil alkol, benzalkonyum klorit ve sodyum
diklor izosiyanurat gibi), fiziksel (basing, sicaklik, sonikasyon ve radyasyon gibi) ve biyolojik
(enzim temelli deterjanlar, viriisler ve bakteriyosinler, antibiyotikler ve diger mikrobiyal
metabolitler gibi) ajanlarin etkinliginin planktonik formlar esas alinarak belirlenmesi ve bu
esastan hareketle dezenfeksiyon, sanitasyon ve sterilizasyon yontemlerinin gelistirilmesi
nedeniyle, biyofilm formlar1 patojenite ve kontaminasyon etkeni olarak giderek artan bir 6nem
kazanmistir. Bu nedenle giiniimiizde klinik ve endiistriyel mikrobiyolojide, mikrobiyal
kontaminasyonlarin ve enfeksiyonlarin Onlenmesi ve eradikasyonunda temel yaklasim,
miicadele ajanlarinin biyofilm yapilari lizerindeki etkinlikleri esas alinarak secilmesi eksenine
oturtulmustur. Bir mikroorganizmanin biyofilm formunun, yukarida 6zetlenen miicadele
ajanlarinin tiimiine karsi, ayni mikroorganizmanin planktonik formundan ¢ok daha yiiksek
diizeyde direngli oldugu bilinmektedir (1). Diger yandan antibiyotiklerin yogun ve yanlis
kullanimi1 sonucunda c¢oklu ilag¢ direncli mikroorganizma suslarinin gelisiminin tesvik edilmesi,
klasik fiziksel ve kimyasal dezenfeksiyon ve sterilizasyon ajanlarinin ¢evre yaninda insan ve
hayvan saglhigina karsi ¢ok sayida yan etkisinin tespit edilmesi, mikrobiyal enfeksiyon ve
kontaminasyonlarla miicadelede ¢evreci ve tiiketici sagligini tehdit etmeyen yeni miicadele

ajanlarinin ve yontemlerinin gelistirilmesi zorunlulugunu dogurmustur (2).

Mikrobiyal biyofilmler; bagimsiz (planktonik) hiicrelerin ara ylizeylere, birbirine ya da
substratlara tutunduktan sonra, iirettikleri hiicre dis1 polimerik bir matriks ile ¢evrelenmeleri
sonucu olusur. Biyofilmleri olusturan hiicreler bu yapilarin icerisinde ¢ok hiicreli formlara
benzer gelisme fizyolojisi ve genetik ifade gdstermeleri nedeniyle, planktonik formlardan ¢ok
farkli yapisal ve fonksiyonel ozellikler kazanmaktadirlar (3). Basta bakteriler olmak {izere
birgcok mikroorganizma tiiriiniin, 6zellikle ¢evresel stres kosullarina yanit olarak biyofilm
yapilart olusturduklari belirlenmistir. Olgun biyofilm yapilari; metabolitler, besin maddeleri ve
atiklarin dagitimma olanak saglayacak sekilde organize olmus yiiksek organizasyonlu, tek
tabakali ya da ii¢ boyutlu yapilardir (1). Yukarida da bahsedildigi gibi, tek ya da ¢ok sayida

bakteri tiirlinden olusabilen bakteriyel biyofilm yapilari; klasik sanitasyon, dezenfeksiyon ve
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sterilizasyon ajanlar1 ve yontemlerine karsi, bu tiirlerin planktonik formlarindan ¢ok daha
yiiksek diizeyde direng gostermektedir. Bu karakteristikleri biyofilm yapilarini, siireklilik arz
eden klinik ve endiistriyel kontaminasyonlarin ana kaynagi haline getirmistir. Diger yandan
enterokoklar gibi oportiinistik olarak kabul edilen bazi1 bakterilerin, biyofilm yapilari i¢erisinde

patojen Ozelligi kazandig1 saptanmistir (4).

Enterococcus cinsi (enterokoklar); Gram-pozitif, genel olarak sesil, aerobik ya da fakiiltatif
anaerobik, katalaz negatif ve kok morfolojisi ile karakterize edilen bakteri tiirlerini
icermektedir. Cok zorlu ortam kosullarinda dahi (yliksek ve diisiik sicaklik, ytliksek basing,
yiiksek tuz konsantrasyonu gibi) yasamlarimi siirdiirebilmektedirler. E. faecalis’in de iiyesi
oldugu enterokoklar; dogal ortamlar1 dis kovugu, bagirsak, erkek ve disi genital sistemi olan
oportiinistik patojenler olarak tanimlanmaktadir. Idrar yolu enfeksiyonlari, endokardit, intra
abdominal ve pelvik enfeksiyonlar, katater baglantili enfeksiyonlar, cerrahi yara enfeksiyonlari
ve merkezi sinir sistemi enfeksiyonlar1 ile baglantili nazokomiyal enfeksiyonlarin (hastane
enfeksiyonlar1) en yaygin etkenleri enterokok cinsi iiyeleridir (5). Enterococcus cinsinin 12
tiirli bulunmasina karsin, E. faecalis yukarda 6zetlenen enterokok enfeksiyonlarinin yaklagik
olarak %90’indan sorumludur. Bu bakteri dis kovugu ve kataterlerde biyofilm yapilar
olusturarak kalicilik kazanmaktadir (6). Bu durum, E. faecalis’in klinik 6nemini agik bir sekilde
ifade etmektedir. Enterokoklar yaygin gida kontaminantlari1 olmalar1 nedeniyle gida
endiistrisinde de biiyiik 6nem tasimaktadir. Gida isletmelerinde; tretim tanklarinda, gida
aktarim hatlarinda ve diger organik ve inorganik yilizeylerde biyofilm olusturmak suretiyle
stirekli kontaminasyon kaynagini teskil etmekte, metal korozyonlarina, gida bozulmalarina ve
hijyenik sorunlara yol acarak ciddi ekonomik kayiplara ve saglik sorunlarina neden
olmaktadirlar. Kisaca biyofilm yapilarinin; endiistri, cevre ve saglik alanlarinda ciddi sorunlara

neden oldugu agiktir (7,8).

Bu literatiir verileri 15181nda; tez ¢aligmasinda, 6zellikle diinyada klinik ve endiistriyel anlamda
ciddi bir sorun haline gelen ve nazokomiyal enfeksiyonlarin %10 unun ve insan enterokok
enfeksiyonlarmin %90’ min etkeni olan E. faecalis biyofilm yapilarimin olusumunun
engellenmesi ve eradikasyonunda yeni ve etkin biyoteknolojik yontemlerle gelistirilen
ajanlarin tanimlanmas1 ve uygulama yonteminin gelistirilmesi amag¢lanmistir. Bu amag
dogrultusunda oncelikle; peynir starter kiiltiirlerinin temel bileseni olan Lactococcus lactis

subsp. lactis tarafindan iiretilen nisin bakteriyosininin saf formunun ve arastirma grubumuz



tarafindan izole edilerek tanimlanan nisin ireticisi Lactococcus lactis subsp. lactis LL27
susunun nisin tiretimi ve etkinligi bakimindan optimize edilmis bir mutantinin (Lactococcus
lactis subsp. lactis LAC339, Simsek vd., 2009) E. faecalis biyofilminin olusumu ve
eradikasyonu iizerine etkisi arastirilmistir. Nisin tiim diinyada insan ve ¢evre lizerine yan etki
icermeyen GRAS (Generally Recognised As Safe) bir bakteriyosin olarak tanimlanmistir ve
ozellikle Gram-pozitif bakteriyel kontaminasyonlarla miicadelede kullanilmaktadir. Ancak
nisinin E. faecalis biyofilm yapilari {izerinde etkinliginin arastirildigi bir ¢alisma literatiirde yer
almamaktadir. E. faecalis’in planktonik formlarina karsi nisinin yiiksek diizeyde etkinlik
gosterdigi ise yine c¢alisma grubumuz tarafindan belirlenmistir (9). Bu veriler ve 6n
calismalardan hareketle, E. faecalis biyofilmlerine karsi miicadelede arastirilacak temel ajan

olarak nisin sec¢ilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise nisinin klinik ve endiistriyel amaclarla kullanilan ticari
dezenfektanlarla degisik oranlarda kombinasyonunun enterokokal biyofilm yapilar1 lizerine
etkisinin arastirilmast amaglanmistir. Burada hedef, nisinin dezenfektanlar ile kombine
edilmesi sonucu, biyofilm yapilarinin olusumunun engellenmesi ve eradikasyonunda
uygulanacak etkin dezenfektan konsantrasyonunun disiiriilmesi suretiyle, s6z konusu

dezenfektanlarin insan sagligi ve ¢evre tizerindeki olumsuz etkilerinin en aza indirilmesidir.

Gerek saf nisin ve gerekse nisin iireticisi sus ile E. faecalis biyofilm yapilarinin olusumunun
engellenmesi ve eradikasyonunda etkin ve uygulanabilir bir konsantrasyon ve yontemin tespiti,
calisma sonuclarmin sadece yerel degil, evrensel uygulama alani bulmasi anlamina
gelmektedir. Caligmada kullanilan nisin iireticisi susun Tirkiye kaynakli olmasi1 ve sadece
aragtirma grubumuzda bulunmasi da s6z konusu miicadele ajaninin iiretiminin iilkemizde
yapilmasi olanagini doguracaktir. Caligmanin ikinci basamagi olarak tasarlanan nisinin ticari
dezenfektanlar ile birlikte kullannom olanaklarinin arastirilmast kisminda ise, nisin
bakteriyosininin tek basina uygulamalarinin miimkiin olmadigi kosullarda ¢esitli
dezenfektanlar ile birlikte kullanilarak etkinliginin arttirilmasi ve nisinin, dezenfektanin

uygulama konsantrasyonunu diigiirme olasilig1 arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. ENTEROCOCCUS CIiNSINiN GENEL OZELLIiKLERIi

Enterokok adi ilk defa 1899 yilinda, Fransa’da Thiercellin tarafindan yayimlanan bir makalede
kullanilmistir. Bu adin verilmesindeki en temel neden, Gram-pozitif diplokok cinsine ait olan
bu yeni tilirlin bagirsak kokenli bir tiir oldugunun vurgulanmak istenmesidir. Ayn1 yillarda
endokardit hastaligina dair yliriitilen c¢alismalarda, hastalifin en biiyiikk etkeni olarak
Micrococcus zymogenes mikroorganizmasi gosterilse de, daha sonraki yillarda da siirdiiriilen
caligmalar ve bu dogrultuda yayimlanan makaleler, hastalik etkeninin enterokok cinsi bakteriler
oldugunu gostermistir (10). Ilk olarak 1906 yilinda Andrews ve Horder, endokardit hastaligina
sahip olan bir hastanin bagirsagindan izole ettikleri mikroorganizmaya, insan bagirsak
florasinin karakteristik 6zelliklerini tasidigini diisiindiiklerinden dolay: Streptococcus faecalis

(faecalis, digki ile alakali olan) adin1 vermislerdir (11).

Enterococcus ailesi, 1984 yilinda Schleifer ve Klipper-Balz tarafindan yapilan DNA-DNA ve
DNA-rRNA hibridizasyon galigmalari, 16S rRNA c¢alismalari sonucunda tanimlanmustir.
Yaptiklar1 bu ¢alismalarla, S. faecalis ve S. faecium suslarinin diger streptokoklardan farkli
olduklarimi kanitlamislardir. Ayrica siiperoksit dismutaz ile yapilan serolojik caligmalar1 da
ekleyerek Streptococci sensu lato’yu; Streptococcus sensu stricto, Enterococcus ve
Lactococcus olarak 3 ana cinse ayirmigslardir. Enterokoklar, diger laktik asit bakterileri
(Aerococcus, Carnobacterium, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Streptococcus, Tetragenococcus) ile beraber Gram-pozitif bakterilerin

klostiridyal alt ayriminda bulunmaktadir (12,13).

Enterococcus cinsi Gram-pozitif, acrobik ya da fakiiltatif aerobik, katalaz negatif ve kok
seklinde bakterilerdir (Sekil 2.1). Enterococcus cinsi iiyeleri birkag istisna disinda hareketsizdir
ve zorlu ¢evresel kosullara adapte olarak cesitli yiizeylerde aylarca canli kalabilmektedirler.
Enterococcus cinsi tiyelerinin optimum tireme sicakligi 35°C olmakla beraber, baz: tiirlerinin
ireme sicakligi 10°C-45°C arasinda degismektedir. pH 4.5-9.0 arasinda ilireme yetenegine

sahiptirler.



Sekil 2.1. Enterococcus'un taramali elektron mikroskop goriintiisii (13)

Enterokoklar; dogal ortamlar1 agiz florasi, insan ve hayvan genital sistemi ve bagirsak florasi
olan oportiinistik patojenlerdir. Uriner sistemi, dolasim sistemi, karin i¢i ve pelvik sistemi ve
merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarina neden olan yaygin nazokomiyal (hastane orijinli) ajanlar
olduklari bilinmektedir (14). Genel olarak insan gastrointestinal kanalinda bulunan
mikroorganizmalar olmalarinin yaninda, gidalarin organoleptik 6zellikler kazanmasinda,
ozellikle bircok peynir c¢esidinin spesifik aromalar gelistirmesinde, patojenlere karsi
bakteriyosin iiretilmesinde ve bir¢ok gidanin iiretiminde starter ve koruyucu kiiltiir olarak da
kullanilmaktadirlar. Lakin baz1 et {irlinlerinin bozulmasinda da aktif rol oynadiklarinin rapor
edilmis olusu, farkli enterokok tiirlerinin ¢ok farkli metabolik 6zelliklere sahip oldugunu
gosterir niteliktedir (6,7). Bazi kuzey Avrupa iilkelerinde patojenite ile iliskili olmayan
enterokok tiirlerinin starter kiiltiir bileseni olarak kabul gérmesi, bu tiiriin biyofilm olusumunun

engellenmesi stratejilerini gida endiistrisi agisindan daha da 6nemli hale getirmistir (15).

Enterococcus cinsinin 12 tiirli olmasma karsin, E. faecalis yukarida 6zetlenen enterokok
enfeksiyonlarinin yaklasik %90’indan sorumludur. Genellikle katater gibi tibbi cihazlarin
iizerinde ya da icinde biyofilm yapis1 olusturarak tedavisi zor enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar. Bu durum E. faecalis’in klinik 6nemini agik bir sekilde ifade etmektedir. Ayni
zamanda yaygin gida kontaminantlari olmalar1 nedeniyle gida endiistrisinde de biiyiikk 6nem
tagimaktadirlar. Gida isletmelerinde; gida aktarim hatlarinda, tiretim tanklarinda ve diger bir¢cok
yizeyde E. faecalis bakterisi biyofilm olusturarak siirekli kontaminasyon kaynagini teskil
etmekte, metal korozyonlarina, gida bozulmalarina ve hijyenik sorunlara yol agarak ciddi

ekonomik kayiplara ve saglik sorunlarina neden olmaktadirlar.



E. faecalis’in planktonik formlari, klasik sanitasyon, dezenfeksiyon ve sterilizasyon ajanlarina
kars1 oldukca duyarli iken, ayni bakterinin biyofilm formlarinin ise bu uygulamalara yiiksek
diizeyde direng gosterdigi belirlenmistir. E. faecalis’in neden oldugu kontaminasyonlarin ve
enfeksiyonlarin kalicilig1 ve siirekliligini belirleyen bu 6zellik, esas olarak s6z konusu ajanlarin
biyofilm yapilarina penetrasyonlarmin giigliigiinden kaynaklanmaktadir (16). Etki
mekanizmalar1 farklilik icerse de; kullanilan antibiyotikler ya da dezenfektanlarin biyofilm
yapilarinin olusumunun engellenmesi ve eradikasyonunu saglamasindaki temel Olgiit, daha
once de belirtildigi gibi bu amagcla kullanilan ajanlarin biyofilm matriksinden igeriye girebilme
yetenegidir. E. faecalis biyofilmleri yabanci ajanlari tutarak, biyofilm yapisina girislerini
engelleyen ekzopolisakkarit, protein, lipit ve DNA igeren bir polimer ile ¢evrilidir. Bu durum
biyofilmin kendisi ile miicadelede kullanilan ajanlarin iceriye girmesini engelleyen ana bariyer
oldugunu gostermektedir. Diger yandan biyofilm matriksindeki elektrostatik etkilesimlerin de
kimyasallarin penetrasyonunu engellemede onem tasidigi belirlenmistir (17). Bu veriler ise
klasik miicadele ajanlarinin ve uygulama yontemlerinin E. faecalis’in biyofilm yapilarinin
olusumunun engellenmesi ya da eradikasyonunda dogru bir sekilde kullanilmadigini ve yeterli
olmadigin1 gostermektedir. Bu nedenle ozellikle E. faecalis’in biyofilm yapilar1 esas
alindiginda, bu yap1 ile miicadelede segilecek olan ajanlarin; ¢evre ve insan sagligina karsi
olumsuz bir etkisi olmayan, etkin bir hiicresel hedefi olan ve biyofilme penetrasyon yetenegi

yiiksek olan ajanlar olmas1 6nem tagimaktadir.
2.2. ENTEROKOKLARDA PATOJENITE VE VIRULANS
2.2.1. HASTANE PATOJENI OLARAK ENTEROKOKLAR

Enterokoklar daha 6ncede bahsedildigi lizere, diinya iizerinde genis bir yayilim gosteren ¢coklu
ilag direncine sahip hastane patojenleridir. Hastalardan izole edilen patojenler arasinda ikinci
sirada yer alan enterokoklarin sebep olduklar1 hastaliklar arasinda; endokardit, sepsis, cerrahi
yara enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, menenjit ve yeni dogan enfeksiyonlari
bulunmaktadir (14). Enterococcus cinsi, ekolojik olarak birbirinden farkliliklar gosteren 40’tan
fazla tiir igermektedir. Enterokokal enfeksiyonlarin ise %90’ indan fazlasina E. faecalis ve E.

faecium tiirleri neden olmaktadir (10).

Coklu ila¢ direncine sahip olan enterokoklarin genomunun yaklagik olarak %30’u mobil

elementlerden ve viriilans faktorlerden olugmaktadir. Enterokoklarin genomunda yer alan



mobil elementlerin biiyiik bir kismini1 feromon duyarli plazmidler, konjugatif plazmidler ve
konjugatif transpozonlar olusturur (18). Plazmide sahip olmayan enterokok suslari tarafindan
sentezlenen ve salgilanan seks feromonlar1 araciligi ile, plazmid igermeyen bu suslar ve
feromon-duyarli plazmid igeren suslar arasinda gerceklesen konjugasyon sayesinde suslar
arasinda antibiyotik direng genleri ve bir¢ok viriilans faktorii etkili bir sekilde aktarilmaktadir.

Boylece ¢oklu ilag direnci gosteren yeni fenotiplere sahip suslar ortaya ¢ikmaktadir (19).

Enterokoklarin hastane ortamlarinda direngli hale gelmelerinde, suslar arasinda meydana gelen
yatay gen transferinin O6nemi oldukc¢a biiyliktiir. Son yillarda yaygin olarak kullanilan
antibiyotikler, hastalik etmeni olan enterokoklarin antibiyotiklere karsi direng diizeyini 6nemli
oranda arttirarak onlarin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasina ve insan bagirsak mikrobiyotasinin
bozulmasina neden olmaktadir (20). 1980°1i yillarin ortalarinda ¢oklu ilag¢ direncine sahip olan
enterekok suslar1 ile yapilan caligmalar, izolatlarin yatay gen transferi ile direng genlerini
birbirlerine aktardiklarini ve yaridan fazla izolatin ayni hemolitik klondan geldiklerini
gostermistir (21). Vankomisin-direngli E. faecalis susuna (V583) ilk olarak Amerika Birlesik
Devletleri’nde, enfekte olmus bir hastanin kan 6rneginde rastlanmistir. Giiniimiizde ise hastane
kaynakli endemik ve epidemik ¢oklu ila¢ direncine sahip olan enterokokal enfeksiyonlarina

siklikla rastlanmaktadir (22).
2.2.2. GIDA PATOJENI OLARAK ENTEROKOKLAR

Enterokoklar yaygin gida kontaminantlar1 olmalar1 nedeniyle gida endiistrisinde de biiyiik
onem tasimaktadir. Gida isletmelerinde, gida aktarim hatlarinda, Ozellikle paketleme
asamasinda ve sonrasinda, soguk zincir uygulamalarinda yapilan hatalar sonucunda ve
gidalarin temas halinde bulundugu yiizeylerde biyofilm olusturmak suretiyle stirekli
kontaminasyon kaynagini teskil eden enterokoklar, metal korozyonlarina, gida bozulmalarina
ve hijyenik sorunlara yol agarak ekonomik kayiplara ve saglik sorunlarina neden olurlar. Gida
sektoriinde karsilasilan enterokok sorunlarinda da baslica enterokok tirii, klinik
enfeksiyonlarda oldugu gibi, E. faecalis olarak tespit edilmistir (15). Fakat baz1 fermente siit
ve siit Uriinlerinde yapisal ve aromatik Ozelliklerin gelisiminde 6zellikle E. faecalis biiyiik
oneme sahiptir. Enterokoklar, proteolitik ve esterolitik aktiviteleri ve diasetil tretimleri
sonucunda siit ve siit lirlinlerinin olgunlagmasin1 ve kendilerine 6zgii aroma gelistirmelerini

saglamaktadirlar. Bu 6zelliklerinden dolay: 6zellikle kuzey Avrupa iilkelerinde patojenite ile



alakas1 olmayan bazi enterokok tiirlerinin starter kiiltiir bileseni olarak kullanimi kabul
gormiistiir (15). Peynir tiriinlerinin i¢inde bulunan enterokoklarin {iriine olan bir diger faydasi
ise sentezledikleri bakteriyosinler ile gidalari bozulma etmeni olan organizmalardan
korumalaridir. Son yillarda siit tiriinlerinden elde edilen enterokok izolatlarinin sentezledikleri
bakteriyosinler hakkinda yogun calismalar yapilmaktadir. Elde edilen veriler, 6zellikle starter
kiiltlir olarak kullanilan enterokok suslarinin plazmidleri tarafindan sentezlenen
bakteriyosinlerin genis etki spektrumuna sahip olduklarini gostermektedir (23). Bakteriyosin
sentezleme 6zelliginde olan enterokoklar, starter kiiltiir olarak kullanilmasi halinde eklendigi
iiriiniin tazeligini korumakta ve raf dmriinii uzatmakta oldugu i¢in gida endiistrisinde siklikla

tercih edilmektedir (24).

Enterokoklar siit ve siit liriinlerinin yan1 sira birgok gida maddesinde de bulunmaktadir. Et ve
et Urtinleri ise bu gidalarin basinda yer almaktadir. Hayvanlarin bagirsaginda kolonize olan
enterokok suslari, 6zellikle hayvanlarin kesimi sirasinda dagilarak et iiriinlerinin kontamine
olmasina neden olurlar. Yapilan ¢aligmalar dogrultusunda elde edilen veriler, et {irlinlerinden
en ¢ok E. faecalis ve E. faecium suslarinin izole edildigini gostermistir (7). Bununla birlikte
enterokoklar, 1sil islem goérmiis et iirlinlerinde yiiksek sicakliga karsi direngli oldugundan,
pastdrizasyon sonrasi canli kalarak ya da dilimleme ve paketleme gibi islem basamaklarinda
capraz kontaminasyona bagli olarak iriinlerde bozulmalara yol agarlar (25). Dolayisiyla
enterokok enfeksiyonlarindan korunmak amaci ile iireticiler tarafindan yaygin olarak kullanilan
yol, 1s1l islem sonrasinda konserve kutusu ve plastik paketlere konulan iriinlerin tekrar 1sil
uygulamaya tabi tutulmasidir. Boylelikle enterokokal kontaminasyonlarin 6niine gecilmektedir
(26).

2.2.3. ENTEROKOKLARDA BULUNAN ViRULANS FAKTORLER

Enterokoklarin antibiyotik direnglerinin yaninda sahip olduklari virtilans faktérleri de onlarin
patojenite Ozellikleri ile iligkilendirilmistir. Viriilans faktorleri mikroorganizmalarin hastalik
olusturma yeteneklerini arttiran molekiillerdir. Enterokoklarin viriilansinda, Patojenite Adalari
(PAI) olarak adlandirilan ve genom iizerinde farkli bolgelerde kiimelenmis olan gen bolgeleri
ve plazmidlerde kodlanan viriilans genleri rol oynamaktadir (14). Agregasyon faktorii (AF),
sitolizin, jelatinaz, enterokok yilizey proteinleri (ESP), hemolizin ve hiyaluronidaz enterokokal

virilans faktorlerinin en temel Ornekleri arasinda yer almaktadir. Enterokokal viriilans



faktorlerinin biiylik bir kismi plazmidler lizerinde kodlanirken; Esp, sitolizin ve agregasyon
faktorii ise PAI iginde kodlanmaktadir (27). Enterokoklarda tanimlanan viriilans faktorler
Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Enterococcus cinsinde tanimlanan viriilans faktorler (14,28,29)

Enterokokal Viriilans Faktorler Fonksiyon ve rolleri
Cyl Sitolizin dnciileri; 6karyotik ve Gram-
-cylL, cylLs pozitif hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunu lize

eden aktif sitolizin liretiminde gerekli olan
genlerin ifadesini saglar

-cylM Sitolizinin posttranslasyonel
modifikasyonu

-cylB Sitolizinin transportu

-cylA Sitolizinin aktivasyonu

GelE Toksin; jelatin, kollajen ve hemoglobini

-gelE hidrolize eder

Endokardit, peritonit ve endoftalminin asil
sebebini olusturur
Bagirsak epitel hiicrelerinden bakterilerin
translokasyonunu saglar
Otolizin ve biyofilm olusumunu aktive
eder
Fsr Quorum Sensing sistemi ile regiile
edilir
AS proteinleri Onemli adhezin proteinleridir
Biyofilm olusumunda etkin rol alir
Endokardite neden olur




Tablo 2.1. Enterococcus cinsinde tanimlanan viriilans faktorler (14,28,29) (devami)

EIrA (E. faecalis)

-elrA

Hiicre duvari ile iligkili proteindir

Uzerinde yasadifi canlmin  makrofajlarin
enfekte eder

Peritonit hastaligina neden olur

Ebp (E. faecalis), Ebpm (E. faecium)

-ebp

Ozellikle E. faecalis’in biyofilm olusturmasinda
gorev alan pili kiimesini olusturmaktadir

Ebp pilusunun ifadesi, RNA prosesi ve pozitif
regiilatorlerin de icinde bulundugu cevresel
biiylime sartlar1 tarafindan control edilmektedir

Biyofilm olusumunda aktif rol oynar
Ozellikle E. faecalis hiicrelerinin konak canli

icerisinde trombositlere, fibrinojene ve kollojene
baglanmasini saglar

SrtA

Uriner sistemde katater baglantili enfeksiyonlara
neden olur

Biyofilm olusumunda aktif rol oynar

epa lokusu

Hiicre duvar ile baglantili proteinlerdir

Enterokok hiicrelerinin, bagirsak epitel doku
hiicrelerinden gecisini ve biyofilm
olusturmalarim saglar

Bakteri hiicrelerini, konak canlinin
polimorfoniikleer ndtrofil hiicrelerine karsi
korur

DGIcDAG

Konak canlinin bagirsak epitel hiicrelerine
adhezyonunu saglar

Biyofilm olusumunda aktif rol oynar

Bakteriyemi nedenleri arasinda yer alir

Ace (E. faecalis), Acm (E. faecium)
-ace, acm

Ace, kollojen ve laminine adhezyonu
saglarken, Acm protein hiicrelerin kollojene
adhezyonunu saglamaktadir
Uriner system enfeksiyonlarina ve
endokardite neden olurlar
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Tablo 2.1. Enterococcus cinsinde tanimlanan viriilans faktorler (14,28,29) (devami)

Diger viriilans faktorler

Megaplazmidler (E. faecium)

Enterokoklarin, konak canlinin gastrointestinal
yolaginda kolonize olmalarini saglar

Peritonite neden olurlar

Gls24 (E. faecalis), Gls20 ve GIs33 (E.
faecium)

Peritonite neden olurlar

Gls24 ise ayrica endokardite neden olan
etmenler arasinda yer alir

Peroksidazlar
-NADH peroksidaz (E. faecalis)
-Ahp (E. faecalis)

-Tpx (E. faecalis)

Bakteri hiicrelerinin, konak canlinin hiicreleri
tarafindan fagositoza ugramalarini engeller

Peritonite neden olan etmenler arasinda yer
alirlar

MsrAB (E. faecalis)

Bakteri hiicrelerinin, periton makrofajlar
arasinda yagsamasini saglar

Uriner sistem enfeksiyonlarma neden olur

PerA (E. faecalis)

Biyofilm olusumunda gorev alir

In vitro sartlarda makrofajlar icerisinde bakteri
hiicrelerinin yagamasini saglar

Peritonite neden olan etmenler arasinda yer alir

Bop Biyofilm olusumunda gorev alir
Bakteriyeminin ¢ok uzun siirmesine neden olan
etmenler arasinda yer alir

SigVv Bakterimiye, Uriner sistem enfeksiyonlarina
neden olan etmenler arasinda yer alir

Siiperoksit Bakterimiye neden olur

Konak canlinin bagirsak epitel hiicrelerinde
hiicre-DNA hasarinin indiiklenmesini saglar

Hiyalunoridaz

Konak canlinin bag dokularindaki
mukopolisakkarit yapinin depolimerize olmasini
saglayarak  bakteri  hiicrelerin  gegisini
kolaylastirir
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2.3.  BIYOFILMIN TANIMI VE TARIHCESI

19. yy’dan 20.yy’1n ortalarina kadar olan siire, mikrobiyoloji bilim dalinda "saf kiiltiir donemi"
olarak anilmaktadir (30). Bu zaman diliminde bakterilerin tek bir hiicre olarak yasamlarini
stirdiirdiigii diisiiniilmekte ve karakterizasyon g¢alismalarinda ise sadece sivi ya da kati besi
ortamlar1 kullanilmaktaydi. Giiniimiizde ise gelisen analiz teknikleri sayesinde, bakteriyel

biyokiitlenin sadece %1 ’lik kisminin planktonik formda oldugu saptanmistir (31).

