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OZET

SANGUINARINE ve ASKORBIK ASIT KOMBINASYONLARININ ICA-
BAGIMLI BiYOFiLM URETEN STAPHYLOCOCCUS AUREUS
IZOLATLARI UZERINDEKI ETKiSININ ARASTIRILMASI

Nozokomiyal ve toplumsal kaynakli enfeksiyonlara sebep olan
Staphylococcus aureus’larm (S. aureus) son yillarda prevalansi artmistir. Biyofilm
iliskili enfeksiyonlara neden olan olup, S. aureus’larin tedavileri zordur. Bu ¢alismada,
farkli etki mekanizmalarina sahip ajanlarin, biyofilm iireten S. aureus lar tizerindeki
kombinasyon uygulamalar1 ile daha diisik dozlarda daha etkili tedavi olanagi
yaratmak hedeflenmistir. Calismamizda biyofilm olusturan metisilin duyarli S.
aureus’da (MSSA), icaA, icaD, blaz, blal, blaR1 ve atl genlerinin varlig1 tespit
edildikten sonra, izolatlar lizerindeki sanguinarine ve askorbik asitin minimum
inhibitér konsantrasyonlar: (MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyonlar1 (MBK)
belirlendi. Planktonik S. aureus klinik izolatlarina karst dozlar1 8 kat MIK ile 16 kat
alt-MIK arasinda degisen 8 farkli doz iceren sanguinarine ve askorbik asit
kombinasyonlarinin antibakteriyel ve antibiyofilm aktiviteleri sirasiyla, dama tahtasi
ve MtP yontemiyle arastirildi. Ayrica MBEK metoduyla, MIK’in 1/16 kat alt-MiK’
erini igeren ajanlarin tek ve kombinasyonlarinin sesil S. aureus’lar tizerindeki etkisi
arastirildi. 1/4 MIK sanguinarine ve askorbik asitin tek ve kombine uygulamalarimin,
inkiibasyonun 12 saat sonunda, Sesil S. aureus izolatlarinin icaA, icaD ve atl
genlerinin ekspresyon diizeyleri lizerine etkileri gozlendi. Planktonik izolatlarda
sanguinarine ve askorbik asitin tek ve kombine etkilerine bakildiginda MSSAI,
MSSA2, MSSA3 ve MSSA4 izolatlarinin FIK degerleri sirasiyla 0,745, 0,745, 0,920,
0,699 olarak tespit edilip, kismu sinerjistik etkilerinin oldugu belirlenmistir. Ajan
kombinasyonlarinin biyofilm olusumunu ve olgun biyofilmi azalttig1 gézlemlenmistir.
MSSA izolatlarinin gen ifadelerinde azalma gozlemlenmistir. Calismanin sonuglarina
gore, sanguinarine ile askorbik asit kombinasyonlari, ica-bagimli biyofilm iireten S.
aureus infeksiyonlarinda, alternatif bir tedavi opsiyonu olabilir.

Anahtar Kelimeler: S. aureus, Ica-bagimli biyofilm, Sanguinarine, Askorbik Asit,
Sinerji
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF SANGUINARINE AND ASCORBIC
ACID COMBINATIONS AGAINST ICA-DEPENDENT BIOFILM
PRODUCING STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLATES

The prevalence of Staphylococcus aureus (S. aureus), which causes
nosocomial and community-acquired infections, has increased in recent years. The
treatment of S. aureus which causes biofilm-associated infections are difficult. In this
study, it was aimed to create more effective treatment options with lower doses of
agents by using combination treatments of agents having distinct action mechanisms
against biofilm-producer S. aureus. In our study, after the presences of icaA, icaD,
blaz, blal, blaR1 and atl genes in biofilm producer methicillin sensitive S. aureus
(MSSA) isolates were detected, MICs and MBCs of sanguinarine and ascorbic acid
against isolates were determined. Antibacterial and antibiofilm activities of
sanguinarine and ascorbic acid combinations containing 8 different doses of agents,
starting from 8 fold of MIC to 16 fold of sub-MIC against planktonic S. aureus clinical
isolates were investigated by checkerboard and MtP methods, respectively. In
addition, the effects of sole and in combinations of agents containing 16 sub-MIC were
investigated against sessile S. aureus by MBEC method. The effects of sole and
combined treatments of 1/4 MIC sanguinarine and ascorbic acid against expression
levels of icaA, icaD and atl genes of sessile S. aureus isolates were observed after 12
hours of incubation. When the sole and combined effects of sanguinarine and ascorbic
acid against planktonic isolates were examined, the FIC indexes of MSSAL, MSSA2,
MSSA3 and MSSA4 isolates were found to be 0.745, 0.745, 0.920, 0.699, respectively,
with partial synergistic effects. It was observed that agent combinations reduce biofilm
formation and mature biofilms. It was also observed that the reductions in icaA, icaD
and atl gene expression levels of MSSA isolates. According to the results of the study,
sanguinarine and ascorbic acid combinations may be an alternative treatment option
in ica-dependent biofilm-producer S. aureus infections.

Keywords: S. aureus, Ica-dependent biofilm, Sanguinarine, Ascorbic Acid,
Synergism
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1. GIRIS

Staphylococcus aureus, nozokomiyal enfeksiyonlarin gogunlugundan sorumlu
olup, endokardit, osteomyelit, artrit, toksik sok, sendromu, gida zehirlenmesi, yara
infeksiyonlari, sepsis ve yabanci cisim infeksiyonlarina neden olmaktadir
(Kirmusaoglu, 2017). Gelisen teknoloji ile implant uygulanan hastalarda hastaya
takilan implanta bagli olarak tibbi cihaz kaynakli enfeksyionlarda en yaygin goriilen
patojenler arasinda S. aureus ve S. epidermidis goriilmektedir. Tibbi cihaz kaynakli
enfeksiyonlarda, bakterilerin trettikleri biyofilm ile cihaz ylizeyine yapismasi
sonucunda hastanin morbidite ve mortalitesini dnemli dlgiide etkiler. Stafilokoklarin
olusturdugu biyofilm yapist biyofilm ile iligkili enfeksiyonlarin en sik nedenidir
(Davies, 2003; Otto, 2013). Biyofilmin sahip oldugu matriks yapisi ve diger
ozellikleri, hastanin immiin sistemine ve antimikrobiyal tedaviye direng gostererek,
tedavide yanit alinmasint oldukca giiglestirir (O’Gara and Humphreys, 2001). Bu
ylizden yeni antimikrobiyal ajanlarin bulunmasina ihtiya¢ vardir. S. aureus ve S.
epidermidis’lerde biyofilm olusumunda en ¢ok incelenen iki mekanizma vardir.
Bunlardan ilki icaADBC lokusundaki icaA geninden transle edilen polisakkarit
intraseliiler adezin (PIA) veya poli-N-asetil glukozamindir (PNAG). Digeri ise ica
operonundan bagimsiz biyofilm olusumudur (Joo and Otto, 2012). Polisakkarit
matriksi, stafilokok ylizey proteinleri, hiicre dist DNA (eDNA), teikoik asitler ve hiicre
dist maddeler biyofilm yapisinin igerigini olusturur (Bose et al., 2012). Biyofilm
yapisinin igerisine gomiilii olan sesil bakterilere antibiyotik ve tiirevi ilaglarin etki
etmesi gligtiir. Gerek direng kazanan bakteriler gerekse biyofilme gdmiilii olan
bakterilere karsi uygulanan tedavilerin giiclesmesi, bilim insanlariin bu bakterileri
kars1 yeni tedavi yontemleri, yeni kimyasal bilesenler arastirmaya yoneltmektedir.
Direngli bakteriler ve biyofilm olusturan bakteriler ile miicadele i¢in kullanilan ilag ve
kimyasallarin kombinasyonlar1 denenerek tedavilere olumlu yanitlar beklenmektedir.
Biz de yaptigimiz bu calismamizda sanguinarine (SAN) ve askorbik asit (AA)
bilesenlerinin tek baslarina ve cesitli dozlardaki kombinasyonlarnin, tire 6zgii

genlerinin tayini ile tanist konulan ve ica-bagimli biyofilm iireten Staphylococus



aureus izolatlar1 tizerindeki antibakteriyel ve antibiyofilm etkilerine bakilip, virulans
genlerinin ekspresyonlar1 degerlendirilmistir.

Ica-bagimli  biyofilm iireten  Staphylococcus aureus izolatlarinin,
antibiyotiklere duyarliliklari az oldugundan ve inhibisyonlari igin antibiyotik direncine
sebep olabilecek yiiksek dozlar gerektiginden dolayi, bunu onlemek igin cesitli
dozlardaki sanguinarine ve askorbik asit bilesenlerinin kombinasyonlar1 ile
antimikrobiyal duyarliliklarinin artirilarak, biyofilm ve virulans faktorlerinin, icaA,
icaD ve atl gen ekspresyonlart {izerindeki etkilerine bakilip, etkinliklerinin
arastirilmast amaglanmistir (Atshan et al., 2013).

Simdiye kadar yapilmis c¢alismalarda, cesitli antimikrobiyal ajanlarin
stafilokoklardaki etkinliklerine bakilmis fakat farkli hedefteki ajanlarin kombine
kullanimlar1 ile bakterilerin antimikrobiyallere karsi duyarhiliklar artirilarak,
infeksiyonun ilerlemesinde rolii olan biyofilm regiilasyonu tizerindeki etkinliklerine
es zamanl olarak bakilmadigr goriilmiistiir. Bu tez calismasinda, sanguinarine ve
askorbik asit bilesenlerinin ve bunlarin kombinasyonlarinin, ica-bagimli biyofilm
tireten Staphylococcus aureus izolatlart {izerindeki antimikrobiyal ve antibiyofilm
etkinliklerinin, cesitli mikrobiyolojik ve biyokimyasal metotlarla birlikte molekiiler

diizeyde de arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epidemiyoloji

Stafilokoklar ilk defa iskog bir cerrah olan Alexander Ogston tarafindan insan
irininden 1880 yilinda izole edilmistir. Ismi staph (iiziim salkimi) ve kok’tan
olusturulmustur. Ciinkii S. aureus bakterileri mikroskopla incelendiginde {iziim
salkim1 seklinde, mor, yuvarlak, kiime halinde goriintiilenirler (Licitra, 2013). 1886
yilinda iki staphylococcus susu Alman bir cerrah olan Anton J. Rosenbach tarafindan
izole edilmistir (Rosenbach, 1884). Bunlardan biri de pigmentli koloniler olusturan S.
aureus bakterisidir. Aureus Latincede altin rengi anlamina gelmektedir (Chambers and

DelLeo, 2009).

2.1.1. Stafilokokal Biyofilmlerinin Tibbi ve Epidemiyolojik Onemi

Stafilokoklar insan derisi ve mukozasinda yasayan konake¢i bakterilerdir.
Hastane surveyans sistemi, yogun bakim tinitelerinde yatan hastalarda Staphylococcus
aureus ve koagulaz negatif stafilokoklarin patojen bakteriler oldugu belirtilmistir.
Ayrica Koagulaz Negatif Stafilokoklar (KNS’ler) dogal kapak enfektif endokarditine
ve prostetik kapak enfektif endokarditine neden olan enfektif ajanlardir.
Stafilokoklarin biiyiik cogunlugu, tibbi cihazlarda biyofilm yapisi olustururak insanlar1
enfekte etmektedirler. Stafilokok bakterileri cogunlukla medikal miidahale esnasinda
medikal cisim ve cevre dokunun kontamine edilmesiyle yiizeylere niifus ederek
enfekte etmektedir. Stafilokoklar, biyofilmleri ile abiyotik (medikal cihazlar gibi) ve
biyotik (konak hiicre) gibi yiizeylere yapisip, kolonize olurlar. Cok ¢esitli kimyasal ve
biyolojik yiizeylerde biyofilm olustururlar.
Bu sekilde kendilerini immiin sisteme ve bulunduklar1 konagin antimikrobiyal
bilesenlerine kars1 korurlar. Glinlimiizde biyofilm iireten stafilokok tiirleri gogunlukla
hastanelerde izole edilmekte ve bir¢ok kayiplara neden olmaktadirlar (Otto, 2008; Jan-
Roblero et al., 2016; Kirmusaoglu, 2016). Biyofilm olusturan bakteriler antibiyotiklere
ve birgok antimikrobiyal ajanlara kars1 direng gosterirler. Biyofilme gomiilii bakteriler,

biyofilm matriksinde bulunan antibiyotikleri yikan enzimler ve otolizin tarafindan



aciga cikan eDNA ile antibiyotik direnci kazanirlar (Stoodley et al., 2002; Bjarnsholt
etal., 2011).

2.2. Stafilokok Biyofilmlerinin Patogenezi

Biyofilm  yapisinin, stafilokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin
patogenezinde 6nemli bir rolii vardir. Biyofilm yapisi, bakterilerin yasama i¢in uygun
olmayan ortamlarda 6rnegin ultraviyole (UV) hasari, bakteriyofajlar, metal toksisitesi,
kuruma, tuzluluk, ph gradyanlari, amipler gibi stres kosullarinda hayatta kalmasin
saglar ( Plata et al., 2009). Ayn1 zamanda, antibiyotiklere, antimikrobiyal ajanlara ve
konak¢1 immiin sistemine karst da koruma saglayarak bakterilerin uygun olmayan
kosullarda hayatta kalmasini saglar (Kirmusaoglu, 2016). Biyofilmle ilgili ilk
enfeksiyon bildirimi hastaya implante edilen kalp pilinin kontaminasyonuyla ilgilidir.
Ablasyon sonras1 kalp pilinin elektron mikroskobunda goriintiillenmesiyle, ilk kez bir
materyal enfeksiyonun patogenezinde biyofilm goriintiilenmistir (Marrie et al., 1982).
Yaslanan niifusun artmasi ve implante cihaz ve malzemelerin kullaniminin artmasi ile
biyofilm olusturan bakterilere maruz kalan hasta sayisi artmaktadir (Hetrick and
Schoenfisch, 2006; Rodrigues, 2011). Biyofilm iliskili enfeksiyonlar, hastaya implante
edilen tibbi malzeme ya da kronik enfeksiyonlardan kaynakli olabilir. Kronik
enfeksiyonlarda hastanin kullandig: antibiyotiklerin planktonik bakterilere etki etmesi,
biyofilme gdmiilii bakterilere etki etmemesi sonucunda kronik enfeksiyon gelisir
(Costerton et al., 1999).

Kronik enfeksiyonlarda goriilen infektif endokardit, kalbin endokardiyal
yiizeyinin enfekte olmasi sonucunda, kalp kapaklarini etkileyen bir hastaliktir. infektif
endokardit tanisinin zorlugu yani sira, yiikksek morbidite ve mortaliteye neden olmasi
nedeniyle dnemli bir hastaliktir. Infektif endokarditin en dnemli etkenlerinden biri de
S.aureus’tur. S. aureus’a bagl infektif endokarditlerde kapak halkas1 apsesi, myokard
apsesi, ptriilan perikardit daha sik goriilen etkendir. Stafilokoklarin neden oldugu
endokarditin etkeni dogal kapaklarda ¢ogunlukla metisilin duyarli S. aureus (MSSA)
iken, yapay kapaklarda ise S. epidermidis’tir. Otozomal resesif genetik bir hastalik

olan kistik fibroz hastaliginda hastalarin, normal saglikli bireylerin burun florasinda



bulunan S. aureus bakterisine akcigerlerinde rastlanmistir. Alt solunum yolunda
bulunmasi patolojik bir durumun gostergesidir. Solunum fonksiyonlarinin bozulmasi,
bol mukus olusumu bakteriyel kolonizasyonu desteklemektedir (Lyczak et al., 2002).
Biyomateryal implantlarin total diz ve kalca artroplastilerinin yiizeylerinde de
biyofilm olugmaktadir (Darouiche, 2004; Fowler et al., 2015). Tiim implante
malzemeler ve cihazlar; vaskiiler ve idrar sondalari, orotrakeal tiipler, kalp pilleri ve
protez kalp kapaklarinda ortopedik ve implantlarda (eklem protezleri vs.) biyofilm
gelisimi, biyofilm ile iliskili enfeksiyonlarin riskini artirir (Darouiche, 2004; Habib et
al., 2009; Baddour et al., 2010). Kronik idrar yolu enfeksiyonlarinda uzun siireli sonda
veya katater kullanimina bagl olarak gelisen biyofilm kaynakli enfeksiyonlar, hasta
tedavisinde zorluklara neden olmaktadir. Cerrahi islem Oncesi ve sonrasi olasi kan
kaynakli bulas, cihaz i¢i ve dis ¢evre ile temas, deriyle temas eden ekipmanlarin
cikmasi (idrar kataterleri veya kataterler) gibi, hastanin biyofilm olusturan bakterilerle
temasina ve buna bagli enfeksiyonlara neden olurlar. Deri florasinda bulunan
stafilokoklarin, implantasyon da dahil tibbi miidahale esnasinda implanta veya dokuya
kontaminasyonu biyofilm iligkili enfeksiyonlarin kaynagidir. Stafilokoklarin biyofilm
olusturma oOzelligi, onemli bir hastane patojeni olarak ortaya cikisini aciklar

(Rodrigues, 2011; Lebeaux and Ghigo, 2012) (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Biyofilmlerle iligkili temel enfeksiyonlar (Lebeaux and Ghigo, 2012).



2.3. Stafilokok Biyofilmleri ve Viriilans Faktorleri

Biyotik veya abiyotik yiizeylere tutunmus olan biyofilm, sesil (biyofilme
gomiilii bakteriler) mikroorganizma topluluklarinin gémiilii oldugu slime (mukus)
benzeri bir glikokalikstir. Bu hiicre dist polimerik yapi, biyofilm iireten
mikroorganizmalar tarafindan tretilip, polisakkarit matriksi, teikoik asitler, eDNA ve
stafilokok proteinlerinin matriksinden olusur (Donlan and Costerton, 2002; Flemming
and Wingender, 2010; Archer et al., 2011; Kirmusaoglu 2016). PIA anyonik bir
fraksiyonu olan ve fosfat iceren spesifik bilesigi (%80-85) p-1,6- baglh N-
asetilglukozamin bilesiklerinden olusan ester bagl spesifik polisakkarittir (Archer et
al.,, 2011). PIA S. aureus ve S. epidermidis’te biyofilm olusumunun temel
mekanizmasi olmasina ragmen, ylizey proteinleri de biyofilm olusumunu saglayan
diger alternatif bir mekanizmadir. Hiicre i¢i matriksinde genis su igeren kanallar ve bu
kanallarda f-laktamazlar gibi antibiyotik par¢alayici enzimler bulunur (Anderl et al.,
2000). PIA, eDNA’y1 olusturan adaptif diren¢ mekanizmalarinda rol oynar (Mulcahy
et al., 2008) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Stafilokokal biyofilm olusumu ve ilgili faktérler (Vuong and Otto, 2002).



2.4. Biyofilm Olusum Mekanizmalari

Bakteriyel biyofilm olusumu olduk¢a karmasik ve bir¢ok faktoriin birlikte
gergeklestigi bir olusum siirecidir. Biyofilmin ilk olusum asamasi tek hiicrelerin,
¢Ozeltiden yiizeye tutunmasiyla baslar. Mikrobiyal hiicreler ¢6zeltiden ¢ikarak yiizeye
carpar ve yapisir. Yiizeye yapisan hiicreler, ekzopolisakkaritler (EPS) iireterek
biyofilm formunu olusturarak yiizeylere yapisir. Bu formdaki bakterilere sesil evre
bakterileri denir. Diger hiicreler yiizeye yapigsmayip, ylizeyden ayrilir. Yapigmayan bu
hiicrelere planktonik evre bakterileri denir. Yiizeye yapisan hiicrelerin ilk
kolonizasyonu gergeklesir. Biyofilm sikliisii, Yiizeye tutunma-yapisma (adezyon),
hiicre-hiicre adezyonu, kiimelesme (proliferasyon), olgunlasma ve dagilma
evrelerinden olusur (Otto, 2013; Lewandowski and Beyanal, 2013; Kirmusaoglu,
2016).

2.4.1. Aderans/Adezyon (Yapisma) Asamasi

Biyofilm olusmasi i¢in uygun kosullar gerceklestiginde, bakterilerin yapisma
i¢in substrat gorevi goren bir ylizeye yapigmasi ile baglayan biyofilm olusum siireci,
hiicre-hiicre adezyonunun olusturdugu proliferasyon (birikim) ile devam eder (Kuroda
et al., 2008).

Ik evrede, stafilokok kolonileri, yiizey proteinleri ile implant materyallerinin
polimer olan yiizeylerine dogrudan baglanirlar ya da daha 6nceden konak proteinleri
ile kaplanmais olan polimer yiizeylere baglanirlar (Vuong and Otto, 2002). Bakterilerin
plastik olan ylizeye baglanmasi plastigin fiziko kimyasal 6zelliklerine ve bakterinin
yiizeyine baglidir. Stafilokoklar hidrofobik oldugu bilinen plastik yiizeylere yapisirlar.
Stafilokoklar, hidrofobik plastik ylizeylerle benzer o&zellikler  gosteren
biyomateryallere benzer sekilde yapisirlar (Gottenbos et al.,, 2000). Bakteriyel
adezyonu belirleyen ana parametre, bakteri ylizeyinin hidrofobik olmasidir
(Vacheethasanee, 1998). Birincil yapismadan sonra, bakteri hiicreleri ¢ogalir gogalan
hiicreler arasinda etkilesim saglayan slime olarak bilinen hiicre dis1 biyofilm matriksi

tiretilir (Cramton et al., 1999).



2.4.2. Olgunlasma Asamasi

Stafilokoklarin biyotik ve abiyotik yiizeylere adezyonundan sonra, ica operonu
(ica-bagimli) tarafindan transkribe edilen PIA veya PNAG gibi EPS
(ekzopolisakkaritler) iiretilmeye baslanir. Hiicre disi matriks (ECM) PIA/PNAG,
eDNA ve ica-bagimsiz formda yiizey proteinleri (hiicre duvart baglantili (CWA)) ve
bakteri topluluklart olgunlasir. Hiicre duvari baglantii CWA proteinleri hem
bakteriyel yapisma saglar hem de hiicreler arasinda yapisma, biyofilm birikimi ve
olgunlagsma saglar (Speziale et al., 2014). S. aureus bakterisinin ica ADBC operonu,
ica genlerini bulundurmaktadir (Cramton et al., 1999). Ica lokusu ‘‘aksesuar genleri’’
olarak bilinen icaADBC genlerini lokusunda barmdirir. S. aureus biyofilm matriksinin
biiyilk bir bileseni olan PNAG gen iriinleri icaADBC lokusu tarafindan
sentezlenmektedir. IcaA, kisa PNAG polimerlerini kodlar (Arciola et al., 2015).

Cok katmanli biyofilmler olusana kadar hiicre kiimelesmesi (proliferasyon)
gerceklesir. Kiimelenme faktorleri A ve B (CIfA ve CIfB), S. aureus taki
fibrinojen/fibronektin-baglanma proteini FnbpA ve FnbpB veya S. epidermidis’teki
fibrinojen baglanma proteini Sdr/Fbe gibi stafilokoklardaki farkli yiizey proteinleri
bakterilerin primer olarak baglanmasina aracilik eder. Ayrica ylizey proteinleri,
hiicreler arasi adezyonu destekler ve PIA’dan ziyade ica-bagimsiz biyofilm
olusumunda, bakterilerin proliferasyonunu saglar (Foster, 2014). Hareketli
bakterilerin ilk hiicre ylizey etkilesimlerinde sahip olduklari kam¢idan (flagella) dolay1
hareketli hiicrenin yilizeye yapismasi kolaylasir. Yapismanin ardindan biyofilmde
hiicresel farklilasmaya giren hareketli tiirler, kamgilarmi fel¢ eder ve hareket

kabiliyetlerini kaybederek hareketsiz hale gecerler (Spormann, 2008).

2.4.3. Dagilma Asamasi

Dagilma asamasinda, sesil bakteriler, diger ylizeylere yayilip, kiimelesen ve bu
enfekte olmus bolgeler lizerinde biyofilm olusturabilen, planktonik evreye gecerler
(Stoodley, 2002).

Proteazlar, niikleazlar tarafindan bakteri kaynakli adezinlerin ¢6ziilmesi ve bir
fenol-soluble modulin (PSM) olarak bilinen kiigiik bir grup amfilik a-heliks peptid gibi

biyofilm matriksini parcalayici enzimlerin biyofilm matriksini parcalamasi,

8



mikroorganizmalarin biyofilmden ayrilmasina neden olur (Speziale et al., 2014;
Kirmusaoglu, 2016). Ayni zamanda quorum sensing (¢evreyi algilama sistemi) veya
korozyon ve insan miidahalesi gibi dis etkenler de biyofilmden mikroorganizmalarin

ayrilmasina neden olurlar (Kaplan, 2010).

2.5. Biyofilm Olusum Tipleri

2.5.1. PIA Bagimh Biyofilm Olusumu

Stafilokoklar biyotik ve abiyotik ylizeylere yapistiktan sonra hiicrelerin
yapismasindan sorumlu olan ve kimyasal yapisina gore adlandirilan PNAG ve PIA
yapilari ica operonu (ica-bagimli) tarafindan sentezlenirler (Mack et al., 1996). Pozitif
yiiklii olan PIA, negatif yiiklii olan bakteri hiicre yiizeyi ile elektrostatik bir etkilesim
ile birbirlerine baglanir. Anaerob kosullar, PIA ekspresyonunu arttirir. Oksijen
konsantrasyonu kan dolasiminda arttik¢a biyofilm tiretimi sinirlanir, bu da biyofilm
olusumunu olumsuz etkileyen ¢evresel kosullardan biridir. Oksijen miktarinin 6nemli
derecede azaldig1 kosullarda biyofilmde PIA ekspresyonunda artis goriiliir (Rachid et
al., 2000).

Tim icaADBC genlerini igeren S. aureus suslari PIA iretimini
gerceklestirirler. Ica lokusu icaA, icaD, icaB, icaC genlerinden olusur. IcaA ve icaD
genleri ekzopolisakkarit sentezine yardimci olur. Poli-N-asetilglukozamin polimerini
(PIA) sentezleyen, N-asetilglukozamin transferaz icaA enzimini icaA geni kodlar.
PIA, deasetile edilmis B (1-6) bagiyla baglanmis N-asetilglukozamin homopolimeri
olan bir ekzopolisakkarittir. IcaA geni, membranda bulunan N-asetilglukozamin
transferaz icaA’y1 sentezler. Hiicre membran proteini olan icaD, N-asetilglukozamin
transferaz icaA enziminin aktivitesini saglar. Hiicre membran proteini olan icaC,
icaB’ninde yardimiyla poli-N-asetilglukozamin polimerinin membranin dis yiizeyine
transfer edilmesini saglar. Membranin ylizeyinde bulunan icaB, hiicre membraninin
dis ylizeyine transporte edilen PIA’dan bazi N-asetil gruplarini kaldirir. Bu da yiizeye
baglanmada gerekli olan, polimere katyonik 6zellik kazandirir (Heilmann et al., 1996;
Otto, 2008) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Ekzopolisakkarit PIA/PNAG olusum mekanizmasi.

2.5.2. PIA Bagimsiz Biyofilm Olusumu

Ica gen lokusunun biyofilm olusumundaki Onemine ragmen, sadece ica-
bagimli PIA olusumu ile biyofilm olusmaz. Yapilan in vitro ¢aligmalarda icaADBC
lokusu delesyona ugramis mutant bakterilerde biyofilm sentezi etkilenmemistir. Ica
lokusu delesyona ugramis mutant S. aureus bakterilerinde A proteininin (SpA)
biyofilm tiretimi i¢in gerekli oldugu tespit edilmistir. Fnb proteinleri (fnbp), otolizin
(atl) ve SigB diizenlenmesi, S. epidermis’te PIA’dan bagimsiz biyofilmlerin
olusumunda gorev alirlar. S. aureus’larda biyofilm iligkili protein olan Bap ve Bap ile
iligkili proteinleri, PIA’dan bagimsiz olarak biyofilm gelisiminde rol alirlar (O’Neill
et al., 2008). Biyofilmin 6nemli bilesenlerinden biri de eDNA’dir. Stafilokoklarda
kontrollii hiicre 6liimii biyofilm gelisimini olumlu yonde etkilemektedir. Otolizi
kontrol eden diizenleyici genlerden biri olan CidR, biyofilmleri etkilemektedir. CidA
hiicre lizisini etkileyerek, DNA nin serbest kalmasini saglayarak, biyofilm gelisimine

etki eder (Rice et al., 2007).
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2.6. Biyofilm Icerisinde Bulunan Mikroorganizmalarda Antibiyotik
Diren¢ Mekanizmalari

Biyofilme gomiilii bakteriler, antimikrobiyal ajanlara karsi planktonik
bakterilerden daha direnglidir. Biyofilmin neden oldugu antibiyotik direnci fizyolojik
bir durumdur. Biyofilmler, mikrobiyal ajanlarin biyofilm ic¢indeki bakterilere
difizyonunun azalmasi ve matriksde bulunan eDNA ve B-laktamaz gibi enzimlerden
dolay1, biyofilm iligkili enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklara neden olurlar

(Kirmusaoglu, 2016).

2.6.1. Sanguinarine (SAN)

Sanguinarine (SAN) (Sekil 2.4), Papaveracea ailesinin bitkilerinden elde edilen
benzo[c]phenanthridine alkaloiddir. Antibakteriyel, antitiimor, antienflamatuar ve
antianjiogenez etkileri de dahil olmak tizere genis kapsamli farmakolojik etkileri
vardir (Ahsan et al., 2007; Hou et al., 2013; Gu et al., 2015). Sanguinarine,
benzilizokinolin alkaloitler grubundan bir kuaterner amonyum tuzudur. Afyon
hashasinin kok, sap ve yapraklarinda bulunur ama kapsiiliinde bulunmaz. Sanguinarine
Na+ -K + -ATPase transmembran proteini iizerindeki etkisi nedeniyle hayvan

hiicrelerini 6ldiiren bir toksindir (Hou et al., 2013; Gu et al., 2015).

Sekil 2.4. Sanguinarine kimyasal yapisi [13-metil-(1,3)-benzodioxolo(5,6-c)1,3-dioxolo-(4,5-i)
phenanthridinium].

Sanguinarine Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerde hem proliferasyonu

inhibe eder hem de DNA replikasyonunu etkilemeden sitokinezi bloke eder.
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Sanguinarine bakteriyel sitokinezi inhibe ederek bakterilerdeki Z halkasinin
fonksiyonunu bozarak FtsZ proteininin inhibe olmasina neden olur (Beuria et al.,
2005). FtsZ proteini filament sicakligina duyarlt mutant Z (FtsZ) bakteriyel hiicre
boliinmesi igin gerekli olan temel bir proteindir. Bu proteine sahip olmayan mutant
bakterilerde, filamentler uzamasina ragmen hiicre bdliinmesi ger¢eklesmez. Bundan
dolayidir ki, yeni antibakteriyel ilaclarin hedefini FtsZ proteini olusturmaktadir (De
Boer et al., 1992). FtsZ proteini boliinme bdlgesinde toplanmaya baslayan ilk
proteinlerden biridir. Hiicre bdliinmesi i¢in gerekli olan diger proteinler i¢in bir iskele
gorevi goriir bunun yaninda FtsZ proteinin kendisi de hiicre boliinmesine sebep olan
sitokinetik kuvvetleri uygulayabilir (Romberg and Levin, 2003; Erickson et al., 2010;
Mingorance et al., 2010).

2.6.2. L-Askorbik Asit

Biyofilm yapisinin gelisimini inhibe etmek i¢in, biyofilm inhibe edici aktivitesi
olan bir kimyasal olarak Askorbik asit gidadan ila¢ sektoriine kadar birgok alanda
kullanilmaktadir. Askorbik asit antibakteriyel etkinlige sahip oldugundan dolay1 gida
maddelerinin bozulmasin1 engellemek amaglh kullanilan bir kimyasal maddedir.
Antioksidan gorevi goriir ve bu nedenle oksijenin etkilerini inhibe ederek tiriinleri
korur (Russel, 1990). Son yapilan ¢alismalar askorbik asitin baska kimyasallarla
kombinasyonu sonucunda bakteri biiyiimelerini inhibe ettigi gortilmiistiir (Tajkarimi
and lbrahim, 2011). Askorbik asit R plazmidlerinin kaybmna neden olur ve
stafilokoklardaki antibiyotik direng seviyelerini etkiler (Amabile-Cuevas et al., 1991;
Amabile-Cuevas and Heinemann, 2004). Enterekoklarda pB-laktamaz aktivitesini

azalttig1 gézlemlenmistir (Shoeb et al., 1995).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Biyolojik Orneklerin Hazirlanmasi ve Mikrobiyolojik Analizleri

Calismamizda, kendi bakteri stogumuzda bulunan 3 tane klinik kaynakl ica-
bagimli biyofilm olusturan metisilin duyarl Staphylococcus aureus (MSSA) izolatlar1
(MSSA2, MSSA3 ve MSSA4) ve ica pozitif kontrol susu olarak ATCC 29213
(MSSAT1) kullanildi. Caligma baslatilana kadar 6rnekler —80 °C derin dondurucuda
(Haier Biomedical) muhafaza edildi. -80°C’de muhafaza edilen stafilokok klinik
izolatlar1 alinarak %2 NaCl igeren Mueller Hinton Broth (MHB; 1.10293.0500,
Merck) s1v1 besiyeri icerisine inokiile edilerek, 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibasyona
(NUVE, EN 500) birakild1 (Saginur et al., 2006). MHB i¢ine inokiile edilen bakteri
ornekleri yeterli oranda ¢ogaltildiktan sonra %5 kanli agar (Gtil Biyoloji Laboratuvart)
lizerine pasajlanarak 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi ve c¢alismaya hazir duruma
getirildi. Aym1 zamanda ¢ogaltilan bakteri izolatlar1 daha sonraki c¢aligsmalarda
kullanilmak {izere otoklavda (121 °C, 15 dakika; BES) sterilize edilmis, 1 mL skim
milk besiyeri iceren 1,5 mL’lik eppendorf tiiplere inokiile edilerek, -80 °C derin
dondurucuda muhafaza edildi. 24 saat sonra inkiibatorden ¢ikarilan bakteri
orneklerinin mikroskobik morfolojilerine ve kanli ve mannitol salt agarda koloni
morfolojilerine bakilip mat sari-gri renkte ve  hemoliz yapan koloniler i¢in katalaz ve
koagiilaz gibi mikrobiyolojik ve biyokimyasal identifikasyon testleri yapildi ve BD
Phoenix Bakteri identifikasyon cihazi (BD, Amerika) kullanilarakta tanimlama

yapildi.

3.2. Stafilokok Izolatlarinin Antibiyotik Duyarlhihklarinin Belirlenmesi

3.2.1. Stafilokoklarda Metisilin Direncinin Saptanmasi

Stafilokoklarin metisiline kars1 direng gosterip gostermediklerine, Kirby-Bauer
disk difiizyon teknigi ile bakildi (CLSI, 2013). Hazirlanan Mueller-Hinton Agar
(MHA; 1054370500, Merck) besiyeri, otoklavlanarak (121 °C, 15 dakika) steril edildi
ve 45-50°C sicakliga sogutuldu. 100 mm’lik polistiren petri kaplarina dokiildi.

Sogutulduktan sonra +4 °C’deki buzdolabina daha sonra kullanilmak iizere kaldirildu.
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%2 NaCl iceren 2 ml MHB bulunan steril cam deney tiiplerinde 0.5 McFarland (1.108
cfu/mL) (Biosan, DEN-1 Densitometer) olacak sekilde hazirlanan bakteri
siispansiyonlari, steril ekiivyon ¢ubugu ile MHA besiyerine yayilip inokule edildi.
Bakteri inokule edilmis MHA besiyerlerine 30 pg sefoksitin diski (CT0119B, Oxoid)
yerlestirildi. 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Sefoksitin i¢in zon
caplar1 21 mm ve daha kiigiik olan izolatlar metisiline direncli, 22 mm ve daha biiyiik

zon ¢aplar olanlar metisiline duyarli kabul edildi (Clinical and Laboratory Standards

Institute; CLSI, 2013).

3.2.2. Stafilokoklarda p-Laktamaz Varhginin Tespit Edilmesi

Stafilokoklarda B-laktamaz varligi nitrosefin diski (171024N, Oxoid) ile tespit
edildi. Calismada lam {izerine 1 damla steril distile su damlatild1 ve {izerine nitrosefin
diski yerlestirildi. Diskin {izerine 6ze ile stafilokok kolonisinden almip siiriildii.
Diskteki renk degisikligi 1 saat sonra gézlemlendi. Kirmiziya dontisen diskler pozitif,

renk degisikligi olmayan yani sart renkte kalan diskler ise negatif olarak

degerlendirildi (CLSI, 2013).

3.3. Staphylococcus aureus Izolatlarinda Gen Varhginin Tespiti

Sanguinarine ve askorbik asit kombinasyonlarinin ica-bagimli biyofilm iireten
S. aureus izolatlar1 tizerindeki etkilerinin incelenmesinin amacglandigi bu tez
calismasinda, oncelikle 16S-rRNA ve nuc gibi tiire spesifik genlerin, mecA metisilin
direng geninin ve tiire spesifik olarak belirlenmis icaA, icaD, atl, blazZ, blaR1, blal gibi
viriilans genlerinin varligi genomik deoksiriboniikleik asit (DNA) izolasyonunu

takiben kalitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) ile tespit
edildi.

3.3.1. Primer Tasarim

Kalitatif GZ-PZR c¢alismasinda Cizelge 3.1°de belirtilen primer dizileri
kullanildi. Primerler, Primer BLAST ve Primer3 programlar1 kullanilarak tasarlandi.
Oligoniikleotitlerin sentezi Sentromer DNA Teknolojileri Sirketi (Tiirkiye) tarafindan

gerceklestirildi.
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Cizelge 3.1. Kalitatif GZ-PZR ¢alismasinda kullanilan primer dizileri

Gen Isimleri Primerler
[leri Primer 5-ACACTTGCTGGCGCAGTCAA-3'
Ical Geri Primer  5-TCTGGAACCAACATCCAACA-3'
Ileri Primer 5'-ATGGTCAAGCCCAGACAGAG-3'
Icab Geri Primer  5-AGTATTTTCAATGTTTAAAGCAA-3'
[leri Primer 5-TACCGTAACGGCGTAGGTCGT-3'
Al Geri Primer  5-CATAGTCGTGTGTGTGTACGA-3'
Ileri Primer 5'-CGTCAAGGCTTGGCTAAAGTT -3'
e Geri Primer  5-GCGTTGTCTTCGCTCCAA -3
Ileri Primer 5'-CCTGCTGCTTTCGGTAAG-3'
Blaz Geri Primer  5-TCAGCCACCTTACAGTCTTTT-3'
Ileri Primer 5-TTGCTTGAGTTGAGTCGCAG-3'
BlaRl Geri Primer  5-GCTATGTTTGGACTTGACCGAC-3'
Ileri Primer 5-TATCTATGGCTGAATGGGATGTT-3'
olal Geri Primer  5-TTTCATGTCCCCTCCATACAG-3'
fleri Primer 5-CGTGCTACAATGGACAATACAAA-3'
16S rRNA
Geri Primer 5-ATCTACGATTACTAGCGATTCCA-3'
fleri Primer  5-CATGAACAAGAACAGCCCGC-3'
MecA Geri Primer  5-AGCGTCTACGCCATCTTCAC-3'

3.3.2. Genomik DNA izolasyonu

-80 °C derin dondurucuda muhafaza edilen 6rnekler kanli agara pasaj alinarak
37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonra pasaj alinan stafilokok koloni
orneklerinden bir koloni alinarak 10 mM Tris/kloriir ve 0,5 mM EDTA (pH:9) igeren
I ml tampon soliisyonunda siispanse edildi. Bakteri DNA’smin elde edilmesinde
EZ1Virus Mini kit v2.0 DNA Saflastirma Kiti ile EZ1 Advanced XL (QIAGEN,
Almanya) izolasyon cihazi kullanildi. Elde edilen DNA’lar uzun siire saklanmak tizere

-80 °C derin dondurucuya kaldirildi.
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3.3.3. Kalitatif GZ-PZR Reaksiyonu

Boliim 3.1°de belirtilen stafilokok koloni 6rneklerinden ger¢eklestirilen DNA

izolasyonu sonrasi, Cizelge 3.1’de belirtilen genlerin varligi, SensiFAST™ SYBR®
No-ROX Kit (Bioline, BIO-98005) protokollerine uygun Cizelge 3.2°de belirtilen GZ-
PZR reaktifleri varliginda Cizelge 3.3’te belirtilen GZ-PZR kosullarinda GZ-PZR
cihazi (BIO-RAD, CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System) ile incelendi.

Cizelge 3.2. GZ-PZR reaktifleri
Reaktif

Stok Konsantrasyon

SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit 2X

ileri Primer
Geri Primer
DNA

Su

Cizelge 3.3. GZ-PZR kosullar

Asama

Polimeraz Enzim
Aktivasyonu

Denatiirasyon
Baglanma
Uzama

Erime Egrisi Analizi

10 uM
10 uM

20 ng/pL.