Biyofilm yapisinin kesfi ilk kez Anthony van Leewenhoek tarafindan 17.yy’da gerceklesmis
ve ¢alismasi sirasinda kendi dis plaklarindan elde ettigi bakteri topluluguna "animalkuli” adin
vermistir. Henrici, 1933 yilinda kiimelenmis bakterilerin fotografini ¢ekerek elde ettigi bu
goriintil i¢in "su igerisinde yasayan bakterilerin bircogu tek basina serbest bir formda olmayip
bir ylizey {lizerinde bir arada yasamaktadirlar” ifadesini kullanmistir (32). Cevre
mikrobiyologlar1 tarafindan ilk defa su aritma tesislerinde karsilasilan ve biyofilm yapisi
olusturmus bakteriler i¢in "bakteri toplulugu" terimi kullanilmistir. Giiniimiize kadar ise
mikrobiyal biyofilmlerin tanimlanmasinda yukarida 6rneklerini gordiigiimiiz gibi birgok farkli

ifade kullanilmistir.

Klinik mikrobiyoloji alaninda ise ilk kez 1977 yilinda Heiby tarafindan kronik enfekte
hastalarin akcigerlerinde Pseudomonas aeruginosa bakterisinin kiimelendigi tespit edilmistir
(33). Bu alanda ise biyofilm terimi ilk kez Costerton ve arkadaslari tarafindan 1978 yilinda
kullanilmistir(34). Costerton ve arkadaslarinin dis plaklar1 ve nehir kenarlarindaki hareketsiz
mikrobiyal topluluklarla yaptiklart ¢aligmalarla mikroorganizmalarin canli veya cansiz
ylizeylere tutunma mekanizmalar1 ve bulunduklari ekolojik nis igerisindeki kazanimlari
hakkinda biyofilm yapilar ile ilgili ¢ok ¢esitli teoriler ortaya koymuslardir. 1987 yilinda ise
ayn1 arastirmacilar inceledikleri bu doga fenomenini kapali bir yasam sekli olarak ifade
etmislerdir (35,36). 1933 yilinda Amerikan Mikrobiyoloji Dernegi, bu yapilari ifade etmek i¢in
"biyofilm" kelimesini uygun bulduklarini agiklamistir (37).

Bakteriyel biyofilmler, tedavisi oldukca zor olan (endokardit, kistik fibrozis, prostetik eklem
enfeksiyonlari, intravenoz katater ve stentlerden kaynaklanan enfeksiyonlar gibi) birgok kronik
hastaligin baslica etmenidir. Biyofilm kaynakli olusan bu hastaliklarin en temel 6zelliklerinden
biri ise, biyofilm igerisinde yasayan bakterilerin antibiyotiklere karsi direng gosteriyor

olmalaridir (4). Biyofilm igerisindeki mikroorganizmalarin antibiyotik direnglerine paralel
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olarak, konakgi sistemin dogal ve adaptif immiin yanitlarina ve giderek artan oranda yiiksek
151, 151k, basing gibi ekstrem sartlara karsi da direng kazanmaktadirlar. Biyofilmin sahip oldugu
bu ozellikler ise onlarin bulunduklar1 ortamdan temizlenmelerini olduk¢a zor hale

getirmektedir (4,38,39).

Daha oOncede belirtildigi gibi herhangi bir yilizeye baglanarak biyofilm olusturan
mikroorganizmalar planktonik formlarma kiyasla antibiyotiklere, klasik sanitasyon,
dezenfeksiyon ve sterilizasyon ajanlarima karst ¢ok daha yiiksek dilizeyde direng
gostermektedirler. Bu nedenle giliniimiizde klinik ve endiistriyel mikrobiyolojide, biyofilm
kaynakli enfeksiyonlarin Onlenmesinde ve eradikasyonunda temel yaklasim, kullanilacak
miicadele ajanlarinin, kullanim konsantrasyonunun ve muamele siiresinin belirlenmesinde

biyofilm yapilarinin esas alinmasidir (40).
2.4,  BIYOFILM OLUSUM BASAMAKLARI

Biyofilm, mikrobiyal hiicrelerin ara yiizeylere, birbirlerine ya da ¢esitli substratlara baglanarak
olusturduklar1 kompleks bir yapidir. Bir biyofilmin yapis1 ve mimarisi, mikroorganizmalarin
bulunduklar1 ortamlarin debisine ve biyofilmi olusturan mikroorganizmalarin tiir ¢esitliligine
baglidir. Biyofilmler tek bir tiir tarafindan olusturulabildigi gibi, icerisinde bir¢ok farkl tiirti de
barindirabilir. Biyofilm igerisinde yer alan birgok farkli tiirtin olusturdugu mikrokoloniler,
besin maddeleri ve su tasiyan kanallarla birbirlerine bagldirlar. Biyofilmi olusturan hiicreler,
cok hiicreli formlara benzeyen gelisme fizyolojileri ve biyofilm olusum siirecine katilan genler
bakimindan planktonik formlarindan ¢ok daha farkli yapisal ve fizyolojik o6zellikler
tasimaktadir (31).

Biyofilm olusumunu dort ana evre ile incelemek miimkiindiir (41). Bu asamalar sirasiyla (Sekil
2.2):

1) Yiizey lizerinde ince tabakanin olusumu

2) Mikroorganizmalarin yiizeye geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz olarak tutunmasi

3) Yiizey kolonizasyonu ve biyofilm olusumu
4) Biyofilm hiicrelerinin ortamdan kopmasi’dir.
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Sekil 2.2. Biyofilm olusum asamalari (42)
2.4.1. YUZEY UZERINDE INCE TABAKANIN OLUSUMU

Dogal ortamlarinda mikroorganizmalar bir yiizeye bagli olarak yasamamaktadir. Planktonik
haldeki bir mikroorganizmanin herhangi bir ylizeye tutunup gelisebilmesi icin o yiizey lizerinde
ince bir film tabakasinin olugsmasi gerekmektedir. Yiizey iizerinde bulunan bu film tabakasi,
bulundugu ylizeyin kimyasal modifikasyonuna neden olarak mikrobiyal tutunmayr cok
kuvvetli bir sekilde etkilemektedir. Ince bir tabakanin varlig1 ilk olarak Loeb ve Neihof (1975)
tarafindan tanimlanmigtir. Bu aragtirmacilar, deniz ortaminda yaptiklar1 ¢aligmalarda, deniz
icerisinde bulunan yiizeyler {izerinde cesitli biyokimyasal reaksiyonlarin gergeklestigini,
ortamda bulunan polimerik maddelerin yiizeyin hem fiziksel hem de kimyasal yapisini
degistirdigini, meydana gelen bu degisimlerin ise deniz igerisinde yasayan
mikroorganizmalarin ylizeye tutunmalarini kolaylastirdigini ve daha kolay bir sekilde kolonize
olabildiklerini gostermislerdir (43). Dis plaklarinin incelendigi bir ¢alismada ise, lizerlerinde
biyofilm olugmadan 6nce dis minelerinin protein benzeri bir yapiyla kaplandig1 ve igerisinde
genellikle albumin, glikoprotein, lipid, lizozim, fosfoprotein ve tiikiiriik s1visini olusturan diger
bilesenleri i¢erdigi saptanmistir (40). Bir yiizeyin topografisi, mikrobiyal baglanmayi saglayan
temel etkenlerden bir digeridir. Bir yiizey ne kadar piiriizlii olursa, o yiizey iizerinde mikrobiyal
tutunma ve akabinde biyofilm olusumu o kadar hizli gerceklesmektedir. Yiizey piirtizliiligiiniin
yani sira, ylizeyin fizikokimyasal ozellikleri de mikrobiyal tutunmay1 arttiran en Snemli

etkenlerden biridir. Bir¢ok ¢alismanin sonucunda, mikroorganizmalarin hidrofobik ve non-
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polar yiizeylere (Teflon veya plastik gibi), hidrofilik ylizeylerden (cam) daha hizli baglandiklar1
saptanmustir (44).

2.4.2. MIKROORGANIZMALARIN YUZEYE TUTUNMASI

Bakterinin yiizeye ilk tutunma asamasinda, yiizeyle arasinda zayif baglar (cesitli hidrofobik
etkilesimler ve Van der Walls baglar1 gibi) olusturulur. Bu asamada bakteriler yiizeye ¢cok yakin
olmakla beraber tam anlamiyla yiizeyle etkilesim igerisinde degillerdir. Geri doniistimli
baglanma olarak da adlandirilan bu asamada bakteriler, tutunacaklar1 yiizeyde yeterli besin
maddesi olup olmadigini kontrol ederler. Uygun ortami bulduklar1 anda ise yiizeyle kurduklari
zay1f baglar yerini daha gii¢lii olan etkilesimlere (Dipol-Dipol etkilesimi, gesitli hidrofobik
etkilesimler, iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve kovalent baglar ve hidrojen baglar1 gibi) birakir
ve geri doniisiimsiiz tutunma gergeklesir. Ayni1 zamanda bakteriler flagella ve pili gibi
organelleriyle ve salgiladiklar1 ekstraselliiler polimerik maddeleriyle de (EPS) yiizeylere geri
doniisiimsiliz olarak baglanabilirler. Tutunmay1 kolaylastiran EPS bir¢ok bakteri tiirlinde
tanimlanmis olsa da, EPS olusturmayan bazi bakteri hiicrelerinin de c¢esitli yiizeylere

baglanabildikleri belirlenmistir (44).

Biyofilm hiicreleri yiizeye kalici bir sekilde baglandiktan sonra bulunduklari ortamdan
eradikasyonlar1 oldukga zorlasmaktadir. Olusan biyofilmi yiizeyden uzaklagtirmak i¢in giiclii
mekanik kuvvet, enzim, dezenfektan, gesitli sanitizerlere ve yiiksek 1si1l islemlere ihtiyag
duyulmaktadir (45). Gida endiistrisinde en ¢ok Pseudomonas ve Staphylococcus tiirleri
biyofilm olustururken, klinik alanda ise en ¢ok enterokok tiirlerinin olusturdugu biyofilmlere

rastlanmaktadir (41,46).
2.4.3. KOLONI GELISIiMi VE OLGUN BiYOFIiLM OLUSUMU

Yiizeye tutunmus olan bakteriler bu evrede gelismeye ve boliinmeye baglar. Gelisen ve sayica
artan bakteri hiicreleri ylizeyde mikrokoloniler olustururlar. Mikrokolonilerin ylizeyde
tutunmasini saglayan en biiyiik etken ise iirettikleri EPS’tir. EPS, bakteri ve ylizey arasinda bag
doku gorevi gorerek, koloniyi her tiirlii cevresel strese karsi korumaktadir (31). Biyofilm yapisi,
bilinyesinde yasayan bakterilerin UV 1sinlarina kars1 direng kazanmalarini, diger bakteriler ile
genetik aktarim yapmalarimi ve sekonder metabolit iiretimlerinin artmasini saglamaktadir.

Biyofilm yapisindaki koloniler arasinda besin ve su tagimimi ve ayni zamanda atiklarin
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ortamdan uzaklastirilmasi, bakterilerin olusturduklar: kilcal damar yapisindaki su kanallari
araciligi ile gerceklestirilmektedir. Su kanallar1 biyofilm igerisinde primitif bir dolasim sistemi
olarak gorev yapmaktadir. Biyofilm igerisindeki dolagim pasif diflizyonla gerceklestirilirken,
disaridan molekiillerin alimi1 kolaylastirilmis diflizyonla gergeklestirilmektedir (3). Biyofilm
yapisinda yer alan su kanallarinin ayrica oksijen tasidigi da diisiiniilmektedir. Difiizyonun
belirli limitlerinin olmasi ve oksijenin hizla tiikkenmesi nedeniyle biyofilmin alt katmanlarinda
oksijen varlig1 oldukc¢a azdir. Bu durum ise biyofilm igerisinde aerobik ve anaerobik

mikroorganizmalarin bir arada nasil yasadigini1 a¢iklamaktadir (3,47).
2.4.4. HUCRELERIN BIiYOFIiLM YAPISINDAN KOPARAK DAGILMASI

Farkl1 bolgelerde de biyofilm olugturmak amaciyla hiicreler, icerisinde yasadiklar1 biyofilmden
koparak baska bolgelerde kolonize olmaya devam ederler. Hiicrelerin biyofilmden ayrilmasi
birden fazla mekanizmayla gergeklesebilir. Bu ayrilma dis kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi
gibi, i¢ enzimatik bozulma, EPS veya biyofilm yapisini yiizeye baglayan diger proteinlerin
yapisindaki bozulma gibi biyofilm igerisinde goriilen metabolik olaylarin sonucu olarak da
gergeklesebilmektedir (47). Ortamlarindan ayrilan bu hiicreler, farkli yiizeylere tutunarak

tekrar biyofilm yapisi olustururlar.
2.5. ENTEROKOKAL BiYOFILMLER

Enterokolar, tarihsel siiregte insanlarin ve hayvanlarin bagirsaginda kommensal olarak yasayan
mikroorganizmalar niteliginde iken, giiniimiizde birgok antibiyotige ve bircok dezenfektana
kars1 direng kazanmalar1 sonucunda  patojen = mikroorganizmalar olarak
degerlendirilmektedirler. Yapilan arastirmalar, 6zellikle E. faecalis ve E. faecium tiirlerinin
nazokomiyal hastaliklarin en 6nemli nedenleri arasinda ilk siralarda yer aldigini gostermektedir
(14). Enterokoklar, bakteriyemi ve endokarditin yani sira iiriner sistem enfeksiyonlar1 ve
merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarina da neden olmaktadirlar. Antibiyotik direncine sahip
olmalarmin yaninda, ¢esitli viriilans faktorlere sahip olmalar1 onlarin biyofilm olusturmalarina
katkida bulunmaktadir.(8). Boylece biyofilm igerisinde yer alan mikroorganizmalar antibiyotik
direncinin yani sira giderek artan oranda ¢esitli dezenfektanlara, antimikrobiyallere, yiliksek 1s1,
151k, basing gibi ekstrem c¢evre sartlarina karsi da direngli hale gelmektedir. Bu durum,

biyofilmlerin bulunduklari yiizeyden eradikasyonlarini olduk¢a zorlastirmaktadir (6).

16



Son yillarda enterokoklar {izerine yapilan caligmalarda, enterokoklarin biyofilm olusturma
stirecinde aktif olan bir¢ok gen tanimlanmistir. Tanimlanan bu genler biiyiik oranda, hiicrelerin
birbirlerine ve yiizeye tutunmalarini saglayan yiizey proteinlerini, otolizin proteinlerini ve
glikolipitleri kodlamaktadir (48).

2.5.1. YUZEYE TUTUNMADA ROL OYNAYAN FAKTORLER

Enfeksiyon siirecinin en 6nemli basamagi, patojen bakterilerin konak canlinin dokularina
tutunmasidir. Enterokoklarin, konak canlinin gastrointestinal ve iiriner sisteminde yer alan
doku ve hiicrelere baglanmasi, sahip olduklari adhezin proteinleri aracihigi ile
gerceklesmektedir. Adhezinlerin bakterilerin kolonizasyonunu gerceklestirmede énemli roller
iistlendikleri diisiiniilmektedir. Agregasyon faktorii, Esp, Ace en 6nemli adhezin proteinleri
arasinda yer almaktadir (16). Esp’nin adhezyonda ve ozellikle konak canlinin bagisiklik
sisteminden korunmada aktif rol oynadigi gesitli arastirmacilar tarafindan belirlenmistir (49).
Uriner sistem enfeksiyonlarinda E. faecalis’in konak canlida kaliciligini ve kolonizasyonunu
agregasyon faktorleri araciligi ile sagladigi da calismalar sonucunda belirtilmistir (50).
Agregasyon materyalleri, Onemli virlilans faktorlerinden olup bagirsak hiicreleri
mikrovilluslarina mikroorganizmalarin tutunmasini saglamaktadir. Agregasyon proteinlerinde
yer alan Arg-Gly-Asp-Ser aminoasit dizisinin olusturdugu motifin Okaryotik hiicreye
baglanmada rol aldig1 diisiiniilmektedir (51). Ace adhezin proteini ise kommensal ve patojen
ozellikteki E. faecalis izolatlarinda yaygin olarak bulunmaktadir. Ace, kollojen tip I ve IV’e
(laminin ve dentin) baglanmak suretiyle, bakteri hiicrelerinin konak canliya tutunmasini
saglamaktadir. insanlarda endokardit hastaliginin gériilmesine neden olan en énemli etkenler
arasinda Ace yer almaktadir. E. faecium’da ise acm geninin homologu olan ace geni
bulunmakta ve sentezledigi Ace adhezin proteini, Acm ile kismen benzerlik gdstermektedir
(52). Ozellikle E. faecalis izolatlarinda bulunan ve bakteri hiicrelerinin abiyotik ve biyotik
yiizeylere tutunmasinda gorev aldig: diislinlilen adhezin proteinlerinden bir digeri ise EfaA
proteinidir. EfaA proteininin patojenitesi iizerinde yapilan g¢aligmalar ise halen devam
etmektedir (53). Adhezin proteinleri, biyofilm olusumu esnasinda hiicrelerin yiizeye
tutunmasini saglarlar. Bu nedenle, bu proteinlerin ne zaman veya ne kadar ifade edilecegi

hiicrelerin biiylime fazina ve hiicrelerin bulundugu ortamin sartlarina baglidir.
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2.5.2. KONAK CANLININ BAGISIKLIK SISTEMINiN BASKILANMASINDA ROL
OYNAYAN FAKTORLER

Patojen mikroorganizmalar, konak canlinin immiin sistemini ndtr ya da kendilerine zarar
veremeyecek duruma getirirlerse, ancak o zaman konak canlinin mukozasini veya diger
bariyerleri asarak dokularma veya hiicrelerine tutunabilir ve bu sekilde enfeksiyon
gelistirebilirler. Lipotaykon asit (LTA), ekstraseliiler siiperoksitler ve salgiladiklari bazi
feromonlar, patojenlerin konak canlinin bagisiklik sistemini baskilamada kullandigi gesitli

proteinler arasinda yer almaktadir.

LTA c¢ogunlukla Gram-pozitif bakterilerin hiicre yiizeyleri iizerinde bulunmakta ve
enterekoklarin D grubu antijenini olusturmaktadirlar. Gram-pozitif bakterilerin yiizeyi siirekli
olarak farkli mikrogevresel sartlara maruz kalmaktadir. Mikroorganizmalarin bu sartlara uyum
saglamasinda D-alanin LTA; katyonik homeostasiyi saglamada, otolitik aktivitelerin
modulasyonunda, metal katyonlarin asimilasyonunda ve bakteriyel zarin diger birgok
elektromekanik ozelliklerinin ayarlanmasinda bir¢ok fonksiyonel gorev listlenmektedir. Bunun
yani sira LTA, konak canlinin trombositlerine, lenfositlerine, eritrositlerine ve epitel hiicreleri
gibi ¢esitli 6karyotik hiicrelerine baglanarak konak canlinin immiin cevabinin baskilanmasinda

da gorev almaktadir (54).

Ekstraseliiler stiperoksitler, enterokok tiirlerinden en ¢ok E. faecalis ve E. faecium tiirlerinde
goriilmektedir. Bakteriler tarafindan sentezlenen siiperoksitler mikrogevreye salinarak bakteri
icin dezavantaj olan etmenleri elimine eder ve bakterinin hayatta kalma siiresinin uzamasini
saglar. Bakteriyemi ve endokarditli hastalardan izole edilen klinik kaynakli suslarda yiiksek
oranda siiperoksit radikaline rastlanmistir. Bu nedenle siiperoksit iiretiminin viriilansla iligkili

olabilecegi arastirmacilar tarafindan 6ne siirtilmustiir (55).

E. faecalis’te sinyal peptitleri olarak gorev alan seks feromonlart 7-8 aminoasit uzunlugunda,
kiigiik, hidrofobik peptitlerdir. Seks feromonlarinin, E. faecalis’te bulunan belirli konjugatif
plazmidlerin transfer sikligini arttirdig: bilinmektedir. Antibiyotik direnci, sitolizin tiretimi gibi
virlilans faktorlerin suslar arasinda yatay gen transferi ile aktarilmasinda yine seks feromonlari

gorev almaktadir (55).
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2.5.3. SALGILANAN FAKTORLER

Enterokoklar tarafindan salgilanan en Onemli viriilans faktorlerden bir digeri sitolizindir.
Sitolizin, okaryotik hiicreleri lize edebilen ve ayn1 zamanda bakterisidal etki gdsteren ender
lantibiyotikler arasinda yer almaktadir. Sitolizin gen kodlari, feromon duyarli plazmidler veya
patojenite adalar1 bulunduran kromozomlar iizerinde yer almaktadir. Sitolizinin
sentezlenmesinde rol alan genlerin; cylR1, cylR2, cylLL, cylLS, cylM, cylIB, cylA ve cyll oldugu
arastirmalar sonucunda belirlenmistir. Sitolizin, 6karyotik canlilarda kirmizi kan hiicrelerinin,

retina hiicrelerinin, polimorfoniikleer nétrofillerin ve makrofajlarin lizizinde gorev almaktadir

(56).

Hiicre disina salgilanan bir diger enterokokal viriilans faktor ise jelatinazdir. Ozellikle
gidalardan izole edilen E. faecalis suslarinda jelatinaz tiretiminin yiiksek oldugu saptanmistir.
E. faecalis’te bulunan fsr lokusu tarafindan jelatinaz ifadesinin diizenlendigi bilinmektedir.
Bakteri hiicrelerinde bulunan, yanlis katlanmig proteinlerin degredasyonunda yine jelatinaz
gorev alir. Ayrica peptidoglikani sindiren bir enzim olan otolizini aktive ederek hiicre disina

ekstraseliller DNA’nin ¢ikmasina ve boylelikle biyofilm olusumunun hizlanmasina aracilik

eder (14).

Hyaluronidaz, hyaluronik asiti tahrip ederek doku hasarina yol agan hiicre digina salgilanan bir
diger viriilans faktordiir. Bag dokuda yer alan mukopolisakkaritleri depolimerize ederek
bakterilerin konak canlida yayilmasini saglar. Mukopolisakkaritlerin depolimerizasyonu
sonucu olusan disakkaritler ise, bakteriler tarafindan besin kaynagi olarak kullanilir.

Hiyaluronidaz, kromozom iizerinde yer alan hyl geni tarafindan kodlanmaktadir (29).
2.5.4. GLIKOLIPITLER

Bircok Gram-pozitif bakteride, hiicre zarinda bulunan glikolipitlerin biyofilm olusumu
esnasinda gorev aldigi tespit edilmistir. E. faecalis susunda bulunan bsgA geni glikolipit
sentezinde gorev alan glikoziltransferanz enziminin {iretiminde rol alir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda, glikolipit sentezinde goérev alan genin mutasyonu sonucunda dogal ve mutant
tiplerin biyofilm olusturma o6zellikleri incelenmis ve mutant mikroorganizmalarin plastik

yiizeylerde biyofilm olusturamadiklari, bagirsak hiicrelerinin ylizeyine baglanma 6zelliklerini

19



kaybettikleri belirlenmistir. Bu ¢aligma sonrasinda glikolipitlerin de biyofilm olusumunda

gorev aldigr gosterilmistir (57).
2.5.5. HUCRE DUVARI POLISAKKARITLERI VE KAPSUL

Bakteriyel kapsiil komponentleri fagozitoza ve diger bir¢ok dis etkene karsi dayanakli
oldugundan, konak canlinin bagisiklik sisteminden korunmada rolleri 6nemlidir. Son yillarda
yapilan arastirmalar sonucunda 6zellikle klinik E. faecalis izolatlarinda kapsiiler polisakkaritin

ifadesini saglayan genlerin operon halinde diizenlendigi belirlenmistir (27).

Enterokoklarda hiicre duvari ile ilgili olan bir¢ok polisakkaritin sentezlenmesinde enterokokal
polisakkarit antijen (epa) lokusu gorev almaktadir. Glikozil transferaz enzimini ifade ettigi
diistiniilen ve orfde4 geni olarak da bilinen epaB geni ile yapilan mutasyon calismalari
sonucunda, mutant olan hiicrelerin polistiren ylizeylere tutunamadigi gozlenmistir. Faz-
kontrast mikroskobu ile yapilan incelemelerde ise, epaB-mutant hiicrelerinin olusturdugu

biyofilmlerin yogunlugunun ¢ok az oldugu belirlenmistir (58).
2.6. BAKTERIYOSINLER

Gida kaynakli bircok laktik asit bakteri tiirli; Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, bakteriyosin adi verilen kiigiik antimikrobiyal
proteinler iretmektedir. Bakteriyosinler, sentezlendikleri tiire yakin olan tiirdeki
mikroorganizmalarin inhibisyonunda etkilidirler. Bakterilerin sentezledikleri bakteriyosinler
aracilif1 ile mikroorganizmalarin, birbirlerine karsi gostermis olduklar1 antagonist 6zellikler
uzun yillardan beri bilim adamlarinin dikkatini ¢ekmistir ve arastirma konular1 arasinda yer

almistir (24).

Ik kez 1877 yilinda, Pasteur ve Joubert tarafindan, "antraks" hastaligi tasiyan hayvanlarda
Escherichia coli’nin baz1 suslari ile Bacillus antrachis arasinda antagonist bir etki saptanmistir
(59). Bakteriyosinlerin kimyasal aktiviteleri ise ilk olarak 1925 yilinda Andre Gratia tarafindan
tammlanmustir. Uzerinde calisma yaptigi bakteriyosin E. coli’nin bir tiiri tarafindan
sentezlendigi i¢in, "kolisin™ olarak adlandirmis ve bu terim daha sonra 1946 yilinda Fredericq

ve Gratia tarafindan kullanilmistir (59,60).
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1928 yilinda ise Rogers, Lactobacillus bulgaricus iizerine, Lactococcus lactis tarafindan
tiretilen bir maddenin inhibitor olarak etkinlik gosterdigini saptamis ve bu maddeyi daha sonra
"nisin” olarak adlandirmistir (61). Yapilan klinik ¢alismalar dogrultusunda nisin, antibiyotik
olarak degerlendirilmis ve N grubu streptokoklar tarafindan sentezlendigi i¢in "N Inhibitory

Substance" yani kisaca "NISIN" olarak anilmaya baslanmustir (62).
2.6.1. BAKTERIYOSINLERIN BiYOLOJISI

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan sentezlenen ve genelde sentezlendikleri tiire yakin olan
tiirdeki bakterilerin inhibisyonunda etkili olan kii¢iik peptit ya da protein yapisindaki
molekiillerdir (63).

Bakteriyosinlerin bakteriler tarafindan neden sentezlendigine dair gelistirilmis birgok teori
bulunmaktadir.  Gelistirilen bu teorilerden birine gbére Dbakteriyosinler, protein
metabolizmasinin birer yan tirinlidiir. Savunma mekanizmasi olarak da diisiiniilen bakteriyosin
sentezini bir¢ok bakteri tiirii gergeklestirmektedir (64). Farkli bakteri tiirlerinin bulundugu
ortamlarda besin kaynaklarinin azalmasina bagli olarak bakterilerin enerji iiretimleri de
yavaslar. Bu durum, bakterilerin rekabete dayali antagonizma gelistirmelerine neden olur.
Bakteriyosinler ise genel olarak rekabete dayali ortamlarda bakterilerin sentezledigi en 6nemli
bakterisidal nitelikteki proteinlerdir (65). Bakteriyosinlerin biyokimyasal 6zellikleri, molekiiler
agirliklar, etki spektrumlari, etki mekanizmalar1 ve genetik yapilanmalar1 oldukga heterojendir
(66).