Sicakhik

95 °C

95 °C
60 °C
72 °C

65 °C-95 °C

16

Siire

5dk

10 sn

10 sn

30 sn

5sn

Hacim (pl)
10

1

Dongii Sayisi

45



3.4. Biyofilm Identifikasyonu
3.4.1. Tiip Metodu (TM)

Biyofilm olusturan bakteri 6rneklerinin kalitatif olarak tespit edilmesinde tiip
metodu deneyi yapildi. Tiip metod yontemi igin -80 °C’de muhafaza edilen stafilokok
izolatlar1 derin dondurucudan alinarak %S5 kanli agar besiyerine 6ze yardimiyla ekildi.
Ekimi yapilan bakteri izolatlar1 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek ¢aligmaya hazir
duruma getirildi. 24 saat sonra inkiibatorden ¢ikarilan bakteri kolonileri %2 NaCl, ile
%1 glikoz iceren MHB besiyerine inokiile edilip 0.5 McFarland (1.108 cfu/mL)
yogunlugunda olacak sekilde ayarlandi (Saginur et al., 2006; Stepanovi¢ et al., 2007).
Steril polistiren test tiiplerine 0.5 McFarlanda ayarlanmig bu bakteri siispansiyonlari
aktarilip 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi polistiren tiiplerin
icerisindeki planktonik bakteri siispansiyonlar1 dokiiliip, tiipler yikandiktan sonra
igerisine safranin boyast (94635-250ML-F, Sigma) eklenerek tiip duvarlarinda
biyofilm olusturan bakterilerin boyanmasi saglandi. Bir saat safraninde bekletildikten
sonra, tiiplerden safranin boyasi dokiildii. Biyofilm olusturan bakterileri iceren
polistiren tiipler, 2 kez steril fosfat tamponu (PBS; 14190094, Thermo Fisher
Scientific) ile yikanarak ters olarak kurumaya birakildi. Kuruma islemi sonrasinda
polistiren tiiplerin duvarlarinin ve dibinin boyanmasi ve iist ylizeyde gozlemlenen

halka, bakterinin biyofilm olusturdugunu gosterir (Christensen et al., 1985).

3.4.2. Mikrotitre Plak (MtP) Metodu

Bakteri siispansiyonlar1 %2 NaCI ve %1 glikoz eklenen MHB igerisinde 1.10%
cfu/mL bakteri olacak sekilde 0,5 McFarland’a ayarlandi (Saginur et al., 2006;
Stepanovi¢ et al., 2007). Bu bakteri soliisyonlari, ilk test tiipiinde 20 kat (1/20), dilue
edilerek bu tiipteki son konsantrasyon 5.10° cfu/mL olacak sekilde hazirlandi. Daha
sonra %1 glikoz ile %2 NaCl iceren 180 pL MHB besiyeri ve 20 pnL bakteri soliisyonu
(5.10° cfu/mL) 96 kuyucuklu polistiren mikrotitre plaklara (CLS3595, Sigma-Aldrich)
dagitilip, bu kuyulardaki son bakteri konsantrasyonu 5.10° cfu/mL olarak ayarlandi
(1/10 kat dilusyon). Mikrotitre plaklari 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra planktonik igerik dokiiliip mikrotitre plaklar 2 kere PBS ile yikand1. Yikamadan
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sonra mikrotitre plaklar kurumaya birakildi ve daha sonra, 150 pL metanol ile 20
dakika fikse edildi. Mikrotitre plaklar, fiksasyon isleminden sonra 15 dakika boyunca
150 pL safranine tabi tutuldu (Christensen et al., 1985). 15 dakika sonrasinda safranin
aspire edildi. Daha sonra mikrotitre plaklar 2 kez fosfot tamponu (PBS) (pH 7.2) ile
yikandi. Mikrotitre plaklar yikama islemi bittikten sonra oda 1sisinda kurumaya
birakildi. Kuruyan mikrotitre plaklar 570 nm absorbansta mikrotitre plak okuyucu
cihazinda okutuldu (Multiskan GO Microplate Spectrophotometer, Thermo
Scientific,). Negatif kontrol olarak blank kullanild1 (%2 NaCI ve %1 glikoz eklenen
200 uLL. MHB). izolatlarin biyofilm miktarini belirleyip, kiyaslamak i¢in ODc degerleri
hesaplandi (Christensen et al., 1985; Kirmusaoglu, 2019).

ODc = ODort (negatif kontrol) + 3XSDnegatif kontrol
ODizoLat= ODortaLAMA -ODcC

Sonuglar asagidaki verilere gore degerlendirilmistir.

OD <0ODc Biyofilm tiretimi yok
ODc <0OD <2 x ODc Zay1f biyofilm liretimi
2x ODc <0OD< 4 x ODc Orta biyofilm iiretimi
4x ODc <OD Giglii biyofilm

Biyofilm olmayanlar (0), zayif biyofilm olusturanlar (+ veya 1), orta biyofilm
olusturanlar (++ veya 2), giiclii biyofilm olusturanlar (+++ veya 3) seklinde

gosterilmistir (Stepanovic et al., 2007).
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3.5. Bakteri Siispansiyonlarinin ve Kimyasallarin Hazirlanmasi

3.5.1. Bakteri Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Bakteri kolonileri %2 NaCl ile %1 glikoz iceren MHB igerisine inokiile edildi.
Bakteri yogunlugu 0.5 McFarland (1.108 cfu/mL) olacak sekilde hazirland1 (Saginur
et al., 2006; Stepanovi¢ et al., 2007). Bu hazirlanan bakteri soliisyonlar1 20 kat (1/20)
dilue edilerek, 5.10° cfu/mL yogunlukta bakteri soliisyonlar1 elde edildi. Bakteri
soliisyonlar1 tek ajan uygulamalari i¢in, 10 kat (1/10) dilue edilerek son konsantrasyon
5.10° cfu/mL olacak sekilde hazirlandi (NCCLS, 1999).

3.5.2. L-Askorbik Asit Hazirlanmasi

Saflik derecesi %99 olan L-askorbik asit bilesigi Sigma Aldrich (A92902-25G)
firmasindan temin edildi. Yapilan tiim deneylerde kullanilmak {izere 16,384 mg/mL
L-askorbik asit, steril distile su i¢erisinde ¢6ziiliip 0,22 um’lik steril membran filtreden
(CLS431222, Sigma-Aldrich) gegirilip, stok soliisyonlar1 hazirlandi. Deneylerde
kullanilmak tizere, 1,024 mg/mL-0,000125mg/mL arasindaki ¢ift kat dilue edilen

askorbik asit konsantrasyonlart hazirlandi.

3.5.3. Sanguinarine Kloriir Hidrat (SAN) Hazirlanmasi

Saflik derecesi >98% olan sanguinarine kloriir hidrat (SAN) kimyasal bilesigi
Sigma Aldrich (S5890-25MG) firmasindan temin edildi (Sigma-Aldrich). Tim
deneyler i¢in %10 Dimetil Siilfoksit (DMSO; Sigma-Aldrich) soliisyonu i¢inde, 1,28
mg/mL sanguinarine ¢oziiliip stok olarak hazirlandi ve 0,22 um’lik steril membran
filtreden (CLS431222, Sigma-Aldrich) gegirildi. Gerekli olan sanguinarine
konsantrasyonlarini elde etmek i¢in, bakteri kiiltiir siispansiyonlarina eklenmeden
once, DMSO’da hazirlanan ana stoktan deneylerde kullanilmak iizere, 0,128 mg/mL-
0,000125 mg/mL arasindaki ¢ift kat diliie edilen sanguinarine konsantrasyonlari

hazirlandi.
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3.6. Sanguinarine ve Askorbik Asit MIK ve MBK lerinin Belirlenmesi

Bakteri kolonileri %2 NaCl ve %1 glikoz eklenen MHB igerisine 0,5
McFarland (1.108 cfu/mL) yogunlukta bakteri olacak sekilde inokiile edildi (Saginur
et al., 2006; Stepanovic et al., 2007).

Bu bakteri soliisyonlar: ilk test tiipiinde 20 kat dilue (1/20) edilerek, son
konsantrasyon 5.10° cfu/mL olacak sekilde hazirlandi. Askorbik asit (AA) ve
sanguinarine (SAN) i¢in hazirlanan ana stok soliisyonlarindan 2 kat dilusyon yapilarak
sanguinarine icin 11 doz, askorbik asit i¢in 14 doz hazirlandi. Her kuyucuga 180 pL
sanguinarine ve bakterinin her kuyucuktaki son konsantrasyonu 5.10° cfu/mL olacak
sekilde, 20 pL bakteri soliisyonu (5.10° cfu/mL) eklendi. Mikrotitre plaklar 37 °C’de
24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat inkiibasyon sonrasinda mikrotitre plaklar,
CLSI’ye gore bakteriyel biiyiimenin gorsel olarak gozlenmedigi en diisiik bilesen
konsantrasyonu, minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) olarak belirlendi, ayrica
50 pL 6rnek MHA besiyerine inokule edilip, 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda, iireme olmayan en diisiik bilesen konsantrasyonu minimum

bakterisidal konsantrasyon (MBK) olarak belirlendi (CLSI, 2013).

3.7. Sanguinarine ve Askorbik Asit Kombinasyonlarinin Planktonik S.
aureus Izolatlar1 Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

3.7.1. Checkerboard Metot (Dama Tahtas1 Yontemi)

96-kuyucuklu steril polistiren mikrotitre plaklarinda, sanguinarine ve askorbik
asitin kombine etkilerine Checkerboard metot (dama tahtasi yontemi) ile bakildi.

Dama tahtas1 yonteminde kullanilan konsantrasyon araliklari, her bir izolat i¢in
belirlenen MIK’lerine gére olusturuldu ve ¢ift kat diliisyon yapilarak, bu MIK
degerlerinin 16 kat alt ve 8 kat {ist konsantrasyonlar1 kullanildi (Cizelge 3.4). Bakteri
kolonileri, %2 NaCl ile %1 glikoz iceren MHB’a 0.5 McFarland (1.108 cfu/mL)
yogunlukta olacak sekilde inokule edilerek bakteri soliisyonu hazirland1 (Saginur et
al., 2006; Stepanovi¢ et al., 2007). Bakteri soliisyonlar1 20 kat (1/20) dilue edilerek
bakteri yogunlugu 5.10° cfu/mL'ye ayarlandi. Daha sonra bakteri yogunlugu 5.10°
cfu/mL olacak sekilde 20 pL (5.108 cfu/mL) bakteri soliisyonunu, 96-kuyucuklu
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mikrotitre plagin her bir kuyucuguna dagitildi. Her izolat i¢in Cizelge 3.4 te verilen
dozlar hazirlandi. Her siituna 90 pL sanguinarine’in ve her satira 90 puL askorbik asitin
konsantrasyonlar1 dagitildiktan sonra tiim kuyucuklara 20 pL (5.10° cfu/mL) bakteri
soliisyonu eklendi. Bakteri iireme kontrolii i¢in 180 pL steril distile su ve 20 pL bakteri
soliisyonu eklendi. 37 °C de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra her
izolat i¢in her satir ve siitunda bulunan kombinasyonlarin MIK ’leri belirlendi. MiK ’ler
belirlendikten sonra, her kuyudan 50 pL 6rnek alinip MHA besiyerine inokule edildi
ve 37 °C de 24 saat inkiibasyonda bekletildi. Inkiibasyon sonunda, iiremenin
gbzlenmedigi en diisiik konsantrasyon MiK, iireme olmayan en diisiik konsantrasyon
MBK olarak belirlendi (CLSI, 2013). Tiim bu ¢aligmalar 2 biyolojik, 3 teknik tekrar
olacak sekilde tekrar edildi.

Kombinasyon uygulamasinda incelenen bilesenler arasindaki etkilesimi
belirlemek igin, ¢izilen dama tahtasi tablosunda kullanilan her bilesen i¢in FIK
(fraksiyonel inhibitoér konsantrasyon) indeksi hesaplandi. Bu hesaplama asagidaki

formiile gore yapilmistir (Moody, 2004).

FIK (A) : MIK A (B nin varliginda A (A + B))/MIK A (sadece A)
FIK (B) : MIK B (A nin varhginda B (A + B))/MIK B (sadece B)
YFIK : FIK (A) + FIK (B)

Asagidaki kriterlere gore ¢ikan sonuclar degerlendirildi.

YFIK <0,5 Sinerji,

0,5 <XFiK <1 Kismi Sinerji
TFIK=1 Aditif

1<ZFIK <4 Indifferent (Etkisiz)
TFIK> 4 Antagonism
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Cizelge 3.4. Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin MiK ve
MBK ’lerinin belirlenmesi i¢in kullanilan konsantrasyonlar.

Checkerboard Metotunda Uygulanan Konsantrasyonlar
Bilesen MSSA1 MSSA2 MSSA3 MSSA4
Askorbik 2,048-0,016 0,256-0,002 1,024-0,008 1,024-0,008
Asit mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
o 0,032-0,00025 0,032-0,00025 0,064-0,0005 0,008-0,0000625
Sanguinarine
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

MIiK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, MBK: Minimum Bakterisidal Konsantrasyon.

Ayrica, bilesenlerin alt-MIK’lerinin tek ve kombinasyon uygulamalarmin, izolatlarin
bakteriyel biiytimesi iizerindeki etkilerinin gbzlemlenebilmesi i¢in, MHAya ekimleri
yapildi. 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra, bakteriyel koloniler sayilip logoritmik
birime gevirildi. Bu ¢alisma 2 biyolojik 3 teknik tekrar yapildi. Izolatlarin biiyiime

oranlari, tekrar edilen verilerin ortalama ve standart sapmasi hesaplanarak belirlendi.

3.8. Sanguinarine ve Askorbik Asitin S. aureus izolatlarimin Biyofilm
Uretimi Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

3.8.1. Mikrotitre Plak Metodu (MtP)

96-kuyucuklu steril polistiren mikrotitre plaklarinda sanguinarine ve askorbik
asitin  biyofilm {iretimi {izerindeki kombine etkileri, Christensen Metod’dan
uyarlanmis mikrotitre plak (MtP) yontemi ile belirlendi. MtP yonteminde kullanilan
konsantrasyon araliklar1 her bir izolat igin belirlenen MIK’lerine gore olusturuldu
(Cizelge 3.5). Cift kat diliisyon yapilarak, bu MiK degerlerinin 1/16 kat alt ve 8 kat
iist konsantrasyonlar1 hazirlanip, kullanildi. Bakteri kolonileri, %2 NaCl ile %1 glikoz
iceren MHB icerisine, 0.5 McFarland (1.10% cfu/mL) yogunlukta olacak sekilde
inokule edildi (Saginur et al., 2006; Stepanovi¢ et al., 2007).

Bakteri soliisyonlar1 20 kat (1/20) dilue edilerek bakteri yogunlugu 5.10°
cfu/mL’ye ayarlandi. Daha sonra her kuyucuktaki son bakteri yogunlugu 5.10° cfu/mL
olacak sekilde, 20 pL (5.10°% cfu/mL) bakteri soliisyonu, 96-kuyucuklu mikrotitre
plagin her bir kuyucuguna dagitild.
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Her izolat i¢in Cizelge 3.4’te verilen dozlar hazirlandi. Her siituna 90 pL
sanguinarine’in ve her satira 90 pL askorbik asitin konsantrasyonlar1 dagitildiktan
sonra, tiim kuyucuklara 20 pL (5.108 cfu/mL) bakteri soliisyonu eklendi. Bakteri {ireme
kontrolii i¢in 180 pL steril distile su ve 20 pL bakteri soliisyonu eklendi. Blank i¢in
bir kuyuya 180 pL steril distile su ile 20 uL. MHB eklendi. Daha sonra, 37 °C’de, 24
saat inkiibasyonda bekletildi. 24 saat sonunda planktonik olan bakteriler aspire edildi.
Plantonik bakteriler, kuyulardan aspire edildikten sonra kuyulara 150 pL metanol
eklenerek, 20 dakika fiksasyon yapildi. Ardindan kuyular bosaltilarak, 150 pL safranin
eklenerek, 15 dakika bekletildi. 15 dakika sonunda bosaltilan kuyular 2 kez fosfat
buffer salin (PBS) (pH 7.2) ile yikandi. Daha sonra mikrotitre plaklar oda 1sisinda
kurutulduktan sonra 570 nm absorbansta mikrotitre plak okuyucuda spektrofotometrik

olarak okutuldu. Bu ¢aligmalar 2 biyolojik, 3 teknik tekrar olacak sekilde tekrar edildi.

3.9. Sanguinarine ve Askorbik Asitin Olgun Biyofilm Uzerindeki Etkisinin
Belirlenmesi

3.9.1. MBEK Metotu

Sanguinarine ve askorbik asitin biyofilm tireten S. aureus izolatlar1 tizerindeki
kombine etkileri 96-kuyucuklu steril polistiren mikrotitre plaklarda MBEK metotu ile
belirlendi. MBEK metotunda kullanilan konsantrasyon araliklar1 her bir izolat i¢in
belirlenen MIK lerine gore olusturuldu ve g¢ift kat diliisyon yapilarak, bu MIiK
degerlerinin 1/16 kat alt konsantrasyonlar1 Cizelge 3.5’e gore hazirlanip, kullanildi.

Bakteri kolonileri, %2 NaCl ile %1 glikoz igeren MHB besiyerine 0.5
McFarland (1.10% cfu/mL) yogunlukta olacak sekilde inokule edilip, bakteri
soliisyonlar1 hazirland1 (Saginur et al., 2006; Stepanovi¢ et al., 2007). Bakteri
soliisyonlart 200 kat (1/200) dilue edilerek 5.10° cfu/mL bakteri yogunluguna
ayarlandi. Daha sonra 100 pL (5.10° cfu/mL) bakteri soliisyonundan alinarak 96-
kuyucuklu mikrotitre plaklara dagitildi. Bakteriler dagitildiktan sonra 48 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. 48 saat sonunda planktonik bakteriler aspire edilip, biyofilm
olusturan bakterilere, sanguinarine ve askorbik asitin 1/16 kat alt dozlar1 uygulandi.

Her bir kombinasyon kuyucuguna 50 pL sanguinarine’in ve 50 pL askorbik asitin alt
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inhibitér dozlar1 eklendi. Bakteri tireme kontrol kuyucuguna, herhangi bir bilesen
uygulanmayip, 100 uL MHB eklendi. Blank i¢in 100 pL MHB eklendi. Ilag
uygulamasi yapildiktan sonra, mikrotitre plaklar, 37 °C’de 24 saat inkiibatorde
bekletildi. 24 saat sonunda inkiibatorden almman mikrotitre plaklarin icerigi
bosaltildiktan sonra 2 kez PBS ile yikandi. Yikanan kuyulara 150 pL metanol
eklenerek, yikanan kuyular 20 dakika fiksasyona birakildi. Ardindan kuyular
bosaltilarak, 150 pL safranin eklenerek 15 dakika bekletildi. 15 dakika sonunda
bosaltilan kuyular, 2 kez fosfat buffer salin (PBS) (pH 7.2) ile yikandi. Mikrotitre
plaklar oda 1sisinda kurutulduktan sonra, 570 nm absorbansta mikrotitre plak
okuyucuda spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Tiim bu ¢alismalar 2 biyolojik, 3 teknik
tekrar olacak sekilde tekrar edildi. Sonuglar asagidaki formiile gore degerlendirildi
(Wei et al., 2017) (Cizelge 3.5).

[1-(OD 570 ajan uygulanmis bakteri hiicresi/ OD 570 ajansiz kontrol)] x100

Cizelge 3.5. Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin, biyofilm tretimi
ve olgun biyofilm tizerindeki etkilerinin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyonlar.

Bilesenler MSSA1 MSSA2 MSSA3 MSSA4
MIK 0,004 0,004 0,008 0,001
1/2 MiK 0,002 0,002 0,004 0,0005

Sanguinarine | 1/4 MiK 0,001 0,001 0,002 0,00025
1/8 MiK 0,0005 0,0005 0,001 0,000125
1/16 MiK 0,00025 0,00025 0,0005 0,000625
MIK 0,0256 0,032 0,128 0,0128

. 1/2 MiK 0,128 0,016 0,064 0,064

Askorbik -

Asit 1/4 MFK 0,064 0,008 0,032 0,032
1/8 MIK 0,032 0,004 0,016 0,016
1/16 MiK 0,016 0,002 0,008 0,008

MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon.
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3.10. Sanguinarine ve Askorbik Asitin Biyofilm Gen Ekspresyonu
Uzerine Etkisi

3.10.1. Bakteriyel izolatlar ve Biiyiime Kosullari

Bakteri soliisyonlari, %2 NaCI ve %1 glikoz eklenen MHB igerisinde, 0.5
McFarland (1.10® cfu/mL) yogunlukta bakteri olacak sekilde hazirlanip, 37 °C de 24
saat inkiibe edildi (Saginur et al., 2006; Stepanovi¢ et al., 2007). 24 saat sonunda, her
bakteri soliisyonu 100 kat dilue edilerek, her uygulama i¢in 6-kuyulu polistiren hiicre
doku kiiltiirii plaginin 2 kuyucuguna (CLS3516, Sigma-Aldrich) 2’ser mL dagitildi.
Izolatlar, 6-kuyulu polistiren hiicre doku kiiltiirii plaklarinda, standart biyofilm
olusturmalar1 igin inkiibatorde 37 °C’de 48 saat bekletildi. Inkiibasyondan sonra,
kuyulardan planktonik bakteriler aspire edilip, biyofilm olusturan izolatlar kuyularda
birakildu.

Her izolat i¢in belirlenen sanguinarine’in 1/4 MIK’i, askorbik asitin 1/4 MIK’i
ve sanguinarine ile askorbik asit kombinasyonunun 1/4 MIK’i hazirlanip, son hacim 2
mL olacak sekilde bakterilere uygulandi. Bakteri kontrollerine, 2 mL %2 NaCl ve %]l
glikoz iceren MHB eklendi. Bilesen uygulamasi yapildiktan 12 saat sonra, kuyularda
biyofilm olusturan bakteriler, 10 kez steril soguk distile su ile yikanip, pipet ucu
yardimiyla kazinarak toplandi. Toplanan biyofilm olusturan bakteriler, steril 15 mL’lik
falkon tiiplerine (LB.IS.078.02.007, ISOLAB) aktarilip, 8000 g de 3 dakika santrifiij
edildi ve supernatant: atilarak, pellet kismi1 elde edildi (Atshan et al., 2012).

3.10.2. Total RNA Bakteri izolasyonu

48 saat siiresince biyofilm olusturan ve sonrasinda 12 saat bilesene tabi tutulan
izolatlarda bilesen etkinliginin olusturdugu farkliliklar1 gormek amaciyla RNA
izolasyonu gerceklestirmek icin dort farkli MSSA 6rnegi (MSSA1, MSSA2, MSSA3,
MSSA4) kullanildi.

Kuyulardan kazinan bakteri peletlerinden total RNA izolasyonu, NucleoSpin®
RNA kiti protokollerine uygun olarak gerceklestirildi.
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Kit protokoliinde belirtildigi tizere RNA izolasyonu dncesinde 20 pL lizozim
(#Lot SLBM3565V, SIGMA) ve 80 uL TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA; pH:8)
karistirilip, kuyulardan kazinan bakteri pelletlerine eklenerek vortekslenip 15 dakika
stiresince 37°C inkiibatorde bekletildi. 15 dakika sonra inkiibatdrden ¢ikarilan 6rnekler
iyice vortekslenerek NucleoSpin® RNA kiti (740955.50, Macherey-Nagel)
protokoliiyle calismaya uygun hale getirildi.

NucleoSpin® RNA kiti protokollerine goére RNA izolasyonu igin;

. RNA izolasyonunda kullanilan MSSA bakterileri peleti 350 pL lizis
tamponu RA1 ve indirgeyici ajan olarak 3,5 pL. 2- Merkaptoetanol karisimi igerisinde
karistirildi.

. Bakteri lizati, bir toplama tiipii igerisine yerlestirilmis olan

NucleoSpin® Filtrelerine aktarildi. 11000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

. Santrifiij sonrast NucleoSpin® Filtreleri ortamdan uzaklastirildi.
Lizatin homojenize edilmesi i¢in tim 6rneklere 350 puL %70 etanol eklendi. 3-5 kez
pipetleme isleminden sonra her 6rnek kendisi i¢in hazirlanan bir toplama tiipii igerisine
yerlestirilmis NucleoSpin® RNA kolonuna aktarildi. 11000 g’de 30 saniye santrifiij
edildikten sonra kolon yeni bir 6rnek toplama tiipiline yerlestirildi.

. NucleoSpin® RNA kolonuna 350 pLL membran tuzu ¢oziicii tampon
(Membrane Desalting Buffer / MDB) eklendi. 11000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

. 10 pL rDNaz, 90 pl reaksiyon soliisyonu ile karistirilarak DNAz
reaksiyon karigimi hazirlandi. Karisimdan 95 pl kolonun tam merkezine eklendi. 20
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

. Kolona 200 pL RAW?2 tamponu eklendikten sonra 11000 g’de 30
saniye santriflij edilerek 1. yikama islemi gerceklestirildi. Santrifiij sonrasi kolon yeni
bir toplama tiipiine yerlestirildi.

. Kolona 600 pLL RA3 tamponu eklendikten sonra 11000 g’de 30 saniye
santrifiij edilerek 2. yikama iglemi gergeklestirildi. Toplama tiipiine gecen kisim
ortamdan uzaklastirildiktan sonra kolon toplama tiipiine tekrar yerlestirildi.

. Kolonun tam merkezine 30 pL RNaz i¢cermeyen su eklendikten sonra

11000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek RNA’nin kolondan ayristirilmasi
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gerceklestirildi. Bakteri peletinden izole edilen total RN A nin saflig1 ve konsantrasyon
analizi, “Multiskan™ GO Microplate Spektrophotometer” cihazinda 230, 260 ve 280
nm’de absorbans degerlerinin Ol¢limiiyle gerceklestirildi. Bulgular otomatik olarak
hesaplanip, kaydedildi. RNA’lar ¢cDNA sentezinde kullanilmak {izere -80 °C
buzdolabina kaldirildi.

3.10.3. cDNA Sentezi

Izolasyonu yapilan total RNA’lardan cDNA sentezi ProtoScript First Strand
cDNA Synthesis Kit (E6300S, New England Biolabs) protokollerine uygun olarak
gerceklestirildi. Sentez islemi BIORAD T100 Thermal Cycler cihazinda yapildi. Tiim
cDNA konsantrasyonlar1 1 pg olacak sekilde sabitlendi. Bunun i¢in kit protokoliine
gore; 1pug cDNA igin gerekli RNA miktari (6 uL’ye kadar), 2 uL Oligo (dT) Primer
ve son hacim 8 pL olacak sekilde niikleaz-igermeyen su ile bir reaksiyon karigimi
hazirlandi. Hazirlanan reaksiyon karistminin 70 °C’de 5 dakika inkiibe edilmesiyle
RNA denatiire edildi. Denatiirasyon isleminden sonra hemen buz iistiine alinan her
ornege 10 uL M-MuLV (2X) reaksiyon karisimi ve 2 pL. M-MuLV enzim karigimi
eklendi. 20 uLL ¢cDNA sentez kiti 42 °C’de 1 saat inkiibe edildi ve ardindan enzimin
inaktivasyonu i¢in 80 °C’de 5 dakika inkiibasyona birakildi. Elde edilen cDNA’lar 30
uL RNaz icermeyen su eklenerek, 50 uL’ye tamamlandi.

3.10.4. Kantitatif GZ-PZR Reaksiyonu

Biyofilm olusturan izolatlara 1/4 MIK sanguinarine ile 1/4 MIK askorbik asit
ve bu ikisinin kombinasyonu uygulandi. Kontrol izolatlarina herhangi bir bilesen
uygulanmad. izolatlarm 12 saat siiresince bilesenlere maruz kalmasi sonucunda elde
edilen cDNA’lar ile ica genlerinden icaA, icaD ve ylizey proteini geni olan atl
genlerinin ekspresyon seviyeleri incelendi. Analiz SensiFAST™ SYBR®No-ROX Kit
protokollerine uygun olarak Cizelge 3.6’da belirtilen GZ-PZR reaktifleri ile Cizelge
3.7’de belirtilen GZ-PZR kosullarinda gerceklestirildi.
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Cizelge 3.6. GZ-PZR reaktifleri

Reaktif Stok Konsantrasyon Hacim (pul)
SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit 2X 10

ileri Primer 10 uM 1

Geri Primer 10 uM 1

DNA 8 ng/pL 2

Su - 6

Cizelge 3.7. GZ-PZR kosullar

Asama Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Poll_meraz Enzim 95 oC 5 dk

Aktivasyonu

Denatiirasyon 95 °C 10sn

Baglanma 60 °C 10 sn 45

Uzama 72 °C 30 sn

Erime — Egrisl - (500 950 56

Analizi

GZ-PZR reaksiyonlari iki teknik tekrar ile gergeklestirildi. Elde edilen grafik
sonuglari, 16S-rRNA internal kontrol genine gére normalize edilerek, sonuglarin delta
sikliis esigi (ACt) degerleri belirlendi. Elde edilen ACt degerleri kullanilarak AACt
degerleri hesaplandi. AACt degerlerinin elde edilmesinin ardindan 2*-AACt formiilii

ile gen ekpresyon diizeyindeki degisim hesaplandi (Livak and Schmittgen, 2001).

3.11. Verilerin Analizi

MtP, checkerboard, MBEK, biyofilm iiretimi deneylerinden elde edilen veriler,
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanarak degerlendirildi. Calismadaki tiim
deneyler, 2 biyolojik ve 3 teknik tekrar olacak sekilde uygulandi. Verilerin
istatistiginde IBM SPSS Statistic 21 programi kullanildi. Gruplar arasinda (kontrol ve
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dozlar) anlam olup olmadig: Friedman testi ile belirlendi. Istatistiksel olarak anlamli
¢ikanlarda hangi gruplar arasinda anlam olduguna Paired Sample t-Test analizi ile
bakildi. P degeri 0,05°e esit ve altinda olan veriler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Gen ekspresyon ¢aligmalarinda ilgili genlerin 1,5 ve stii kat degerleri ciddi bir
artis olarak degerlendirilirken 1’den biiyiik, 1,5’ten kiiclik degerler ciddi olmayan
kismi bir azalma olarak degerlendirildi. 1’den kiigiik degerler ciddi bir azalma olarak

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bakterilerin Tanimlanmasi

Kendi stogumuzda bulunan bakteri 06rnekleri BD Phoenix bakteri
identifikasyon cihazi ile tanimlandi. Metisilin duyarli S. aureus (MSSA) oldugu tespit
edilen 3 bakteri 6rnegi ile ¢alismalara devam edildi. MSSA1 (ATCC 29213 MSSA)
kontrol susu olarak kullanildi. Calismada MSSA2, MSSA3, MSSA4 olmak tizere 3
klinik izolat kullanildi.

4.2. S. aureus Bakterilerinde Kalitatif Gen Tespiti

Yontem 3.3.2°de belirtildigi sekilde izole edilen S. aureus Klinik izolatlarinin
DNA’lan Cizelge 3.1°de belirtilen genlerin varlig1 kalitatif olarak ger¢cek zamanli PZR
yontemiyle tespit edildi. Tespit edilen genlerin sonuglar1 asagidaki c¢izelgede

gosterilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Gergek zamanli PZR ¢alismasi yapilan ve kalitatif olarak tespit edilen genler ve sonuglari.

Genler MSSA1 MSSA2 MSSA3 MSSA4
16S rRNA Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
nuc Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
blaz Tespit edildi Tespit edilmedi Tespit edilmedi Tespit edilmedi
blal Tespit edildi Tespit edilmedi Tespit edilmedi Tespit edilmedi
blarR1 Tespit edildi Tespit edilmedi Tespit edilmedi Tespit edilmedi
icaA Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
icaD Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
atl Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
mecA Tespit edilmedi Tespit edilmedi Tespit edilmedi Tespit edilmedi
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4.3. Biyofilm Identifikasyonu

4.3.1. Tiip Metot Sonucu

Yontem 3.4.1°de uygulanan tiip metotu deney sonuglart Sekil 4.1°de
verilmistir. Tlip metot yontemi uygulanan 6rneklerde 1., 2., 3., 4. polistiren tiiplerde
biyofilm halkasi goriilmektedir. Birinci ve dordiincii tiipler MSSA3, MSSA4

izolatlarina ait. ikinci ve iigiincii tiipler ise MSSA1, MSSA?2 tiiplerine aittir.

Sekil 4.1. Tiip metodu sekli.

4.3.2. Mikrotitre Plak Metodu (MtP) Sonucu

Yontem 3.4.2°de anlatilan mikrotitre plak yonteminde MSSA1 (ATCC 29213)
susunda ve MSSA2, MSSA3, MSSA4 izolatlarinda biyofilm olusturulduktan sonra
safraninle boyama isleminden sonra spektrofotmetre mikrotitre plak okuyucu ile 570
nm absorbansta 6l¢iim yapildi. Bu sonuglar yontem 3.4.2°de verilen hesaplamalar
sonucunda degerlendirildi. MSSA1 susunun giiclii biyofilm olusturdugu gozlemlendi.
MSSA2 izolatinin giiglii biyofilm olusturdugu gozlemlendi. MSSA3 izolatinin orta
derecede biyofilm olusturdugu gozlendi. MSSA4 izolatinin orta derecede biyofilm

olusturdugu gozlemlendi.
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4.4, Sanguinarine ve Askorbik Asitin MIK ve MBK Sonug
Degerlendirilmesi

Yoéntem 3.6°da uygulanan ‘‘Sanguinarine ve Askorbik Asitin MIK ve
MBK’lerinin belirlenmesi’’ deneyinde ¢ikan sonuglar Cizelge 4.2 de verilmistir.
Sanguinarine ve askorbik asit uygulanan MSSA izolatlarinda MiK degerleri sirasiyla
0,001-0,008 mg/mL ve 0,032 mg/mL-0,256 mg/mL arasinda tespit edilmistir. Ayrica
sanguinarine ve askorbik asit uygulanan MSSA izolatlarinda MBK degerleri sirasiyla
0,002-0,032 mg/mL ve 0,064-0,512 mg/mL arasinda tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. Planktonik S. aureus izolatlarinda belirlenen MiK ve MBK degerleri.

Bakteri izolatlari Antlnli:arr?blyal MIK (mg/mL) MBK (mg/mL)
SAN 0,004 0,016
MSSA1
AA 0,256 0,064
SAN 0,004 0,016
MSSA2
AA 0,032 0,128
SAN 0,008 0,032
MSSA3
AA 0,128 0,128
SAN 0,001 0,002
MSSA4
AA 0,128 0,512

AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

4.5. Sanguinarine ile Askorbik Asit Kombinasyonlarinin Planktonik
Staphylococcus aureus izolatlar1 Uzerindeki Etkisi

45.1. MSSA1

Sanguinarine ve askorbik asitin alt MIK’lerini iceren cesitli uygulamalarinin,
MBK ’s1 bu bilesenlerin tek uygulamalarinin MBK'lerine gore daha diisiik (daha etkili)
oldugundan, MSSA izolatlarimi 6ldiirmek igin yeterli oldugu goriildii. Bu ¢alismada
MSSA izolatlarmm FIK indeksleri 0,699 ile 0,920 araliginda tespit edilmistir (Cizelge
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4.3). Her izolat i¢in bilesenlerin tekli ve kombinasyon uygulamalarinda, her tekrarda

MIK ve MBK sonuglar1 ayn1 gézlendi.

Cizelge 4.3. Sanguinarine ile Askorbik Asit kombinasyonlarinin S. aureus izolatlar1 lizerindeki etkisi.

Bakteri Kombinasyon | FiK Deger Etki

MSSAL SAN-AA 0.5<XFIK<I (0,745) | Kismi Sinerji
MSSA2 SAN-AA 0.5<XFIK<1 (0,745) Kismi Sinerji
MSSA3 SAN-AA 0.5<XFIK<1 (0,920) Kismi Sinerji
MSSA4 SAN-AA 0.5<FIK<I (0,699) | Kismi Sinerji

AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine, FIK: Fraksiyonel Inhibitor Konsantrasyonu.

Bu c¢alismada, MSSALl susu iizerinde sanguinarine ve askorbik asit
kombinasyonlarmin FIK indeks degeri 0,745 ile kismi sinerjistik etkisinin oldugu
belirlendi (Cizelge 4.4). Sirasiyla, sanguinarine’in 0,002 mg/mL, 0,001 mg/mL,
0,0005 mg/mL, 0,00025 mg/mL (1/2 MiK, 1/4 MiK, 1/8 MiK, 1/16 MIK) alt-inhibitor
konsantrasyonlar ile 0,128 mg/mL, 0,064 mg/mL 0,032 mg/mL, 0,016 mg/mL (1/2
MIK, 1/4 MIK, 1/8 MIK, 1/16 MIK) askorbik asitin alt-inhibitér konsantrasyonlari

arasinda kismi sinerjistik aktivite gortilmustiir.

Cizelge 4.4. Askorbik Asit ile Sanguinarine kombinasyonlarmin MSSA izolatlar1 {izerindeki FIK
Indeksleri.

MSSA1 MSSA2 MSSA3 MSSA4

SAN- | ORTALAMALSD | 0,745+0,25 | 0,745+0,21 | 0,920+ 0,65 | 0,699+ 0,24
AA

>FIK indeks

AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine, SD: Standart Sapma (Standard deviation).

MSSAL susu tizerindeki, sanguinarine ve askorbik asitin tek ve kombinasyon
uygulamalarinda, 0,004 mg/mL sanguinarine’in (MIK SAN) tek uygulamasinda
kontrole gore 5,624 log sikliis diislis gozlenmistir (p<0,05). 0,256 mg/mL askorbik
asitin (MIK AA) tek uygulamas1 MSSA1 susunu tamamen 6ldiiriip, bakterisidal etki
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gdstermistir. 0,004 mg/mL sanguinarine ile 0,256 mg/mL askorbik asitin (MIK SAN
ve MIK AA) kombinasyon uygulamasi, MSSA1 susunu tamamen oldiiriip,
bakterisidal etki gostermistir (p<<0,05) (Cizelge 4.5) (Sekil 4.2).

. MSSAL (Log10 cfu/mL)

6

4

5 |

0 - . . b . ‘
Bakteri Kontrol MIK SAN MIK AA MIK SAN + MIK AA

Sekil 4.2. MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSAIsusunun (ATCC 29213) biiylime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

0,002 mg/mL sanguinarine’in (1/2 MIiK SAN) tek uygulamasi, kontrole gére
MSSALI susunda 0,928 log sikliis diisiis gostermistir (p>0,05). 0,128 mg/mL askorbik
asitin (1/2 MIK AA) tek uygulamasinda ise kontrole gére, MSSA1 susunda,
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde 2,789 log sikliis diisiis gozlenmistir (p<0,05).
0,002 mg/mL sanguinarine’in ile 0,128 mg/mL askorbik asitin (1/2 MIK SAN ve 1/2
MIK AA) kombinasyon uygulamast MSSAL susunu tamamen oldiiriip, bakterisidal
etki gostermistir (Cizelge 4.5) (Sekil 4.3).

MSSAL (Log10 cfu/mL)

o N B » (o]
1

Bakteri Kontrol 1/2 MiK SAN 12MIK AA 1/2 MIK SAN + 1/2
MIK AA

Sekil 4.3. 1/2 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSAT1 susunun (ATCC 29213) biiyiime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.
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MSSAL1 susu iizerindeki, 0,001 mg/mL sanguinarine’in (1/4 MIK SAN) ve
0,064 mg/mL askorbik asitin (1/4 MIK AA) tek uygulamalarmin etkinlikleri,
istatistiksel olarak ayn1 olup (p>0,05), kontrole gore sirasiyla 1,102 ve 1,737 log sikliis
diisiirmiistiir (p<0,05).
0,001 mg/mL sanguinarine ile 0,064 mg/mL askorbik asitin (1/4 MIK SAN ve 1/4
MIK AA) kombinasyon etkisi, bu kombinasyonu olusturan bilesenlerin tek
uygulamalarinin etkisinden daha fazla olup, bu kombinasyon, en etkin tek doz
uygulamasi olan 0,064 mg/mL askorbik asite gore MSSAT1 susunu 2,194 log sikliis
disiirmiistiir (p<0,005) (Cizelge 4.5) (Sekil 4.4).

MSSAL (Logl0 cfu/mL)
8 _
6 4
4 4
2 4
o i
Bakteri Kontrol 1/4 MIiK SAN 1/4 MiK AA 1/4 MiK SAN + 1/4
MIK AA

Sekil 4.4. 1/4 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSAT1 susunun (ATCC 29213) biiylime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.
MSSAL susu iizerindeki, 0,0005 mg/mL sanguinarine’in (1/8 MIK SAN) ve
0,032 mg/mL askorbik asitin (1/8 MIK AA) tek uygulamalarinin etkinlikleri
istatistiksel olarak ayni olup (p>0,05), kontrole gore, yaklasik olarak 1 log sikliis
diisiirmiistiir. 0,0005 mg/mL sanguinarine ile 0,032 mg/mL askorbik asitin (1/8 MIK
SAN ve 1/8 MIK AA) kombinasyon etkisi, bu kombinasyonu olusturan bilesenlerin
tek uygulamalarinin etkisinden daha fazla olup, bu kombinasyon tek uygulamalara
gore MSSAT susunu, yaklasik olarak 1 log sikliis, kontrole gore ise yaklasik 1,86 log
sikliis diistirmiistiir (p<0,05) (Cizelge 4.5) (Sekil 4.5).
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MSSAL (Logl0 cfu/mL)
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Bakteri Kontrol 1/8 MIK SAN 1/8 MIK AA 1/8 MIK SAN + 1/8
MiK AA

Sekil 4.5. 1/8 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSAT1 susunun (ATCC 29213) biiyiime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

0,00025 mg/mL sanguinarine ve 0,016 mg/mL askorbik asit 1/16 MIK tek
uygulamalari ve bu bilesenlerin 1/16 MiK ’lerindeki kombinasyonlarmin uygulamalari

sonucunda MSSA1 susu iizerinde anlamli bir antibakteriyel etkinliginin olmadigi

gozlemlenmistir (p>0,05) (Cizelge 4.5) (Sekil 4.6).