Genelde bakteriyosinlerle antibiyotikler, aralarinda bir¢ok farklilik olmasina ragmen, zaman
zaman karistirilmaktadir. Bakteriyosinler ile antibiyotikler arasindaki en 6nemli farklardan biri;
bakteriyosinlerin ribozomal olarak sentezlenmesine karsin, antibiyotiklerin ikincil
metabolizma iriinleri olugudur. Bakteriyosinler pre-peptitler olarak sentezlenmekte ve daha
sonra yapisindaki N-terminal lider peptidin posttranslasyonel islemler sonucunda ayrilmasiyla
aktif hale ge¢mektedir. Antibiyotikler ise enzimatik islenme sonucu aktif olmaktadirlar.
Bakteriyosinler, bakterilerin gelisme fazinda iiretilirken, antibiyotikler gelisimin durma fazinda
sentezlenen ikincil metabolitler olarak tanimlanmaktadir (24). Bunun yaninda, antimikrobiyal

spektrumlari, toksik 6zellikleri ve direng mekanizmalari da oldukga farklidir (67).
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Bakteriyosinlerin sentezinden sorumlu olan genler genellikle mobil elementlerle baglantilidir.
Bu genler, kromozomal kokenli ise transpozonlarla iligkili bir sekilde ya da plazmid iizerinde
bulunurlar. Bakteriyosin sentezini kontrol eden gen bolgelerinde bircok benzerligin bulunmasi,
yakin tiirler arasinda plazmid aktarimlarinin oldugunu ve zamanla esansiyel bolgeler disinda
kalan kisimlarda meydana gelen kii¢iik mutasyonlarla bakteriyosin ¢esitliliginin saglandigini

diistindiirmektedir (68).

Bakteriyosin sentezleyen suslar, bakteriyosinlerle beraber es zamanli olarak sentezledikleri
immiinite (direng) proteinleri sayesinde kendi bakteriyosinlerinin inhibe edici aktivitelerinden
korunmaktadirlar. Direng proteinlerini kodlayan genler de bakteriyosinleri kodlayan gen
kiimesinin icerisinde yer almaktadir. Yapilan ¢aligmalar, sentezlenen tek bir proteinin, iiretici
bakteriyi, sentezledigi bakteriyosinin etkilerinden korudugunu kanitlamistir. Bu proteinler,
ozellikle hiicre zarimin igerisinde ya da hiicre zarinin yiizeyine bagl olarak bulunurlar. Baz1
immiin proteinler ise hiicre duvarinda bulunmakta ve bakteriyosinlerin sentezlendikleri

hiicrelere tekrar girmesini engellemektedir (65).

2.6.2. LAKTIK ASIiT BAKTERILERI TARAFINDAN SENTEZLENEN
BAKTERiIYOSINLER

Laktik asit bakterileri, Gram-pozitif, fakiiltatif anaerobik veya mikroaerofilik, basil ve
koklardan olusan, Firmicutes filumuna ait bakterilerden olugsmaktadir. Spor olusturmayan,
katalaz-negatif olan bu grubun en 6nemli cinsleri arasinda Carnobacterium, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus yer almaktadir (69). Biitiin laktik asit bakterileri
anaerobik sartlar altinda gelisim gostermekle beraber, zorunlu anaerob olan bakteriler gibi
oksijene karst duyarh degildirler. Sitokrom ve elektron tasima sistemi bulundurmadiklarindan,

sadece substrat diizeyinde fosforilasyon yolu ile enerji elde edebilmektedirler (12).

Laktik asit bakterileri (LAB) organik asit, diasetil, asetoin, hidrojen peroksit, antifungal
peptitler ve bakteriyosinler gibi ¢ok cesitli antimikrobiyal bilesikleri iiretebilme 6zelligine
sahiptirler. Laktik asit bakterileri fermentasyon sonucu ¢ok sayida antimikrobiyal nitelikte
bilesik iirettiklerinden, son yillarda 6zellikle gida sektoriinde gida koruyucusu olarak kullanim

olanaklarinin arastirilmasi, yogun bir ¢alisma alani haline gelmistir (66,70).
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Laktik asit bakterilerinin birgok tiirii bakteriyosin iiretmektedir. Uretilen bakteriyosinlerin
tiirtine bagh olarak 6zellikle Staphylococcus aureus, Listeria spp. , Bacillus cereus, Clostridium
spp. gibi patojen bakterilerin inhibisyonu saglanabilmektedir (66). Bakteriyosinler, genellikle
etkilerini Gram-pozitif patojen bakteriler tizerinde gosterirken, bazi bakteriyosinler Gram-
negatif bakterilerin de gelisimini engellemektedir. Laktobasiller tarafindan iiretilen laktosin27,
laktisinB, helvesitinJ gibi bakteriyosinler, bazi Gram-negatif patojen mikroorganizmalara kars1

da inhibisyon 6zellik gosteren baslica bakteriyosin tiirleridir (71).

LAB bakteriyosinleri genel olarak gida sektoriinde, gida koruyucu olarak kimyasal maddelerin
yerine kullanilmaktadir. Giivenli olmalari, Okaryotik hiicrelere kars1 toksik etki
gostermemeleri, pH ve sicaklik degisimlerine karsi tolerans gostermeleri, genis spektrumda
antimikrobiyal 6zellik icermeleri, iiretici hiicrelere zarar vermiyor olmalar1 ve ortamda uzun
stire aktif olarak kalmadiklarindan dolay1 patojen mikroorganizmalarin direng gelistirmelerinin

cok zor olmasi, bu bilesiklerin en 6nemli 6zellikleri arasinda yer almaktadir (62,72).

Laktik asit bakterilerinden Lactococcus lactis subsp. lactis tarafindan {iretilen nisin
bakteriyosini, en 1yi karakterize edilmis bakteriyosinlerden biridir. Genis spektrumlu
antimikrobiyal etkiye sahip olmasi, insanlara kars1 toksik etki gdstermemesi, termostabil bir
yaptya sahip olmasi, diisiik pH degerlerinde aktivite gosterebilmesi nisin bakteriyosininin gida
ve saglik alaninda kullanimini arttirmistir (73). Nisin bakteriyosini 1969 yilinda FAO/WHO
tarafindan giivenilir dogal gida koruyucusu olarak tescillenmistir (71). Nisin bakteriyosininin
yani sira, Lactobacillus acidophilus tarafindan iiretilen asidofilin ve laktosidin, Lactobacillus
plantarum tarafindan sentezlenen laktosin gibi bakteriyosinler de biyokimyasal 6zellikleri
bakimindan iy1 karakterize edilmis, antimikrobiyal 6zellikleri yiiksek olan bakteriyosinlerdir

(74).

Nisin ve benzeri lantibiyotikler, Gram-pozitif bakteriler tarafindan sentezlendikleri igin,
etkilerini biiyiik oranda Gram-pozitif bakteriler lizerinde gosterirler. Hiicre zarinin ve hiicre
duvarinin biyosentezini engellemeye yonelik olarak inhibe edici etkileri vardir. Gram-negatif
bakterilerde etkili olmamalarinin asil nedenlerinden biri de, Gram-negatif bakterilerin hiicre
duvar1 ve membran yapilarinin lantibiyotiklere karsi gegirgen nitelikte olmamasidir (24). Genel
anlamda lantibiyotikler katyonik yapida peptitlerdir. Hedef bolgeleri olan hiicre zarinda ise

anyonik nitelikteki molekiiller fazladir. Bu nedenle anyonik ve katyonik molekiiller arasindaki
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etkilesimden dolay1 lantibiyotikler direk etkilerini hiicre zar1 lizerindeki anyonik molekiillere
baglanarak gosterirler (75). Genel anlamda bakteriyosinler amfipatik ve katyonik yapilariyla,
hiicre zar1 gegirgenligini arttirarak ve por olusturarak hiicre 6liimiinii gerceklestirirler. Bazi

bakteriyosinler ise hiicre zariyla beraber hiicre duvari olusumunu da engellemektedir (65).

Lantibiyotikler adiyla da bilinen Grup I bakteriyosinleri, hiicre inhibisyonunu iki sekilde
gerceklestirmektedir. Hedef molekiilleri hem hiicre zarinin hem de hiicre duvarinin sentezinde
gorev alan lipid II molekiiliidiir. Lipid II molekiilii hiicre zarinin yapisina katilirken, hiicre
duvarn sentezinde ise hiicre duvarinin yapisi i¢in esansiyel olan peptidoglikan monomerlerini
tagiyarak gorev almaktadir (68). Lantibiyotiklerin en 6nemlilerinden biri olan nisinin de
inhibitor aktivitesini gergeklestirirken kullandigi hedef molekiilii lipid II molekiiliidiir.
Katyonik 6zellik gosteren nisin, anyonik yapidaki lipid II molekiiliine baglanarak hiicre zariyla
etkilesime girer ve hiicre zar iizerinde por olusturmaya baslar. Nisin, ayn1 zamanda lipid Il
molekiiliine baglanarak, hiicre duvar1 sentez mekanizmalarindan "Lipid II ¢evrimini" inhibe
ederek hiicre duvart sentezini de engellemis olur. Bazi bakteriyosinler ise etkilerini sadece

hiicre duvari sentezini engelleyerek gosterirler (72,76).

2.6.2.1. Nisin bakteriyosini

Nisin, lantibiyotikler olarak da bilinen Grup I bakteriyosinlerinin en 6nemli iiyesidir. Ayrica,
L. lactis tarafindan sentezlendigi belirlenmis ilk bakteriyosindir. Oldukg¢a genis bir spektrumda
etki gosterebildiginden, gida sektoriinde gida koruyucu olarak, saglik sektoriinde ise terapotik

ajan olarak kullanilmaktadir (12).

Nisin bakteriyosini, daha 6ncede belirtildigi iizere 1928 yilinda Ingiltere’de Rogers ve
Whitter’in yaptig1 ¢aligmalarda, laktokoklarin diger laktik asit bakterilerinin gelisimlerini
inhibe ettiginin belirlenmesi sonucu bulunmustur (77). Whitehead ise 1933 yilinda, nisini izole
etmis ve protein yapida oldugunu kanitlamistir. 1944 yilinda Mattick ve Hirsch, yaptiklar
caligmalar sonucunda bu bilesigi saflastirmayr basarmis ve birgok bakteri iizerinde
antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu saptamiglardir. Mastitis ad1 verilen kemik iltihabi ile
miicadelede ve II. Diinya Savasi sirasinda ¢ekilen penisilin kitlig1 nedeniyle, nisin bakteriyosini
lizerine yapilan ¢aligmalar giderek artmistir (78). 1969 yilinda FAO ve WHO tarafindan

giivenilirligi onaylanmis ve ticari olarak kullanimina izin verilmis ilk bakteriyosin nisindir.
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E234 kod numarasiyla gida sektoriinde, gida koruyucu olarak, basta Japonya olmak iizere
birgok iilkede kullanilmaktadir (23,64,79).

Nisin, Gram-pozitif bir bakteriden sentezlendigi i¢in birgok Gram-pozitif bakteri nisine karsi
duyarhdir. Ancak nisinin Gram-negatif bakteriler iizerinde de diislik oranda antimikrobiyal
etkisi bulunmaktadir. Nisin, Gram-pozitif bakterilerin vejetatif formlar1 yaninda, Clostridium
ve Bacillus sporlarina karsi da antimikrobiyal etki gostermektedir (24). Bu nedenle nisin,
ozellikle gida sektoriinde yiiksek sicakliktan etkilenen ve dolayisiyla 1s1l islem uygulanamayan
asidik gidalarin bozulmasinda rol oynayan patojenlerin vejetatif ve spor formlarmin

inhibisyonu i¢in kullanilmaktadir (23,24).

2.6.2.1.1. Nisin bakteriyosininin yapisal o6zellikleri

Nisinin primer yapist 1971 yilinda Gros ve Morrel tarafindan yiiriitiilen ¢aligmalar sonucu
aydinlatilmisgtir  (80). Sonraki yillarda yapilan kiitle ve niikkleer manyetik rezonans
spektroskopisi caligmalar: ile elde edilen veriler dogrultusunda primer yapinin dogrulugu
kanitlanmistir (64). Nisin, yapisinda 34 aminoasit bulunduran katyonik ve hidrofobik 6zellikler
gosteren bir polipeptittir. Molekiiler agirlig1 yaklasik olarak 3500 Da’dur. Yapisinda, dogada
ender rastlanan ve posttranslasyonel modifikasyona ugrayan lantiyonin (Lan), metillantiyonin
(MeLan), dehidrobiitirin (Dhb) ve dehidroalanin (Dha) aminoasitleri bulunmaktadir. Nisin
yapisinda bulunan lantiyonin kopriilerinden dolay1 lantibiyotikler grubunda yer almaktadir

(64).

Giliniimiize kadar nisinin birgok varyanti tanimlanmistir. Bu varyantlar arasinda Nisin A, Nisin
Z ve Nisin Q ticari agidan biliylik 6nem tagimaktadir (Sekil 2.3). Nisin varyantlar1 arasinda
goriilen temel farklilik, primer yapida bazi pozisyonlardaki aminoasit degisimleridir. Nisin
A’da aminoasit dizisinin 27. pozisyonunda histidin aminoasiti bulunurken, Nisin Z’de ise 27.
pozisyonda asparajin aminoasidi bulunmaktadir. Aminoasitler arasindaki bu farklilik nisin
varyantlarinin antimikrobiyal etkinligini degistirmemekte ancak, ¢oziiniirliikleri ve diffiizyon
yetenekleri gibi 6zelliklerini degistirmektedir. Nisin Z, Nisin A’ya gore daha fazla ¢oziiniirliige
ve daha hizli difiizyon edebilme 6zelligine sahiptir ki bu durum nisinin gida uygulamalarinda
onem tagimaktadir (64,81). Nisin Q ise en son tanimlanmis olan nisin varyantidir. Japonya’da

bir nehirden izole edilmis olan L. lactis susundan elde edilmistir (62).
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Sekil 2.3. Nisin varyantlar1 (82)

Nisin Q, her ne kadar Nisin A ve Nisin Z ile benzer yapilar gosterse de, NMR bulgularina
bakildiginda Nisin Q’nun sentezlendigi gen lokusunun diger varyantlarin sentezlendigi
lokuslara ¢ok az benzedigi saptanmustir. Nisin Q, Nisin A ve Nisin Z bakteriyosinlerine genetik
olarak uzak olsa da, bu ii¢ varyant ayni biyosentez yolagina sahiptirler (62,83). Nisin Q, Nisin
A ve Nisin Z bakteriyosinlerinden primer yap1 olarak 3 veya 4 aminoasit bakimindan farklilik
gostermektedir. Bu farklilik, Nisin Q’yu biyokimyasal 6zellikleri ve antimikrobiyal kapasiteleri
bakimindan diger iki nisin varyantindan ayirir. Nisin Q oksidasyona diger iki nisin
varyantindan daha dayaniklidir. Nisin bakteriyosinlerinin yapisini bozan en 6nemli etkenlerden
biri de bakteriyosinlerin oksidasyona ugramasidir. Nisin Q’nun ise oksidasyona kars1 gosterdigi
kararlilik, primer yapisinda katlanma boélgelerinde metionin aminoasidinin bulunmayigindan
kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla, gida isleme siiregleri gibi oksidasyon isleminin fazla oldugu

alanlarda Nisin Q’nun kullanimi daha yararlidir (83).
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2.6.2.1.2. Nisin bakteriyosininin sentez mekanizmasi

Nisin sentezinden sorumlu olan gen kiimesinin lokasyonu sabit olmayip, kromozomda
transpozonlar {izerinde ya da plazmidlerde bulunmaktadir. Genetik tamamlama testleri
sonucunda transpozonda nisin iiretiminden sorumlu olan bélgenin 14 kb biiyiikliigiinde ve 11
gene sahip bir regiilon oldugu saptanmistir (Sekil 2.4). Bu regiilon nisA/Z/Q BTCIPRK ve
niSFEG olmak {izere nisin tarafindan indiiklenebilen iki operon bolge igermektedir (73,84).
Regiilonda ayrica nisRK bolgeleri 6niinde siirekli ¢alisan bir promotor bolge bulunmaktadir.
Son donemlerde yapilan ¢alismalarda ortamda nisin olmasa bile, nisl transkriptinin bulundugu
belirlenmistir. Bu bulgu nisl geni 6niinde yer alan ve siirekli ¢alisan bir i¢ promotorun varligina

isaret etmektedir (85).
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Sekil 2.4. Nisin biyosentezinde yer alan genlerin organizasyonu (73)

Nisin biyosentezinde rol alan genlerden nisB geni NisB proteinini sentezleyerek, serin ve
treonin aminoasitlerinin dehidrasyonunu saglamaktadir. Biyosentezden sorumlu diger gen ise
nisT genidir. nisB geni ise "dur" kodonunu izlemektedir. Yapilan c¢alismalarda NisT
proteinlerinin bakterilerde bulunan ABC tasima sistemine benzer bir sistem olusturduklar
belirlenmistir. Nisin biyosentezinden sorumlu bir diger gen ise nisC genidir. Bu gen tarafindan
sentezlenen NisC proteini, serbest sistein aminoasitlerinin dehidrasyonunda ve metil-lantiyonin
kopriilerinin olusumunda gorev almaktadir. Nisin biyosentezinden sorumlu olan son gen nisP
genidir. Bu gen tarafindan sentezlenen NisP proteini, aktif biyolojik nisinin olusumunda rol
almaktadir. NisP proteini proteaz aktivitesi gostererek, prenisin lider peptidinin

degredasyonunu saglamaktadir (73).

Bir¢cok Gram-pozitif bakteride oldugu gibi, nisin {iretici suslarin membranlar1 da nisin peptidine
kars1 duyarlidir. Nisin sentezleyen suglarin, bu proteine karst direng kazanmasinda gorev alan

genler ise nisin operonunda yer alan nisl, nisF, nisE ve nisG genleridir. Yapilan ¢alismalar
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sonucunda niSFEG geni tarafindan sentezlenen proteinlerin ABC transport kompleksini
olusturduklari belirlenmistir. Diger bir gen olan nisl geninden Nisl proteininin ifadesi sonucu,

nisin lreticisi susun sentezledigi nisine karsi olan direngliliginin arttig1 belirlenmistir (65,73).

Aktif nisinin olusumunda ilk basamak, prepeptit nisinin yapisinda bulunan serin ve treonin
aminoasitlerinin NisB dehidrataz enzimi ile dehidre edilerek dehidroalanin ve dehidrobiitirin
olusturulmasidir. Dehidrataz enzimi ile modifiye olan bu aminoasitler daha sonra NisC siklaz
enzimi ile siklasyon reaksiyonlarina girerek lantiyonin halkalar1 olusturulur. Bu reaksiyonlar
sonucunda nisin prepeptidi, NisT proteini ile hiicre zarindaki ABC tasiyici proteinlerinden
disar1 ¢ikarilir. Hiicre disina ¢iktiginda prepeptidin yapisinda bulunan lider peptit, NisP proteaz
enzimi ile nisinin yapisindan ayrilir ve prepeptidin posttranslasyonel modifikasyonu

tamamlanmus olur. Inaktif yapidaki prepeptit artik aktif hale gegmistir (Sekil 2.5) (86).
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Sekil 2.5. Nisinin posttranslasyonel modifikasyonlar (86)
2.6.2.1.3. Nisin bakteriyosininin aktivite mekanizmasi

Nisin bakteriyosini daha 6nce de belirtildigi gibi Gram-pozitif bakterilerin inhibisyonunda
gorev almaktadir. Nisinin etkisini gosterdigi bu bakterilere; Lactococcus, Streptococcus,

Staphylococcus, Micrococcus, Pediococcus, Lactobacillus, Listeria ve Mycobacterium 6rnek
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verilebilir. Gram-pozitif spor olusturan cinslerden ise Bacillus ve Clostridium spp.’nin
inhibisyonunda etkilidir. Bunun yani sira bazi Gram-pozitif bakteriler i¢erdikleri nisinaz enzimi
sayesinde nisine karsi direng gosterirler. Nisinaz enzimi, nisin bakteriyosinini inaktive eden bir
enzimdir. Genel olarak nisin, Gram-negatif bakterilere, mantarlara ve viriislere kars1 etkili

olamamaktadir. Sporlara ve vejetatif hiicrelere olan etkisi ise hala tartisma konusudur (64).

Nisin antimikrobiyal etkisini, hedef hiicrenin sitoplazmik membraninda por olusturarak
gostermektedir. Gram-pozitif bakterilerin en 6nemli 6zelliklerinden biri, hiicre zarinin ve hiicre
duvarinin yapisinda bulunan anyonik 6zellikteki lipit molekiilleridir. Katyonik ve hidrofobik
yapidaki nisin molekiilleri, anyonik yapidaki lipit molekiillerine baglanarak por olusumunu
baslatirlar. Hiicre zarinda porun olusturulmasiyla hiicre igerisinde bulunan iyonlar disari
cikarak ortamin pH dengesini ve polarizasyonu bozarlar. Hiicre, kendisi icin ATP

sentezleyemeyecek hale gelir ve canliligini yitirir (64,72).

Nisin, sitoplazmik membran {izerindeki por olusumunu, mikromolar ve nanomolar
konsantrasyonlarda olmak iizere iki sekilde gergeklestirmektedir. Mikromolar konsantrasyonda
nisin molekiilii, hiicre zarindaki anyonik lipid molekiillerine baglanarak fosfolipid gruplarinin
bas kisimlarinin olusturdugu gruplarin arasina girer. Bu sekilde nisin molekiilleri, fosfolipid
gruplar arasinda birikerek zar tizerinde porlar meydana getirirler (72). Ortamda bulunan nisin
molekiilleri nanomolar miktarlarda ise, direk olarak lipid II molekiiliine baglanirlar. Nisinin,
lipit II molekiiliine kars1 olan ilgisi, hiicre zarinin yapisinda bulunan diger anyonik 6zellikteki
lipid molekiillerine gére daha fazladir. Nisinin, lipid II molekiiliiyle olan etkilesimi sonucu
hiicre zarinda meydana getirdigi porlar, hiicre zarinda reseptér olmadan meydana getirdigi
porlardan daha kararli bir yapiya sahiptir (72). Yapilan g¢alismalar nisin molekiiliiniin por
olusturma esnasinda her iki ucunun da lipit faz igerisine girdigini ve membran ylizeyine paralel
olarak konumlandigini gostermistir (Sekil 2.6, Sekil 2.7). Yiiksek konsantrasyondaki nisin, lipit
dinamigini bozmakta ve membrandaki anyonik fosfolipitleri egerek por olusumuna yol

agmaktadir (64,72).
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Sekil 2.7. Nisinin hiicre zarinda por olusturmasi (87)

2.6.2.1.4. Nisin bakteriyosininin kullanim alanlari

Hedef organizmaya bagli olarak nisinin kullanim alani genel olarak 3’e ayrilmaktadir. Bu
alanlar genel olarak laktik asit bakterilerinden kaynaklanan kontaminasyonlar1 engellemek,
Listeria monocytogenes gibi patojenik Gram-pozitif bakterilerin gelisimini engellemek ve
Clostridium botulinum gibi spor olusturan Gram-pozitif bakterilerin inhibisyonunu
saglamaktir. Bu gruplarin disinda kalan mikroorganizmalar i¢in nisin genellikle tek basina aktif
degildir. Farkli bakterisidal ajanlarla kullanimi, nisinin antimikrobiyal aktivitesini

arttirmaktadir (74,88).

Nisinin fiziksel ve kimyasal ozellikleri géz Oniine alindiginda, nisinin ¢6zelti halinde
kullannminin daha etkili oldugu goriilmiistiir. Eger nisin katt halde kullanilacaksa gida
icerisinde ¢ok iyi ¢6ziinmiis olmasina dikkat edilmelidir. Bunun yaninda nisin, gida yiizeylerine
sprey seklinde piuskiirtillerek de kullanilmaktadir. Nisinin kullanilacagi yontem birkag
basamaktan olusuyorsa, nisinin son basamakta kullanilmasi aktivitesini daha uzun siire

gostermesini saglar. Nisinin kullanim miktari, koruyucu olarak kullanilacagi maddenin
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icerigine, ortamin pH’sina, uygulanacak olan 1s1l islemlere ve nisinle beraber kullanilacak olan

diger kimyasallara baglidir (74,83,86).

Son yillarda gida ve saglik sektoriinde nisinin kullanimi giderek artmaktadir. Ozellikle gida
alaninda kimyasal katki maddelerinin kullaniminin artmasiyla beraber, tiiketicilerin kaliteli,
besleyici degeri yliksek, vitamince zengin ve az islenmis olan gidalara talebi giin gectikge
artmaktadir. Bu nedenle, tiiketicilerin hizla artan bu talepleri karsisinda, iireticiler kimyasal
islemlerden ve kimyasal gida koruyuculardan c¢ok, dogal olan1 kullanmaya ydnelmislerdir.
Biyokoruma yontemi adi verilen yontemle {ireticiler, gidalarin bozulmasi sebebiyle olusan
ekonomik kayiplarin azaltilmasi, iiretim maliyetlerinin diistiriilmesi, gida zinciri boyunca
mikrobiyal patojenlerin bulagsmasmin engellenmesini saglayan, artan tiiketici talepleri
dogrultusunda besleyici degeri yiiksek ve kaliteli gidalarin iiretimi i¢in mikroorganizmalar
tarafindan iiretilen metabolitleri kullanmaya baslamislardir. Saglik alaninda ise antibiyotiklerin
yaygin ve yanlis kullanimi sonucunda, patojen mikroorganizmalarin antibiyotiklere direncli
hale gelmesi, yeni tedavi yontemleri bulmayr zorunlu kilmistir. Yeni bir antibiyotigin
bulunmasi hem zor hem de ¢ok pahali oldugundan, bu alanda ¢alisan arastirmacilar, dikkatlerini

antimikrobiyal 6zellikteki bakteriyosinler {izerinde toplamislardir.

2.7. BIYOFIiLM iLE MUCADELEDE VYAYGIN OLARAK KULLANILAN
ANTIMIKROBIiYALLER

2.7.1. KLORHEKZIDIN DIGLUKONAT (CHX)

Klorhekzidin diglukonat (CHX), giinlimiizde kullanilan dezenfektanlar arasinda en ¢ok tercih
edilenlerden biridir. Ozellikle ag1z florasinda bulunan ve enfeksiyonel hastaliklara neden olan
patojen bakterilerin inhibisyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir (89). Gram-pozitif, Gram-
negatif patojenler ve mantarlar {izerinde genis spektrumlu bakterisidal etkiye sahiptir. Yapilan
caligmalar, CHX in ¢ok giiclii antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu; fakat insanlarda az da olsa
toksik etki gosterdigini ortaya koymustur. Toksik etkisinin az olusu, CHX’in diger
antimikrobiyaller arasinda en ¢ok tercih edilen ajan olmasinin en 6nemli nedenleri arasinda yer
almaktadir. Bir diger onemli 6zelligi ise, antimikrobiyal etkisinin kullanildig1 yiizeyde uzun

stire kalmasidir (90).
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CHX amfipatik yapida bir molekiill olup, genellikle bakterilerin hiicre ylizeyindeki
fosfolipidlerle ve proteinlerle etkilesime girer. CHX’in hiicre zarinda bulunan bu molekiillerle
etkilesime girmesi sonucunda hiicrenin zar biitiinligli ve iyon dengesi bozulur. Yiiksek
konsantrasyonlarda CHX ise, hiicre zarinin tamaminin yikimina neden olur. CHX, o6zellikle
vankomisin-direngli enterokoklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Glikopeptit
yapida bir antibiyotik olan vankomisin, patojen bakterilerin, Ozellikle enterokoklarin,
peptidoglikan yapiminda 6ncii olarak kullanilan D-alanil-D-alanin rezidiileri ile kompleks
yapida bilesikler olusturarak peptidoglikan sentezini engellemektedir. Fakat enterokok
suslarinin biiyiik bir kism1 bu duruma kars1 direng gelistirmistir. Ozellikle Van-A ve Van-B
tipindeki vankomisine direngli olan enterokok (VRE) suslari, transpozonlar araciligi ile
vankomisin diren¢ genlerini kazanmalar1 sonucunda hiicre duvarini sentezlemek i¢in alternatif
yollar gelistirmislerdir (14,91). Suslarin kendi biinyelerine aldiklar1 direng genleri sayesinde
hiicre duvari yapiminda kullanilan ve vankomisin antibiyotigiyle kompleks olusturan D-alanil-
D-alanin rezidiileri yerine, D-alanil-D-laktat rezidiileri kullanilmaya baslanmistir. Vankomisin
ise, D-alanil-D-laktat rezidiisii i¢in olduk¢a diisiik bir affiniteye sahiptir. Bu Onciilleri
kullanarak ¢apraz baglarla olusturduklari hiicre duvari yapilari, vankomisin antibiyotigine kars1
olduk¢a direnglidir (92). Dolasiyla vankomisin direng¢ genlerine sahip enterokoklar ile

miicadelede bu antibiyotigin kullanim1 sonu¢ vermemektedir.

Vankomisin-direngli enterokoklarin da dahil oldugu hastane kaynakli enfeksiyonlarin
giderilmesi i¢in saglik kurumlari tarafindan gerekli onlemler dikkatle alinmaya ¢alisiimaktadir.
Enfeksiyonlarla miicadelede en ¢ok kullanilan yontemlerden biri de, 6zellikle enterokoklarin
kolonizasyonu sonucu enfeksiyon kaynagi olarak goriilen santral venoz kataterlerin CHX’e
batirilarak kullanilmasidir. Hastanelerin yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarin
temizliginde, hastalarin da lizerinde bir miiddet kalacak sekilde, CHX’den yararlanilmaktadir.
Ayrica hastane giysileri, i¢gine CHX konulmus suyla yikandiktan sonra hastalar icin
kullanilmaktadir. Boylece hastalarin cildi lizerinde siirekli olarak CHX bulunmakta ve cesitli
enfeksiyonlara karsi hastayr korumaktadir (92). Yapilan calismalar sonrasinda, CHX’in
insanlar tarafindan antiseptik olarak kullaniminin ¢ok diisiik oranlarda duyarliliga neden oldugu
saptanmistir. Ozellikle yogun bakim iinitesinde yatan hastalardaki kullanim konsantrasyonu %
2-4 arasinda degismekte olup, cilt lizerinde neden oldugu herhangi bir irritasyona heniiz
rastlanmamistir. Fakat hayvanlarla yapilan deneylerde CHX’in direk olarak noéral dokulara

uygulanmasinin ardindan, hayvanlarda menenjil toksisiteye rastlanmistir. CHX kuru olarak
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kullanildiginda, cilt tizerindeki uygulamasi ¢ok daha kolay hale gelmektedir ve ayn1 zamanda
epidural, kranial ve norosirurji islemlerinde de uygulamasi pratik ve gilivenlidir. Vajinal
enfeksiyonlarda ise %0.05-1 konsantrasyonlarinda kullanildiginda yan etkilerinin minimum
seviyeye indigi gézlenmistir. Ancak CHX’in uygulamalar1 esnasinda goz ve kulak ¢evresine

ayrica dikkat edilmesi gerektigi vurgulanmaktadir (90).

CHX’in genis bir etki spektrumuna sahip olmasi nedeniyle uzun zamandir yogun bir sekilde
kullanilmasi, arastirmacilarin bu ajana karst zaman igerisinde mikroorganizmalarin direng
kazanma olasiligin1 gz oniinde bulundurmasina yol agmistir. Bu konuda arastirmalar halen

siirdiiriilmektedir.
2.7.2. SODYUM HIiPOKLORIT (NAOCL)

Hipoklorit soliisyonlari ilk olarak agartici ajanlar (bleaching agent) olarak hayatimiza girmistir.
Ilerleyen zamanlarda ise sodyum hipoklorit, Labarraque tarafindan logusalarda ve ardindan
diger enfeksiyon hastalarinda tedavi amagli olarak kullanilmaya baglanmistir (93). 19. yiizyilin
sonlarina dogru Koch ve Pasteur tarafindan yapilan kontrollii deneylerin sonucunda, sodyum
hipoklorit o donemdeki en etkili dezenfektan olarak belirlenmis ve kullanimi oldukca
yayginlasmistir (94). Birinci Diinya Savasi sirasinda ise kimyager Henry Drysdale Dakin ve
cerrah Alexis Carrel, %0.5 konsantrasyonundaki sodyum hipoklorit soliisyonunu acik yaralarin
tedavisinde ve dezenfeksiyonunda kullanmislardir (95). Genis spektrumlu olmasinin yaninda,
sodyum hipokloritin mikroorganizmalar lizerinde spesifik olmayan dldiirme 6zelliginin olmasi,
ayn1 zamanda sporosidal ve viriisidal olmas1 ve nekrotik dokular1 ¢dzebilmesi en Snemli
ozellikleri arasinda yer almaktadir. Sodyum hipokloritin biitlin bu 06zellikleri, 6zellikle

endodonti alaninda en ¢ok kullanilan antimikrobiyal olmasini saglamistir (93,96).
Sodyum hipokloritin etki mekanizmasini gosteren denklem su sekildedir;
NaOCl + H20 <> NaOH + HOCl <> Na+ OH + H + OCI

Bu kimyasal reaksiyon yorumlandiginda, sodyum hipokloritin, organik asitlerle ve yag
asitleriyle kimyasal tepkimeye girerek onlar1 yag asidi tuzlarmma (sabun) ve gliserole
doniistiirdiigii ve kalan soliisyonun bu sekilde yilizey gerilimini azalttigi anlagilmaktadir (97).
Sodyum hipoklorit soliisyonu, aminoasitleri nétralize ederek su ve tuz olusturmaktadir.

Notralizasyon esnasinda hidroksil iyonlar1 (OH"), sodyum hipoklorit bilesiginden ayrilarak,
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salindiklar1 ortamin pH degerini bazik hale getirirler. Sodyum hipoklorit ¢ozeltisi iginde
bulunan bir diger kimyasal ise hipokloréz asitidir. Hipokloréz asit, organik dokularla
tepkimeye girerek ortama Klor (CI") iyonunun verilmesini saglar. Ortamdaki Cl iyonlari ise,
protein molekiillerinin amino grubuyla birleserek kloramin bilesiklerini olusturur ve sonucta
hiicre metabolizmasini olumsuz yonde etkilerler. Hipoklordz asit (HOCI") ve hipoklorit iyonlari
(OCI") aminoasit degredasyonuna ve hidrolize neden olurlar (97). Ortamdaki serbest CI°
iyonlar1 ise, bakteri enzimlerinin siilfhidril gruplarmma (SH") tersinir olmayan bir sekilde
baglanarak oksitlenme tepkimesine sokar ve bdylece enzimlerin inhibisyonuna neden olur.

NaOCl ¢ozeltisi antimikrobiyal etkisini 6zetle bu sekilde gostermis olur (97,98).

NaOCl ¢ok giiclii bir bazdir (pH > 11). Daha 6nce de belirtildigi gibi NaOCl’nin ¢ok etkili bir
antimikrobiyal olmasinin temel sebeplerinden biri yapisindaki OH™ iyonlarmin ¢dziinerek
ortamin pH’sin1 yiikseltmesidir (99). NaOCI’nin ortamin pH’sin1 yiikseltmesiyle, bu bilesigi
olusturan diger kimyasallar ortama salinir ve bakteri hiicresinin hiicre zar1 biitlinliigiinii bozar.
Bunun yani sira lipit peroksidasyonu ile fosfolipit degredasyonuna ve hiicre metabolizmasinda
degisimlere yol agar (99). Ortama verdikleri hidroksil iyonlariyla veya kloraminasyon
reaksiyonuyla, bakterilerin metabolizmasi i¢in ¢ok biiylik 6nem tasiyan enzimlerin tersinir
olmayan sekilde inhibisyonuna neden olarak antimikrobiyal etkilerini gosterirler. Ayni
zamanda NaOCI, saponifikasyon reaksiyonuyla yag asitlerini ve lipitleri, sabun ve gliserole
doniistiirerek organik dokular1 ¢ozebilmektedir. Endodontide NaOCl'nin en ¢ok bu

ozelliginden yararlanilmaktadir (93).

NaOCI’nin antimikrobiyal etkisini 6lgmek amaciyla giiniimiize kadar birgok in vitro ¢aligma
yapilmistir. Bu calismalarin en Onemlilerinden biri, Walker vd., (1936) tarafindan cift
mukavemetli klorlu soda (%5 NaOCI) ile endodonti alaninda yapilan ¢alismadir (100). Bu
caligmadan sonra yiiriitiilen ¢aligmalarda ise endodonti alaninda kék kanallari dezenfeksiyonu
icin kullanilacak daha etkili bir dezenfektan bulunamamaistir. Benzer bir ¢calisma, Siquera vd.,
(2011) tarafindan yine endodonti alaninda yapilmis ve %4 konsantrasyona sahip NaOCI
ajaninin, kok kanalinda enfeksiyon olusturan E. faecalis susunu inhibe ettigini gostermislerdir
(101). Gomes vd., (2001) NaOCl ile yaptiklari calismalarda, NaOCI’nin dezenfektan olarak en
iyi sekilde etkisini gosterebildigi 5 farkli konsantrasyon oranini (%0.5, %1, %2.5, %4 ve %5)
hesaplamiglar ve bu araliklarda ozellikle E. faecalis susunu ortamdan eradike ettigini

bildirmislerdir (102). NaOCI’nin dezenfektan olarak ¢ok fazla kullanim alanina sahip olmasina
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ragmen, yapilan calismalar bu ajanin bir takim dezavantajlara sahip oldugunu gostermistir.
NaOCl’'nin en ¢ok rastlanan dezavantajlarindan biri, metal korozyonuna neden olmasidir.
Ozellikle tibbi cihazlarm temizliginde yaygin olarak kullanilan NaOCI, ¢ok yogun kullanildig
takdirde ozellikle metal yilizeylerin ¢atlamasina, oksitlenmesine ve metal yiizey geriliminin
diismesine neden olmaktadir (103). Bu nedenle NaOCI’nin kullanim araligina her zaman dikkat

edilmelidir.
2.7.3. ETILENDIAMIN TETRA ASETIK ASIiT (EDTA)

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) ¢ok iyi bilinen bir metal selatlama ajanidir. EDTA genel
olarak dis ve dis eti hastalarinda goriilen enfeksiyonlarin tedavisinde, tibbi cihazlarin
temizliginde, veterinerlik alaninda, yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarin cerrahi
yaralarinin temizlenmesinde ve agir metal iyonlariyla zehirlenme vakasi goriilen hastalarin
tedavisinde kullanilan genis spektrumlu bir dezenfektandir. Ozellikle yaralarin tedavisi
esnasinda kullanildiginda, metalloproteinaz enzimlerini inhibe ederek doku onarimina
yardimer olmaktadir (104). Yapilan calismalar sonucunda, EDTA’nin 6zellikle katater ve
benzeri ylizeylerde olusan biyofilmlerin eradikasyonunda farkli ajanlarla (¢esitli antibiyotikler,
sitrik asit, polihekzametil bisguanid ve glimiis gibi) beraber kullanildiginda daha yiiksek
diizeyde aktivite gosterdigi saptanmustir (105).

EDTA’nin en énemli 6zelliklerinden birisi de, biyofilmin yapisinda bulunan ¢esitli iyonlarin
(magnezyum, bakir, ¢inko, demir vb) dengesini bozarak ve bakterinin hiicre duvarini
selatlayarak, ayni anda hem biyofilmin ortamdan eradikasyonuna, hem de patojen bakterilerin

oliimiine neden olmasidir (105).

Patojen mikroorganizmalar cerrahi yaralarin iizerini kontamine ederek, biyofilm yapisi
olustururlar. Olusturduklar1 biyofilmin etrafin1 ise EPS ile kapatarak, biyofilmin kaliciligini
saglamaktadirlar. EPS, biyofilmi antimikrobiyallere kars1 korumakta ve biyofilmin hem cesitli
ajanlara hem de zorlu ¢evresel kosullara kars1 direncini arttirmaktadir. Bu nedenle genel olarak,
biyofilmlerin eradikasyonu i¢in antimikrobiyaller tek baslarina kullanildiginda yeterince etki
edememektedir. Bu durumun en 6nemli nedenlerinden biri de, daha once de belirtildigi gibi,
piyasada var olan ve yaygin bir sekilde kullanilan dezenfektanlarin biyofilmlerin eradikasyonu
icin degil, daha ¢ok mikroorganizmalarin planktonik formlarimi ortadan kaldirmaya yonelik

olarak tasarlanmasindan kaynaklanmaktadir. EDTA ise, ¢ok uzun yillardan beri EPS
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ekstraksiyonunda kullanilmaktadir. EPS ekstraksiyonunun en 6nemli amaci, EPS’yi olusturan
kimyasal bilesenleri ac¢iga ¢ikartmaktir. EDTA ise, EPS’nin katyon konsantrasyonunu
degistirerek, EPS’nin suda ¢oziiniirliigiinii arttirmakta ve beraberinde birgok antimikrobiyal
ajanin  biyofilmin i¢ine niifus etmesini saglamaktadir (105,106). EDTA’nin diger
dezenfektanlarla, antibiyotiklerle ve enzimlerle ikili kombinasyonlar halinde kullanilmasi
sonucunda hem biyofilmlerin eradikasyonunda hem de yeni biyofilm yapilarinin olusumunun

engellenmesinde basarili sonuglar elde edilmistir (107).
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3. GEREKCE VE AMAC

Biyofilm yapilar1, mikrobiyal iiremenin predominant formudur. Basta bakteriler olmak iizere
bircok mikroorganizma tiirli, cevresel stres kosullarmma yanit olarak biyofilm yapisi
olusturmaktadir. Tek ya da ¢ok sayida bakteri tiirlinden olusabilen biyofilm yapilari, klasik
sanitasyon, dezenfeksiyon ve sterilizasyon ajanlari ve yontemlerine karsi, bu tiirlerin
planktonik formlarindan ¢ok daha yiiksek diizeyde direng gostermektedir. Biyofilm yapilarinin
bu 6zellikleri, onlar1 klinik ve endiistriyel kontaminasyonlarin ana kaynagi haline getirmistir.
Gerek mikrobiyal enfeksiyon ve kontaminasyonlarla miicadelede kullanilan klasik ajanlarin,
biyofilm yapilarinin olusumunun engellenmesinde ve eradikasyonunda yetersiz kalmasi ve
gerekse bu ajanlarin uygulanan materyal yaninda insan sagligina ve ¢evreye karsi da olumsuz
etkiler icermesi, biyofilm yapilari ile miicadelede yesil biyoteknolojik ajanlarin ve yontemlerin

gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir.

Bilimsel ve teknolojik gereksinimler dogrultusunda tasarladigimiz ¢calismamizda temel amag;
tiim diinyada klinik ve endiistriyel anlamda ciddi bir sorun haline gelen E. faecalis biyofilm
yapilarinin olusumunun engellenmesi ve var olan biyofilmlerin eradikasyonunda yeni ve etkin
bir yesil biyoteknolojik ajanin tanimlanmasi ve uygulama yonteminin gelistirilmesidir. Bu
amagla oncelikle; peynir starter kiiltlirlerinin temel bileseni olan Lactococcus lactis subsp.
lactis tarafindan iiretilen nisin bakteriyosininin saf formunun ve aragtirma grubumuz tarafindan
izole edilerek tanimlanan nisin {ireticisi Lactococcus lactis subsp. lactis LL27 susunun nisin
tiretimi ve etkinligi bakimindan optimize edilmis bir mutantinin (Lactococcus lactis subsp.
lactis LAC339, Simsek vd., 2009) E. faecalis biyofilminin olusumu ve eradikasyonu tizerine
etkinligi ve bu etkinligin biyolojik esasini tanimlamaktir. Nisin, Gram-pozitif bakteriyel
kontaminasyonlarla miicadelede kullanilan, insan ve ¢evre iizerinde yan etki igermeyen GRAS
(Generally Recognized As Safe) bir bakteriyosin olarak tanimlanmistir. Ancak nisinin E.
faecalis biyofilm yapilari iizerinde etkinliginin arastirildigi bir ¢alisma ise heniiz yoktur. E.
faecalis’in planktonik formlarina karsi nisinin yiiksek diizeyde etkinlik gosterdigi ise yine
calisma grubumuz tarafindan belirlenmistir (9). Bu verilerden hareketle, E. faecalis
biyofilmlerine kars1 miicadelede etkinligi arastirilacak ajanlar arasinda "nisin" ilk sirada yer

almistir.
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Calismanin ikinci asamasinda ise nisinin klinik ve endiistriyel amaglarla kullanilan ticari
dezenfektanlarla degisik oranlarda kombinasyonunun etkinligi arastirilmistir. Burada hedef,
nisinin ¢esitli dezenfektanlar ile kombine edilmesi sonucu, biyofilm yapilarinin olusumunun
engellenmesi ve eradikasyonunda uygulanacak etkin dezenfektan konsantrasyonunun
diistiriilmesi suretiyle, sz konusu dezenfektanlarin insan saglig1 ve gevre iizerindeki olumsuz

etkilerinin en aza indirilmesidir.

Gerek saf nisin ve gerekse nisin {iretici sus ile E. faecalis biyofilm yapilarinin engellenmesi ve
eradikasyonunda etkin ve uygulanabilir bir konsantrasyon ve yoOntemin tespiti, ¢alisma
sonuclarinin sadece lilkemiz genelinde degil evrensel 6l¢ekte uygulama alani bulmasi anlamina
gelmektedir. Calismada kullanilacak nisin iireticisi susun Tiirkiye kaynakli olmasi ve sadece
aragtirma grubumuzda bulunmasi da ileride bu ¢alismamizdan yola ¢ikilarak {iretilecek bir
miicadele ajaninin patentlenmesi olanagini doguracaktir. Calismanin ikinci asamasi olarak
tasarlanan nisinin ticari dezenfektanlar ile birlikte kullanim olanaklarinin arastiriimasi
caligmalarinin basarili sonuglar vermesi, nisinin tek basina uygulamalarinin miimkiin olmadigi
kosullarda kullanilan dezenfektanin etkinligini arttiracak ve birlikte kullanildig1 dezenfektanin,
s06z konusu dezenfektanin tek basina kullanilmas1 durumundaki konsantrasyona kiyasla, daha

diistiik miktarlarda kullanimina olanak taniyacaktir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL
4.1.1. CALISMADA KULLANILAN BAKTERILER VE GELISME KOSULLARI

Tez calismasinda kullanilan 4 adet E. faecalis susu (gida kokenli E. faecalis 73 ve 74 kodlu
suslar ve klinik kokenli E. faecalis 79 ve 114 kodlu suslar) ve 2 adet kontrol susu (E. faecalis
ATCC OGLI1RF ve E. faecalis ATCC 29212), nisin {ireticisi Lactococcus lactis subsp. lactis
LL27 ve Lactococcus lactis subsp. lactis LL27 susunun nisin tiretimi ve etkinligi bakimimdan
optimize edilmis bir mutant1 (Lactococcus lactis subsp. lactis LAC339, Simsek vd., 2009)
(Tablo 4.1 ve 4.2) Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Prokaryot Genetigi
Laboratuvar1 biinyesinde olusturulan kiiltiir koleksiyonundan saglanmigtir. Stok kiiltiirler, -
80°C’de %15 gliserol ilave edilen Tryptic Soy Broth (TSB) sivi besin ortaminda
saklanmaktadir. Calisma siiresince kullanilan kiiltiirler, stok soliisyonlarindan alinarak 1/10
oraninda TSB s1v1 besin ortamina inokiile edilmis ve 37°C’de 1 gece gelistirildikten sonra

denemeye alinmistir.

Tablo 4.1. Calismada kullanilan Enterococcus faecalis suslar

Susun Cinsi Susun Kodu
E. faecalis ATCC 29212
E. faecalis ATCC OGI1RF
E. faecalis 73

E. faecalis 74

E. faecalis 79

E. faecalis 114
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Tablo 4.2. Lactococcus lactis subsp. lactis suslart

Susun Cinsi Susun Kodu
Lactococcus lactis subsp. lactis LL27
Lactococcus lactis subsp. lactis LAC339

Micrococcus luteus

Indikator sus

4.1.2. BESIYERLERI

Tablo 4.3. Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck, Germany)

Icerik g/L
Pepton (Kazein’den) 17 ¢
Pepton (Soya’dan) 39
di-Potasyum Hidrojen Fosfat 250
D(+)-Glikoz 2.5mL
NaCl 59

Besiyeri igerikleri 800 mL dH20 igerisinde ¢oziildiikten sonra besiyeri hacmi yine dH20 ile

1000 mL’ye tamamlanmistir. Ortam pH’s1 7.3 £ 0.02’ye ayarlandiktan sonra s1vi besiyeri cam

tiplere dagitilmis ve otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilizasyonun ardindan c¢aligmalarda

kullanilmustir.

Tablo 4.4. Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (Merck, Germany)

Icerik g/L
Tripton (Fluka, France) 10 g
Maya ekstrati (Merck, Germany) 50

Sodyum kloriir (Merck, Germany) 10 g
Agar (Merck, Germany) 15¢g

Besiyeri igerikleri 800 mL steril dH20 igerisinde ¢oziildiikten sonra besiyeri hacmi yine dH20

ile 1000 mL’ye tamamlanmistir. Ortam pH’s1 7.0 = 0.2’ye ayarlandiktan sonra sivi besiyeri
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cam tiiplere dagitilmig ve otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilizasyonun ardindan ¢alismalarda

kullanilmistir. Kat1 besiyerleri igin, bu ortama 15 g agar ilave edildikten sonra, otoklavda 121

°C’de 15 dk sterilizasyonun ardindan besiyeri su banyosunda 50 °C’ye kadar sogutulup, steril

petrilere dokiilmiistiir.

Tablo 4.5. M17 Broth (Merck, US)

Icerik g/L
Polipepton 59
Fitopepton 59
Maya ekstrakti 2509
Et ekstrakti 50
B-disodyum gliserofosfat 199
Laktoz (%10) 50 mL
MgSO4.7H.0 1mL
Askorbik asit 05¢g

Besiyeri igerikleri 950 mL steril dH20 igerisinde ¢6ziildiikten sonra, ortam pH’s1 7.2 = 0.2’ye

ayarlanarak, otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilizasyon islemi gergeklestirilmistir. Bu islemin

ardindan, besiyeri su banyosunda 45 °C’ye sogutulduktan sonra, ayri sterilize edilen laktoz

cozeltisi (50 mL) ilave edilerek hazirlanan besiyeri ¢alismalarda kullanilmistir.

Tablo 4.6. Miiller-Hinton Broth (Oxoid, UK)

Icerik g/L
Et ekstrakti 3049
Kazein hidrolizat 1759
Nisasta 15¢g

Besiyeri igerikleri 800 mL dH20 igerisinde ¢oziildiikten sonra besiyeri hacmi yine dH20 ile

1000 mL’ye tamamlanmistir. Ortam pH’s1 7.3 + 0.1’ye ayarlandiktan sonra siv1 besiyeri cam

41



tiiplere dagitilmis ve otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilizasyonun ardindan caligmalarda

kullanilmistir.

4.1.3. DEZENFEKTANLAR VE COZELTIiLER

4.1.3.1. Dezenfektanlar
Ticari Nisin (Nisaplin®)

Ticari nisin (Nisaplin®, SIGMA-ALDRICH), %2.5 oraninda nisin bakteriyosini igermektedir.
Toz halindeki bu bakteriyosin, 0.02 N HCI ¢6zeltisi igerisinde ¢oziildiikten sonra, 0.45um por
capindaki filtreden gecirilip, 6nceden steril edilmis olan mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.
Calismada kullanilan nisin ¢ozeltisi, her susun MIK degeri esas alinarak, denemelerden 6nce

taze hazirlanmistir.
Klorhekzidin diglukonat (CHX)

Calismada kullanilan CHX (SIGMA-ALDRICH) konsantrasyonlar1 oldukca diisiik oldugu i¢in,
oncelikle %20 konsantrasyona sahip olan stok CHX c¢ozeltileri olusturulmus, ardindan
caligmada kullanilacak olan konsantrasyonlar, stok soliisyonun su ile diliie edilmesi yoluyla

hazirlanmistir.
Sodyum hipoklorit (NaOCI)

Calismada kullanilan NaOCl’nin (SIGMA-ALDRICH) c¢alismada kullanilacak dozlariin
hazirlanmas1 amactyla, %10’ luk NaOCI ¢ozeltisi su ile seyreltilerek %5°lik NaOCl stok ¢ozelti
hazirlanmig, ardindan ¢aligmada kullanilacak olan konsantrasyonlar, %5°lik stok soliisyonun

su ile diliisyonu yoluyla elde edilmistir.
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)

0.01M EDTA ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; oncelikle 0,1g MgSO4.7H20 tuzu tartilmis ve 100 mL
steril su ile c¢ozelti haline getirilmistir. NaOH tampon c¢ozeltisiyle EDTA’nin tam olarak
¢cOziinmesi saglandiktan sonra 121 °C’de 15 dakika boyunca otoklavda sterilize edilen ¢ozelti

denemelerde kullanilmistir.

42



Tablo 4.7. Fosfatla Tamponlanmig Tuz (PBS)

Icerik g/L
NaCl 8¢
KCl 0.2g
NazHPO, 144
KHPO, 0.24g

Icerikler 800 mL steril dHO igerisinde ¢oziildiikten sonra, ¢dzeltinin hacmi yine dH,0O ile 1000
mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti, otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilizasyonun

ardindan ¢alismalarda kullanilmistir.

Tablo 4.8. Alkol / Aseton Cozeltisi

Icerik L
Saf etanol 80 mL
Aseton 20 mL

Tablo 4.9. Evrensel Notralizan

Icerik g/L
L-Histidin 1g
L-Sistein 19
Indirgenmis glutatyon 29
ddH.0O 20 mL

Hazirlanan ¢o6zelti, otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilizasyonun ardindan c¢alismalarda

kullanilmustir.
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4.2. YONTEM

4.2.1. ENTEROCOCCUS SUSLARININ BiYOFIiLM URETIM OZELLIKLERININ
ARASTIRILMASI

[zolatlarmn biyofilm olusturma 6zelliklerinin arastirilimasinda Extremina vd., (2010) tarafindan
onerilen yontem kullanilmistir (108). Trypticase Soy Broth (TSB) sivi ortaminda 37°C’de 18
saat gelistirilen enterokok izolatlari, yine TSB ortami kullanilarak 1:10 oraninda seyreltildikten
sonra 12 kuyulu polistiren mikrodiliisyon plaklarina inokiile edilmis ve farkli inkiibasyon
stirelerindeki biyofilm iiretim diizeylerinin belirlenmesi amaci ile 37 °C’de 24, 48 ve 72 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon bitiminde tutunmayan hiicrelerin
uzaklastirilmas1 amaci ile kuyular 3’er defa fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS) ile
yikanmis ve olusan biyofilm tabakasi 1 saat boyunca 60 °C’de kurumaya birakilmistir.
Ardindan olusan biyofilmler 210 pl %95°lik metanolde 20 dk boyunca bekletilmistir. Siirenin
bitimiyle metanol kuyulardan uzaklastirilarak, 210 pl %1°lik kristal viyole kuyulara eklenmis
ve boya 20 dk boyunca ates basinda kurutularak plaklardaki biyofilm yapisinin boyanmasi
saglanmistir. Ardindan kuyulara 200 ul alkol + aseton ¢ozeltisi (%80 etanol + %20 aseton)
ilave edilerek 30 dk boyunca oda sicakliginda bekletilmis ve biyofilm yapisi igerisinde tutulan
boyanin ¢oziinmesi saglanmistir. Son olarak olusan biyofilm yapisinin yogunlugu
spektrofotometre yardimi ile 595 nm dalga boyunda Elisa Reader (Perkin Elmer, US) cihazi ile
dliilmiistiir. Olgiimler sonucunda bakteri kiiltiirleri i¢in elde edilen OD degerlerine gore
biyofilm iiretim 6zellikleri tanimlanmistir. ODsg5<0.120 biyofilm tiretmeyen, 0.120 < ODsgs <
0.240 zay1f biyofilm iireticisi, ODsgs > 0.240 ise giiclii biyofilm iireticisi bakteri 6rnekleri olarak

degerlendirilmistir. Biyofilm denemeleri 3 paralel 2 tekrar seklinde gerceklestirilmistir.

422. L. LACTIS LL27 VE L. LACTIS LAC339 SUSLARININ BAKTERIYOSIN
URETIM OZELLIKLERININ KUYU DIFUZYON YONTEMI iLE ARASTIRILMASI

Denemelerde kullanilan nisin tireticisi olan L. lactis LL27 susu %1 fruktoz (w/v) igeren M17
besiyerinde, 30 °C’de, anaerob kosullarda gelistirilirken, L.lactis LL27 susunun nisin iiretimi
ve etkinligi bakimindan optimize edilmis mutanti olan L.lactis LAC339 susu tasidigi plazmidin
antibiyotik direnci igermesi nedeni ile 5 pg/mL eritromisin ve %1 fruktoz (w/v) igeren M17
besiyeri icerisinde, 30 °C’de anaerob kosullarda gelistirilmistir. Indikator sus olan Micrococcus

luteus ise LB broth ortaminda 30 °C’de 18 saat gelistirilmistir.
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Antimikrobiyal aktiviteye sahip suslarin bakteriyosin tiretim 6zelliginin kuyu difiizyon yontemi
ile belirlenmesi i¢in; 37 °C’de 18 saat gelistirilen kiiltiirler, 6000 devirde 15 dakika siireyle
santrifiij edilmistir. Uretilen bakteriyosin, hiicre disina saliacag igin santrifiij sonrasinda iist
stv1 steril tiiplere aktarilmis ve ortam pH’s1 6N NaOH ile pH 6.5-7’ye ayarlanarak notralize
edilmistir. Bu asamada asitlikten kaynaklanacak inhibisyon nedeni ile olusabilecek hatalarin
online gegilmesi hedeflenmistir. Notralize edilen iist sivi daha sonra 0.45 pum por capl
membran filtrelerden gegirilerek steril edilmistir. LB broth ortaminda gelistirilen indikator
bakteri, %0.7 oraninda agar igeren SmL yumusak agar (LB) ortamina inokiile edilmis ve GM17
agar plaklarinin iizerine ikinci bir tabaka halinde homojen sekilde yayilmistir. Ortamin
katilasmasinin ardindan agar iizerinde 6 mm ¢apinda kuyucuklar agilmis ve bakteri {ist sivilar
acilan kuyucuklara 100 pl olacak sekilde aktarilmistir. Kontrol kuyusuna ise 100 ul steril PBS
ilave edilmistir. Indikatér susun gelisme kosulu olan 30 °C’de inkiibasyonun ardindan,
kuyularin etrafinda olusan berrak zonlar Olciilerek inhibisyon etkinlikleri degerlendirilmistir
(109).