. MSSA1 (Logl0 cfu/mL)
6 N
4 N
2 4
0 i
Bakteri Kontrol 1/16 MIK SAN 1/16 MIK AA 1/16 MIK SAN + 1/16
MIK AA

Sekil 4.6. 1/16 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSAT1 susunun (ATCC 29213) biiyiime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.
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Cizelge 4.5. MSSAL susu tizerindeki Sanguinarine ve Askorbik Asit kombinasyonlarinin etkisi.

Log Sikliis
Sanguinarine ve Askorbik Asit Tek ve (cfu/mL)
Kombinasyon Uygulamalari P
Ort+SD

MSSA 1 Bakteri Kontrol 7,0842+0,201
MiK SAN (0,004 mg/mL) 1,460°+0,156

MiK MIK AA (0,256 mg/mL) Tespit Edilemedi | p=0,029*
MiK SAN+MIiK AA Tespit Edilemedi
1/2 MiK SAN (0,002 mg/mL) 6,156%:0,441

1/2 MiK 1/2 MiK AA (0,128 mg/mL) 4,295+0,012 p=0,029*
1/2 MiK SAN+ 1/2 MIK AA Tespit Edilemedi
1/4 MiK SAN (0,001 mg/mL) 5,981°+0,105

1/4 MiK 1/4 MIK AA (0,064 mg/mL) 5,347°+£0,494 p=0,029*
1/4 MIK SAN+1/4 MiK AA 3,153+0,120
1/8 MiK SAN (0,0005 mg/mL) 6,1572+0,336

1/8 MiK 1/8 MIK AA (0,032 mg/mL) 6,006°+0,312 p=0,042*
1/8 MIK SAN+1/8 MiK AA 5,226°+0,051
1/16 MiK SAN (0,00025 mg/mL) 6,376%:0,128

1/16 MiK 1/16 MiK AA (0,016 mg/mL) 5,9662+0,097 p=0,122
1/16 MiK SAN+1/16 MIK AA 5,890%0,156

Her farkl1 harf, gruplar arasinda anlamli fark oldugunu gdstermektedir (*p<0,05). AA: Askorbik Asit,
SAN: Sanguinarine, MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama, SD: Standart Sapma

(Standard deviation).

4.5.2. MSSA2

MSSA?2 izolat1 iizerinde sanguinarine ve askorbik asit kombinasyonlarmin,
0,745 FIK indeksiyle kismi sinerjistik etki gosterdigi belirlendi (Cizelge 4.4).
Sirastyla, 0,002 mg/mL, 0,001 mg/mL, 0,0005 mg/mL, 0,00025 mg/mL (1/2 MIK, 1/4
MIK, 1/8 MIK, 1/16 MIK) sanguinarine’in alt-inhibitdr konsantrasyonlar1 ile 0,016
mg/mL, 0,008 mg/mL 0,004 mg/mL, 0,002 mg/mL (1/2 MiK, 1/4 MIK, 1/8 MIK, 1/16
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MIK) askorbik asitin alt-inhibitér konsantrasyonlar1 arasinda kismi sinerjistik aktivite
oldugu goriilmiistiir. Uygulanan her tekrardan sonra aym sonuglar elde edilmistir.
MSSA?2 izolatinin sanguinarine ile askorbik asit alt inhibisyon konsantrasyonlarinin
tek uygulamalarina gore etkinliginin daha fazla oldugu goriilmistiir.

MSSA?2 klinik izolat: iizerinde, 0,004 mg/mL sanguinarine’in (MiK SAN) tek
uygulamasinda, kontrol uygulamasina gore 2,828 log birim diisiis gozlenmistir
(p<0,05). 0,032 mg/mL askorbik asit (MIK AA) tek uygulamasinda kontrol
uygulamasina gore 2,311 log diisilis gbzlenmistir (p<0,05). 0,004 mg/mL sanguinarine
ile 0,032 mg/mL askorbik asitin (MIK SAN ve MiK AA) kombinasyon uygulamast,
MSSA?2 izolatim1 tamamen Oldiiriip, bakterisidal etki gostermistir (p<0,05) (Cizelge
4.6) (Sekil 4.7).

MSSA2 (Log10 cfu/mL)

o N B~ OO
1

Bakteri Kontrol MIK SAN MIK AA MIiK SAN + MiK AA

Sekil 4.7. MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarmin MSSA2
izolatinin biiylime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA2 izolatinda, 0,002 mg/mL sanguinarine’in (1/2 MIK SAN) tek
uygulamasi, kontrole gore 2,564 log sikliis diisiis gdstermistir (p>0,05).
0,016 mg/mL askorbik asitin (1/2 MIK AA) tek uygulamasinda ise kontrole gore
istatistiksel olarak, anlamli bir sekilde 2,166 log sikliis diisiis gdostermistir (p<0,05).
0,002 mg/mL sanguinarine ile 0,016 mg/mL askorbik asitin (1/2 MIK SAN ve 1/2
MIK AA) kombinasyon etkisi, bu kombinasyonu olusturan bilesenlerin tek
uygulamalarinin etkinliginden daha fazla olup, bu kombinasyon tek uygulamalara gore
MSSA? izolatini yaklasik 2 log sikliis, kontrole gore yaklasik 5 log sikliis diigiirmiistiir
(p<0,05) (Cizelge 4.6) (Sekil 4.8).
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MSSA2 (Logl0 cfu/mL)
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Bakteri Kontrol 1/2 MiK SAN 1/2MIK AA 1/2 MiK SAN + 1/2
MIK AA

Sekil 4.8. 1/2 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSA?2 izolatiin biiyiime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA 2 izolatinda, 0,001 mg/mL sanguinarine’ in (1/4 MIK SAN) ve 0,008 mg/mL
askorbik asitin (1/4 MiK AA) tek uygulamalarmin etkinlikleri istatistiksel olarak ayni
olup (p>0,05), kontrole gore sirasiyla, 1,676 ve 3,77 log sikliis diistirmiistiir (p<0,05).
0,001 mg/mL sanguinarine ile 0,008 mg/mL askorbik asitin (1/4 MIK SAN ve 1/4
MIK AA) kombinasyon etkisi kontrole gore 2,68 log diisiis gdstermistir (p<0,05)
(Cizelge 4.6) (Sekil 4.9).

MSSAZ2 (Log10 cfu/mL)

o N B~ OO 0

Bakteri Kontrol 1/4 MIiK SAN 1/4 MIK AA 1/4 MiK SAN + 1/4
MIK AA

Sekil 4.9. 1/4 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSA?2 izolatinin biiyiime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA2 izolatinda, 0,0005 mg/mL sanguinarine (1/8 MIK SAN) tek
uygulamasi, kontrole gore MSSA2 izolatinda 3,257 log sikliis diislis gostermistir
(p>0,05). 0,004 mg/mL askorbik asitin (1/8 MIK AA) tek uygulamasinda ise kontrole
gore, istatistiksel olarak, anlamli bir sekilde 1,672 log sikliis diisiis gostermistir
(p<0,05). 0,0005 mg/mL sanguinarine ile 0,004 mg/mL askorbik asitin (1/8 MiK SAN
ve 1/8 MIK AA) kombinasyon uygulamasi kontrole gére 2,517 log sikliis diisiis
gostermistir (p<0,05) (Cizelge 4.6) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. 1/8 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSA? izolatinin biiylime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSAZ2 izolatinda, 0,00025 mg/mL sanguinarine’in (1/16 MIK SAN) ve 0,002
mg/mL askorbik asitin (1/16 MIK AA) tek uygulamalar1 ve bu bilesenlerin (1/16 MiK
SAN ve 1/16 MIK AA) kombinasyon uygulamasinda MSSA?2 izolat1 iizerinde anlaml1
bir antibakteriyel etkinligin olmadig1 gézlemlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.6) (Sekil
4.11).
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MIK AA

Sekil 4.11. 1/16 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSA? izolatinin biiylime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit. SAN: Sanguinarine.
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Cizelge 4.6. MSSA?2 izolati lizerindeki Sanguinarine ve Askorbik Asit kombinasyonlarinin etkisi.

Log Sikliis
Sanguinarine ve Askorbik Asit Tek ve (cfu/mL)
Kombinasyon Uygulamalari P
Ort+SD

MSSA 2 Bakteri Kontrol 7,4072+0,472
MiK SAN (0,004 mg/mL) 4,579°+0,022

MiK MiK AA (0,032 mg/mL) 5,096°+0,104 p=0,029*
MIK SAN+MIK AA Tespit Edilemedi®
1/2 MiK SAN (0,002 mg/mL) 4,843+0,469

1/2 MiK 1/2 MiK AA (0,016 mg/mL) 5,241+0,062 p=0,029*
1/2 MIK SAN+ 1/2 MiK AA 2,389°£0,056
1/4 MiK SAN (0,001 mg/mL) 5,731°+0,343

1/4 MiK 1/4 MIK AA (0,008 mg/mL) 3,637°+0,107 p=0,042*
1/4 MiK SAN+1/4 MiK AA 4,727°£0,018
1/8 MiK SAN (0,0005 mg/mL) 4,150°+0,007

1/8 MiK 1/8 MIK AA (0,004 mg/mL) 5,735¢+0,048 p=0,029*
1/8 MIK SAN+1/8 MiK AA 4,890%+0,008
1/16 MiK SAN (0,00025 mg/mL) 6,63120+0,037

1/16 MiK 1/16 MiK AA (0,002 mg/mL) 6,109+0,040 p=0,029*
1/16 MiK SAN+1/16 MIK AA 5,500+0,644

Her farkl1 harf, gruplar arasinda anlamli fark oldugunu gdstermektedir (*p<0,05). AA: Askorbik Asit,
SAN: Sanguinarine, MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama, SD: Standart Sapma
(Standard deviation).

4.5.3. MSSA3

MSSA3 izolati iizerinde sanguinarine ve askorbik asit kombinasyonlarinin
0,920 FIK indeksiyle kismi sinerjistik etki gosterdigi belirlendi (Cizelge 4.4).
Sirastyla, 0,004 mg/mL, 0,002 mg/mL, 0,001 mg/mL, 0,0005 mg/mL (1/2 MIK, 1/4
MIK, 1/8 MIK, 1/16 MIK) sanguinarine’in alt-inhibitdr konsantrasyonlar1 ile 0,064
mg/mL, 0,032 mg/mL 0,016 mg/mL, 0,008 mg/mL (1/2 MiK, 1/4 MIK,1/8 MIK, 1/16
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MIK) askorbik asitin alt-inhibitér konsantrasyonlar1 arasinda kismi sinerjistik aktivite
goriilmiistiir. Uygulanan her tekrardan sonra ayni sonuglar elde edilmistir. MSSA 3
izolatinin askorbik asit ile sanguinarine alt inhibisyon konsantrasyonlarinin tek
uygulamalarina gore etkinliginin daha fazla oldugu goriilmiistiir.

MSSA3 klinik izolatinda antibakteriyel ajanlarin tek ve kombinasyon
uygulamalart  sonucunda 0,008 mg/mL sanguinarine’in (MIK SAN) tek
uygulamasinda kontrole gore 3,22 log sikliis diisiis gozlenmistir (p<0,05). 0,128
mg/mL askorbik asitin (MIK AA) tek uygulamasi ise tamamen 6ldiiriip, bakterisidal
etki gostermistir (p<0,05).

0,008 mg/mL sanguinarine ile 0,128 mg/mL askorbik asitin (MIK SAN + MIK AA)
kombinasyon uygulamasi ise tamamen dldiiriip, bakterisidal etki gostermistir (p<0,05)

(Cizelge 4.7) (Sekil 4.12).

. MSSAS3 (Log10 cfu/mL)

6 -

4 -

2

0 - . . ‘ . . ‘
Bakteri Kontrol MIK SAN MIK AA MIK SAN + MIK AA

Sekil 4.12. MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSA3 izolatinin biiylime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit. SAN: Sanguinarine.

MSSA3 izolatinda 0,004 mg/mL sanguinarine’in (1/2 MIK SAN) tek
uygulamasi, kontrole gore 1 log sikliis diisiis géstermistir (p>0,05).
0,064 mg/mL askorbik asitin (1/2 MiK AA) tek uygulamas1 kontrole gore istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde 4,557 log sikliis diisiis gdstermistir (p<0,05). 0,004 mg/mL
sanguinarine ile 0,064 mg/mL askorbik asitin (1/2 MIK SAN ve 1/2 MIK AA)
kombinasyon uygulamasit MSSA3 izolatin1 tamamen oOldiirip, bakterisidal etki
gostermistir (Cizelge 4.7) (Sekil 4.13).
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1

Bakteri Kontrol 1/2 MIK SAN 1/2MIiK AA 1/2 MIK SAN + 1/2
MIK AA

Sekil 4.13. 1/2 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSA3 izolatinin biiyiime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA3 izolatinda 0,002 mg/mL sanguinarine’in (1/4 MIK SAN) tek
uygulamasi kontrole gore 0,891 log sikliis diisiis gostermistir (p<0,05). 0,032 mg/mL
askorbik asitin (1/4 MIK AA) tek uygulamasinda ise anlamli olmayan 1,197 log sikliis
diisiis gozlemlenmistir (p>0,05).

0,002 mg/mL sanguinarine ile 0,032 mg/mL askorbik asitin (1/4 MIK SAN ve 1/4
MIK AA) kombinasyon uygulamasinda kontrole gére 2,646 log sikliis diisiis
gbzlemlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.7) (Sekil 4.14).

MSSA3 (Logl0 cfu/mL)

o N B OO

Bakteri Kontrol 1/4 MiK SAN 1/4 MiK AA 1/4 MiK SAN + 1/4
MIK AA

Sekil 4.14. 1/4 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSA3 izolatinin bityiime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA3 izolatinda, 0,001 mg/mL sanguinarine (1/8 MIK SAN) tek uygulamasi
kontrole gore 0,239 log sikliis diisiis gostermistir (p>0,05).
Tek 0,016 mg/mL askorbik asit (1/8 MIK AA) ise MSSA3 izolatin1 anlaml1 olmayan
bir sekilde 0,999 log sikliis diistirmiistiir (p>0,05). 0,001 mg/mL sanguinarine ile 0,016
mg/mL askorbik asitin (1/8 MIK SAN ve 1/8 MiK AA) kombinasyon uygulamasinda,

43



MSSA3 izolat1 iizerinde kontrole gore 1,284 log sikliis diislis gozlemlenmistir
(p<0,05) (Cizelge 4.7) (Sekil 4.15).

MSSAS3 (Log10 cfu/mL)
10

o N B OO

Bakteri kontrol 1/8 MIiK SAN 1/8 MIK AA 1/8 MiK SAN + 1/8
MIK AA

Sekil 4.15. 1/8 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSA3 izolatinin biiyiime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA3 izolatinda, 0,0005 mg/mL sanguinarine’in ve 0,008 mg/mL askorbik
asitin (1/16 MIK) tek uygulamalart ile bu bilesenlerin kombinasyonlarmin (1/16 MIK
SAN ve 1/16 MIK AA) uygulamasinda anlaml bir antibakteriyel etkinligin olmadig1
gozlemlenmistir (p>0,05) (Cizelge 4.7) (Sekil 4.16).

MSSA3 (Log10 cfu/mL)
8 -
6 4
4 4
2 4
0 i
Bakteri Kontrol 1/16 MIK SAN 1/16 MIK AA 1/16 MIK SAN + 1/16

MIK AA

Sekil 4.16. 1/16 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSA3 izolatinin biiyiime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit. SAN: Sanguinarine.
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Cizelge 4.7. MSSA3 izolat1 iizerindeki Sanguinarine ve Askorbik Asit kombinasyonlarinin etkisi.

Log Sikliis
Sanguinarine ve Askorbik Asit Tek ve | (cfu/mL)
Kombinasyon Uygulamalar1 P
Ort+SD
MSSA 3 Bakteri Kontrol 6,8232+0,271
MIK SAN (0,008 mg/mL) 3,603°+0,238 p=0,029*
MiK MIK AA (0,128 mg/mL) Tespit Edilemedi
MiK SAN+MIK AA Tespit Edilemedi
1/2 MiK 1/2 MiK SAN (0,004 mg/mL) 5,820%£0,089 p=0,029*
1/2 MiK AA (0,064 mg/mL) 2,266"+£0,079
1/2 MiK SAN+ 1/2 MIK AA Tespit Edilemedi
1/4 MiK 1/4 MIiK SAN (0,002 mg/mL) 5,932+0,691 Pp=0,042*
1/4 MiK AA (0,032 mg/mL) 5,6262+0,121
1/4 MiK SAN+1/4 MiK AA 4,177%0,111
1/8 MiK 1/8 MiK SAN (0,001 mg/mL) 6,584%£0,046 p=0,042*
1/8 MIK AA (0,016 mg/mL) 5,824"£0,086
1/8 MIK SAN+ 1/8 MiK AA 5,5639°%£0,114
1/16 MiK 1/16 MiK SAN (0,0005 mg/mL) 6,687%-0,082 p=0,086
1/16 MiK AA (0,008 mg/mL) 6,460%£0,369
1/16 MiK SAN+1/16 MIK AA 5,8442+0,070

Her farkl1 harf, gruplar arasinda anlamli fark oldugunu gdstermektedir (*p<0,05). AA: Askorbik Asit,
SAN: Sanguinarine, MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama, SD: Standart Sapma

(Standard deviation).

4.5.4. MSSA4

MSSA4 izolat1 lizerinde sanguinarine ve askorbik asit kombinasyonlarinin

0,6990 FIK indeksiyle kismi sinerjistik etki gosterdigi belirlendi (Cizelge 4.4).

Sirasiyla, 0,0005 mg/mL, 0,00025 mg/mL, 0,000125 mg/mL, 0,0000625 mg/mL (1/2
MIK, 1/4 MIK, 1/8 MIK, 1/16 MIK) sanguinarine’in alt-inhibitér konsantrasyonlar
ile 0,064 mg/mL, 0,032 mg/mL 0,016 mg/mL, 0,008 mg/mL (1/2 MiK, 1/4 MIK, 1/8
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MIK, 1/16 MIK) askorbik asitin alt-inhibitdr konsantrasyonlar1 arasinda kismi
sinerjistik aktivite goriilmiistiir. Uygulanan her tekrardan sonra ayni sonuglar elde
edilmistir. MSSA4 izolatinin askorbik asit ile sanguinarine’in alt inhibisyon
konsantrasyonlarinin tek uygulamalarina gore etkinliginin daha fazla oldugu
goriilmiistiir.

MSSA4 izolatinda, 0,001 mg/mL sanguinarine’in (MiK SAN) ve 0,128 mg/mL
askorbik asitin (MIK AA) tek uygulamalar1 kontrole gore sirasiyla, 2,023 log ve 3,833
log sikliis diisiise neden olmustur (p<0,05). 0,001 mg/mL sanguinarine ile 0,128
mg/mL askorbik asitin (MIK SAN ve MiK AA) kombinasyon uygulamas:t MSSA4
izolatin1 tamamen Oldiiriip, bakterisidal etki gosterdigi goézlemlenmistir (p<0,05)

(Cizelge 4.8) (Sekil 4.17).

MSSA4 (Log10 cfu/mL)

o N B O 0
I

Bakteri Kontrol MIK SAN MIK AA MIiK SAN + MiK AA

Sekil 4.17. MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarmin
MSSA4 izolatinin biiylime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA4 izolatinda, 0,0005 mg/mL sanguinarine’in (1/2 MIK SAN) ve 0,064

mg/mL askorbik asitin (1/2 MIK AA) tek uygulamalari sonucunda kontrole gére
sirastyla, anlamli bir sekilde 1,547 log ve 1,904 log sikliis diisiis gdzlemlenmistir
(p<0,05).
0,0005 mg/mL sanguinarine ile 0,064 mg/mL askorbik asitin (1/2 MIK SAN ve 1/2
MIK AA) kombinasyon uygulamasinda, bu kombinasyonun MSSA4 izolatim
tamamen oldirtip, bakterisidal etki gosterdigi gézlemlenmistir (p<<0,05) (Cizelge 4.8)
(Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. 1/2 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSA4 izolatinin bityiime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA4 izolatinda, 0,00025 mg/mL sanguinarine’in (1/4 MIK SAN) tek
uygulamasi kontrole gore 1,259 log sikliis diistirmistiir (p<0,05). 0,032 mg/mL
askorbik asitin (1/4 MIK AA) tek uygulamasinda ise kontrole gore 1,503 log sikliis
diislis gozlemlenmistir (p<0,05). 0,00025 mg/mL sanguinarine ile 0,032 mg/mL
askorbik asitin (1/4 MIK SAN ve 1/4 MIK AA) kombinasyon uygulamasinda, MSSA4
izolat1 ilizerinde, kontrole gore 2,999 log sikliis diisiis gozlemlenmistir (p<0,05)

(Cizelge 4.8) (Sekil 4.19).

MSSA4 (Log10 cfu/mL)

o N B OO ©

Bakteri Kontrol 1/4 MIK SAN 1/4 MIK AA 1/4 MIK SAN + 1/4
MIK AA

Sekil 4.19. 1/4 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSA4 izolatinin biiylime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA4 izolatinda, 0,000125 mg/mL sanguinarine’in (1/8 MIK SAN) tek
uygulamasi, kontrole gore anlamli olmayan bir sekilde 1,191 log sikliis diisiis
gdstermistir (p>0,05). 0,016 mg/mL askorbik asitin (1/8 MIK AA) tek uygulamasi ise
anlamli bir sekilde 0,931 log sikliis diistirmiistiir (p<0,05). 0,001 mg/mL sanguinerine
ile 0,016 mg/mL askorbik asitin (1/8 MIK SAN ve 1/8 MIK AA) kombinasyon
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uygulamasi ise kontrole gore anlamli bir sekilde 1,616 log log sikliis diisiis gdstermistir

(p<0,05) (Cizelge 4.8) (Sekil 4.20).

MSSA4 (Logl0 cfu/mL)

o N B~ OO

Bakteri Kontrol 1/8 MIK SAN 1/8 MIK AA 1/8 MIiK SAN + 1/8
MiK AA

Sekil 4.20. 1/8 MiK’indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin
MSSA4 izolatinin biiyiime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit. SAN: Sanguinarine.

MSSAA4 izolatinda, 0,0000625 mg/mL sanguinarine ile 0,008 mg/mL askorbik
asitin (1/16 MIK) tek uygulamalar1 ve bu bilesenlerin 1/16 MIK lerindeki
kombinasyonlarinin uygulamalari, MSSA4 izolati lizerinde anlamli bir antibakteriyel

etkinligin olmadigini1 gostermistir (p>0,05) (Cizelge 4.8) (Sekil 4.21).

MSSA4 (Logl0 cfu/mL)

O N B OO

Bakteri Kontrol 1/16 MiK SAN 1/16 MiK AA 1/16 MIK SAN + 1/16
MIK AA

Sekil 4.21. 1/16 MiK indeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin tek ve kombinasyon uygulamalarimin
MSSA4 izolatinin biiyiime oranina etkisi. AA: Askorbik Asit. SAN: Sanguinarine.
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Cizelge 4.8. MSSA4 izolat1 iizerindeki Sanguinarine ve Askorbik Asit kombinasyonlarinin etkisi.

Log Sikliis
Sanguinarine ve Askorbik Asit Tek ve (cfu/mL)
Kombinasyon Uygulamalari P
Ort£SD
MSSA 4 Bakteri Kontrol 6,420%+0,143
MIK SAN (0,001 mg/mL) 4,397°+0,181
MIK AA (0,128 mg/mL) 2,587%+0,212 p=0,029*
MiK
MiK SAN+MIK AA Tespit Edilemedi
1/2 MiK SAN (0,0005 mg/mL) 4,873+0,045
1/2 MiK 1/2 MiK AA (0,064 mg/mL) 4,516+0,814 p=0,042*
1/2 MiK SAN+ 1/2 MIK AA Tespit Edilemedi
1/4 MiK SAN (0,00025 mg/mL) 5,161P+0,066
1/4 MiK 1/4 MIK AA (0,032 mg/mL) 4,917°+0,032 p=0,029*
1/4 MiK SAN+1/4 MIK AA 3,421%+0,081
1/8 MIiK SAN (0,000125 mg/mL) 5,229°+0,007
1/8 MiK 1/8 MiK AA (0,016 mg/mL) 5,489¢+0,051 p=0,042*
1/8 MIK SAN+ 1/8 MIK AA 4,804%0,022
1/16 MiK SAN (0,0000625 mg/mL) 5,330%:0,066
1/16 MIK AA (0,008 mg/mL) 5,518%0,076 p=0,086
1/16 MiK
1/16 MiK SAN+ 1/16 MiK AA 4,9182+0,017

Her farkli harf, gruplar arasinda anlamli fark oldugunu gostermektedir (*p<0,05). AA: Askorbik Asit,
SAN: Sanguinarine, MiK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama, SD: Standart Sapma
(Standard deviation).

4.6. S. aureus Izolatlar1 Uzerindeki Sanguinarine ve Askorbik Asitin
Biyofilm Uretimi Uzerindeki Etkisi

MSSA1 susunda, 0,002 mg/mL sanguinarine’in (1/2 MIK SAN) tek
uygulamasi, kontrole goére 0,25 nm diisiis gostermistir (p>0,05). 0,128 mg/mL
askorbik asitin (1/2 MIK AA) tek uygulamasinda ise kontrole gére istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde 0,24 nm diislis gozlemlenmistir (p<0,05). 0,002 mg/mL
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sanguinarine ile 0,128 mg/mL askorbik asitin (1/2 MIK SAN ve 1/2 MIK AA)
kombinasyon uygulamasinda ise, bu kombinasyonun MSSA1 susunu tamamen
Oldiirtip, bakterisidal etki gosterdigi gozlemlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.9) (Sekil
4.22).
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Sekil 4.22. Sanguinarine ve Askorbik Asit bilesenlerinin MSSA 1 susunun biyofilm iiretimi iizerindeki
etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine, MIK: Minimum Inhibit6r Konsantrasyon.

MSSAL1 susu iizerinde, 0,001 mg/mL sanguinarine’in (1/4 MIK SAN) tek
uygulamasi kontrole gére 0,074 nm diislis gostermistir (p>0,05). 0,064 mg/mL
askorbik asitin (1/4 MIK AA) tek uygulamasinda anlamli olarak 0,105 nm diisiis
gbzlemlenmistir (p<0,05). 0,001 mg/mL sanguinarine ile 0,064 mg/mL askorbik asitin
(1/4 MIK SAN ve 1/4 MIK AA) kombinasyon etkisi, bu kombinasyonu olusturan
bilesenlerin tek uygulamalarinin etkinliginden daha fazla olup, kontrole gére 0,115 nm
diisiis gostermistir (p<<0,005) (Cizelge 4.9) (Sekil 4.22).

MSSA1 susu iizerinde, 0,0005 mg/mL sanguinarine’in (1/8 MIK SAN) ve
0,032 mg/mL askorbik asitin (1/8 MIK AA) tek uygulamalarinin etkinliklerinin
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu gozlemlenmistir (p>0,05). 0,0005 mg/mL
sanguinarine ile 0,032 mg/mL askorbik asitin (1/8 MIK SAN ve 1/8 MIK AA)
kombinasyon etkisi, kontrole gore 0,043 nm diisiis gostermistir (p>0,05) (Cizelge 4.9)
(Sekil 4.22).

MSSAL1 susu iizerinde, 0,00025 mg/mL sanguinarine (1/16 MIiK SAN) ile
0,016 mg/mL askorbik asitin (1/16 MIK AA) tek uygulamalar1 ve bu bilesenlerin
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kombinasyon uygulamalarinn kontrole gore, anlamli bir degisiklik olusturmadigi

gozlemlenmistir (p>0,05) (Cizelge 4.9) (Sekil 4.22).

Cizelge 4.9. Sanguinarine ve Askorbik Asit bilegenlerinin MSSA1 susunun biyofilm iiretimi tizerindeki
etkisi.

Sanguinarine ve Askorbik Asit Tek ve | OD (570nm) P
Kombinasyon Uygulamalar Ort+SD

MSSA 1 Bakteri Kontrol 0,3163+0,038
MIK SAN (0,004 mg/mL) Tespit Edilemedi

s MIK AA (0,256 mg/mL) Tespit Edilemedi

MiK . _
MIK SAN+MIK AA Tespit Edilemedi
1/2 MiK SAN (0,002 mg/mL) 0,066"+0,006

1/2 MiK 1/2 MiK AA (0,128 mg/mL) 0,067°+0,001 p <0,048*
1/2 MiK SAN+ 1/2 MiK AA Tespit Edilemedi
1/4 MiK SAN (0,001 mg/mL) 0,242%+0,015

1/4 MiK 1/4 MiK AA (0,064 mg/mL) 0,211+0,000 p=0,029*
1/4 MiK SAN+1/4 MiK AA 0,201°+£0,001
1/8 MIK SAN (0,0005 mg/mL) 0,307%£0,011

1/8 MiK 1/8 MIK AA (0,032 mg/mL) 0,273%£0,001 p =0,060
1/8 MiK SAN+1/8 MiK AA 0,273%0,013
1/16 MiK SAN (0,00025 mg/mL) 0,319%:0,016

1/16 MiK 1/16 MIK AA (0,016 mg/mL) 0,298%:0,003 p>0,172
1/16 MiK SAN+1/16 MiK AA 0,300%£0,002

Her farkli harf, gruplar arasinda anlaml fark oldugunu gostermektedir (¥*p<0,05). AA: Askorbik Asit,
SAN: Sanguinarine, MiK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama, SD: Standart Sapma
(Standard deviation), OD: Optik Dansite.

MSSA2 izolatinda, 0,002 mg/mL sanguinarine’in (1/2 MIK SAN) tek
uygulamasinda kontrole gore 0,195 nm diisiis gézlemlenmistir (p<<0,05). 0,016 mg/mL
askorbik asitin (1/2 MIK AA) tek uygulamasinda kontrole gore istatistiksel olarak,
anlamli bir sekilde 0,21 nm diislis gozlemlenmistir (p<0,05). 0,002 mg/mL
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sanguinarine ile 0,016 mg/mL askorbik asitin (1/2 MIK SAN ve 1/2 MIK AA)
kombinasyon etkisi, bu kombinasyonu olusturan bilesenlerin tek uygulamalarinin
etkinliginden daha fazla olup, en etkin doza goére 21 nm daha etkin diisiis
gozlemlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.10) (Sekil 4.23).

MSSA2 izolatinda, 0,001 mg/mL sanguinarine’in (1/4 MIK SAN) tek

uygulamasi kontrole gére 0,106 nm diisiis gostermistir.
0,008 mg/mL askorbik asitin (1/4 MIK AA) tek uygulamasinda ise MSSA2 izolati
tizerindeki etkinligi istatistiksel olarak anlamli olup (p<0,05), kontrole gére MSSA2
izolatinda, 0,191 nm diisiis gézlemlenmistir (p<0,05). 0,001 mg/mL sanguinarine ile
0,008 mg/mL askorbik asitin (1/4 MIK SAN ve 1/4 MIK AA) kombinasyon etkisi
kontrole géore MSSA?2 izolatinda, 0,218 nm diisiis géstermistir (p<0,05) (Cizelge 4.10)
(Sekil 4.23).

MSSA2 izolatinda, 0,0005 mg/mL sanguinarine’in (1/8 MIK SAN) tek
uygulamasi, kontrole gore 0,168 nm diisiis gostermistir. 0,004 mg/mL askorbik asitin
(1/8 MIK AA) tek uygulamas ise kontrole gore istatistiksel olarak anlaml bir sekilde
0,162 nm diisiis gostermistir. 0,0005 mg/mL sanguinarine ile 0,004 mg/mL askorbik
asitin (1/8 MIK SAN ve 1/8 MIK AA) kombinasyon uygulamasi, kontrole gore
MSSA? izolatinda, 0,25 nm diisiis gostermistir (p<0,05) (Cizelge 4.10) (Sekil 4.23).

MSSA?2 izolatinda, 0,00025 mg/mL sanguinarine’in (1/16 MIK SAN) tek
uygulamasi kontrole gore, 0,225 nm diislis gostermistir (p<0,05). 0,002 mg/mL
askorbik asitin (1/16 MIK AA) tek uygulamas: ise kontrole gore 0,126 nm diisiis
gostermistir (p<0,05). 0,00025 mg/mL sanguinarine ile 0,002 mg/mL askorbik asitin
(1/16 MIK SAN ve 1/16 MiK AA) kombinasyon uygulamalari kontrole gére MSSA2
izolatinda, 0,253 nm diisiis gostermistir (p<0,05) (Cizelge 4.10) (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Sanguinarine ve Askorbik Asit bilesenlerinin MSSA?2 izolatinin biyofilm iiretimi
iizerindeki etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine, MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon.

Cizelge 4.10. Sanguinarine ve Askorbik Asit bilesenlerinin MSSA2 izolatinin biyofilm iiretimi
iizerindeki etkisi.

Sanguinarine ve Askorbik Asit Tek ve OD (570nm) p
Kombinasyon Uygulamalari Ort+SD

MSSA 2 Bakteri Kontrol 0,3312+0,001
MiK SAN (0,004 mg/mL) Tespit Edilemedi
MiK AA (0,032 mg/mL) 0,114°+0,001

MiK
MIK SAN+MIK AA Tespit Edilemedi
1/2 MiK SAN (0,002 mg/mL) 0,136°+0,000
1/2 MiK 1/2 MiK AA (0,016 mg/mL) 0,121°£0,003 p<0,029*

1/2 MiK SAN+ 1/2 MiK AA 0,0999+0,001

Her farkl1 harf, gruplar arasinda anlaml fark oldugunu géstermektedir (*p<0,05). AA: Askorbik Asit,
SAN: Sanguinarine, MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama, SD: Standart Sapma
(Standard deviation), OD: Optik Dansite.

53



Cizelge 4.10. (Devam) Sanguinarine ve Askorbik Asit bilegenlerinin MSSA2 izolatinin biyofilm
iiretimi iizerindeki etkisi.

1/4 MiK SAN (0,001 mg/mL) 0,225°+0,000

1/4 MiK 1/4 MIiK AA (0,008 mg/mL) 0,140°+0,001 <0,029*
1/4 MiK SAN+1/4 MiK AA 0,113%0,000
1/8 MiK SAN (0,0005 mg/mL) 0,163"+£0,001

1/8 MiK 1/8 MiK AA (0,004 mg/mL) 0,169°+0,026 p<0,042*
1/8 MIK SAN+1/8 MIK AA 0,081°+0,000
1/16 MiK SAN (0,00025 mg/mL) 0,106"+0,000

1/16 MiK 1/16 MiK AA (0,002 mg/mL) 0,205%£0,000 p=0,029*
1/16 MiK SAN+1/16 MiK AA 0,078%:0,000

Her farkli harf, gruplar arasinda anlamli fark oldugunu gostermektedir (*p<0,05). AA: Askorbik Asit,
SAN: Sanguinarine, MiK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama, SD: Standart Sapma
(Standard deviation), OD: Optik Dansite.

MSSA3 izolat: iizerindeki, 0,004 mg/mL sanguinarine’in (1/2 MIK SAN) tek
uygulamasinda kontrole gore 0,078 nm diislis gdzlemlenmistir (p<0,05). 0,064 mg/mL
askorbik asitin (1/2 MIK AA) tek uygulamasinda ise kontrole gére 138 nm diisiis
gozlemlenmistir. 0,004 mg/mL sanguinarine ile 0,064 mg/mL askorbik asitin (1/2
MIK SAN ve 1/2 MIK AA) kombinasyon uygulamast MSSA3 izolatin1 tamamen
oldiirtip, bakterisidal etki gostermistir (Cizelge 4.11) (Sekil 4.24).

MSSA3 izolatinda, 0,032 mg/mL askorbik asitin (1/4 MIK AA) tek
uygulamasinda kontrole gore 0,003 nm diisiis goézlemlenmistir. 0,002 mg/mL
sanguinarine’in (1/4 MIK SAN) tek uygulamasinda ise kontrole goére 0,045 nm artis
gbézlemlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.11) (Sekil 4.24). MSSA3 izolatinda, 0,002
mg/mL sanguinarine (1/4 MIK SAN) ile 0,032 mg/mL askorbik asitin (1/4 MiK AA)
kombinasyon uygulamasinda anlamli olarak kontrole goére 13 nm disis

gozlemlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.11) (Sekil 4.24).
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MSSA3 izolatinda, 0,001 mg/mL sanguinarine’in (1/8 MIK SAN) tek
uygulamasinda kontrole gore 0,006 nm artis gdzlemlenmistir (p<0,05). 0,016 mg/mL
askorbik asitin (1/8 MIK AA) tek uygulamasinda 0,012 nm artis gézlemlenmistir
(p<0,05). MSSA3 izolatinda, 0,001 mg/mL sanguinarine (1/8 MIiK SAN) ile 0,016
mg/mL askorbik asitin (1/8 MIK AA) kombinasyon uygulamasinda en etkin doza
gore, anlamli olarak 15 nm diisiis gézlemlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.11) (Sekil
4.24).

MSSA3 izolat1 iizerinde, 0,0005 mg/mL sanguinarine (1/16 MiK SAN) ile
0,008 mg/mL askorbik asitin (1/16 MiK AA) tek uygulamalar1 ve bu bilesenlerin 1/16
MIK kombinasyon uygulamalarinin kontrole gore, anlamli bir degisiklik

olusturmadigi goézlemlenmistir (p>0,05) (Cizelge 4.11) (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Sanguinarine ve Askorbik Asit bilesenlerinin MSSA3 izolatinin biyofilm iiretimi
tizerindeki etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine, MiK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon.
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Cizelge 4.11. Sanguinarine ve Askorbik Asit bilesenlerinin MSSA3 izolatinin biyofilm iiretimi
iizerindeki etkisi.

Sanguinarine ve Askorbik Asit Tek OD (570nm)
i P
ve Kombinasyon Uygulamalari Ort+SD
MSSA 3 Bakteri Kontrol 0,140%0,000
MIK SAN (0,008 mg/mL) Tespit Edilemedi
MIK AA (0,128 mg/mL) Tespit Edilemedi | p=0 043+
MiK
MiK SAN+MIK AA Tespit Edilemedi
1/2 MiK SAN (0,004 mg/mL) 0,062°+0,000
1/2 MiK 1/2 MiK AA (0,064 mg/mL) 0,002¢+0,001 p=0,048*
1/2 MiK SAN+1/2 MiK AA Tespit Edilemedi
1/4 MIiK SAN (0,002 mg/mL) 0,185+0,001
1/4 MiK 1/4 MiK AA (0,032 mg/mL) 0,137°£0,001 p=0,029*
1/4 MiK SAN+1/4 MiK AA 0,127%+0,000
1/8 MiK SAN (0,001 mg/mL) 0,146+0,006
1/8 MiK 1/8 MiK AA (0,016 mg/mL) 0,152°+0,000 p=0,029*
1/8 MIK SAN+1/8 MiK AA 0,131%0,000
1/16 MIiK SAN (0,0005 mg/mL) 0,157°+0,001
1/16 MiK 1/16 MiK AA (0,008 mg/mL) 0,158°+0,003 p=0,051
1/16 MiK SAN+1/16 MiK AA 0,153+0,004

Her farkl1 harf, gruplar arasinda anlamli fark oldugunu géstermektedir (*p<0,05). AA: Askorbik Asit,
SAN: Sanguinarine, MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama, SD: Standart Sapma
(Standard deviation), OD: Optik Dansite.

MSSA4 izolatinda, 0,0005 mg/mL sanguinarine’in (1/2 MIK SAN) tek

uygulamasinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamsiz bir diisiis gézlemlenmistir
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(p>0,05). 0,064 mg/mL askorbik asitin (1/2 MIK askorbik asit) tek uygulamasinda
kontrole gore, istatistiksel ve anlamli olarak 0,023 nm diisiis gozlemlenmistir (p<0,05).
MSSA4 izolatinda, 0,0005 mg/mL sanguinarine ile 0,064 mg/mL askorbik asitin (1/2
MIK SAN ve 1/2 MiK AA) kombinasyon uygulamasinda, anlaml1 bir sekilde, en etkin
doza gore 0,035 nm diisiis gdzlemlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.12) (Sekil 4.25).
MSSA4 izolatinda, 0,00025 mg/mL sanguinarine’in (1/4 MIK SAN) tek
uygulamasinda kontrole gore, 0,035 nm istatistiksel olarak anlamsiz bir disiis
gbzlemlenmistir (p>0,05). 0,032 mg/mL askorbik asitin (1/4 MIK AA) tek
uygulamasinda ise istatistiksel olarak kontrole gére 0,021 nm anlamli bir diisiis
gbzlemlenmistir (p<0,05). 0,00025 mg/mL sanguinarine ile 0,032 mg/mL askorbik
asitin (1/4 MIK SAN ve 1/4 MIK AA) kombinasyon uygulamasinda kontrole gore
MSSAA4 izolatinda, 0,061 nm diisilis gozlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.12) (Sekil 4.25).
MSSA4 izolatinda, 0,000125 mg/mL sanguinarine’in (1/8 MIK SAN) tek
uygulamasinda istatistiksel olarak kontrole gore, 0,029 nm anlamli bir disis
gbzlemlenmistir (p<0,05). 0,016 mg/mL askorbik asitin (1/8 MIK AA) tek
uygulamasinda ise istatiksel olarak kontrole gore, 0,009 nm anlamli bir diisiis
gozlemlenmistir (p<0,05). 0,000125 mg/mL sanguinarine ile 0,016 mg/mL askorbik
asitin (1/8 MIK SAN ve 1/8 MIK AA) kombinasyon uygulamasinda kontrole gore
MSSAA4 izolatinda, 0,035 nm diisiis gdzlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.12) (Sekil 4.25).
MSSA4 izolat: iizerinde, 0,0000625 mg/mL sanguinarine (1/16 MIK SAN) ile 0,008
mg/mL askorbik asitin (1/16 MIK AA) tek uygulamalari ve bu bilesenlerin 1/16 MIK
kombinasyon uygulamalarinin kontrole goére, anlamli bir degisiklik olusturmadigi

gbzlemlenmistir (p>0,05) (Cizelge 4.12) (Sekil 4.25).
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MSSA4 Biyofilm Uretimi

0.250 -
0.200 -
0.150 -
0.100 -
0.050 -
0000 M M . , _
3 x X )
.@\‘%@i&i@@lﬁi@yﬁ @i{-ﬁ@@%ﬁyf @i@yﬁ
& » K \q’%\ O é\‘% \VQ\ > %jo?’ \OO@ & Q\& \b@ & w&'
o %'%Y* N RO R &N NRERSENRN
é\ S

Sekil 4.25. Sanguinarine ve Askorbik Asit bilesenlerinin MSSA4 izolatinin biyofilm iiretimi
iizerindeki etkisi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine, MiK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon.