4.2.3. MINIMUM INHIBIiSYON KONSANTRASYONU (MIK) VE MINIMUM
BAKTERISIDAL KONSANTRASYONUNUN (MBC) BELIRLENMESI

Bu denemelerde nisin ve dezenfektanlarin [Klorhekzidin diglukonat (CHX), Etilendiamin tetra
asetik asit (EDTA) ve Sodyum hipoklorit (NaOCI)], test bakterilerine kars1 etkisi, MiK ve
MBC diizeyleri Tong vd. (2014) esas alinarak belirlenmistir (110). Bu amagla test bakterilerinin
planktonik formlari kullanilmigtir. Kullanilan dezenfektanlar ve nisin, bir sonraki kuyuda 2 kat
oraninda azalacak sekilde ayarlanmis ve kuyulara eklenmistir. Ardindan 18 saatlik E. faecalis
kiiltiirleri yaklasik 10® cfu/mL (ODezs, 0.08-0.13) olacak sekilde TSB besi ortaminda diliie
edilerek caligsmalar i¢in standart bir degere getirilmistir. TSB besi ortaminda hazirlanan bakteri
soliisyonlar1 1:10 oraninda diliie edildikten sonra, 96 kuyucuklu mikrotitre plaklarina inokiile
edilmis ve 37 °C’de 18 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda ise,
kullanilan dezenfektanlarin, bakteri kiiltiirlerinin tiremesini engelledigi en diisiik konsantrasyon

MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) degeri olarak kaydedilmistir.

Kullanilan dezenfektanlarin ve nisin bakteriyosinlerinin MIK degerlerinin hesaplanmasinin
ardindan, minimum bakterisidal konsantrasyonlarinin (MBC) hesaplanmasi asamasina

gecilmistir. Belirlenen MIK degerleri, bakteri gelisimini engelleyen en diisiik antimikrobiyal
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ajan konsantrasyonlarini ifade ederken, MBC degerleri ise, incelenen bakterinin %99,9 unu
oldiiren en diisiik antibiyotik konsantrasyonu (mg/L veya pg/mL) olarak tanimlanmaktadir.
MBC degerlerinin hesaplanmasinda, MIK degerleri belirlenirken kullanilan 96 kuyucuklu
mikrotitre plaklarindan 100’er uL alinmig ve 900 uL steril PBS iizerine ilave edilerek seri
diliisyonlar1 gergeklestirilmistir. Dillie edilen bakteri siispansiyonlarindan 10’ar pL alinip
Miiller-Hinton Agar (MHA) plaklarina damlatilmig ve 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir (Sekil 4.1). 24 saatlik inkiibasyonun bitiminde MHA plaklarindan canli hiicre
sayimi yapilmak suretiyle MBC’ler belirlenmistir. MBC degerlerinin hesaplanmasinda
asagidaki formiiller kullanilmistir;

Logaritmik 6lim:

Log-6liim = [log] 10(baslangi¢ cfu/mL)-[log]_10(kalan cfu/mL)

Yiizde 6liim:

% oliim = [1-(kalan cfu/mL)/(baslangi¢ cfu/mL)] x 100

Canli hiicre yiizdesi:

% Canl1 hiicre = [(dezenfektan sonrasi kalan cfu/mL)/(baslangi¢ cfu/mL)] x 100

Logaritmik yiizde canli hiicre :

Log % canl1 hiicre = [log] 10 (%canl1 hiicre)
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Sekil 4.1. MBC hesaplanmasinda kullanilan mikrodiliisyon yontemi (111)
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4.2.4. ZAMAN - OLUM (TIME-KILL) DENEMESI

Calismada kullanilan dezenfektanlarin etki siirelerinin belirlenmesinde Tong vd. (2014)
tarafindan 6nerilen yontem kullanilmistir (110). Bu yéntemin MIK ve MBC denemelerinden
temel farki denenen antimikrobiyal maddelerin etkisinin ne kadar siirede gergekleseceginin
tespitine olanak tanimasidir. Bir diger fark ise kullanilan dezenfektanin etkisinin bakterisidal
ya da bakteriyostatik karakterinin tanimlanmasini saglamasidir. Bu amagla ilk olarak 18 saatlik
aktif E. faecalis kiiltiirleri yaklasik 107 cfu/mL olacak sekilde TSB besi ortaminda diliie
edilmistir. Ardindan Nisin MIK degeri, CHX MIK degeri, EDTA MIK degeri, NaOCl MiK
degeri igeren TSB besiyerlerine inokiile edilmis ve oda sicakliginda 6, 12 ve 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun 6. saatinde, her tiipten 100 ul almarak, 900 pl PBS igeren
mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. Devam edilen seri diliisyonlarla 10 diizeyine
ulasilmistir. Hazirlanan her diliisyon tiipiinden (102-10®) 10’ar ul alinarak MHA ortamlarina
damla ekimler yapilmis ve 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda koloni sayimi yapilarak
mikroorganizmalarin canlilik diizeyleri, dolayisi ile dezenfektanlarin hiicreler iizerine olan
etkisi belirlenmistir. 18 ve 24 saat inkiibasyondan sonra da, 6 saat inkiibasyonun ardindan
oldugu gibi, diliisyonlar1 yapilmis olan her 6érnekten 10’ar pl alinarak MHA ortamina damla
ekim yapilmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan koloni sayimi yapilarak,
mikroorganizmalarin canlilik diizeyleri belirlenmistir. Her grup i¢in denemeler farkli giinlerde

gerceklestirilmis ve 3 tekrardan olusmustur.

4.2.5. ANTIMIKROBIiYAL MADDELERIN MiINiMAL BiYOFiLM ERADIKASYON
KONSANTRASYONLARININ (MBEC) BELIRLENMESI

Antimikrobiyal maddelerin E. faecalis’in olgun biyofilm yapilarinin eradikasyonu tizerindeki
etkisi, daha hassas inceleme olanagi saglayan MBEC (Minimal Biyofilm Eradikasyon
Konsantrasyonu) yontemi ile belirlenmistir. MBEC degerlerinin belirlenmesinde Extremina
vd. (2011) tarafindan 6nerilen yontem kullanilmistir (108). Test bakterilerinin 18 saatlik aktif
kiiltlirlerinin optik yogunlugu ODs7o’te 0.07 diizeyine ayarlanmis ve mikrotitre plaklarindaki
her kuyucuga 200 pl bakteri siispansiyonu aktarilmistir. Mikrotitre plaklarinda biyofilmin
olusmasi i¢in plaklar, yatay diizlemde calkalamak suretiyle 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyondan sonra biyofilm olusumuna katilmayan ya da gevsek tutunan

hiicreleri ortamdan uzaklastirmak amaci ile kuyular 3 kez PBS ile yikanmistir. Yikama
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asamasindan sonra biyofilm olusturulan mikrotitre plaklar1 igerisine asagida belirtilen
konsantrasyonlarda antimikrobiyal maddeler eklenerek, plaklar oda sicakliginda 12, 18 ve 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde kuyular tekrar 3 defa PBS ¢ozeltisi
ile yitkanmis ve evrensel nétralizasyon c¢ozeltisi ile 15 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Kuyular, evrensel nétralizan ile muamele edildikten sonra tekrar PBS ile 3 defa
yikanmis ve biyofilm yapis1 60 °C’de 1 saat boyunca kurumaya birakilmustir. Inkiibasyondan
sonra kuyucuklarda kalan biyofilm yapilarinin fikse edilmesi amaci ile kuyulara 200 pl %95°lik
metanol ilave edilerek 20 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Fiksasyon
isleminden sonra kuyulara, biyofilm yapisinin boyanmasi i¢in 200 pl kristal viyole eklenmis
ve plaklar oda sicakliginda 20 dakika boyunca bekletilmistir. Boyama basamagini takiben,
boyanin kuyulardan uzaklastirilmasi i¢in, kuyular dH2O ile yikanmistir. Son olarak ise
plaklarda kalan biyofilm yapilarinin iginde tutulan boya, kuyulara 200 pl etanol/aseton (% 80
/% 20, v/v) ilave edilerek ¢oziilmiistiir. Kalan biyofilm miktarini belirlemek amaci ile ¢oziinen

boya Elisa Reader (Perkin Elmer, US) cihazinda 595 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

MBEC ¢alismamizda denenen antimikrobiyallerin son konsantrasyonlart;

Nisin: 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 ve 100 1U/mL
CHX:25,1.25,1,0.8,0.6 ve 0.4 mg/L

*EDTA: 320, 160, 80, 40, 20 ve 10 mM

NaOCl: %2, 1, 0.5, 0.25, 0.05 (v/v) olarak belirlenmistir.

(*): MBEC denemelerinde EDTA ajaniin konsantrasyonunu ayarlarken daha dnce yapmis
oldugumuz MIK ve MBC c¢alismalarimizdan elde ettigimiz degerler temel alinmis ve

kullanacagimiz konsantrasyonlar mM olarak hesaplanmustir.
4.2.6. SINERJETIK ETKi (CHECKERBOARD) DENEMESI

Nisin ve diger antimikrobiyal ajanlar arasindaki sinerjetik etkinin belirlenmesi ig¢in
gerceklestirilen bu denemede Odds, (2003) tarafindan 6nerilen yontem kullanilmistir (112).
Calismada 96 kuyulu mikrodiliisyon plaginin y ekseninde nisin, her bir susun MIK degeri
dikkate alinarak, MIiK degerinin 2 kat iistii ve 4 kat alt1 olacak sekilde diliie edilmistir. X

ekseninde ise denenecek diger antimikrobiyal ajanlarin diliisyonlar1 gerceklestirilmistir. Bu
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yontemle, nisin ve diger antimikrobiyal ajanlarin fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon indeksi

(FIC) tanimlanmustir. FIC indeksinin hesaplanmasinda asagida verilen formiil kullanilmistir.

FIC index= FIC A + FIC B = (Kombinasyondaki A antimikrobiyal ajaninin MiK degeri/A
antimikrobiyal ajaninin tek basina MIK degeri) + (Kombinasyondaki B antimikrobiyal ajaninin

MIK degeri/ B antimikrobiyal ajaninin tek basina MiK degeri)
Sinerjisizm; FIC indeks <0.5 ise,

Pozitif katki etkisi; FIC indeks 0.5-4.0

Antagonizm; FIC indeks >4.0 olarak belirlenmistir.
Denemeler farkli glinlerde 3 tekrar olarak gerceklestirilmigtir.

4.2.7. TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU GORUNTULEMESI iLE NiSiN VE
DEZENFEKTANLARIN BiYOFiLM YAPILARINA ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Antimikrobiyal ajanlarin tek tek ve nisin ile birlikte olusturulan kombinasyonlarinin (Grup A)
E. faecalis biyofilm yapilar1 iizerine etkisi, O6rneklerin SEM incelemeleri sonucunda
gortintiilenmistir. Bu amagla ilk olarak E. faecalis ATCC OG1RF susu’nun TSB besi ortaminda
37 °C’de 24 saat boyunca cam iizerinde biyofilm olusturmasi saglanmistir. Calismada
kullanilan cam slaytlar lamelin elmas kesici ile SEM’in kurutma aparatina sigacak sekilde 1 x
1.3 mm boyutlarinda kesilmesi ile elde edilmistir. Cam slaytlar biyofilm denemelerinde
kullanilmadan 6nce 1 gece boyunca aseton igerisinde bekletilmistir. Aseton icerisinde gece
boyunca bekletilen camlar ardindan 30 dk boyunca deterjanli suya daldirilarak yikanmistir. Bu
islemi takiben cam yiizeyler distile su ile iyice yikanarak kurumaya birakilmistir. Son olarak
cam yiizeyler otoklavda 121 °C’de 15 dk boyunca sterilize edilmistir. Besiyeri olarak bu
caligmamizda da yine TSB kullanilmistir. Mikroplaklar igerisine 200 pl besiyeri eklenerek cam
ylizeyler kuyucuklarin igerisine birakilmigtir. Mikroplaklar daha sonra 37 °C’de 24 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra biyofilm olusumuna katilmayan ya
da gevsek tutunan hiicreleri ortamdan uzaklagtirmak amaci ile cam yiizey 3 kez PBS ile
yikanmistir. Bu asamadan sonra, iizerinde biyofilm olan yiizeye, asagida belirtilen
konsantrasyonlarda antimikrobiyal maddeler eklenerek oda sicakliginda 1 saat boyunca

inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi bitiminde cam yiizey tekrar 3 kez PBS ile
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yikanmig ve ardindan evrensel nétralizan ¢ozeltisi ile 15 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Evrensel nétralizan ile muamele edildikten sonra, yiizey tekrar PBS ile 3 kez daha
yikanmistir. Ardindan fiksasyon islemi i¢in, cam yiizey 1 gece boyunca oda sicakliginda %2.5
glutaraldehit ¢ozeltisinde inkiibe edilmistir. Bu asamadan sonra 3 kez PBS ile yikama basamagi
tekrar edilmis ve yiizey, dehidrasyon basamagi i¢in asamali olarak, diisiik derisimden ytiksek
derisime dogru etanol igerisinde (%25-%35-%50-%70-%90 ve %100 v/v) bekletilmistir.
Dehidrasyon isleminden sonra drnekler kurutma basamagina alinmistir. Ortamin sicakligina ve
materyalin biiyiikliigiine gore kurutma siiresi degismektedir. Biyofilmlerde ylizey degisimleri
onemli oldugu i¢in, drneklerde kritik nokta kurutmasi uygulanmistir. Bu yontemde kullanilan
cihaz (Emitech, K850X) biyofilm {iizerindeki etanol ile sivi CO2’nin yerinin degismesini
saglamaktadir. Cihazda bulunan vana ag¢ildiginda, sivi COz kritik noktada, belirli basingta ve
sicaklikta (35 °C ve 1100 bar) gaz haline gecerken, 6rnek de deforme olmadan kurumus olur.
Ornegin hava ile temasi sifir olmalidir. Béylece &rnek yiizeyi daha az bozulur. Yiizeyin
goriintiilenebilmesi i¢in elektron yansitic / elektron saptirici bir madde olan altin-paladium ile
kaplanmasi gerekmektedir. Ayn1 zamanda bu kaplama ile kirilgan olan 6rnekler bozulmalara
kars1 korunmus olur (113). Kritik nokta kurutmasi yontemiyle kurutulan yilizeyimiz, daha sonra
altin-paladyum ile kaplanmistir (Emitech, K550X). Yukarida bahsedilen asamalarin
dehidrasyon basamagi ve sonrast hizmet alimi yolu ile Ankara Universitesi Elektron

Mikroskobu Birimi’nde gerceklestirilmistir (Zeiss Evo 40, Carl Zeiss AG).

E. faecalis ATCC OGIRF susu tarafindan olusturulan biyofilme ¢aligma esnasinda muamele

edilecek olan ajanlarin konsantrasyonlart;

Grup Al: 2000 IU/mL Nisin

Grup A2: 2000 IU/mL Nisin + tespit edilen en etkin CHX konsantrasyonu
Grup A3:2000 IU/mL Nisin + tespit edilen en etkin EDTA konsantrasyonu
Grup A4: 2000 IU/mL Nisin + tespit edilen en etkin NaOCI konsantrasyonu

Grup AS5: Kontrol; Fosfat ile tamponlanmis tuzlu su (PBS) seklinde belirlenmistir.
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4.2.8. ISTATISTIKI ANALIZLER

Calismada yer alan bagimsiz degiskenler ¢ok fazla sayida grup icerdiginden dolayi, deneyler
sonucunda elde edilen verilerin istatistiki analizleri Varyans Analizi (ANOVA) ile
incelenmistir. Varyans analizi, bagimsiz degiskenlerin kendi aralarinda nasil etkilesime
girdiklerini analiz etmek i¢in kullanilan bir istatistik yontemidir. Ozellikle iki veya daha fazla
sayidaki Orneklerin ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemli olup olmadigini test etmek igin
varyans analizi kullanilmaktadir. Varyans analizi ile incelenen verilerin anlamli olup olmadigi
ise F cetvelleriyle tespit edilmektedir. Analiz esnasinda hesaplanan F degeri, F tablosunda yer
alan degerden kiiciik ise, incelenen veri "anlamsiz" olarak kabul edilmektedir. Eger hesaplanan
F degeri, tabloda yer alan F degerinden biiyiik ise, incelenen veriler "anlamli" olarak kabul
edilmektedir. Anlamli olarak kabul edilen degerlerin gruplandirilmasinda "Duncan Testi"
kullanilmaktadir. Duncan testi ile Ornek ortalamalar1 arasindaki farklar tespit edilerek

gruplandirmalar yapilir. Gruplandirmalar ise harflerle ifade edilmektedir (114).

51



5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. SUSLARIN BiYOFIiLM URETIM OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda yapilan Ol¢iimler sonucunda; ODsg5<0.120
biyofilm iiretmeyen, 0.120 < ODsgs < 0.240 zayif biyofilm iireten, ODsgs > 0.240 ise gii¢lii
biyofilm ftireticisi bakteri 6rnekleri olarak degerlendirilmistir (108). Bu degerler esas alinarak
sonuglarimiz yorumlandiginda, tiim suslarin biyofilm tiretim 6zelliklerinin zamana bagli olarak
degisim gosterdigi ve inkiibasyon siiresine bagli olarak en 6nemli farklanmanin kontrol susu E.

faecalis ATCC OGIREF susunda ortaya ¢iktig1 saptanmuistir.

E. faecalis ATCC OGIREF susu 24 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda ODsgs= 0.546 diizeyinde
biyofilm {iretirken, inkiibasyon siiresi 72 saat oldugunda biyofilm iiretimi ODsgs=1.336
diizeyine yiikselmistir. Denemede kullanilan izolatlara bakildiginda ise, maksimum biyofilm
tretimi klinik kokenli E. faecalis 114 susu tarafindan gercgeklestirilmis, 24 saat inkiibasyon
stiresi bitiminde biyofilm tiretim diizeyi ODsgs= 1.657 olarak dl¢iilmiistiir. Diger izolatlar olan
E. faecalis 73 ve 79’un 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonrasinda iirettikleri
biyofilm miktarlari arasinda 6nemli bir fark gézlenmezken, gida kokenli E. faecalis 74 susunun
maksimum biyofilm iiretiminin 72 saat inkiibasyon siiresi sonunda gergeklestirdigi ve ODsgs=

1.383 diizeyinde oldugu belirlenmistir (Sekil 5.1).
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Biyofilm ODggys Degeri
=

E. faecalis suglarinin biyofilm uretim dizeyleri

0,8

0,6

0,4

0,2

0 .
E. faecalis E faecalis
73 74 79 114 ATC(;2921 OG1RF

m 24h 0,996 1,039 1,32 1,657 0,28 0,546
m48h 0,884 0,905 1,037 1,442 0,245 0,53
= 72h 0,923 1,383 1,226 1,353 0,363 1,336

Sekil 5.1. E. faecalis suslarinin biyofilm iretim diizeyleri

52. L. LACTIS LL27 VE L. LACTIS LAC339 SUSLARININ BAKTERIYOSIN
URETIM OZELLIKLERININ KUYU DiFUZYON YONTEMI iLE ARASTIRILMASI

Antimikrobiyal aktiviteye sahip L. lactis LL27 ve L. lactis LAC339 suslarmin farkli pH
degerlerine sahip besi yerlerinde bakteriyosin tiretim 6zellikleri kuyu diflizyon yontemi ile
arastirtlmistir (Sekil 5.2) (Tablo 5.1). Calismalarda indikator bakteri olarak Micrococcus luteus

kullanilmistir.

Gergeklestirilen kuyu difiizyon denemesinde inkiibasyon sonrasinda olusan berrak zonlar
oOlglilmiis ve nisin tiretiminin her iki sus i¢in de (L. lactis LL27 ve L. lactis LAC339) normal

besiyeri pH’sinda (pH 7.15) daha yiiksek diizeyde oldugu, besiyeri pH’sinin 5’e ayarlanmasi

durumunda ise nisin iiretiminin az da olsa azaldig1 belirlenmistir.
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Tablo 5.1. Farkli pH degerine sahip besi ortamlarinda gelistirilen suslarin zon gaplari

Normal besiyeri pH’1nda gelistirilen suslarin pH 5’ e ayarlanan besiyerinde gelistirilen
zon caplari suslarin zon ¢aplari
L. lactis LL27 15 mm 13 mm
L. lactis 17 mm 14 mm
LAC339

Sekil 5.2. Suslarin bakteriyosin iiretim 6zelliklerinin kuyu difiizyon testi ile arastirilmasi; K:

kontrol olarak kuyulara damlatilan PBS'y1 ifade etmektedir

5.3. MINIMUM INHIBISYON KONSANTRASYONLARININ (MiK) VE
MINIMUM BAKTERISIDAL KONSANTRASYONLARININ (MBC) BELIRLENMESI

Elde edilen MiK ve MBC degerleri kiyaslandiginda, degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu
gozlenmektedir. Calismalar boyunca denenen 3 farkli dezenfektan (CHX, EDTA ve NaOCI)
ve nisin bakteriyosininin (Ticari Nisin ve L lactis LL27 ve L. lactis LAC339 suslarindan
saflastirilan nisin) MIK ve MBC degerlerinin, E. faecalis izolatlarinin bazilar1 i¢in ayniyken,
bazi izolatlar i¢in beklendigi gibi MBC degerleri MIK degerlerinden daha yiiksek bulunmustur
(Tablo 5.2) (Sekil 5.3,5.4,5.5,5.6,5.7,5.8).

54



Tablo 5.2. Calismada kullanilan nisin bakteriyosinlerinin ve ¢esitli dezenfektanlarin E. faecalis

izolatlarinin inhibisyonu igin belirlenen MiK ve MBC degerleri

MIC CHX EDTA NaOCI TicariNisin L. lactis L. lactis
(Nisaplin)* LL27%* LAC339%**
E. faecalis 73 0.0002% 5mM 0.50% 12.5 IU/mL 50 IU/mL 50 IU/mL
E. faecalis 74 0.0002% 5mM 0.50% 12.5 IU/mL 50 lU/mL 100 IU/mL
E. faecalis 79 0.0002% 5mM 0.50% 12.51U/mL 50 IU/mL 100 IU/mL
E. faecalis 114 0.0002% 5mM 0.50% 50 IU/mL 50 lU/mL 100 IU/mL
E. faecalis 0.0002% 5mM 0.50% 25 IU/mL 50 IlU/mL 100 IU/mL
OGI1RF
E. faecalis 0.0002% 5mM 0.50% 25 IU/mL 50 IlU/mL 50 IU/mL
ATCC29212
MBC CHX EDTA NaOCl Ticari Nisin L. lactis L. lactis
(Nisaplin)* LL27%* LAC339%**
E. faecalis 73 0.0002% 5mM 0.50% 12.5 IU/mL 50 IU/mL 100 IU/mL
E. faecalis 74 0.0002% 10 mM 1% 12.5 IU/mL 50 IU/mL 100 IU/mL
E. faecalis 79 0.0002% 10 mM 0.50% 25 IU/mL 50 IU/mL 100 IU/mL
E. faecalis 114 0.0002% 10 mM 0.50% 50 IU/mL 100 IU/mL | 100 IU/mL
E. faecalis 0.0011% 10 mM 0.50% 25 IU/mL 100 IU/mL | 100 IU/mL
OGI1RF
E. faecalis 0.0002% 10 mM 0.50% 25 IU/mL 100 IU/mL | 100 IU/mL
ATCC29212

*1000 IU/mL Ticari nisin (Nisaplin) 1 mg/mL Nisine esdegerdir.
**1000 IU/mL L.lactis LL27 nisin bakteriyosini 2.5 pg/mL Nisine esdegerdir.
***1000 1U/mL L.lactis LAC339 nisin bakteriyosini 2.5 pg/mL Nisine esdegerdir (115).
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Sekil 5.3. CHX'in E. faecalis izolatlari {izerine belirlenen MBC degerleri

EDTA
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73(5mM) 74(10mM) 79(10mM) 114(10mM)  OGIRF(10mM) ATCC (10mM)
EDTA MBC konsantrasyonu (mM)

Bakteri 6ltm oram (20)

Sekil 5.4. EDTA'nin E. faecalis izolatlar1 iizerine belirlenen MBC degerleri
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Sekil 5.5. NaOCI'nin E. faecalis izolatlar {izerine belirlenen MBC degerleri

Ticari Nisin
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82.00 T T T T T T

73(12.5IU)  74(12.51U)  79Q5TU)  114(30IU) OGIRF(2SIU) ATCC(25IU)

Bakteri 6liim orani (%6)

Ticari Nisin MBC konsantrasyonu (IU/mL)

Sekil 5.6. Ticari nisinin (Nisaplin) E. faecalis izolatlar1 tizerine belirlenen MBC degerleri
(1000 IU/mL Ticari nisin (Nisaplin) 1 mg/mL Nisine esdegerdir.)
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LL27

100.50

100.00

9950

99.00

9830 1 mLL27
98.00

9750 + T T T T T

73(501U) 74(501U) 79(50IU} 114(100IU)  OGIRF(100IU} ATCC(1001U)
LL27 tarafindan Uretilen nisin bakteriyosininin MBC
konsantrasyonu (IU/mL)

Bakteri 6liim orani (%)

Sekil 5.7. L.lactis LL27 tarafindan iiretilen nisin bakteriyosininin E. faecalis izolatlar iizerine
belirlenen MBC degerleri
(1000 IU/mL L.lactis LL27 nisin bakteriyosini 2.5 pg/mL Nisine esdegerdir.)

LAC339

101.00
100.00

9900

9800

9700

9600 - m LAC339
9500 —E.

9400 ~

73(100IU) 74(100IU) 79(100IU7) 114(10017) OGLRF(IOOIU) ATCC(1001)
LAC339 tarafindan Uretilen MBC konsantrasyonu (1U/mL)

Bakteri 6liim oram (%)

Sekil 5.8. L. lactis LAC339 tarafindan iiretilen nisin bakteriyosininin E. faecalis izolatlar
izerine belirlenen MBC degerleri
(1000 IU/mL L.lactis LAC339 nisin bakteriyosini 2.5 pg/mL Nisine esdegerdir.)

Bakteri kiiltiirlerinin 6liim oranlarina bakildiginda, kullanilan dezenfektanlarin denenen
minimum konsantrasyonlarinda dahi [CHX (%0.0002), EDTA (10 mM), NaOCI (%0.50)] ¢cok
etkili olduklar1 gériilmektedir . Denemelerde ticari nisin, L. lactis LL27 susundan izole edilen
nisin ve onun nisin tiretim 6zelligi yiikseltilmis mutant1 L. lactis LAC339 susundan izole edilen
nisin olmak tizere 3 farkli nisin bakteriyosini kullanilmistir. Nisin bakteriyosininin minimum
bakterisidal konsantrasyonunu heaplamak i¢in yapilan ¢alismalarda en etkili nisin 6rneginin

ticari nisin oldugu goriilmektedir.
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Elde edilen istatistik verilerine bakildiginda, bakteri ve ajan interaksiyonunun %1 (p<0.01)
oraninda anlamli oldugu goriilmektedir (Tablo 5.3). CHX, EDTA ve NaOCl dezenfektanlarinin
MBC c¢alismalarinda kullanilan konsantrasyonlari, E. faecalis suslarmin yaklasik olarak
%99.9’unu 6ldiirmiistiir (p<0.01). En etkili ajan olarak tespit edilen CHX, biitiin E. faecalis
suglart lizerinde Oldiiriicti etki gostermistir. Nisin bakteriyosinleri arasinda ise, E. faecalis
suslart tizerinde oldiriicii etkisini en yiiksek diizeyde gosteren nisinin ticari nisin oldugu
saptanmustir. Ticari nisini etkinlik a¢isindan L. lactis LL27 ve L. lactis LAC339 suslari

tarafindan iiretilen nisin bakteriyosini izlemistir (p<0.01) (Tablo 5.4).

Tablo 5.3. MIK degerleri varyans analizi tablosu (**p<0.01)

V. K. S.D. | MiK Degerleri

K.O. F
Bakteri 5 464.70 61.17**
Ajan 5 20417.51 | 2687.91**
Bakteri x Ajan | 25 380.67 50.11**
Hata 72 7.59
Genel Toplam | 107

V.K.: Varyans Kaynagi
S.D.: Serbestlik Derecesi
K.O.: Kare Ortalama

Tablo 5.4. Dezenfektanlarin ve nisinin MIK degerlerine gore elde
interaksiyonu Duncan analizi tablosu (**p<0.01)

edilen bakteri ve ajan

E.faecalis suslari AJANLAR
CHX EDTA NAOCI TICARI NiSiN | LL27 LAC339 | ORTALAMA

73 0.0002F | 4167 F | 0.5833 F | 12.50 E 50.00 B | 50.00 B | 19.54 C

74 0.0002F | 4167 F | 0.6667 F | 12.50 E 50.00 B | 100.0 A | 27.89 B

79 0.0002F | 4167 F | 0.6667 F | 16.67 E 50.00 B | 100.0 A | 28.58 B
114 0.0002F | 4.167 F | 0.6667 F | 41.67 C 50.00 B | 100.0 A | 32.75 A
OG1RF 0.0003F | 4.167 F | 0.5000 F | 25.00 D 50.00 B | 100.0 A | 29.94 B
ATCC 0.0002F | 4167 F | 0.5833 F | 2500 D 50.00 B | 50.00 B | 21.63 C
Ortalama 0.00021E | 4.167 D | 0.6111 E | 22.22 C 50.00 B | 83.33 A
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E. faecalis suslari iizerinde dezenfektanlar ve nisin bakteriyosinleri ile yiiriitilen MBC
caligmalari ile elde edilen veriler dogrultusunda yapilan istatistiki degerlendirmeler sonucunda,
bakteri ve dezenfektanlarin interaksiyonu %1 (p<0.01) oraninda anlamli ¢ikmstir (Tablo 5.5).
Duncan analiz tablosuna bakildiginda, bakteriler iizerindeki en etkin ajanin CHX oldugu
gozlenirken, en diisiik etkiyi ise L.lactis LAC339 tarafindan iretilen nisin géstermistir. 73
kodlu gida kaynakl1 E. faecalis susu biitiin dezenfektanlardan ve nisinden en ¢ok etkilenen sus
olurken, 114 kodlu E. faecalis klinik izolat1 ise dezenfektanlarin ve nisinin, diger izolatlara

oranla en az etki gosterdikleri sus olmustur (Tablo 5.6).