Cizelge 4.12. Sanguinarine ve Askorbik Asit bilesenlerinin MSSA4 izolatinin biyofilm iretimi

uzerindeki etkisi.

Sanguinarine ve Askorbik Asit Tek ve OD (570nm) p
Kombinasyon Uygulamalari Ort+SD

MSSA 4 Bakteri Kontrol 0,156%+0,003
MIK SAN (0,001 mg/mL) Tespit Edilemedi

MIK MiK AA (0,128 mg/mL) 0,126P+0,002 p=0,048*
MIK SAN+MIK AA Tespit Edilemedi
1/2 MiK SAN (0,0005 mg/mL) 0,112%+0,007

1/2 MiK 1/2 MiK AA (0,064 mg/mL) 0,133%+0,014 p=0,029*
1/2 MIK SAN+ 1/2 MIK AA 0,077°+0,004
1/4 MiK SAN (0,00025 mg/mL) 0,1212+0,001

1/4 MiK 1/4 MiK AA (0,032 mg/mL) 0,135%+0,013 p=0,026*
1/4 MiK SAN+1/4 MIK AA 0,095°+0,014
1/8 MiK SAN (0,000125 mg/mL) 0,127°+0,006

1/8 MiK 1/8 MiK AA (0,016 mg/mL) 0,147°+£0,002 p=0,029*
1/8 MIK SAN+ 1/8 MIiK AA 0,121°+0,004
1/16 MiK SAN (0,0000625 mg/mL) 0,134%£0,003

1/16 MiK 1/16 MiK AA (0,008 mg/mL) 0,155%+0,003 p=0,060
1/16 MIK SAN+ 1/16 MiK AA 0,1302+0,002

Her farkli harf, gruplar arasinda anlaml fark oldugunu gostermektedir (*p<0,05). AA: Askorbik Asit,
SAN: Sanguinarine, MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama, SD: Standart Sapma
(Standard deviation), OD: Optik Dansite.
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4.7. Sanguinarine ve Askorbik Asitin Olgun Biyofilm Uzerindeki Etkisinin
Belirlenmesi (MBEK)

MSSAT susunda, MBEK calismasi sonucunda, 0,004 mg/mL sanguinarine
(MIK SAN) tek uygulandiginda %4 diisiis gézlemlenmistir. 0,256 mg/mL askorbik
asit (MIK AA) tek uygulandiginda %30 diisiis gdzlemlenmistir. 0,004 mg/mL
sanguinarine (MIK SAN) ile 0,256 mg/mL askorbik asit (MIK AA) kombine
uygulandiginda %19 diisiis gdzlemlenmistir. 0,002 mg/mL sanguinarine (1/2 MIK
SAN) tek uygulandiginda %24 diisiis gézlemlenmistir. 0,128 mg/mL askorbik asit (1/2
MIK AA) tek uygulandiginda %24 diisiis gdzlemlenmistir. 0,128 mg/mL askorbik asit
(12 MIK AA) ile 0,002 mg/mL sanguinarine (1/2 MIK SAN) kombine
uygulandiginda %52 oraninda bir diislis gozlenmistir. 0,001 mg/mL sanguinarine (1/4
MIK SAN) tek uygulandiginda %47 oraninda diisiis gézlemlenmistir. 0,0064 mg/mL
askorbik asit (1/4 MIK AA) tek uygulandiginda %9 oraninda diisiis
gbzlemlemlenmistir. 0,001 mg/mL sanguinarine (1/4 MIK SAN) ile 0,0064 mg/mL
askorbik asit (1/4 MIK AA) kombine uygulandiginda %35 diisiis gézlemlenmistir.
0,0005 mg/mL sanguinarine (1/8 MIK SAN) tek uygulandiginda %29 oraninda bir
diisiis gézlemlenmistir. 0,032 mg/mL askorbik asit (1/8 MIK AA) tek uygulandiginda
%18 oraninda diisiis gozlemlenmistir. 0,0005 mg/mL sanguinarine (1/8 MIK SAN) ile
0,032 mg/mL askorbik asit (1/8 MIK AA) kombine uygulandiginda %33 oraninda
diisiis gozlemlenmistir. 0,00025 mg/mL sanguinarine (1/16 MIK SAN) tek
uygulandiginda %35 oraninda bir azalis gozlemlenmistir. 0,016 mg/mL askorbik asit
(1/16 MIK AA) tek uygulandiginda %13 oraninda diisiis gézlemlenmistir. 0,00025
mg/mL sanguinarine (1/16 MIK SAN) ile 0,016 mg/mL askorbik asit (1/16 MIK AA)

kombine uygulandiginda %22 oraninda azalma gozlemlenmistir (Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.13. Sanguinarine ve Askorbik Asitin bilesenlerinin MSSA1 susunun olgun biyofilmi
tizerindeki etkisi.

Sanguinarine ve Askorbik Asit Tek ve OD (570nm)
Kombinasyon Uygulamalari Ort=SD
MSSA 1 Bakteri Kontrol 1,268+0,012
MIiK SAN (0,004 mg/mL) 1,208+0,006 (%4)
. MiK AA (0,256 mg/mL) 0,863+0,010 (%30)
MiK . _
MiK SAN+MiK AA 1,013+0,004 (%19)
1/2 MiK SAN (0,002 mg/mL) 0,942+0,028 (%24)
1/2 MiK 1/2 MiK AA (0,128 mg/mL) 0,936+0,002 (%24)
1/2 MiK SAN+ 1/2 MIK AA 0,570+0,005 (%52)
1/4 MIK SAN (0,001 mg/mL) 0,594+0,018 (%47)
1/4 MiK 1/4 MiK AA (0,064 mg/mL) 1,144+0,007 (%9)
1/4 MIK SAN+1/4 MiK AA 0,794+0,000 (%35)
1/8 MIK SAN (0,0005 mg/mL) 0,877+0,010 (%29)
1/8 MiK 1/8 MIK AA (0,032 mg/mL) 1,029+0,004 (%18)
1/8 MiK SAN+1/8 MiK AA 0,820+0,002 (%33)
1/16 MiK SAN (0,00025 mg/mL) 0,7910,008 (%35)
1/16 MiK 1/16 MiK AA (0,016 mg/mL) 1,093+0,000 (%13)
1/16 MiK SAN+1/16 MiK AA 0,973+0,014 (%22)

AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine, MiK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama,
SD: Standart Sapma (Standard deviation), OD: Optik Dansite.

MSSA? izolatinda, MBEK c¢aligmasi sonucunda, 0,004 mg/mL sanguinarine
(MIK SAN) tek uygulandiginda %56 oraninda diisiis gdzlemlenmistir. 0,032 askorbik
asit (MIK AA) tek uygulandiginda %40 oraninda diisiis gdzlemlenmistir. 0,004
mg/mL sanguinarine (MIK SAN) ile 0,032 askorbik asit (MIK AA) kombine
uygulandiginda %46 oraninda diisiis gézlemlenmistir. 0,002 mg/mL sanguinarine (1/2
MIK SAN) tek uygulandiginda %65 oraninda diisiis gdzlemlenmistir. 0,016 mg/mL
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askorbik asit (1/2 MIK AA) tek uygulandiginda %34 oraninda diisiis gdzlemlenmistir.
0,002 mg/mL sanguinarine (1/2 MIiK SAN) ile 0,016 mg/mL askorbik asit (1/2 MIK
AA) kombine uygulandiginda %43 oraninda diisiis gézlemlenmistir. 0,001 mg/mL
sanguinarine (1/4 MIK SAN) tek uygulandiginda %68 oraminda diisiis
gbzlemlenmistir. 0,008 mg/mL askorbik asit (1/4 MIK AA) tek uygulandiginda %38
oraninda bir diisiis gézlemlenmistir. 0,001 mg/mL sanguinarine (1/4 MIK SAN) ile
0,008 mg/mL askorbik asit (1/4 MIK AA) kombine uygulandiginda %42 oraninda bir
diisiis gdzlemlenmistir.

0,0005 mg/mL sanguinarine (1/8 MIK SAN) tek uygulandiginda %70 oraninda bir
diisiis gézlemlenmistir. 0,004 mg/mL askorbik asit (1/8 MIK AA) tek uygulandiginda
%34 oraninda bir diisiis gerceklesmistir. 0,0005 mg/mL sanguinarine (1/8 MIK SAN)
ile 0,004 mg/mL askorbik asit (1/8 MIK AA) kombine uygulandiginda %38 oraninda
bir diisiis gozlemlenmistir. 0,00025 mg/mL tek sanguinarine (1/16 MIiK)
uygulandiginda %70 oraninda diislis gézlemlenmistir. 0,002 mg/mL tek askorbik asit
(1/16 MIK) uygulandiginda %34 oraninda diisiis gézlemlenmistir. 0,00025 mg/mL
sanguinarine (1/16 MIK) ile 0,002 mg/mL askorbik asit (1/16 MIK) kombine
uygulandiginda %45 oraninda diisiis gézlemlenmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Sanguinarine ve Askorbik Asitin MSSA?2 izolatinin olgun biyofilmi tizerindeki etkisi.

Sanguinarine ve Askorbik Asit Tek ve OD (570nm)
Kombinasyon Uygulamalari Ort+SD
MSSA 2 Bakteri Kontrol 1,036+0,0035
MIK SAN (0,004 mg/mL) 0,408+0,0021 (%56)
MIK AA (0,032 mg/mL) 0,589+0,00 (%40)
MiK
MiK SAN+MIK AA 0,521:0,000 (%46)

AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine, MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama, SD:
Standart Sapma (Standard deviation), OD: Optik Dansite.
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Cizelge 4.14. (Devam) Sanguinarine ve Askorbik Asitin MSSA?2 izolatinin olgun biyofilmi tizerindeki

etkisi.
1/2 MiK SAN (0,002 mg/mL) 0,309+0,001 (%65)
1/2 MiK 1/2 MiK AA (0,016 mg/mL) 0,654+0,002 (%34)
1/2 MiK SAN+ 1/2 MiK AA 0,554+0,000 (%43)
1/4 MiK SAN (0,001 mg/mL) 0,280-+0,000 (%68)
1/4 MiK 1/4 MiK AA (0,008 mg/mL) 0,607+0,000 (%38)
1/4 MiK SAN+1/4 MiK AA 0,563+0,000 (%42)
1/8 MiK SAN (0,0005 mg/mL) 0,259-0,000 (%70)
1/8 MiK 1/8 MiK AA (0,004 mg/mL) 0,654+0,000 (%34)
1/8 MiK SAN+1/8 MiK AA 0,615+0,000 (%38)
1/16 MIiK SAN (0,00025 mg/mL) 0,260+0,003 (%70)
1/16 MiK 1/16 MiK AA (0,002 mg/mL) 0,6600,009(%34)
1/16 MiK SAN+1/16 MiK AA 0,536+0,001 (%45)

AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine, MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama, SD:
Standart Sapma (Standard deviation), OD: Optik Dansite.

MSSA3 izolatinda, MBEK c¢aligsmasi sonucunda, 0,008 mg/mL sanguinarine
(MIK SAN) tek uygulandiginda %17 azalma gézlemlenmistir. 0,128 mg/mL askorbik
asit (MIK AA) tek uygulandiginda %17 diisiis gozlemlenmistir. 0,008 mg/mL
sanguinarine (MIK SAN) ile 0,128 mg/mL askorbik asit (MIK AA) kombine
uygulandiginda %44 diisiis gdzlemlenmistir. 0,004 mg/mL sanguinarine (1/2 MIiK
SAN) tek uygulandiginda %15 diisiis gozlemlenmistir.
0,064 mg/mL askorbik asit (1/2 MIK AA) tek uygulandifinda %70 diisiis
gbzlemlenmistir. 0,004 mg/mL sanguinarine (1/2 MIK SAN) ile 0,064 mg/mL
askorbik asit (1/2 MIK AA) birlikte uygulandiginda %79 oraminda diisiis
gbzlemlenmistir. 0,002 mg/mL sanguinarine (1/4 MIK SAN) tek uygulandiginda %28
oraninda bir azalis gozlemlenmistir. 0,032 mg/mL askorbik asit (1/4 MIK AA) tek
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uygulandiginda ise %50 oraninda bir diisiis gozlemlenmistir. 0,002 mg/mL
sanguinarine (1/4 MIK SAN) ile 0,032 mg/mL askorbik asit (1/4 MiK AA) birlikte
uygulandiginda ise %53 oraninda diisiis gézlemlenmistir. 0,001 mg/mL sanguinarine
(1/8 MIK SAN) tek uygulandiginda %15 diisiis gdzlemlenmistir. 0,0016 mg/mL
askorbik asit (1/8 MIK AA) tek uygulandiginda %41 oraninda diisiis gdzlemlenmistir.
0,001 mg/mL sanguinarine (1/8 MIK SAN) ile 0,0016 mg/mL askorbik asit (1/8 MIK
AA) kombinasyonu uygulandiginda ise %43 oraninda diisiis gozlemlenmistir. 0,0005
mg/mL  sanguinarine (1/16 MIK SAN) tek uygulandiginda %10 diisiis
gozlemlenmistir. 0,008 mg/mL askorbik asit (1/16 AA) tek uygulandiginda %24
oraninda diisiis gdzlemlenmistir. 0,0005 mg/mL sanguinarine (1/16 MIK SAN) ile
0,008 mg/mL askorbik asit (1/16 MIK AA) birlikte uygulandiginda %25 oraninda
diisiis gozlemlenmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Sanguinarine ve Askorbik Asitin MSSA3 izolatinin olgun biyofilmi lizerindeki etkisi.

Sanguinarine ve Askorbik Asit Tek ve OD (570nm)
Kombinasyon Uygulamalari Ort+SD
MSSA 3 Bakteri Kontrol 1,392+0,000
MiK SAN (0,008 mg/mL) 1,147+0,000 (%17)
' MIiK AA (0,128 mg/mL) 1,141+0,006 (%17)
MiK _ .
MIK SAN+MIiK AA 0,747+0,001 (%44)
1/2 MiK SAN (0,004 mg/mL) 1,167+0,000 (%15)
1/2 MiK 1/2 MiK AA (0,064 mg/mL) 0,361+0,006 (%70)
1/2 MiK SAN+1/2 MiK AA 0,227+0,000 (%79)
1/4 MiK SAN (0,002 mg/mL) 1,236+0,006 (%28)
1/4 MiK 1/4 MiK AA (0,032 mg/mL) 0,655+0,001(%50)
1/4 MiK SAN+1/4 MIK AA 0,617+0,000 (%53)

AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine, MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama, SD:
Standart Sapma (Standard deviation), OD: Optik Dansite.

63



Cizelge 4.15. (Devam) Sanguinarine ve Askorbik Asitin MSSA3 izolatinin olgun biyofilmi tizerindeki
etkisi.

1/8 MiK SAN (0,001 mg/mL) 1,169+0,002 (%15)
1/8 MiK 1/8 MIK AA (0,016 mg/mL) 0,784+0,005 (%41)
1/8 MiK SAN+ 1/8 MiK AA 0,757+0,000 (%43)
1/16 MiK SAN (0,0005 mg/mL) 1,243+0,009 (%10)
1/16 MIK 1/16 MiK AA (0,008 mg/mL) 1,041+0,018 (%24)
1/16 MiK SAN+1/16 MiK AA 1,019+0,000 (%25)

AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine, MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama, SD:
Standart Sapma (Standard deviation), OD: Optik Dansite.

MSSA 4 izolatinda, MBEK c¢alismasi sonucunda, 0,001 mg/mL sanguinarine (MIK
SAN) tek uygulandiginda %21 oraninda diislis gozlemlenmistir. 0,128 mg/mL
askorbik asit (MIK AA) tek uygulandiginda %28 oraninda diisiis gézlemlenmistir.
0,001 mg/mL sanguinarine (MIK SAN) ile 0,128 mg/mL askorbik asit (MIK AA)
kombine uygulandiginda %57 oraninda diisiis gozlemlenmistir. 0,0005 mg/mL
sanguinarine (1/2 MIK SAN) tek uygulandiginda %11 oraninda diisiis
gdzlemlenmmistir. 0,064 mg/mL askorbik asit (1/2 MiK AA) tek uygulandiginda %14
oraninda azalis gézlemlenmistir. 0,064 mg/mL askorbik asit (1/2 MIK AA) ile 0,0005
mg/mL sanguinarine (1/2 MIK SAN) kombine uygulandiginda %25 oraninda diisiis
gbzlemlenmistir. 0,00025 mg/mL sanguinarine (1/4 MIK SAN) tek uygulandiginda
%9 oraninda diisiis gdzlemlenmistir. 0,032 mg/mL askorbik asit (1/4 MIK AA) tek
uygulandiginda %12 oraninda diisiis gozlemlenmistir. 0,00025 mg/mL sanguinarine
(1/4 MIK SAN) ve 0,032 mg/mL askorbik asit (1/4 MiK AA) kombine uygulandiginda
%16 oraninda bir diisiis gdzlemlenmistir. 0,000125 mg/mL sanguinarine (1/8 MIK
SAN) tek uygulandiginda %69 oraninda diisiis gozlemlenmistir. 0,016 mg/mL
askorbik asit (1/8 MIK AA) tek uygulandiginda %25 oraninda bir diisiis
gbzlemlenmistir. 0,000125 mg/mL sanguinarine ile 0,016 mg/mL askorbik asit (1/8
MIK AA) kombine uygulandiginda %27 oraninda diisiis gdzlemlenmistir. 0,000625
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mg/mL sanguinarine (1/16 MIiK SAN) tek uygulandiginda %19 oraninda diisiis
gozlemlenmistir. 0,008 mg/mL askorbik asit (1/16 AA) tek uygulandiginda %34
oraninda diisiis gdzlemlenmistir. 0,0000625 mg/mL sanguinarine (1/16 MIK SAN) ile
0,008 mg/mL askorbik asit (1/16 MIK AA) kombinasyonu uygulandiginda %47

oraninda diislis gozlemlenmistir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Sanguinarine ve Askorbik Asitin MSSA4 izolatinin olgun biyofilmi tizerindeki etkisi.

Sanguinarine ve Askorbik Asit Tek ve | OD (570nm)
Kombinasyon Uygulamalari Ort+SD
MSSA 4 Bakteri Kontrol 1,200£0,000
. MIK SAN (0,001 mg/mL) 0,887+0,019 (%21)
N MIK AA (0,128 mg/mL) 0,800-0,005 (%28)
MiK SAN+MIK AA 0,450+0,005 (%57)
1/2 MiK 1/2 MiK SAN (0,0005 mg/mL) 1,001£0,014 (%11)
1/2 MiK AA (0,064 mg/mL) 0,967+0,000 (%14)
1/2 MiK SAN+ 1/2 MIK AA 0840+0,000 (%25)
1/4 MIK 1/4 MIiK SAN (0,00025 mg/mL) 1,027+0,000 (%9)
1/4 MiK AA (0,032 mg/mL) 0,987+0,004 (%12)
1/4 MIK SAN+1/4 MIK AA 0,948+0,005 (%16)
1/8 MiK 1/8 MIK SAN (0,000125 mg/mL) 0,309+0,007 (%69)
1/8 MiK AA (0,016 mg/mL) 0,837+0,007 (%25)
1/8 MiK SAN+ 1/8 MIK AA 0,817+0,000 (%27)
1/16 MiK 1/16 MiK SAN (0,0000625 mg/mL) 0,909:+0,010 (%19)
1/16 MIK AA (0,008 mg/mL) 0,730+0,002 (%34)
1/16 MIK SAN+ 1/16 MIK AA 0,575+0,004 (%47)

AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine, MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon, Ort: Ortalama, SD:
Standart Sapma (Standard deviation), OD: Optik Dansite.

4.8. Sanguinarine ve Askorbik Asitin Biyofilm iliskili Genlerin Ekspresyonlar
Uzerindeki Etkisi

MSSA1 kontrol susunda ajan uygulanmamis kontrol ile ajan uygulanmis susun

icaA gen ekspresyon seviyeleri kiyaslandiginda, sanguinarine uygulanan susun icaA
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gen ekspresyon seviyesinde, kontrole gore %40 azalma oldugu gozlendi. Askorbik asit
uygulanan susun gen ekspresyon seviyesinde 1,09 kat artis gézlendi. Sanguinarine ve
askorbik asitin kombine uygulamasi ise kontrol ile kiyaslandiginda icaA gen

ekspresyon seviyesinde %30 azalma oldugu gozlendi (Sekil 4.26).

L5 ICAA

1 N
0.5 7 . - .
0

Kontrol AA+SAN

MSSAL Gen
Ekspresyonu

Sekil 4.26. MSSAI1 susunda IcaA geni ekspresyon analizi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSAL kontrol susunda ajan uygulanmamis kontrol ile ajan uygulanmis susun
icaD gen ekspresyon seviyeleri kiyaslandiginda, sanguinarine uygulanan susta 1,16
kat artig gozlendi. Askorbik asit uygulanan MSSA1 susunun gen ekspresyonu
seviyesinde 1,27 kat artis gozlendi. Sanguinarine ile askorbik asitin kombine
uygulamasinda icaD gen ekspresyon seviyesinde yaklasik %20 azalma oldugu
gozlendi (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. MSSA1 susunda IcaD geni ekspresyon analizi. AA: Askorbik asit, SAN: Sanguinarine.

MSSAL1 kontrol susunun kontrolii ile ajan uygulananan susun atl gen
ekspresyon seviyeleri kiyaslandiginda, sanguinarine uygulanan susta yaklasik %30

oraninda azalma oldugu gozlendi. Askorbik asit ile muamele edilen susun ise gen
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ekspresyonunda %4 oraninda azalma oldugu gozlendi. Sanguinarine ile askorbik asitin
kombinasyon uygulamasinda atl gen ekspresyon seviyesinde kontrol ile

kiyaslandiginda %60 oraninda azalma oldugu gozlendi (Sekil 4.28).

15 - ATL
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Sekil 4.28. MSSA1 susunda Atl geni ekspresyon analizi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA2 izolatinin kontrolii ile ajan uygulanan izolatlarinin icaA gen
ekspresyon seviyeleri kiyaslandiginda, sanguinarine uygulanan izolatin gen
ekspresyon seviyesinde 1,04 kat artis gozlendi. Askorbik asit uygulanan izolatin gen
ekspresyonunda 1,38 kat artis gozlendi. Sanguinarine ile askorbik asitin kombine
uygulandigi icaA gen ekspresyon seviyesinde, kontrole gore 1,06 kat artis gozlendi
(Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. MSSA2 izolatinda IcaA geni ekspresyon analizi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA2 izolatinin kontrolii ile ajan uygulanan izolatlarinin icaD gen
ekspresyon seviyeleri kiyaslandiginda, sanguinarine uygulanan izolatta kontrole gore,

%?2 azalma oldugu gozlendi. Askorbik asit uygulanan izolatin gen ekspresyonunda
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1,14 kat artis gozlendi. Sanguinarine ve askorbik asitin kombine uygulandigi icaD gen

ekspresyon seviyesinde, kontrole gore %13 azalma oldugu gozlendi (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. MSSA?2 izolatinda IcaD geni ekspresyon analizi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA2 izolatinin kontrolii ile ajan uygulanan izolatlarinin atl gen ekspresyon
seviyeleri kiyaslandiginda, sanguinarine uygulanan izolatta, bir degisiklik olmadig:
gozlendi. Sanguinarine ile askorbik asitin kombine uygulandigi izolatin, gen
ekspresyon seviyesinde kontrole gore bir degisiklik gozlenmedi. Askorbik asit
uygulanmis izolatin gen ekspresyonunda, kontrole gore, 1,25 kat artis gozlendi (Sekil
4.31).
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Sekil 4.31. MSSAZ2 izolatinda Atl geni ekspresyon analizi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSAZ3 izolatinin kontrolii ile ajan uygulanan izolatlarinin atl gen ekspresyon
seviyeleri kiyaslandiginda, sanguinarine uygulanan izolatin gen ekspresyonunda %7
oraninda bir azalma gézlendi. Askorbik asit uygulanan izolatin gen ekspresyonunda

yaklasik %43 oraninda azalma gozlendi. Sanguinarine ve askorbik asitin kombine
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uygulandig atl gen ekspresyon seviyesinde ise kontrole gore, yaklasik %21 azalma
gozlendi (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. MSSA3 izolatinda Atl geni ekspresyon analizi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSAS3 izolatimin Kkontrolii ile ajan uygulanan izolatlarinin icaA gen
ekspresyon seviyeleri kiyaslandiginda, sanguinarine ile uygulanan izolatta 1,16 kat
artig gozlendi. Askorbik asit uygulanan izolatin gen ekspresyonunda yaklasik %13
oraninda azalma gozlendi. Sanguinarine ve askorbik asitin kombine uygulandigi icaA

gen ekspresyon seviyesinde, kontrole gore 1,27 Kat artis gézlendi (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. MSSA3 izolatinda IcaA geni ekspresyon analizi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA3 izolatinin kontrolii ile ajan uygulanan izolatlarinin icaD gen
ekspresyon seviyeleri kiyaslandiginda, sanguinarine uygulanan izolatin gen
ekspresyonunda 1,09 kat artis gozlendi. Askorbik asit uygulanan izolatin gen

ekspresyonunda yaklagik %38 oraninda azalma goézlendi. Sanguinarine ve Askorbik
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asitin kombine uygulandigi icaD gen ekspresyon seviyesinde, kontrole gore, 1,06 kat
artis gozlendi (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. MSSA3 izolatinda IcaD geni ekspresyon analizi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSAA4 izolatinin kontrolii ile ajan uygulanan izolatlarinin atl gen ekspresyon
seviyeleri kiyaslandiginda, sanguinarine uygulanan izolatin gen ekspresyon
seviyesinde %44 oraninda bir azalma go6zlendi. Askorbik asit uygulanan izolatin gen
ekspresyonunda yaklasik %22 oraninda azalma goézlendi. Sanguinarine ve askorbik
asitin kombine uygulandig: atl gen ekspresyon seviyesinde, kontrole gore, yaklasik
1,35 kat artis gozlendi (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. MSSA4 izolatinda Atl geni ekspresyon analizi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA4 izolatinin Kkontrolii ile ajan uygulanan izolatlarmin icaA gen
ekspresyon seviyeleri kiyaslandiginda, sanguinarine uygulanan izolatin gen

ekspresyonunda %1 azalma gozlendi. Askorbik asit uygulanan izolatin gen
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ekspresyonunda %12 oraninda azalma goézlendi. Sanguinarine ve askorbik asitin
kombine uygulandigi icaA gen ekspresyon seviyesinde kontrole gore 1,22 Kat artis
gozlendi (Sekil 4.36).

15 - ICAA
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Kontrol SAN AA+SAN AA

Sekil 4.36. MSSA4 izolatinda IcaA geni ekspresyon analizi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.

MSSA4 izolatmin kontrolii ile ajan uygulanan izolatlariin icaD gen
ekspresyon seviyeleri kiyaslandiginda, sanguinarine uygulanan izolatinin gen
ekspresyonunda 1,45 kat artis gozlendi. Askorbik asit uygulanan izolatin gen
ekspresyonunda 1,10 kat artis gbzlendi. Sanguinarine ve Askorbik asitin kombine
uygulandigi icaD gen ekspresyon seviyesinde, kontrole gore 1,46 kat artis gozlendi
(Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. MSSA4 izolatinda IcaD geni ekspresyon analizi. AA: Askorbik Asit, SAN: Sanguinarine.
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5. TARTISMA

S. aureus biyofilm olusum mekanizmasi yeterince anlasilamamistir. Biyofilm
olusumu {iizerinde etkili olan genler ile yapilan ¢alismalar hala yetersiz ve sinirh
sayidadir. Uzun siireli antibiyotik kullanimlar1 bakterilerde diren¢ mekanizmalarinin
gelismesine neden olmaktadir. Antimikrobiyal tedaviye ve immiin sisteme kars1 direng
gosteren biyofilm {ireten bakterilerle miicadele etmek zor, hatta olanaksiz
olabilmektedir. Tedavisi zor ve imkansiz olan biyofilm ireten S. aureus
enfeksiyonlarinin, farkli etki mekanizmalarina sahip iki farkli ajanin kombinasyonlari
ile tedavilerinin miimkiin olabilecegi diistiniilmiistiir. Bu ajanlarin kombinasyon
uygulamalar ile daha diisik dozlarda ve daha etkili tedavi olanagi saglanacagi
diisiiniilmektedir. S. aureus’larda askorbik asitin biyofilm olusumu iizerinde azaltici
etkisinin oldugu bilinmektedir. Askorbik asitin biyofilm olusumunu engelledigi ayrica
onceden olusmus biyofilm yapisim1 yiktig1 yapilan calismalarda goriilmiistiir.
Calismamizda askorbik asit uygulamasi ile yikilan biyofilm yapis1 sonucunda,
sanguinarine’in hiicre sitoplazmasina daha fazla difiize oldugu ve bunun sonucunda
sanguinarine’in bakteri sitokinezi esnasinda olusan Z halkasiin fonksiyonunu
bozarak, FtsZ proteininin inhibe olup, sitokinezi inhibe ettigi diisiiniilmektedir (De
Boer et al., 1992).

Simdiye kadar yapilmig ¢aligmalarda, sanguinarine ile askorbik asit
kombinasyonunun S. aureuslar tizerindeki etkinliginin aragtirllmadigi gorilmiistiir.
Sadece S. aureus’lar lizerinde yapilan tek askorbik asit uygulama ¢alismasi ve mayalar
tizerinde tek sanguinarine uygulama calismasmnin  oldugu goriilmektedir.
Sanguinarine’in yiiksek konsantrasyonlarda memeli hiicreleri igin toksik etki
yapabilecegi diisiiniilmiistiir. Okaryotlarda yapilan bir ¢alismada sanguinarine’in 12,8
ng/mL'de toksik etki yaptig1 bildirilmistir (Zhong et al., 2017). Calismamizda toksik
etkisi g6z Oniinde bulundurularak, sanguinarine’in en st konsantrasyonu 0,128
mg/mL olacak sekilde ¢ift kat diltisyonlar1 hazirlandi.

Sanguinarine’nin MIK’inin tespiti igin 0,128 mg/mL-0,000125 mg/mL araligindaki

konsantrasyonlar kullanildi. Mayalarda yapilan biyofilm g¢alismasinda sanguinarine
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icin MIK degeri 1.6 pg/mL belirlenmistir (Zhong et al., 2017). Calismamizda ise
sanguinarine i¢cin MIK degerleri 0,008 mg/mL-0,001 mg/mL araliginda bulundu. S.
aureus’larda yapilan bir calismada, askorbik asitin S. aureus izolatlari iizerindeki MIK
degerleri 4-32 pg/mL arasindaki konsantrasyonlar bulunmustur (Ali Mirani et al.,
2018). Calismamizda askorbik asitin S. aureus’lar iizerindeki MiK’inin tespiti igin
1,024 mg/mL- 0,000125 mg/mL araligindaki konsantrasyonlar kullanildi. S. aureus’
larda yapilan calismada askorbik asitin MIK’leri 4-32 pg/mL araliginda tespit
edilmisken, calismamizda askorbik asitin MIK’leri 0, 256 mg/mL- 0,032 mg/mL
araliginda tespit edildi (Ali Mirani et al., 2018).

Sanguinarine ve askorbik asitin tek ve kombinasyon uygulamalarinin, MSSA1
susunun biiyiime oranlar1 iizerindeki etkilerine bakildiginda, 1/16 MIK sanguinarine
ve 1/16 MIK askorbik asit kombinasyonlar1 hari¢ (p>0,05), tim alt-inhibitor
kombinasyonlariin antibakteriyel aktivitesinin, sanguinarine ve askorbik asitin tek
uygulamalarina gore daha etkili (p<0,05) oldugu gozlemlenmistir. Sanguinarine ve
askorbik asitin tek 1/16 MIK uygulamalar1 ve 1/16 MIK kombinasyonlarmin bakteri
tizerinde anlamli antibakteriyel etkileri oldugu gézlemlenmemistir (p>0,05).

Sanguinarine ve askorbik asitin, MSSA2 izolatinin biiylime oranina etkilerine
bakildiginda, 1/16 MIK sanguinarine ve 1/16 MIK askorbik asit kombinasyonu harig
(p>0,05), tiim alt-inhibitor konsantrasyonlarindaki sanguinarine ve askorbik asit
kombinasyonlarinin antibakteriyel aktivitesinin, sanguinarine ve askorbik asitin tek
uygulamalarina gore daha fazla logoritmik azalmaya neden oldugu gézlemlenmistir.

Sanguinarine ve askorbik asitin, MSSA3 izolatinin biiyiime oranina etkilerine
bakildiginda, MIiK sanguinarine ile MIK askorbik asit kombinasyonu ve 1/2 MiK
sanguinarine ile 1/2 MIK askorbik asit kombinasyonu bakterisidal etki gosterirken, 1/4
MIK sanguinarine ile 1/4 MIK askorbik asit kombinasyonun sanguinarine ve askorbik
asitin tek 1/4 MIK uygulamalarina gore daha etkili oldugu goriilmiistiir.

1/16 MIK tek ve kombinasyon uygulamalarinin antibakteriyel etksinin olmadig

goriilmiistiir (p>0,05).
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Sanguinarine ve askorbik asitin MSSA4 izolatinin biiylime oranina etkilerine
bakildiginda, MIK sanguinarine ile askorbik asit kombinasyonu ve 1/2 MIK
sanguinarine ile 1/2 MIiK askorbik asit kombinasyonu bakterisidal etki gostermistir.
1/4 MIK sanguinarine ile 1/4 MIK askorbik asit kombinasyonu ve 1/8 MIK
sanguinarine ile 1/8 MIK askorbik asit kombinasyonunun, sanguinarine ve askorbik
asitin tek uygulamalarina gore daha etkili oldugu gézlemlenmistir (p<0,05). 1/16 MiK
tek uygulamalar1 ve kombinasyonlarinin anlamsiz logoritmik azalmaya neden oldugu
gozlemlenmistir (p>0,05).

Sanguinarine ile askorbik asitin kombinasyon uygulamalar1 sonucunda,
calistigimizda, 3 MSSA klinik izolatinin ve 1 kontrol susunun biyofilm ve biyofilm
tiretiminden sorumlu ica lokusunda yer alan icaA, icaD ve atl genlerinin ekspresyon
diizeylerine ve ajanlarin bu izolatlar iizerindeki MBEK ’larina bakildi.

MSSAT1 susunda MBEK deneyinde 1/4 MIK sanguinarine ile 1/4 MIK askorbik
asit kombinasyon uygulamasinin, tek ajan uygulamalarina gore biyofilmi daha fazla
yiktigi  gdzlemlenmistir. 1/4 MIK sanguinarine ile 1/4 MIK askorbik asit
kombinasyonu uygulamasinda, MSSA1 susunun icaA, icaD, atl genlerinin, tek ajan
uygulamalarina gére daha fazla baskilandigi gozlemlenmistir. MBEK deneyinden elde
edilen bu sonugclarla, gen ekpsresyon sonuglar1 birbirini desteklemektedir.

MSSA?2 izolatinda MBEK deneyinde, 1/4 MIK sanguinarine ve 1/4 MIK
askorbik asit kombinasyonunun, tek ajan uygulamalarina gére biyofilmde daha fazla
diisiise neden oldugu gozlemlenmistir. 1/4 MIK sanguinarine ile 1/4 MiK askorbik asit
kombinasyonu uygulamasinda MSSA2 izolatinin icaA, icaD, atl genlerinin
ekspresyonlarinda tek ajan uygulamalarina goére daha fazla azalma oldugu
gbzlemlenmistir.

MSSA3 izolatinda MBEK deneyinde, 1/4 MIK sanguinarine ve 1/4 MIK
askorbik asit kombinasyonunun, tek ajan uygulamalarina gére biyofilmde daha fazla
azalmaya neden oldugu gézlemlenmistir.

MSSA3 izolatinin atl gen ekspresyonunda, 1/4 MIK sanguinarine ve 1/4 MiK askorbik
asit kombinasyon uygulamasinin, tek ajan uygulamalarina gére daha fazla diisiis

gosterdigi  gozlemlenmistir. 1/4 MIK sanguinarine ve 1/4 MIK askorbik asit
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kombinasyonu uygulandiginda, bakteri kontroliine gore icaA ve icaD gen
ekspresyonlarinda bir degisiklik olmadig1 gézlemlenmistir.

MSSA4 izolatinda MBEK deneyinde, 1/4 MIK sanguinarine ve 1/4 MIK
askorbik asit kombinasyonunun, tek ajan uygulamalarina gore biyofilmde daha fazla
diisiise neden oldugu gdzlemlenmistir. 1/4 MIK sanguinarine ile 1/4 MIK askorbik asit
kombinasyon uygulamasinda, MSSA4 izolatinin icaA, icaD, atl genlerinde tek ajan
uygulamalarina gore ciddi olmayan, kismi bir artis gosterdigi gozlemlenmistir.
izolatlarin virulans faktorleri, antibiyotikler gibi bazi ajanlarm alt-inhibitdr
konsantrasyonlar1 tarafindan artirilabilir (Kirmusaoglu, 2019).

Askorbik asit, PIA iretimini inhibe ederek, askorbik asite maruz kalan
izolatlarin icaA gen ekspresyon diizeylerinde azalma gerceklestigi belirtilmistir. (Ali
Mirani et al., 2018). Calismamizda ise askorbik asit MSSA2 izolati hari¢ diger
izolatlarin icaA gen ekspresyon seviyelerini, kontrole gore disiirdiigli goriilmiistiir.
MSSA?2 izolatinin icaA gen ekspresyon seviyesinde ciddi olmayan kismi bir artig
goriilmekle birlikte MtP ve MBEK deneyine gore ise MSSA2 izolatinin biyofilm
iiretimi ve olgun biyofilmi askorbik asit tarafindan eradike ve inhibe edilmistir.
Sanguinarine uygulanmis izolatlarda, sanguinarine’in icaA gen ekspresyonunu
azalttig1 gozlemlenmistir. Yapilan bu ¢alisma sanguinarine ve askorbik asitin tek ve
kombine kullanimlarimin S. aureus izolatlarinin biyofilm olusumunu inhibe edici
ozellik gosterdigi ve biyofilmde rol alan genler {izerinde etkili oldugunu gostermistir.
Deasitile olan ve B (1-6) bagi ile baglanan N-asetil glukozamin homopolimeri olan
PIA, membran proteini N-asetilglukozamin transferaz icaA tarafindan sentezlenir. N-
asetilglukozamin transferaz icaA’nin aktivitesi, hiicre membran proteini icaD
tarafindan yapilir (Otto, 2009). Caligmamizda sanguinarine ile askorbik asitin kombine
uygulamalarinda MSSA4 izolati disindaki izolatlarin icaD, icaA gen ifadelerinde
azalma gozlemlenmistir.

MSSA4 izolatinin icaA ve icaD genlerinin ekspresyon seviyelerinde ciddi olmayan
kismi bir artis goriilmekle birlikte, MtP ve MBEK deneylerine gore ise MSSA4
izolatinin biyofilm iiretimi ve olgun biyofilmi sanguinarine ile askorbik asitin

kombinasyonu tarafindan azaltilmistir. Izolatlarin virulans faktorleri, antibiyotikler
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gibi bazi ajanlarin alt-inhibitor konsantrasyonlari tarafindan artirilabilir (Kirmusaoglu,

2019).
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6. SONUCLAR

S. aureus’lar hastane enfeksiyonlarinda biyofilm olusturan en sik goriilen
patojen bakterilerdir. Biyofilm olusturan S. aureus’lar antibiyotik ve bircok
antimikrobiyal ajanlara karsi diren¢ gosterirler. Biyofilme ve siirekli antibiyotik
kullanimina bagli olarak bakterilerin diren¢ kazanmalar1 sonucunda, uygulanan
tedavilere olumlu yanit alinamamaktadir. Bu durum arastirmacilar1 yeni antibakteriyel
tedavi yontemleri arastirmaya sevk etmistir.

Hem planktonik hem de sesil evrelerdeki S. aureus’larin inhibisyonunda,
sanguinarine ve askorbik asit gibi dogal bilesenlerin alt-inhibitér konsantrasyonlarinin
yeterli oldugu goriilmiistiir. Sanguinarine ile askorbik asitin tek ve kombinasyon
uygulamalarinin, biyofilm iiretimini ve biyofilme gdmiilii bakterileri inhibe etmesinin
yani sira, biyofilm iligkili genlerin ifadelerinde azalisa neden oldugu goriilmiistiir.
Calismanin sonuclarina gore, sanguinarine ile askorbik asit kombinasyonlari, ica-
bagimli biyofilm {iireten S. aureus izolatlarinin bu ajanlarin tek uygulamalarina karsi
duyarliliklarini artirarak, alternatif bir tedavi opsiyonu olabilir. Ayrica ileri ki
calismalarda, bu ajan kombinasyonlarinin, ica-bagimsiz biyofilm iireten S. aureus

1zolatlar1 lizerindeki etkilerine de bakilabilecegi diistiniilmektedir.
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