Tablo 5.5. MBC degerleri varyans analizi tablosu (**p<0.01)

V. K. S.D. | MiK Degerleri

K.O F
Bakteri 5 849.19 11.02**
Ajan 5 31076.50 | 403.33**

Bakteri X Ajan | 25 285.67 3.71*%*

Hata 72 77.05

Genel Toplam | 107
V.K.: Varyans Kaynagi
S.D.: Serbestlik Derecesi
K.O.: Kare Ortalama

Tablo 5.6. Dezenfektanlarin ve nisinin MBC degerlerine gore elde edilen bakteri ve ajan
interaksiyonu Duncan analizi tablosu (**p<0.01)

E.faecalis suslar1 Ajanlar

CHX EDTA NAOCI TICARI NiSIN | LL27 LAC339 Ortalama
73 0.000003 G | 3.750 FG | 0.6667 G | 12.50 FG 50.00 CD | 83.33 AB | 25.04D
74 0.000002 G | 10.00 FG | 0.8333 G | 16.67 EFG 50.00 CD | 100.0 A | 29.58CD
79 0.000002 G | 8333 FG | 0.6667 G | 25.00 EF 66.67 BC | 100.0 A | 33.44BC
114 0.000003 G | 10.00 FG | 0.6667 G | 50.00 CD 100.0 A 100.0 A | 43.44A
OG1RF 0.000015 G | 10.00 FG | 0.5000 G | 25.00 EF 83.33 AB | 100.0 A | 36.47 ABC
ATCC 0.000009 G | 10.00 FG | 0.5000 G | 33.33 DE 100.0 A 100.0 A | 40.63 AB
Ortalama 0.0000056E | 868 D | 0.639 E | 27.08 C 75.00 B 97.22 A
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54. ZAMAN — OLUM (TIME-KILL) DENEMESI

Zaman-Oliim denemesi c¢alismasinda, denenen antimikrobiyal maddelerin eradikasyon
etkisinin ne kadar siirede gerceklestigi tespit edilmistir. Elde edilen verilere bakildiginda, MiK
degerleri kullanilan dezenfektanlarin (Nisin, CHX, NaOCI, EDTA) bakteri hiicreleri ile; 6, 12,
24 saat inkiibasyonlar1 sonrasinda bakteri hiicrelerinin gelisimi tlizerine farkli etkilere sahip
oldugu gozlenmistir. 73 kodlu E. faecalis susunun Zaman-Oliim grafigi incelendiginde,
dezenfektanlarla farkli inkiibasyon siirelerinde her 3 inkiibasyon siiresi i¢in en etkili

dezenfektanin CHX (%0.0002) oldugu goriilmektedir (Sekil 5.9).

74 kodlu E. faecalis susunun Zaman-Oliim grafigi incelendiginde, EDTA (5 mM) 12 ve 24 saat
inkiibasyon siirelerinde etkili olurken, 6 saatlik inkiibasyon sonucunda en etkili dezenfektan

nisin (12.5 IU/mL) olarak saptanmistir (Sekil 5.10).

79 kodlu E. faecalis susunun Zaman-Oliim grafigi incelendiginde her 3 inkiibasyon siiresi
icinde en etkili dezenfektan CHX (%0.0002) olarak saptanmustir (Sekil 5.11).

114 kodlu E. faecalis susunun Zaman-Oliim grafigi incelendiginde, 6 ve 12 saat inkiibasyon
sonunda saptanan en etkili dezenfektan nisin (50 IU/mL) olurken, 24 saat inkiibasyon

sonrasinda ise saptanan en etkili dezenfektan NaOCI (%0.50) olmustur (Sekil 5.12).

E. faecalis OGIRF kontrol susunun Zaman-Oliim grafigi incelendiginde, 6 saat inkiibasyon
sonunda susun inhibisyonunda en etkili ajan nisin (25 [U/mL) iken, 12 ve 24 saat inkiibasyon

stireleri sonunda ise EDTA (5 mM) en etkili dezenfektan olarak saptanmistir (Sekil 5.13).

E. faecalis ATCC 29212 kontrol susunun Zaman-Oliim grafigi incelendiginde ise, 6 saatlik
dezenfektanlarla inkiibasyonun sonucunda en etkili ajan nisin (25 IU/mL) olarak saptanirken,
12 ve 24 saat inkiibasyon siireleri sonunda en etkili dezenfektan EDTA (5 mM) olarak
belirlenmistir (Sekil 5.14).
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73 Kodlu Sus
10

9

8

7
i
= 5 M Nisin
-
G 4 " CHX
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2 m NaOCl

1 W EDTA

0

6h 12h 24h
Dezenfektan ile muamele siiresi (h)

Sekil 5.9. Kullanilan dezenfektanlarin 73 kodlu E. faecalis susu tlizerinde farkli inkiibasyon
siireleri sonunda gosterdikleri etkilerin karsilastirilmasi

(1000 IU/mL Ticari nisin (Nisaplin) 1 mg/mL Nisine esdegerdir.)

74 Kodlu Sus
10

9

8

7
i
= 5 M Nisin
-
G 4 " CHX

3

2 m NaOCl

1 W EDTA

0

6h 12h 24h
Dezenfektan ile muamele siiresi (h)

Sekil 5.10. Kullanilan dezenfektanlarin 74 kodlu E. faecalis susu iizerinde farkli inkiibasyon
siireleri sonunda gosterdikleri etkilerin karsilastirilmasi

(2000 IU/mL Ticari nisin (Nisaplin) 1 mg/mL Nisine esdegerdir.)
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79 Kodlu Sus
12
10
. 8 m PK
g .
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2
W EDTA
0
6h 12h 24 h
Dezenfektanlarin muamele siiresi (h)

Sekil 5.11. Kullanilan dezenfektanlarin 79 kodlu E. faecalis susu tizerinde farkli inkiibasyon

siireleri sonunda gosterdikleri etkilerin karsilastirilmasi

(1000 IU/mL Ticari nisin (Nisaplin) 1 mg/mL Nisine esdegerdir.)

114 Kodlu Sus
10
9
8
7
i
= 5 M Nisin
-
G 4 " CHX
3
2 m NaOCl
1 W EDTA
0
6h 12h 24h
Dezenfektanlarin muamele siiresi (h)

Sekil 5.12. Kullanilan dezenfektanlarin 114 kodlu E. faecalis susu {izerinde farkli inkiibasyon

siireleri sonunda gosterdikleri etkilerin karsilastirilmasi

(1000 IU/mL Ticari nisin (Nisaplin) 1 mg/mL Nisine esdegerdir.)
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Sekil 5.13. Kullanilan dezenfektanlarin E. faecalis OGIRF kontrol susu lizerinde farkli
inkiibasyon stireleri sonunda gosterdikleri etkilerin karsilastirilmasi

(1000 IU/mL Ticari nisin (Nisaplin) 1 mg/mL Nisine esdegerdir.)

ATCC 29212 Kontrol Sus
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7
e
= 5 M Nisin
-
G 4 " CHX

3

2 H NaOCl

1 W EDTA

0
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Sekil 5.14. Kullanilan dezenfektanlarin E. faecalis ATCC 29212 kontrol susu tizerinde farkli
inkiibasyon siireleri sonunda gosterdikleri etkilerin karsilastirilmasi

(1000 IU/mL Ticari nisin (Nisaplin) 1 mg/mL Nisine esdegerdir.)

Zaman-Oliim denemesinde elde edilen verilerin istatistiki analizleri One Way ANOVA testi

yapilarak degerlendirilmistir. Anlamli ¢ikan veriler ise Duncan analizine tabi tutulmustur.
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Zaman-Oliim denemesi i¢in yapilan varyans analizi tablosu incelendiginde; bakteri, ajan ve
inkiibasyon siireleri arasindaki etkilesimin %1 (p<0.01) oraninda anlamli ¢iktig1 goriilmektedir
(Tablo 5.7). E. faecalis suslari tizerinde genel olarak en etkili dezenfektanlar CHX ve EDTA
olarak saptanmistir (Tablo 5.8, 5.9). Biitiin dezenfektanlar ve inkiibasyon siireleri dikkate
alindiginda, 6 saat inkiibasyonun sonunda E. faecalis suslar1 {izerinde en etkili ajanlar nisin ve
EDTA olarak saptanirken, 12 saat inkiibasyon siiresi sonunda CHX ajaninin daha etkili oldugu
tespit edilmistir. 24 saat inkiibasyonun sonunda suslara en ¢ok etki eden ajanin ise NaOCl
oldugu belirlenmistir. Nisin, 6 saat inkiibasyonun sonucunda klinik kékenli E. faecalis 114 susu
iizerinde en yiiksek diizeyde etki gosteren ajan olmustur. CHX, 12 saat inkiibasyonun
sonucunda en yiiksek etkinligi E. faecalis 79 susuna kars1 sergilemistir. EDTA ise, 3 farkli
inkiibasyon siiresinin sonunda biitiin E. faecalis suslarina kars1 yaklasik olarak ayni diizeyde
etkili olmugtur. Denenen tiim inkiibasyon siirelerinde, suslarin iizerinde en etkili ajan ise EDTA

olarak saptanmustir (Tablo 5.10).

Tablo 5.7. Zaman-Oliim denemesi varyans analizi tablosu (**p<0.01)

V. K. S.D. | Zaman-Oliim denemesi
K.O. F
Bakteri 5 8.85 74.98**
Ajan 4 13.55 114.85**
Saat 2 13.12 111.15**
Bakteri x Ajan 20 241 20.49**
Bakteri x Saat 10 1.09 19.29**
Ajan X Saat 8 242 20.50**
Bakteri x Ajan x Saat | 40 0.49 4.21**
Hata 90 0.12
Genel Toplam 179

V.K.: Varyans Kaynag1
S.D.: Serbestlik Derecesi
K.O.: Kare Ortalama
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Tablo 5.8. Dezenfektanlarmn ve nisinin Zaman-Oliim degerlerine gore elde edilen bakteri ve

ajan interaksiyonu Duncan analizi tablosu (**p<0.01)

E.faecalis suslari Ajanlar

PK NisiN CHX NaOCl EDTA Ortalama
73 8.09 DEF | 7.77EFG | 5.62) 8.19 CDEF | 6.83 | 7.30 D
74 9.01 A 8.13 DEF | 8.17 CDEF | 8.22 CDEF | 7.11HI | 8.13B
79 9.08 A 7.83 EF 5.81) 8.21 CDEF | 6.85 | 7.56 C
114 8.80AB | 6.76| 7.25GHI | 7.61FGH | 6.951 7.47 CD
OG1RF 8.91A 8.13DEF | 9.20A 8.75ABC | 8.08 DEF | 8.61A
ATCC 8.89 AB | 8.32 BCDE | 8.62 ABCD | 8.32 BCDE | 7.86 EF | 8.41A
Ortalama 8.80 A 7.82C 7.45D 8.22B 7.28 D

Tablo 5.9. Dezenfektanlarmn ve nisinin Zaman-Oliim degerlerine gore elde edilen bakteri, ajan

ve saat interaksiyonu Duncan analizi pozitif kontrol degerlerinin tablosu (**p<0.01)

E.faecalis suslar1 | 6 saat-PK 12 saat-PK 24saat-PK Ortalama
73 6.60 VWXYZZ 8.91 ABCDEFGHI 8.74 ABCDEFGHIJKLM | 7.30 D

74 9.01 ABCDEFGH 9.14 ABCDE 8.87 ABCDEFGHIJ 8.13 B

79 9.61 A 8.74 ABCDEFGHIJKLM | 8.90 ABCDEFGHIJ 7.56 C
114 8.77 ABCDEFGHIJKL 8.75 ABCDEFGHIJKL 8.89 ABCDEFGHIJ 7.48 CD
OGI1RF 8.20 CDEFGHIJKLMNO | 9.16 ABCDE 9.37 AB 8.62 A
ATCC 8.77 ABCDEFGHIJKL 9.03 ABCDEFGH 8.89 ABCDEFGHIJ 8.41A
Ortalama 8.49 BC 8.96A 8.94A
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55  ANTIMIKROBIYAL MADDELERIN MIiNIMAL BiYOFIiLM ERADIKASYON
KONSANTRASYONUNUN (MBEC) BELIRLENMESI

Denemelerde kullandigimiz E. faecalis suslarinin (73, 74, 79, 114 kodlu test suslart ve OG1RF
ile ATCC 29212 kontrol suslar1), 12, 18 ve 24 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda
olusturduklart biyofilm yapilar1 tizerinde dezenfektanlarin (Nisin, CHX, NaOCl ve EDTA)
eradikasyon etkileri Extramina vd., (2011) tarafindan 6nerilen MBEC yoOntemiyle aragtirilmistir

(108).

73 kodlu E. faecalis susunun dezenfektanlarla 12, 18 ve 24 saat inkiibasyonlar1 sonucunda elde
edilen veriler incelendiginde, biyofilm eradikasyonunda en etkili nisin konsantrasyonu 250
IU/mL olarak (Sekil 5.15a), en etkili NaOCI konsantrasyonu 12 saat inkiibasyon sonucunda
%00.25, 18 saat inkiibasyon sonucunda %1.0 ve 24 saat inkiibasyon sonucunda %2.0 (Sekil
5.15b) olarak, en etkili EDTA konsantrasyonu 12, 18 ve 24 saat inkiibasyon sonucunda 10Mm
(Sekil 5.15¢) ve en etkili CHX konsantrasyonu 12 ve 18 saat inkiibasyonun sonucunda %0.8,

24 saat inkiibasyonun sonucunda ise %2.0 olarak bulunmustur (Sekil 5.15d).

74 kodlu E. faecalis susunun dezenfektanlarla 12, 18 ve 24 saat inkiibasyonlar1 sonucunda elde
edilen veriler incelendiginde, biyofilm eradikasyonunda en etkili nisin konsantrasyonu her 3
inkiibasyon sonucunda 1000 IU/mL olarak (Sekil 5.16a), en etkili NaOCI konsantrasyonu 12
saat inkiibasyon sonucunda %1.0, 18 ve 24 saat inkiibasyon sonucunda %?2.0 olarak (Sekil
5.16b), en etkili EDTA konsantrasyonu 12 saat inkiibasyon sonucunda 20 Mm (Sekil 5.16¢), 18
ve 24 saat inkiibasyon sonucunda ise 10 mM olarak, en etkili CHX konsantrasyonu 12 saat
inkiibasyon sonucunda %2, 18 saat inkiibasyon sonucunda %0.4 ve 24 saat inkiibasyon

sonucunda %1.25 olarak bulunmustur (Sekil 5.16d).

79 kodlu E. faecalis susunun dezenfektanlarla 12, 18 ve 24 saat inkiibasyonlar1 sonucunda elde
edilen veriler incelendiginde, biyofilm eradikasyonunda en etkili nisin konsantrasyonu 12 saat
inkiibasyonu sonucunda 250 IU/mL, 18 ve 24 saat inkiibasyon sonucunda ise 1000 [U/mL
olarak (Sekil 5.17a), en etkili NaOCl konsantrasyonu 12, 18 ve 24 saat inkiibasyon siireleri
sonucunda %2.0 olarak (Sekil 5.17b), en etkili EDTA konsantrasyonu 12, 18 ve 24 saat
inkiibasyon siireleri sonucunda 10 mM olarak (Sekil 5.17c¢), en etkili CHX konsantrasyonu 12
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ve 18 saat inkiibasyon sonucunda %0.4, 24 saat inkiibasyon sonucunda ise %1.25 olarak

bulunmustur (Sekil 5.17d).

114 kodlu E. faecalis susunun dezenfektanlarla 12, 18 ve 24 saat inkiibasyonlari sonucunda elde
edilen veriler incelendiginde, biyofilm eradikasyonunda en etkili nisin konsantrasyonu 12 saat
inkiibasyon siiresi sonununda 100 IU/mL, 18 saat inkiibasyon siiresi sonunda 500 [U/mL, 24
saat inkiibasyon siiresi sonunda 750 IU/mL olarak (Sekil 5.18a), en etkili NaOCI
konsantrasyonu 12 saat inkiibasyon siiresi sonunda %1.0, 18 saat inkiibasyon siiresi sonunda %
0.5 ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda %0.25 olarak (Sekil 5.18b), en etkili EDTA
konsantrasyonu 12 saat inkiibasyon siiresi sonunda 20 mM, 18 ve 24 saat inkiibasyon siireleri
sonunda 10 mM olarak (Sekil 5.18c¢), en etkili CHX konsantrasyonu 12 saat inkiibasyon siiresi

sonunda %0.8, 18 saat inkiibasyon siiresi sonunda %0.6 ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda

ise %2.0 olarak bulunmustur (Sekil 5.18d).

OG1RF kodlu E. faecalis kontrol susunun dezenfektanlarla 12, 18 ve 24 saat inkiibasyonlari
sonucunda elde edilen veriler incelendiginde, biyofilm eradikasyonunda en etkili nisin
konsantrasyonu 12 saat inkiibasyon siiresi sonunda 750 IU/mL, 18 saat inkiibasyon siiresi
sonunda 500 IU/mL ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda 1500 IU/mL olarak (S$ekil 5.19a), en
etkili NaOCl konsantrasyonu 12 saat inkiibasyon siiresi sonunda %0.25, 18 ve 24 saat
inkiibasyon siiresi sonunda %0.50 olarak (Sekil 5.19b), en etkili EDTA konsantrasyonu 12 ve
18 saat inkiibasyon siireleri sonunda 20 mM ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda 10 mM
olarak (Sekil 5.19¢), en etkili CHX konsantrasyonu 12, 18 ve 24 saat inkiibasyon siireleri
sonunda %0.6 olarak bulunmustur (Sekil 5.19d).

ATCC 29212 kodlu E. faecalis kontrol susunun dezenfektanlarla 12, 18, ve 24 saat
inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen veriler incelendiginde, biyofilm eradikasyonunda en
etkili nisin konsantrasyonu 12 ve 24 saat inkiibasyon siireleri sonunda 750 IU/mL, 18 saat
inkiibasyon siiresi sonunda 500 IU/mL olarak (Sekil 5.20a), en etkili NaOCl konsantrasyonu 12
ve 18 saat inkiibasyon siireleri sonunda %1.0, 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda %0.25 olarak
(Sekil 5.20b), en etkili EDTA konsantrasyonu 12 saat inkiibasyon siiresi sonunda 20 mM, 18
ve 24 saat inkiibasyon siireleri sonunda 10 mM olarak (Sekil 5.20c), en etkili CHX

konsantrasyonu ise her 3 inkiibasyon siiresi sonunda %0.8 olarak bulunmustur (Sekil 5.20d).
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Sekil 5.15. 73 kodlu E. faecalis susu tarafindan iiretilen biyofilm yapilarinin farkli (a) Nisin,
(b) NaOCl, (c) EDTA ve (d) CHX konsantrasyonlar1 ile 12, 18 ve 24 h inkiibasyonlar

sonucunda kalan biyofilm yapilarinin 595 nm dalga boyundaki 6l¢im sonuglari

(1000 IU/mL Ticari nisin (Nisaplin) 1 mg/mL Nisine esdegerdir.)
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Sekil 5.16. 74 kodlu E. faecalis susu tarafindan iretilen biyofilm yapilarinmn farkli (a) Nisin,
(b) NaOCl, (c) EDTA ve (d) CHX konsantrasyonlar1 ile 12, 18 ve 24 h inkiibasyonlar
sonucunda kalan biyofilm yapilarinin 595 nm dalga boyundaki 6l¢iim sonuglari

(1000 IU/mL Ticari nisin (Nisaplin) 1 mg/mL Nisine esdegerdir.)
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Sekil 5.17. 79 kodlu E. faecalis susu tarafindan iiretilen biyofilm yapilarinin farkli (a)Nisin, (b)

NaOCl, (¢) EDTA ve (d) CHX konsantrasyonlari ile 12, 18 ve 24 h inkiibasyonlar1 sonucunda

kalan biyofilm yapilarmin 595 nm dalga boyundaki 6l¢iim sonuglari
(1000 IU/mL Ticari nisin (Nisaplin) 1 mg/mL Nisine esdegerdir.)

72




a 114 Kodlu Sug-Nisin b 114 Kodlu Sug-NaOCl
1
08 |
E 06
N | g B111H
304
nig | B B 1148
110244 02 1142
& N ¥ g v v » »
@\\5\‘@ ‘9\06‘ @\0\\6‘ (-P\\E‘\é\ 0\6‘ 0\@ 0\@ 0
¥ ¥ 9 A § {3’@ de Pk 005%  025%  050% 1% %
Nisin Konsantrasyonu (IU/mL) Naod Konsantrasyonu (%)
c 114 Kodlu Sug-EDTA d 114 Kodlu Sus-CHX
06 12
05 1
04 08
E ;
203 MU | 20 B141H
: ;
8 e | g B 114-18H
1114244 B 114244
04 02
0 0
K 0mM o 2mM AmM o SOmM 160mM 320mM P 040%  060%  080% 1% 1X% 2%
EDTA Konsantrasyonu (mM) CHX Konsantrasyonu (%)

Sekil 5.18. 114 kodlu E. faecalis susu tarafindan iiretilen biyofilm yapilarinin farkli (a) Nisin,
(b) NaOCl,(c) EDTA ve (d) CHX konsantrasyonlart ile 12, 18 ve 24 h inkiibasyonlar
sonucunda kalan biyofilm yapilarinin 595 nm dalga boyundaki 6l¢iim sonuglari

(1000 IU/mL Ticari nisin (Nisaplin) 1 mg/mL Nisine esdegerdir.)
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Sekil 5.19. OG1RF E. faecalis kontrol susu tarafindan tiretilen biyofilm yapilarinin farkli (a)
Nisin, (b) NaOCl, (c) EDTA ve (d) CHX konsantrasyonlar1 ile 12, 18 ve 24 h inkiibasyonlari

sonucunda kalan biyofilm yapilarinin 595 nm dalga boyundaki 6l¢lim sonuglari

(1000 IU/mL Ticari nisin (Nisaplin) 1 mg/mL Nisine esdegerdir.)
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Sekil 5.20. ATCC 29212 E. faecalis kontrol susu tarafindan iiretilen biyofilm yapilarimin farkl
(a) Nisin, (b) NaOCI, (¢) EDTA ve (d) CHX konsantrasyonlar1 ile 12, 18 ve 24 h inkiibasyonlar1

sonucunda kalan biyofilm yapilarinin 595 nm dalga boyundaki 6l¢iim sonuglari

(1000 IU/mL Ticari nisin (Nisaplin) 1 mg/mL Nisine esdegerdir.)

MBEC denemesinde elde edilen verilerin istatistiki analizleri One-Way ANOVA ile
degerlendirilmistir. Anlamli ¢ikan veriler (p<0.01) ise Duncan analizine tabi tutulmustur. Nisin
ajaninin MBEC c¢aligmalarindan elde edilen verileri i¢in yapilan varyans analiz tablosuna
bakildiginda, bakteri, ajan ve inkiibasyon siireleri interaksiyonunun %1 oraninda (p<0.01)
anlamli ¢ikmadig1 goriilmektedir (Tablo 5.11). E. faecalis suslarinin inkiibasyon siireleri ile

orantili olarak olusturduklar1 biyofilm yapilari, varyans analizi ile %1 oraninda anlamli olarak

degerlendirilmis ve Duncan analizine tabi tutulmustur (Tablo 5.12).

75




Tablo 5.11. Nisin-MBEC denemesi varyans analizi tablosu (**p<0.01)

V. K. S.D.| MIK Degeri
KO. |F
Bakteri 5 0.632 | 79.63**
Ajan 7 0.006 | 0.7234
Saat 2 0.436 | 54.92 **
Bakteri x Ajan 35 ]0.002 | 0.3024
Bakteri x Saat 10 | 0.147 | 18.51**
Ajan x Saat 14 | 0.002 | 0.2984
Bakteri x Ajan x Saat | 70 0.002 | 0.2365
Hata 288 | 0.008
Genel Toplam 431

V.K.: Varyans Kaynagi
S.D.: Serbestlik Derecesi
K.O.: Kare Ortalama

Tablo 5.12. Nisin-MBEC verilerine gore yapilmis bakteri ve saat intereksiyonu Duncan analizi
tablosu (**p<0.01)

Saat
E. faecalis suslar1 Ortalama
12 saat 18 saat 24 saat

73 0.1672 CDE | 0.1146 DEF | 0.08474 F 0.1222 CD
74 0.1586 DEF | 0.1236 DEF | 0.1209 DEF | 0.1344 C
79 0.09536 EF | 0.08526 F 0.08543 F 0.08868 D
114 0.5824 A 0.2495B 0.1899 BCD | 0.3406 A
OG1RF 0.2386 BC | 0.2386 BC 0.1575 DEF | 0.1920B
ATCC-29212 0.1146 DEF | 0.09945 EF | 0.09686 EF | 0.1036 CD
Ortalama 0.2261 A 0.1421 B 0.1225B

NaOCl ajaninin MBEC c¢alismalarindan elde edilen verileri i¢in yapilan varyans analizi
tablosuna bakildiginda bakteri, ajan ve saat interaksiyonlarinin %1 oraninda (p<0.01) anlamh
oldugu goriilmektedir (Tablo 5.13). E. faecalis suslarinin inkiibasyon siireleri ile orantili olarak
olusturduklar1 biyofilm yapilari, bakteri ve ajan interaksiyonu, bakteri, ajan ve saat

interaksiyonu sonuglart Duncan analizine tabi tutulmustur (Tablo 5.14, 5.15). Bakteri ve ajan
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konsantrasyonlarinin Duncan analizi tablosuna bakildiginda, uygulanan biitiin NaOCI
konsantrasyonlarinin yaklasik olarak ayni oranda eradikasyon giiciine sahip oldugu
gozlenmektedir. Suslar tarafindan olusturulan biyofilm yapilarinin eradikasyonunda en diisiik
etkiyi %0.05 konsantrasyonundaki NaOCl gostermistir (Tablo 5.15). Bakteri, ajan ve
inkiibasyon siireleri i¢in yapilan Duncan analizi sonucunda ise, uygulanan konsantrasyonlarin
inkiibasyon siiresi fark etmeksizin yaklasik olarak ayni etkiyi gosterdikleri saptanmistir. En
diisiik etkiyi ise %0.05 konsantrasyonundaki NaOCI ajan1 12 saat inkiibasyon siiresi sonunda
gostermistir. NaOCl ajaninin eradikasyon giiciinden en az oranda etkilenen sus ise, klinik

kokenli E. faecalis 114 susu olarak tespit edilmistir (Tablo 5.16).

Tablo 5.13. NaOCI-MBEC denemesi varyans analizi tablosu (**p<0.01)

V.K. S.D. | NaOCI-MBEC Degeri
K.O. F.

Bakteri 5 0.070 15.75 **
Ajan 5 0.052 11.65**
Saat 2 0.042 9.50 **
Bakteri x Ajan 25 0.017 3.76 **
Bakteri x Saat 10 0.015 3.28 **
Ajan x Saat 10 0.011 2.54 **
Bakteri x Ajan x Saat | 50 0.011 247 **
Hata 216 0.004

Genel Toplam 323

V.K.: Varyans Kaynag1
S.D.: Serbestlik Derecesi
K.O.: Kare Ortalama
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Tablo 5.14. NaOCI-MBEC verilerine gore bakteri, ajan konsantrasyonu ve saat interaksiyonu
Duncan analizi pozitif kontrol degerlerinin tablosu (**p<0.01)

E. faecalis suslar | 12 sa-PK | 18 sa-PK | 24sa-PK | Ortalama
73 0.1416C | 0.1134C | 0.1127C | 0.0936B
74 0.1424C | 0.1010C | 0.1433C | 0.08998B
79 0.1430C | 0.0812C | 0.0922C | 0.0742B
114 0.3944B | 0.2254C | 0.1920C | 0.1698A
OGIRF 0.1816C | 0.1315C | 0.1362C | 0.0841B
ATCC 0.1302C | 0.0978C | 0.1001C | 0.0755B
Ortalama 0.1889A | 0.1251B | 0.1294B

Tablo 5.15. NaOCI-MBEC verilerine gore bakteri ve ajan konsantrasyonu interaksiyonu
Duncan analizi tablosu (**p<0.01)

. Konsantrasyon-NaOCI
E. faecalis
suslary Ortalama
i PK 0,05% 0,25% 0,5% 1% 2%

73 0.1225 C | 0.08977 C | 0.08727 C | 0.08922 C | 0.08606 C | 0.08700 C | 0.09364 B
74 0.1289 C | 0.09481 C | 0.08245C | 0.07978 C | 0.07785C | 0.07606 C | 0.08998 B
79 0.1055 C | 0.07311 C | 0.06936 C | 0.06949 C | 0.06817 C | 0.05991 C | 0.07425 B
114 0.2706 B | 0.3540 A | 0.09915C | 0.09769 C | 0.09934 C | 0.09782 C | 0.1698 A
OGI1RF 0.1498 C | 0.07431 C | 0.06923 C | 0.06902 C | 0.07026 C | 0.07226 C | 0.08414 B
ATCC-29212 0.1094 C | 0.07010 C | 0.06673 C | 0.06706 C | 0.06976 C | 0.07052 C | 0.07559 B
Ortalama 0.1478 A | 0.1260 A | 0.07903 B | 0.07871 B | 0.07857 B | 0.07726 B
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EDTA ajaninin MBEC c¢alismalarindan elde edilen verileri i¢in yapilan varyans analizi
tablosuna bakildiginda, bakteri ve ajan interaksiyonu, ayrica bakteri, ajan ve inkiibasyon
stirelerininin interaksiyonunun %1 (p<0.01) oraninda anlamli ¢itkmadigi belirlenmistir (Tablo
5.17) EDTA ajaninin uygulanan konsantrasyonlari ise varyans analizinde %1 oraninda anlamli
ciktigindan, Duncan analizi gergeklestirilmis ve sonucta en yiiksek etkiye sahip olan
konsantrasyon 10 mM olarak belirlenirken, uygulanan daha yiiksek konsantrasyonlar ile

arasinda bir fark goériilmemistir (Tablo 5.18).

Tablo 5.17. EDTA-MBEC denemesi varyans analizi tablosu (**p<0.01)

V.K. S.D. | EDTA-MBEC Degeri
K.O. F
Bakteri 5 0.145 47.61*%*
Ajan 6 0.012 3.99**
Saat 2 0.081 26.45**
Bakteri x Ajan 30 0.002 0.5634
Bakteri x Saat 10 0.021 6.74**
Ajan x Saat 12 0.001 0.2142
Bakteri X Ajan x Saat | 60 0.001 0.2822
Hata 252 | 0.003
Genel Toplam 377

V.K.: Varyans Kaynagi
S.D.: Serbestlik Derecesi
K.O.: Kare Ortalama
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Tablo 5.18. EDTA-MBEC c¢alismalarinda kullanilan ajan konsantrasyonlari Duncan analizi
tablosu (**p<0.01)

Konsantrasyon | EDTA-MBEC Degerleri
PK 0.1478 A
10mM 0.1112 B
20mM 0.1165 B
40mM 0.1230 AB
80mM 0.1253 AB
160mM 0.1345 AB
320mM 0.1502 A

CHX ajaninin MBEC ¢alismalarindan elde edilen verileri i¢in yapilan varyans analizi tablosuna
bakildiginda, bakteri ve ajan interaksiyonunun ve ayni zamanda bakteri, ajan ve inkiibasyon
stirelerinin interaksiyonunun %1 oraninda anlamli ¢ikmadigi goriilmektedir (Tablo 5.19).
Bakterilerin olusturdugu biyofilm miktari ile inkiibasyon siireleri arasindaki iligski ise %1
oraninda anlamli ¢ikmis ve veriler dogrultusunda yapilan bakteri ve saat interaksiyonunu
gosteren Duncan analizi tablosunda, 18 ve 24 saat inkiibasyon siireleri sonunda suslarin hemen

hemen ayn1 miktarda biyofilm olusturduklar tespit edilmistir (Tablo 5.20).

Tablo 5.19. CHX-MBEC denemesi varyans analizi tablosu (**p<0.01)

VK. sD MIK Degeri
K.O. F

Bakteri 5 1.426 | 59.78 **
Ajan 6 0.103 | 4.29**
Saat 2 0.577 | 24.20 **
Bakteri x Ajan 30 |0.015 | 0.6123
Bakteri x Saat 10 |0.195 | 8.1618**
Ajan x Saat 12 | 0.006 | 0.2422
Bakteri x Ajan x Saat | 60 | 0.004 | 0.1479
Hata 252 | 0.024
Genel Toplam 377

V.K.: Varyans Kaynag1
S.D.: Serbestlik Derecesi
K.O.: Kare Ortalama
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Tablo 5.20. CHX-MBEC c¢alismalarinda kullanilan bakteri ve saat interaksiyonu Duncan

analizi tablosu (**p<0.01)

E. faecalis suslar: Saat Ortalama
12 sa 18 sa 24 sa

73 0.2450 CDE | 0.1778 DE | 0.1668 DE 0.1966 C
74 0.2303 CDE | 0.1515 DE | 0.2166 CDE | 0.1995 C
79 0.1393 DE | 0.1223 DE | 0.1124 E 0.1247 C
114 0.8173 A 0.4434 B 0.3230 BC 0.5279 A
OG1RF 0.3523 BC | 0.2416 CDE | 0.2648 CD 0.2862 B
ATCC 0.1517 DE | 0.1226 DE | 0.1247 DE 0.1330 C
Ortalama 0.3227 A 0.2099 B 0.2014 B

5.6. SINERJETIK ETKi (CHECKERBOARD) DENEMESI

Nisin ve diger dezenfektanlar arasindaki sinerjetik etkinin belirlenebilmesi i¢in gergeklestirilen
bu denemede Odds vd. (2003) tarafindan Onerilen yontem kullanilmistir (112). Calismada
ortalama fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu (FIC) hesaplamalar1 esas alinmistir. Bu
yontemde, tlim satir ve siitunlardaki tireme olmayan en diisiik ila¢ konsantrasyonunun oldugu
kuyucuklar degerlendirmeye alinmistir. Bu kuyucuklarin her biri icin A ve B ilacinin FIC
degerleri hesaplanmis, her kuyucuk i¢in ayr1 ayr1 FIC degerleri hesaplanarak, elde edilen

degerler toplanip kuyucuk sayisina boliinmiis ve FIC degerlerinin ortalamasi alinmistir.

FIC index= FIC A + FIC B = (Kombinasyondaki A antimikrobiyal ajaninin MIK degeri/A
antimikrobiyal ajaninin tek basina MIK degeri) + (Kombinasyondaki B antimikrobiyal ajaninin

MIK degeri/ B antimikrobiyal ajaninin tek bagina MIK degeri)

Plak iizerinde kullanilan her iki dezenfektanin MIK degerleri, sinerjetik etki calismasi ile es
zamanli olarak tekrar ¢alisilmistir. Calismada kullanilan plaklarin temsili goriiniimii Sekil 5.21,

5.22 ve 5.23’te verilmektedir. Calismada elde edilen degerler;
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Sinerjisizm; FIC indeks <0.5 ise,
Pozitif katki etkisi; FIC indeks 0.5-4.0

Antagonizm; FIC indeks >4.0 olarak degerlendirilmistir.

Nisin CHX MiK
MiK Degeri **
Degeri *
50 50 50 50 50 50 50 50 IU/mL | 0,0008% PK
IU/mL [IU/mL |IU/mL [IU/mL |IU/mL |IU/mL IU/mL
0,0008 | 0,0004 | 0,0002 | 0,0001 | 0,00005 | 0,000025 | 0,0000125
% % % % % % %
25 25 25 25 25 25 25 25 1U/mL | 0,0004% PK
IU/mL [IU/mL |IU/mL [IU/mL |IU/mL |IU/mL IU/mL
0,0008 | 0,0004 | 0,0002 | 0,0001 | 0,00005 | 0,000025 | 0,0000125
% % % % % % %
12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 0,0002%** | PK
IU/mL [IU/mL |IU/mL [IU/mL |IU/mL |IU/mL IU/mL IU/mL*
0,0008 | 0,0004 | 0,0002 | 0,0001 | 0,00005 | 0,000025 | 0,0000125
% % % % % % %
6,25 [6,25 |6,25 |6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 0,0001% PK
IU/mL [IU/mL |IU/mL [IU/mL |IU/mL |IU/mL IU/mL IU/mL
0,0008 | 0,0004 | 0,0002 | 0,0001 | 0,00005 | 0,000025 | 0,0000125
% % % % % % %
3,125 |3,125 |3,125 |3,125 (3,125 3,125 3,125 3,125 0,00005% | NK
IU/mL [IU/mL |IU/mL [IU/mL |IU/mL |IU/mL IU/mL IU/mL
0,0008 | 0,0004 | 0,0002 | 0,0001 | 0,00005 | 0,000025 | 0,0000125
% % % % % % %
1,56 |1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 0,000025% | NK
IU/mL | IU/mL [IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL IU/mL IU/mL
0,0008 | 0,0004 | 0,0002 | 0,0001 | 0,00005 | 0,000025 | 0,0000125
% % % % % % %
0,78 (0,78 |0,78 (0,78 (0,78 0,78 0,78 0,78 0,0000125% | NK
IU/mL | IU/mL [IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL IU/mL IU/mL
0,0008 | 0,0004 | 0,0002 | 0,0001 | 0,00005 | 0,000025 | 0,0000125
% % % % % % %

Sekil 5.21. 73 kodlu E. faecalis susu i¢in hazirlanan Nisin+CHX sinerjetik etki ¢alismas1 plak
diizeni

83



G

Sekil 5.22. 73 kodlu E. faecalis susu i¢in hazirlanan Nisin+NaOCI sinerjetik etki ¢alismasi plak

Nisin MiK | NaOCI
Degeri * | MiK
Degeri **

50 50 50 50 50 50 50 1IU/mL|50IU/mL |2,0% PK
IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL [IU/mL |0,03125
2,0% 1,0% 0,5% 0,25% (0,125 0,0625 |%

% %
25 25 25 25 25 25 251U/mL|251U/mL |1,0% PK
IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL [IU/mL |0,03125
2,0% 1,0% 0,5% 0,25% (0,125 0,0625 |%

% %
12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 0,5 %** PK
IU/mL |IU/mL |IU/mL [IU/mL [IU/mL [IU/mL [IU/mL IU/mL*
2,0% 1,0% 0,5% 0,25% (0,125 0,0625 |0,03125

% % %
6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 0,25 % PK
IU/mL |IU/mL |IU/mL [IU/mL [IU/mL [IU/mL |IU/mL IU/mL
2,0% 1,0% 0,5% 0,25% (0,125 0,0625 |0,03125

% % %
3,125 |3,125 |3,125 |3,125 |3,125 |3,125 3,125 3,125 0,125% NK
IU/mL |IU/mL |IU/mL [IU/mL [IU/mL [IU/mL [IU/mL IU/mL
2,0% 1,0% 0,5% 0,25% (0,125 0,0625 |0,03125

% % %
1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 0,0625% | NK
IU/mL |IU/mL |IU/mL [IU/mL [IU/mL [IU/mL [IU/mL IU/mL
2,0% 1,0% 0,5% 0,25% (0,125 0,0625 |0,03125

% % %
0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,03125% | NK
IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL [IU/mL |IU/mL IU/mL
2,0% 1,0% 0,5% 0,25% (0,125 0,0625 |0,03125

% % %

diizeni
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Sekil 5.23. 73 kodlu E. faecalis susu i¢in hazirlanan Nisint+EDTA sinerjetik etki ¢alismasi plak

Nisin MiK | EDTA MiK
Degeri * |Degeri **

50 50 50 50 50 50 50 50 IU/mL |20 mM PK
IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL
20mM |10 mM [5mM | 2,5 1,25 0,625 10,3125

mM mM mM mM
25 25 25 25 25 25 25 251U/mL |10 mM PK
IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL
20mM |10 mM [5mM |25 1,25 0,625 10,3125

mM mM mM mM
12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 5 mM** PK
IU/mL |IU/mL |[IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL*
20mM |[10mM [5mM |2,5 1,25 0,625 |0,3125

mM mM mM mM
6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 2,5mM PK
IU/mL |IU/mL |[IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL
20mM [10mM [5mM |2,5 1,25 0,625 10,3125

mM mM mM mM
3,125 |3,125 3,125 (3,125 (3,125 |3,125 3,125 3,125 1,25 mM NK
IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL
20mM |[10mM [5mM |2,5 1,25 0,625 |0,3125

mM mM mM mM
1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 0,625 mM | NK
IU/mL |IU/mL |[IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL
20mM [10mM [5mM |2,5 1,25 0,625 10,3125

mM mM mM mM
0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,3125 NK
IU/mL |IU/mL |[IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL |IU/mL mM
20mM |[10mM [5mM |2,5 1,25 0,625 10,3125

mM mM mM mM

diizeni

Yapilan ¢alismanin sonucunda elde edilen veriler Tablo 5.21°de gosterilmektedir. Tabloya
bakildiginda genel olarak ajanlarin birbirine pozitif katkida bulunduklari goriilmektedir. Sadece
gida kokenli E. faecalis 74 susu ve E. faecalis ATCC 29212 kontrol susunun inhibiyosnunda
nisin ve CHX birlikte kullanildiginda antagonistik etki gostermislerdir. 73 kodlu susta en iyi
inhibisyon etkisini gdsteren ajan kombinasyonu Nisin+tEDTA, 74 kodlu susta Nisin+NaOCl,
79 kodlu susta NisintEDTA, 114 kodlu susta NisintEDTA, OGIRF kontrol susunda
Nisin+NaOCI ve ATCC 29212 kontrol susunda ise NisintEDTA olarak belirlenmistir. Genel

olarak degerlendirildiginde, suslar iizerinde en etkili kombinasyonun Nisin+tEDTA oldugu

goriilmektedir.
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Tablo 5.21. E. faecalis 73, 74, 79, 114, OG1RF, ATCC 29212 suslarmin nisin ve diger
dezenfektanlarin kombinasyonu ile gerceklestirilen sinerjetik etki ¢alismasinin sonuglari

E. faecalis 73

Nisin+CHX 2.58 Pozitif katki
Nisin+NaOCI 2.15 Pozitif katki
Nisin+tEDTA 1.3228 Pozitif katki
E. faecalis 74

Nisin+CHX 4.97 Antagonizm
Nisin+NaOClI 2.3031 Pozitif katki
Nisin+tEDTA 2.409 Pozitif katki
E. faecalis 79

Nisin+CHX 3.24 Pozitif katki
Nisin+NaOCI 2.303 Pozitif katki
Nisin+EDTA 1.9658 Pozitif katki

E. faecalis 114

Nisin+CHX 2.784 Pozitif katki
Nisin+NaOCI 2.27625 Pozitif katki
Nisin+tEDTA 1.5473 Pozitif katki

E. faecalis OG1RF

Nisin+CHX 2.8475 Pozitif katki
Nisin+NaOCI 2.2849 Pozitif katki
Nisin+tEDTA 2.3523 Pozitif katki

E. faecalis ATCC 29212

Nisin+CHX 5.1339 Antagonizm
Nisin+NaOClI 2.4708 Pozitif katki
Nisin+EDTA 2.2152 Pozitif katki
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5.7 TARAMALI ELEKTRON MIiKROSKOBU (SEM) GORUNTULENMESI ILE
NiSIN VE DEZENFEKTANLARIN BiYOFILM YAPILARINA ETKILERININ
BELIiRLENMESI

E. faecalis OGIRF kontrol susunun kullanildigi ¢alismada, olusturulan Orneklerin SEM
analizine hazirlanmasinda Dufour vd. (2007) tarafindan onerilen yontem kullanilmistir. Elde
edilen SEM goriintiileri incelendiginde, nisinin tek bagina ve diger dezenfektanlarla olusturulan
kombinasyonlarinin, sus tarafindan cam yilizeyde olusturulan biyofilmin tamaminin

eradikasyonunu saglayamadig1 ancak 6nemli diizeyde azalttig1 goriilmektedir (Sekil 5.24-5.28).

Yiizey lizerinde olusan biyofilm yapilarmin eradikasyonunda en yiiksek etkiyi Nisin (2000
IU/mL) + EDTA (5 mM) kombinasyonu gdstermistir. En diisiik etkiyi ise Nisin (2000 IU/mL)
+ CHX (%0.0002) kombinasyonu gostermistir. Nisin (2000 IU/mL) + NaOCIl (%0.5)
kombinasyonunun olusturulan biyofilmler tizerindeki etkisi, Nisin ve EDTA’nin olusturdugu

kombinasyonun gostermis oldugu etkiye olduke¢a yakin bulunmustur.
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EHT=20.00 kV Mag= 1600 K X

Sekil 5.24. E. faecalis OGIRF kontrol susu tarafindan olusturulan biyofilm yapisinin SEM
goruntusu

Sekil 5.25. E. faecalis OG1RF kontrol susunun olusturdugu biyofilm yapisinin Nisin (2000
IU/mL) ile muamelesi sonucu elde edilen SEM goriintiisii
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Sekil 5.26. E. faecalis OG1RF kontrol sugunun olusturdugu biyofilm yapisinin Nisin (2000
IU/mL)+CHX (%0.0002) ile muamelesi sonucu elde edilen SEM goriintiisii

‘WD =105 mm EHT = 20.00 k¥ Mag= 300K X

Sekil 5.27. E. faecalis OG1RF kontrol susunun olusturdugu biyofilm yapisinin Nisin (2000
IU/mL)+NaOCl (%0.5) ile muamelesi sonucu elde edilen SEM goriintiisii
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&

WD =106 mm EHT =20.00 kV Mag= 300 KX

Sekil 5.28. E. faecalis OG1RF kontrol susunun olusturdugu biyofilm yapisinin Nisin (2000
IU/mL)+EDTA (5 mM) ile muamelesi sonucu elde edilen SEM goriintiisii
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6. TARTISMA VE SONUC

Enterokoklar, diinya genelinde (6zellikle Staphylococcus aureus, grup A streptokoklar veya
pnomokoklarla karsilastirildiginda) tehlikeli patojen niteligindeki mikroorganizmalardir. Son
yillarda saglik ve gida alaninda karsilasilan bakteri kaynakli sorunlarin en biiyiik kaynagi olarak
degerlendirilmektedirler. Gidalarin dogal florasinda bulunmasinin yaninda, starter kiiltiir
kapasitelerinden dolay1 da gida endiistrisinde 6nemli bir yere sahiptirler. Fakat enterokok
suslariin igerdigi viriilans genler, antibiyotik diren¢ 6zellikleri ve olusturduklart biyofilm
yapilar1 nedeniyle, enterokoklarin gida endiistrisinde starter kiiltiir olarak kullaniliyor olmasi
arastirmacilar arasinda tartisma yaratmaktadir (14). Bu suslar siit ve siit iriinlerinde, et
iiriinlerinde, hazir gidalarda bulunabilmekte ve hatta probiyotik olarak kullanilan enterokok
suslar1 dahi antibiyotiklere kars1 direngli olabilmektedir (46). Enterekok suslarindan 6zellikle
E. faecalis, hastane enfeksiyonlarina neden olan firsat¢i patojenler olarak son yillarda daha sik
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu bakteri, 6zellikle idrar yolu enfeksiyonlari, bakteriyemi, menenjit,
cerrahi yara enfeksiyonlari, yeni dogan enfeksiyonlar1 gibi bir¢ok hastane kaynakli

enfeksiyonun kaynagini olusturmaktadir (14).

Biyofilmler, yilizeylere tutunan bir grup bakteri tarafindan olusturulan ve yiizeyi bakteri
hiicrelerinin tirettikleri hiicre dist polimerik matriksle kapli olan bir yapidir. Biyofilmi olusturan
hiicreler, ¢ok hiicreli formlara benzer gelisme fizyolojisi ve genetik ifade gdstermeleri sonucu,
planktonik formlarindan ¢ok farkli yapisal ve fonksiyonel oOzellikler sergilerler. Bakteri
hiicreleri evrimsel siirecte, biyofilm yapisi igerisinde ¢ok iyi kolonize olma yetenegini kazanmis
ve en zorlu sartlar altinda dahi yagsamlarini devam ettirebilme yetenegine sahip olmustur (31).
Giliniimilizde, oOzellikle patojen mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilmlerle yiiriitiilen
caligmalarda ana hedef; genetik ve biyokimyasal esasinin belirlenmesi suretiyle biyofilm
yapilarinin olusumunun engellenmesi ve eradikasyonunun saglanmasidir. Fakat biyofilmlerin
icerisinde var olan farkli yapilar ve bakteriler, biyofilm yapilarinin antimikrobiyal ajanlara kars1
diren¢ kazanmasini saglamaktadir. Bunun yami sira klasik sanitasyon, dezenfeksiyon ve
sterilizasyon ajanlar1 ve yontemlerine karsi, biyofilmlerin igerisinde yer alan suslar planktonik
formlarindan ¢ok daha yiiksek diizeyde direng gostermektedirler. Bu nedenle giiniimiizde
mikrobiyal enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve eradikasyonunda temel stratejiler; patojen bakterilerin
planktonik formlar1 degil, biyofilm yapilar1 dikkate alinarak belirlenmektedir (40). Mikrobiyal

enfeksiyon ve kontaminasyonlarla miicadelede kullanilan ajanlarin ve yontemlerin cevre ve
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insan sagligina karst olumsuz etkiler icermesi, biyofilm yapilar1 ile miicadelede yesil
biyoteknolojik ajanlarin bulunmasi ve bu dogrultuda miicadele yontemlerinin gelistirilmesi

zorunlulugunu dogurmustur.

Bakteriyosinler, prokaryotik antimikrobiyal proteinler veya antimikrobiyal peptitlerdir.
Genellikle katyonik ve hidrofobik yapidaki bu molekiiller, ¢esitli patojenlere karsi genis
spektrumlu antimikrobiyal etki gosterebilen ve potansiyel biyoteknolojik uygulamalara olanak
saglayan, yesil biyoteknolojik ajanlardir (67). Ozellikle giiniimiizde gida kaynakl1 patojenlerin
yol actig1 problemlerin olmas1 ve gidalarin bozulmamasi i¢in kullanilan kimyasal koruyucularin
istenilmemesi sebebiyle, yeni ve giivenilir biyokoruyuculara olan ilgi giderek artmistir. Bu
nedenle bakteriyosinler, ¢esitli ilaclara karsi diren¢ kazanmis olan mikroorganizmalarin
kontroliinde ¢cok 6nemli bir segenek olusturmustur. Birgok bakteriyosin insan, bitki ve hayvan

saglhigimi korumak ve gida kalitesini ve giivenligini gelistirmek amaciyla arastirilmaktadir (116).

Yesil biyoteknolojik ajan ve yontemlerin gelistirilmesi dogrultusunda tasarladigimiz
calisgmamizdaki temel amaglardan biri; klinik ve endiistriyel anlamda ciddi bir sorun haline
gelen E. faecalis suglarmin biyofilm yapilarinin olusumunun engellenmesinde ve olusan
biyofilmlerin eradikasyonunda, peynir starter kiiltiirlerinin temel bileseni olan Lactococcus
lactis subsp. lactis tarafindan iiretilen nisin bakteriyosininin saf formunun ve arastirma
grubumuz tarafindan izole edilerek tanimlanan nisin dreticisi L lactis subsp. lactis LL27
susunun nisin tiretimi ve etkinligi bakimindan optimize edilmis bir mutantinin (L. lactis subsp.
lactis LAC339, Simsek vd., 2009) E. faecalis biyofilminin olusumu ve eradikasyonundaki
etkinligini aragtirmaktir (117). Nisin, tiim diinyada insan ve ¢evre {lizerinde yan etki icermeyen
GRAS (Generally Recognized As Safe) bir bakteriyosin olarak tanimlanmistir. Nisin, 6zellikle
Gram-pozitif bakterilerle miicadelede kullanilmaktadir (66). Ancak daha once de belirtildigi
gibi, nisinin E. faecalis biyofilm yapilari iizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alisma heniiz yoktur.

Dolayist ile tez calismamiza benzer bir caligma literatiirde yer almamaktadir.

E. faecalis’in planktonik formlarina karsi nisinin yiiksek diizeyde etkinlik gosterdigi ¢alisma
grubumuz tarafindan daha onceden belirlenmistir (9). Calismamizin ilk basamaginda; ticari
nisin (Nisaplin), L. lactis LL27 ve L. lactis LAC339 tarafindan sentezlenen nisin
bakteriyosinlerinin, denemelerde kullanilan E. faecalis suslarmin planktonik formlarinin

inhibisyonunda kullanilan konsantrasyonlar1 ile, diger dezenfektanlarin (CHX, NaOCI ve
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EDTA) bu suslarin planktonik formlarmin inhibisyonunda kullanilan konsantrasyonlari
karsilastirilmistir. Bu asamada nisin ve diger dezenfektanlarin, E. faecalis suslarina karsi etkisi
MIK ve MBC diizeyleri esas almarak belirlenmistir. Belirledigimiz MIK degerleri, bakteri
gelisimini engelleyen en diisiik antimikrobiyal ajan konsantrasyonlarini ifade etmektedir.
Denemeler sonucunda, nisin bakteriyosinlerinin ve kullanilan diger dezenfektanlarin ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda dahi E. faecalis suslariin gelisimini engelledigi saptanmigtir. Calismada
ticari nisin i¢in elde ettigimiz MiK degeri genel olarak 50 IU/mL konsantrasyonunun altindadur.
L. lactis LL27 ve L.lactis LAC 339 suslar1 tarafindan iiretilen nisin bakteriyosinlerinin elde
edilen MIK degerleri ise genel olarak 100 IU/mL konsantrasyonunun altindadir. Ancak, ticari
nisinin daha diigiik konsantrasyonunun, grubumuz tarafindan izole edilen L. lactis LL27 ve nisin
tretim Ozelligi genetik miihendisligi teknikleri ile arttirilmig varyanti L. lactis LAC339
tarafindan iretilen nisinden daha etkili oldugunu séylemek miimkiindiir. Lakin ticari olarak
saglanan nisinin kullanimi hem ekonomik ac¢idan daha maliyetli olmakta hem de disa
bagimlilig1 siirdirmektedir. Bu kapsamda tez calismamizda kullandigimiz farkli nisin
bakteriyosinlerinin etkilerini degerlendirdigimizde, etkinligini daha yiliksek konsantrasyonda
gosterse de grubumuz tarafindan izole edilen L. lactis LL27 ve yine tarafimizdan tasarlanan L.
lactis LAC339 kodlu susun ileri asamalarda farkli alanlarda da kullanilabilme potansiyeli

tasidigini séylemek miimkiindiir.

Khan vd., (2014) nisin bakteriyosininin Gram-pozitif bakteriler {izerindeki inhibisyon etkisini
gozlemlemek i¢in yaptiklar1 caligmalarda, nisin ic¢in belirlenen inhibisyon etkisine sahip
konsantrasyon 125-150 IU/mL araliginda degismektedir (118). Bauttefroy vd. (2000) tarafindan
yiriitiilen ¢aligmada ise genel olarak 50 IU/mL konsantrasyonundaki nisinin, Gram-pozitif
bakteriler ilizerinde etkili oldugu saptanmistir (119). Genel olarak nisin ile ilgili yapilan
caligmalarda elde edilen en 6nemli sonug, nisinin ortamin pH degerinden ¢ok gabuk etkileniyor
olmasidir. Yiiksek asiditeye sahip olan ortamlarda nisinin patojenler {izerindeki inhibisyon
etkisinin arttigi gozlenmistir (24). Nisinin yiiksek asiditeye sahip olan ortamlarda gosterdigi
antimikrobiyal etki Tong vd., (2010) tarafindan endodontoloji alaninda yapmis olduklar
calismalarla arastirilmistir. Ozellikle agiz boslugunda enfeksiyona neden olan bakteriler Gram-
pozitif bakteriler oldugundan dolayi, ¢aligmalarinda Streptococcus sanguinis, Streptococcus
mutans, Lactobacillus fermenti ve Lactobacillus acidophilus bakterileri iizerinde nisinin
oldiiriicti etkisini arastirmis ve nisinin 6nemli 6l¢iide etkili oldugunu saptamislardir. Aym

zamanda ag1z i¢inin diisiik pH degerine sahip olmasi, burada salgilanan enzimlerin nisine zarar

93



vermemesi ve 0zellikle ortamda Gram-pozitif bakterilerin bulunmasi, nisinin antimikrobiyal
aktivitesini gostermesindeki en biiyiik etkenler oldugunu belirtmislerdir (120). Denememizde
kullanilan nisin bakteriyosinleri kendi aralarinda siralandiginda, en yiiksek etkiyi ticari nisin
gosterirken, en diisiik etkiyi ise L.lactis LAC339 susu tarafindan sentezlenen nisin bakteriyosini
gostermistir. Bu durumun, tarafimizdan saflastirilan nisinin safliginin, ticari nisinden daha az
olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Diger dezenfektanlarn MIiK ve MBC degerleri
incelendiginde, onlarin da ¢ok diisiik konsantrasyonlarda E. faecalis suslari iizerinde etkili
olduklar1 tespit edilmistir. MIK ve MBC ¢alismalar1 sonucunda planktonik formlar iizerine en
etkili ajan CHX olarak bulunmustur. Cok diistik bir konsantrasyonda dahi (%0.0002) E. faecalis
suslarinin tamamina yakinini 6ldiirmistiir. Daha onceki ¢alismalara bakildiginda da CHX
dezenfektaninin patojen bakteriler iizerinde cok etkili bir dezenfektan oldugu bilgisine
rastlanmaktadir. CHX 6zellikle endodonti alaninda E. faecalis patojenlerinin inhibisyonu
amaciyla kullanilmaktadir. En etkin konsantrasyonu ise %2 olarak belirtilmektedir (121-123).
CHX’in insan saglhigina olan zararl etkilerinden dolay1, 6zellikle endodonti alaninda CHX’in
kullanimini indirgemek amaciyla Tong vd., (2014) tarafindan agiz boslugunda sik¢a bulunan
ve ¢ok cesitli enfeksiyonlara neden olan E. faecalis ATCC 29212 susuyla yapilmistir. Nisin ve
CHX ile yaptiklari ¢aligmada, nisinin de CHX kadar E. faecalis suslari tizerinde etkili oldugunu
saptamiglardir (124). Her iki antimikrobiyal maddenin de ¢alisma mekanizmasi ayni
oldugundan, giiniimiizde bu alanda yapilan ¢alismalar CHX’in yerine nisin kulanimini destekler
niteliktedir. Caligmamizda kullandigimiz bir diger antimikrobiyal ajan olan NaOCI, etki
mekanizmasi bakimindan CHX ile benzerlik gostermektedir (123). Daha 6nce de belirttigimiz
gibi NaOCl, giiclii antimikrobiyal etkisi ve organik yapidaki maddeleri kolayca ¢ézebilmesi
nedeniyle 6zellikle endodonti alaninda en sik kullanilan dezenfektanlar arasinda yer almaktadir.
NaOCl’nin bu avantajlarinin yani sira, dental plaklar1 tam olarak temizleyememesi, yiiksek
toksisiteye sahip olmasi, kullanildiklar1 cihazlarda korozyona neden olmasi gibi birgok
dezavantaji da bulunmaktadir (125). Her iki ajanin da birarada kullanildigi ¢ok sayida ¢aligma
literatiirde yer almaktadir. Bu ¢aligmalardan biri Cintra vd., (2013) tarafindan dis kdklerinin
temizliginde CHX ve NaOCI ajanlarinin beraber kullanilmasiin etkilerinin arastirildigt
calismadir (126). Yaptiklar1 ¢alismanin sonucunda iki ajanin beraber kullanilmasiyla, turuncu
renkte ve toksisitesi oldukg¢a yiiksek olan bir ¢okeltinin meydana geldigini belirlemislerdir.
Parakloroanilin (PCA) ad1 verilen bu ¢okeltinin, CHX ve NaOCIl arasinda meydana gelen asit-

baz tepkimesi sonucunda olustugunu saptamislardir. Calismanin devaminda ise, olusan PCA
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cokeltisinin oraninin, kullanilan NaOCl ile dogru orantili oldugu aragtirmacilar tarafindan ifade
edilmigtir. Cintra vd., (2013) yapmis olduklar1 bu ¢alisma sonucunda, oOzellikle agiz
temizliginde beraber kullanilan bu iki ajanin insan saghgi acisindan c¢ok zararli olacagi
belirtilmistir (126). Dubey vd., (2016) tarafindan E. faecalis suslariyla yapilan ¢calismada, %2.5
konsantrasyonundaki NaOCl’nin, E. faecalis suslarmin iizerinde oOnemli derecede
antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmistir (127). NaOCl ve CHX dezenfektanlariyla beraber
yapilan bir bagka calisma ise Jeansonne vd., (1994) tarafindan gerceklestirilmistir. CHX ve
NaOCl dezenfektanlarinin hangisinin E. faecalis suslar1 tizerinde en ¢ok etkiye sahip oldugunu
belirlemek amaciyla gerceklestirilen bu calismada, %?2.0 konsantrasyonundaki CHX’in E.
faecalis suslar1 ftizerinde, %5.25 konsantrasyonundaki NaOCl’den daha etkili oldugu
bulunmustur (128). Delany vd., (1982) tarafindan yiriitilen c¢alismada ise, %0.2
konsantrasyonuna sahip olan CHX’in agizda yer alan patojen bakteriler iizerinde yiiksek oranda
oldiiriici etkiye sahip oldugu bulunmustur (129). NaOCl ve EDTA dezenfektanlarinin, E.
faecalis tizerindeki antimikrobiyal etkilerinin arastirildig bir diger ¢alisma Baumgartner vd.,
(2007) tarafindan yapilmistir (130). %5.25 konsantrasyonundaki NaOCI ve %15
konsantrasyonundaki EDTA’nin beraber kullanilmasinin, 6zellikle implantlarda yer alan
patojenlerin temizlenmesinde oldukga etkili oldugu, arastirma sonucunda belirlenmistir (130).
Calismamizda da E. faecalis suslar1 tizerinde CHX ve NaOCI ajanlarinin gostermis olduklari

etki, literatiir verileri ile paralel bir sekilde, birbirlerine ¢ok yakin olarak bulunmustur.

Zaman-Oliim denemelerinde ise, calismamizda kullandigimiz dezenfektanlarin etkisinin ne
kadar stirede gerceklestigi tespit edilmistir. Bu ¢aligsmalarda, nisin bakteriyosininin sadece ticari
nisin (Nisaplin) olan formu denemeye alinmistir. Kullanilan dezenfektanlarin, 6,12 ve 24 saat
inkiibasyonlar1 sonrasinda E. faecalis suslarma karsi elde edilen MIK degerleri, bu
dezenfektanlarin farkli etkinliklere sahip oldugunu kanitlamistir. Veriler incelendiginde, nisinin
etkisini en ¢ok 6 saat inkiibasyon siiresi sonunda gostermis oldugu saptanmistir. Nisinin genel
yapist incelendiginde, bulundugu ortamda ¢ok uzun siire kalamayan ve hemen yapisi bozulan
protein veya peptit yapida bir molekiil oldugu bilinmektedir (131). Bu nedenle nisinin, tek
bagina kullanildiginda etkisini 6 saat inkiibasyon siiresi sonunda gdstermesi, nisin hakkindaki
mevcut bilgilerimiz ile uyumludur. Hatta bu inkiibasyon siiresi icerisinde gostermis oldugu
inhibitor etkisi diger ajanlara oranla oldukca yiiksektir. 12 ve 24 saat inkiibasyon siirelerinde,
suslar lizerinde ¢ok fazla etkili olamamasinin nedeni olarak ¢ok ¢abuk bozulan (degrade olan)

yapist gosterilebilir. Bu nedenle nisinin konsantrasyonun arttirilmasi ya da stirekli sistemlerle
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ortama kademeli olarak nisin ilave edilmesi ile daha etkili sonuclar elde etmek miimkiin
olacaktir. Diger ajanlara bakildiginda, her 3 inkiibasyon siiresinde de en etkili ajan CHX olarak
bulunmustur. Test edilen her 3 inkiibasyon siiresinde de birbirine yakin sonuglar elde edilse de,
gorece en etkili sonug 6 saat inkiibasyon siiresi sonunda saglanmistir. CHX’ten sonra enterokok
tirlerinin planktonik formlar1 iizerinde en etkili ajanin EDTA oldugu belirlenmistir. Tiim
inkiibasyon siireleri sonunda gostermis olduklari etki birbirine olduk¢a yakin bulunmustur. En
diisiik etkiyi ise NaOCI ajan1 gostermistir. Nisin disinda kullanilan ajanlardan elde edilen
bulgularin, daha onceden yapilan ¢alismalarla paralellik tasidigr gorilmektedir. Bu 3
dezenfektanin tiim suglar iizerindeki dldiiriicti etkisi ayn1 iken, nisin 6 saat inkiibasyon siiresinin

sonunda gida kokenli E. faecalis 73 susu ilizerinde en yiiksek oldiiriicii etkiyi sergilemistir.

Antimikrobiyal maddelerin minimal biyofilm eradikasyon konsantrasyonlarinin (MBEC)
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada, E. faecalis suslarinin, 12, 18 ve 24 saat inkiibasyon
stireleri sonunda olusturduklari biyofilm yapisi iizerinde dezenfektanlarin etkileri aragtirilmigtir.
Calisma sonucunda elde edilen veriler incelendiginde, olusan biyofilmlerin eradikasyonunda en
etkili ajanin NaOCl oldugu ve en etkin NaOCl konsantrasyonunun ise %?2 oldugu saptanmustir.
NaOCl ajaninin biyofilmler iizerindeki etkisini inceleyen calismalarda genel olarak etkin
konsantrasyon %5-6 olarak belirlenmistir (97,121). Fakat yapilan bir ¢alismada, E. faecalis susu
tarafindan olusturulan biyofilmlerin eradikasyonunda %1 konsantrasyonunda NaOCl’nin etkili
oldugu saptanmistir (99). Calismamizda elde edilen veriler istatistiki degerlendirmeye tabi
tutuldugunda; %0.05’in {lizerinde kullanilan tiim NaOCI konsantrasyonlarinin (%0.25, %0.5,
%1, %2) E. faecalis biyofilmleri {izerinde yaklasik olarak ayni etkiyi gosterdigi goriilmektedir.
Diger ajanlar icin, olgun biyofilmlerin eradikasyonundaki en etkili EDTA ve CHX
konsantrasyonlarinin inkiibasyon siiresine ve suslar tarafindan olusturulan biyofilmin yapisina
gore degiskenlik gdsterdigi  bulunmustur. MBEC c¢alismasinda kullanilan nisin
konsantrasyonlari, yapilan istatistiki analizler sonucunda anlamli olarak degerlendirilememistir
(p<0.01). Literatiir verilerinde, nisinin tek bagina patojen suslarin olusturduklar1 biyofilmlerin
eradikasyonunda basarili olmadigi, baska dezenfektanlarla beraber kullanildiginda daha etkili
sonuclar verdigi sonucu &ne cikmaktadir (119,132). Ozellikle nisinin, biyofilmlerin dig
kisminda bulunan EPS’nin yapisin1 bozabilen ajanlarla beraber kullanimi olduk¢a olumlu
sonuglar vermektedir (133,134). Nisin ve EDTA’nin beraber kullaniminin, gidalarin raf 6mrii
iizerine olan etkilerinin arastirildig: bir calisma Economou vd., (2009) tarafindan yiirtitiilmiistiir

(133). Yaptiklar1 calismada tavuk etinin raf Omriinii uzatmak amaciyla belirli
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konsantrasyonlarda nisin ve EDTA nin beraber kullaniminin Pseudomonas sp. ve enterobakter
gibi Gram-negatif bakterilerin ve Brochothrix thermosphacta ve laktik asit bakterileri gibi
Gram-pozitif bakterilerin tiremelerini biiyiik oranda engellediklerini saptamislar ve tavuk etinin
raf Omriiniin en az 4 giin daha uzadigini belirlemislerdir (133). Nisin ve EDTA’nin beraber
kullaniminin arastirildigi bir diger ¢alisma Kopermsub vd., (2011) tarafindan yapilmistir (134).
Nisin ve EDTA’nmin beraber gosterdikleri antimikrobiyal etki siiresinin uzatilmasin
amagladiklar1 bu ¢alismada "Niosom™ adi verilen ve liposomlarin yapisina benzeyen, kapsiil
seklinde noniyonik siirfaktanlar kullanilmistir. Staphylococcus aureus ve E.coli suslarinin
kullanildig1 bu c¢alismada, kapsiil i¢ine alinan nisin ve EDTA bilesenlerinin etki siirelerinin
uzadig1 tespit edilmistir (134). Daha 6nce nisinin gida koruyucu olarak kullanildigi ¢alismalar
incelendiginde, nisinin gidada bulunan indirgenmis sekerlerle Maillard reaksiyonuna girerek,
lipit ve proteinlerle spesifik olmayan baglar olusturdugu saptanmistir (135,136). Bunun yani
sira, taze gidalarda koruyucu olarak kullanilan nisinin, gidalardaki proteazlar tarafindan
parcalandig1 yine arastirmalar sonucunda belirtilmistir (137). Kopermsub vd., (2011)’nin
yaptiklar1 bu ¢calismayla nisinin serbest halde kullanilmasi sonucunda belirlenen dezavantajlarin
oniline gecilmis ve EDTA gibi antimikrobiyal maddelerle kullanimi ile patojen bakteriler
tizerinde gostermis olduklari antimikrobiyal etki siirelerinin uzatilmasina ek olarak, ajan

kombinasyonlarini daha aktif hale getirmislerdir (134).

Sinerjetik etki denemelerinden elde edilen veriler, nisinin diger dezenfektanlarla
kombinasyonunun, antibakteriyel etkinliklerine pozitif katkida bulunduguna isaret etmistir.
Ozellikle nisin ve EDTA ajanmin beraber kullanimi, E. faecalis suslarmin planktonik formlari
iizerinde en etkili sonucu vermistir. Diger en etkili kombinasyon ise nisin ve NaOCl’nin
olusturdugu kombinasyondur. En diisiik etkiyi gosteren ikilinin ise nisin ve CHX oldugu

saptanmuistir.

Patojen bakterilerin olusturdugu biyofilmlerin eradikasyonunda EDTA 6nemli bir role sahiptir.
Ozellikle Gram-negatif bakterilerin olusturdugu biyofilmlerin eradikasyonunda yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Bakterilerin hiicre duvarlarinin ~ yapisinda  lipopolisakkaritler ve
gliserofosfolipitler bulunmaktadir. Metal iyonlarla selat olusturabilen EDTA, bu bakterilerin
dis zarlarinda yer alan LPS nin yapisinda bulunan divalent katyonlara (Ca*?, Mg*?) baglanarak
zarin stabilizasyonunu bozmaktadir. Sonu¢ olarak hiicre duvari zarar gormiis bakteriler,

bakteriyosinlere maruz kaldiklarinda, daha kolay etkilenmektedirler (105). Bu iki inhibitor
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ajanin beraber kullanildig1 ¢aligmalardan biri Tu vd. (2002) tarafindan yiiriitiilmiistiir. Bu
caligmanin sonucunda nisin ve EDTA kombinasyonunun, Salmonella Typhimurium
patojeninde etkili oldugu tespit edilmistir (138). Calismamizda ise E. faecalis suslarinin
inhibisyonunda, nisin ve EDTA’nin beraber kullanilmasiyla elde edilen sonuglar, her iki ajanin
da tek tek kullanilmasiyla elde edilen sonuglara oranla oldukga yiiksektir. Caligmanin son
basamagi olan ve E. faecalis OGIRF kontrol susunun olusturdugu biyofilmlerin
eradikasyonunda ¢esitli ajanlarin birlikte kullanilarak gostermis olduklar1 etkilerin SEM ile
gorlintiillenmesinde de en etkili inhibitor kombinasyonunun nisin ve EDTA tarafindan
olusturdugu goézlenmistir. Nisin ve EDTA nin birbirleriyle olan sinerjetik etkilerini gsteren bir
calisma da Branen vd., (2003) tarafindan Listeria monocytogenes, E. coli, Salmonella enteriditis
ve Pseudomonas fluorescens suslari kullanilarak yapilmistir (139). Yapilan ¢alismada suslar 18
ve 24 saatlik inkiibasyonlarinin ardindan, EDTA ve nisinin ayr1 ayr1 kullaniminin yanisira
sinerjetik etki yontemi kullanilarak birlikte etkileri de arastirilmistir. Calismada kullandiklart
EDTA’nin konsantrasyonu Gram-negatif patojenler i¢cin 156-10.000pug/mL arasinda degisirken,
nisinin konsantrasyonu 3.9-46.9 pg/mL (156.25-1875 IU/mL) arasinda degismistir. Gram-
pozitif patojenler i¢in kullanilan EDTA ’nin konsantrasyonu 7.8-500 png/ml arasinda iken nisinin
konsantrasyonu 1.95-31.3 pg/mL (78.125-1251.3 IU/mL) arasinda degismistir (139). Elde
ettikleri MIK ve MBC degerlerini incelediklerinde ise, 250 pg/ml konsantrasyonundaki
EDTA’nin L. monocytogenes patojeninin iiremesini engelledigi, 1250-5000 pg/ml arasindaki
konsantrasyonlarda ise Gram-negatif bakterilerin tiremelerini engelledigi saptanmistir. Fakat
EDTA’nin higbir sus ig¢in bakterisidal etki gostermedigi belirlenmistir. 312.5 [U/mL
konsantrasyonundaki nisinin tek basina kullanildiginda, L. monocytogenes susunun hem
iiremesini engelledigini (bakteriyostatik etki) hem de bakterisidal etki gosterdigini, fakat tek
bagina kullanildiginda Gram-negatif bakterilere karsi etkili olmadigini belirtmislerdir. Nisin ve
EDTA, L. monocytogenes ve E. coli patojenlerine karsi beraber kullanildiklarinda sinerjetik etki
gostermis, fakat Salmonella ve Pseudomonas’a karsi birlikte kullanimlarinda ¢ok az etki
edebildikleri belirtilmistir. Nisin ile beraber kullanildiklarinda diisiik konsantrasyonlardaki
EDTA’nin yeterli oldugu, yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda ise patojenler {izerindeki
aktivitelerinde hi¢bir degisiklik olugsmadigi bulgular arasinda yer almaktadir (139). Branen vd.,
(2003) tarafindan yapilan bu calismada yiiksek konsantrasyonlardaki EDTA ve nisinin,

patojenlerin planktonik formlar1 iizerinde etkili olduklar1 goézlemlenirken, tarafimizdan
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yiiriitiilen ¢aligmada diisiik konsantrasyonlarda EDTA ve nisinin beraber kullaniminin E.

faecalis patojenlerinin olusturduklari biyofilm yapilarin1 dahi eradike edebildigi belirlenmistir.

Biyofilmlerin eradikasyonunda en ¢ok kullanilan ajanlardan biri de NaOCI’dir. Ozellikle
endodonti alaninda, E. faecalis patojenlerinin olusturmus oldugu biyofilmlerin
eradikasyonunda NaOCI yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, biyofilmlerin
eradikasyonunda kullanilan en etkin NaOCI konsantrasyonunun %0.5-%5.25 arasinda oldugu
belirlenmistir (100,140). Kozol vd., (1988) tarafindan yapilan arastirmada, klinik kullanimlarda
insan sagligina karst en az tehlike arz eden NaOCI konsantrasyonunun 9%0.025 oldugu
belirtilmistir (141). NaOCl ile ilgili yapilan diger ¢aligmalarda ise, NaOCl’nin sitotoksik ve
bakterisidal etkisini gdsterebilmesi i¢in en az %0.5 konsantrasyonunda kullanilmas1 gerektigi
vurgulanmistir (142). Calismamizda gergeklestirilen denemeler sonucu, E. faecalis suslarinin
planktonik formlar tizerinde en etkin NaOCI konsantrasyonunun %0.5 oldugu gériilmektedir.
Bu bulgumuz, Pashley vd., (1985) tarafindan Onerilen konsantrasyon ile uyumludur (142).
Zaman-Oliim denemelerine, %0.5 konsantrasyonundaki NaOCI ajani, suslar iizerindeki en
yiiksek oldiiriicii etkisini 6 saat inkiibasyon siiresi sonunda gostermistir. MBEC denemelerinde
de en etkili ajan NaOCI olarak belirlenmistir. NaOCl ajaninin MBEC c¢aligmalarindan elde
edilen veriler i¢in yapilan varyans analizi sonucunda, degerler %1 oraninda anlamli
bulunmustur. Ardindan E. faecalis suslar1 ve NaOCl ajaninin interaksiyonu i¢in yapilan Duncan
analizinde ise, E. faecalis biyofilmlerinin eradikasyonu i¢in kullanilan tim NaOCI
konsantrasyonlarinin yaklagik olarak ayni etkiyi gosterdigi saptanmistir. Eradikasyonda en
disiik etkiyi %0.05 konsantrasyonundaki NaOCl gostermistir. Calismamizda NaOCI ile
yiiriitiilen denemelerden elde edilen bulgular, yukarida ozetlenen literatiir verileri ile

uyumludur.

Antimikrobiyal ajan olarak kullanilmasinin yaninda, NaOCl’nin insan saghgmi ve g¢evreyi
etkileyen bir¢cok dezavantaji da bulunmaktadir. Yiiksek sitotoksik etkisi, agir bir kokuya sahip
olmas1 ve solunumunun zararli olmasi, metal korozyonlarina neden olmasi NaOCl’nin en
onemli dezavantajlari arasinda yer almaktadir (97,142). NaOCI ajani, genel olarak etkisini
bakteri igin 6nemli olan enzimleri inhibe ederek gosterir (98). Fakat E. faecalis gibi patojen
nitelikteki mikroorganizmalar, NaOCI’ye kars1 direng gosterebilmektedirler (123). NaOCl’nin
yiliksek konsantrasyonlarda kullanilmasinin insan sagligi agisindan oldukg¢a zararli oldugu

bilinmektedir (102). Bu nedenle, yaptigimiz ¢alismalarda NaOCI ajanini nisin bakteriyosini ile
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beraber kullanarak, E. faecalis suslar1 tarafindan olusturulan biyofilm yapilarinin
eradikasyonunda uygulanacak olan etkin dezenfektan konsantrasyonunun diisiiriilmesi
hedeflenmistir. NaOCI ve nisinin arasindaki sinerjetik etkinin belirlenebilmesi i¢in yaptigimiz
caligmada ise, genel olarak birbirlerinin antimikrobiyal etkilerine pozitif katkida bulunduklar
saptanmistir. Nisin ve NaOCl’nin Enterokokal biyofilm yapilar1 iizerine -etkinliginin
belirlendigi ve sinerjetik etkilesiminin tanimlandigi ilk bulgular olmas1 agisindan verilerimiz
bilimsel ve teknolojik agidan 6nem arz etmektedir. Bu etkinlik s6z konusu konsantrasyonlarda
farkli ¢evresel parametreler incelenerek detaylandirilmasi, ileri arastirmalarin yapilmasini

gerektirmektedir.

E. faecalis suslarinin gelisiminin engellenmesinde en ¢ok kullanilan ajanlardan bir digeri ise
CHX’tir. CHX, katyonik bisguanit yapida olan bir dezenfektandir. Bakteriler {izerindeki hedef
bolgesi olan, hiicre duvari lizerinde bulunan negatif yiiklii fosfat gruplariyla etkilesime girmek
suretiyle, hiicre duvar1 {izerinde por olusturarak zarin gegirgenligini arttirir ve hiicre igi
dengenin bozulmasiyla hiicrenin 6liimiine neden olurlar (143). CHX, diisiik konsantrasyonlarda
kullanildiginda potasyum ve fosfor gibi kiiclik molekiiller hiicreyi terk ederken, daha yiiksek
konsantrasyonlarda kullanildiginda ise hiicre sitoplazmasinin presipitasyonuna ve/veya
koagiilasyonuna neden olmaktadir (102). CHX ve nisin ile yapilan ¢aligmalar, her iki ajanin da
etki mekanizmasinin yaklasik olarak ayni oldugunu gostermistir. Her iki ajan da bakteri hiicre
duvarinda por olusturarak, hiicrenin 6liimiine neden olmaktadir (124,143). Agiz florasinda
yogun olarak bulunan E. faecalis suslarinin planktonik formlarinin eradikasyonunda Tong vd.,
(2014) tarafindan yapilan ¢alismada nisin ve CHX ajan1 beraber kullanilmistir. Caligmada, her
iki ajaninin tek basma kullandiklarinda gostermis olduklart etkiyi, beraber kullandiklarinda
gosteremedikleri saptanmistir. Bu durumun en 6nemli nedeninin, her iki ajanin da etki
mekanizmasinin ayni olusu olarak yorumlamuslardir (124). Tarafimizdan yiiriitiilen ¢aligmada
ise, CHX ve nisin ajanlarinin tek basina kullanildiklarinda elde edilen sonuglar ve beraber
kullanildiklarinda elde edilen sonuglar, daha 6nceden farkli kiiltiirler ile yapilan bu ¢alisma
bulgulari ile benzerlik tasimaktadir. Fakat daha once E. faecalis suslarinin olusturmus oldugu
biyofilmlerin eradikasyonunda bu iki ajanin beraber kullanildig1 bir ¢alisma literatiirde yer
almamaktadir. E. faecalis suslarinin olusturdugu biofilmlerin eradikasyonu ile ilgili olan
calismamizda CHX ve nisinin beraber kullanilmasiyla, olgun biyofilmlerin eradikasyonunun

tam olarak gergeklestirilemedigi saptanmustir. E. faecalis biyofilm yapilar1 tizerinde nisin ve
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diger dezenfektanlarin birlikte etkisinin arastirildigi bir ¢alismanin literatiirde bulunmayis,

sonuglarimizi kiyas yaparak tartigma olanagi tarafimiza sunmamaktadir.

Bakteriyosinlerle yapilan caligmalar sonucunda; bakteriyosinlerin diger antimikrobiyal
ajanlarla ya da ¢ok ¢esitli fenolik bilesiklerle beraber kullanildiginda, hedef mikroorganizmanin
ortamdan eradikasyonunda daha etkili olduklar1 belirlenmistir (144). Ozellikle patojen
bakterilerin olusturdugu biyofilmlerin eradikasyonunda tek bir ajanin yeterli derecede
antimikrobiyal etki gosteremedigi, biyofilmlerin iizerinde yer alan polimerik matriksi

temizleyemedigi ve organik kalintilar1 yeterli derecede ¢6zemedigi saptanmustir (98).

Calismamizda kullandigimiz E. faecalis suslari, bircok antibiyotige, kimyasal ve mekanik
temizleme yontemlerine ve birgok antiseptige karsi direng gosteren nazokomiyal
enfeksiyonlarin en 6nemli sebebini olusturan bakteri tiiriidiir. Glintimiizde E. faecalis patojenine
karsi en ¢ok kullanilan dezenfektanlar CHX ve NaOCI’dir (99,121,145). Yillardir kullanilan bu
dezenfektanlarin hem insan hem de g¢evre iizerine olumsuz bir¢ok etkisinin oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle yaptigimiz ¢alismada, E. faecalis tarafindan olusturulan
biyofilmlerin eradikasyonunda kullanilan kimyasallarin yaninda, yesil bir ajan olan nisin
bakteriyosininin kullanilmasinin, kimyasallarin konsantrasyonunu diisiirdiigii ve boylece insan
saglig1 ve cevre acisindan ¢ok 6nemli bir alternatif olusturdugu tespit edilmistir. Calismamizda
elde edilen veriler dogrultusunda, nisin bakteriyosini ile beraber kullanildiklarinda, 6zellikle
NaOCl ve EDTA ajanlarinin diisiik konsantrasyonlarda dahi oldukg¢a etkili olduklar
belirlenmistir. Daha 6nce de bahsedilen 6zelliklerinden dolayi, nisine kars1 bakterilerin direng
gelistirmesinin ¢ok zor olmasi, ¢evre ve insan sagligina karsi yan etkilerinin bulunmayisi,
nisinin 6nemini ve kullanim potansiyelini olduk¢a arttirmaktadir. Bu konuda literatiirde
herhangi bir ¢aligmanin yer almamasi, yapilan bu arastirmanin orjinalitesini gostermektedir.
Tez kapsaminda elde edilen bu veriler, literatiire bu konu hakkinda katki saglayacak ve konunun
daha iyi anlasilmasina yardimci olacak niteliktedir. Diger yandan nisin/NaOCI ve nisi/EDTA
preparatlarinin ticari kullanim potansiyellerinin arastirilmasi, ¢alismamiz sonuglarinin
uygulamada kullaniminm1 belirleyecek ana unsurdur. Bu anlamda, bulgularimiz ve tespit

ettigimiz etkin konsantrasyonlarin s6z konusu ¢aligmalara ivme kazandirmasi olasidir.
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Abstract Content: Objectives: Biofilm cells are difficult to be detected and to be eradicated. They are
more resistant to antibacterial agents, sanitation and disinfection processes. Enferococcus faecalis is
an important cause of nosocomial infections. New approaches to combat E. faecalis biofilms have been
introduced. One of the technologies that has recently gained attention is the use of bacteriocins, such
as nisin, which is produced by Lactococcus factis. In this study, commercial nisin and nisin produced
by genetically modified L. lactis LAC339 strain to improve nisin production was selected as the main
antimicrobial agents.

Material and methods: Biofilm producer 4 E. faecalis strains were chosen to determine antimicrobial effects
of tested agents. MICs and MBCs were determined by the microdilution method using the antimicrobials
chlorhexidine digluconat, EDTA, NaOCI and nisin.

Results: Generally the MBC values are expected to be higher than the MIC values but if the antimicrobial
agent that is used have a strong killing effect on the bacterial cells, the MIC and MBC values can be same
or very close to each other. According to our results, MBC values were mostly same with MIC values. Nisin
bacteriocin produced by LAC339 strains has less efficiency compared to commercial nisin. Other tested
agents also exhibited strong bactericidal/bacteriostatic effects on E. faecalis isolates and control strains.

Conclusions: The present study revealed the first time the antimicrobial effect of nisin bacteriocin on bicfilm
producer E. faecalis isolates not only using commercial nisin but also nisin produced by genetically modified L.
lactis LAC339. The data from our experiments has shown that certain concentrations of chosen antimicrobials
and nisin are very effective against to the planktonic forms of the strains. In future we will investigate the
synergistic combinations of tested antimicrobials with nisin should allow the use of lower concentrations of
drugs to combat with enterococcal biofilms.
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