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OZET

Bilgin, M. (2018). Biyofilm olusturan Stafilokoklara kars1 antibiyotiklerin tek basina ve difiize
olan sinyal faktorii ile kombinasyonlarmnin in vitro arastiriimasi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Mikrobiyoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Gecmisten glinlimiize en 6onemli patojen bakteriler arasinda yer alan Stafilokoklarin, hastane
ve toplum kokenli enfeksiyonlarin en yaygin etkenleri arasinda bulunduklar1 bilinmektedir.
Bu caligmada, yliksek mortalite ve morbiditeye yol acan metisiline direngli ve duyarl
Stafilokok suslarinin planktonik formlar1 ve olgun biyofilmlerine kars1 yeni antimikrobiyal ve
antibiyofilm mekanizmalarindan kabul edilen DSF ve BDSF gibi QS sinyal molekiillerinin
cesitli antibiyotiklerle kombinasyon halindeki in vitro etkilerinin arastirilmasi amaglanmugtir.

Bu amagla farkli hastalardan izole edilen 5’1 S. epidermidis 10’u S. aureus olmak {iizere 15
klinik susun kristal viyole ile boyama yontemiyle biyofilm olusturma 6zellikleri incelenmis,
7’sinin gii¢lii, 2’sinin orta, 6’sinin zayif biyofilm olusturduklar1 belirlenmistir. Planktonik
formdaki bakterilere kars1 antibiyotiklerin tek baslarina ya da QS sinyal molekiilleri ile birlikte
minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK), biyofilm formlarina kars1 ise minimum biyofilm
eradike edici konsantrasyonlari (MBEK) ve zamana bagli 6liim oranlari belirlenmistir. Sonug
olarak en diisiik MIK degerleri siprofloksasin ve gentamisinle, MBEK degeri ise
siprofloksasinle elde edilmistir. QS sinyal molekiillerinden DSF, vankomisin ve gentamisinin
MIK ’lerini 2-8 kat, BDSF ise siprofloksasin ve gentamisinin MIK lerini 2-32 kata kadar
azaltmistir. BDSF gentamisinin MBEK’ini 64, DSF ise meropenemin MBEK’ini 8 kata kadar
azaltarak en kuvvetli etkileri gostermislerdir. Zamana bagl 6ldiirme deneylerinde QS sinyal
molekiillerinin antibiyotiklerin etkisini arttirict 6zelliklerinin genellikle ilk 6 saatte gortildiig,
24. saatte 1se DSF’nin vankomisin, linezolid ve gentamisinle, BDSF’nin ise daptomisin,
gentamisin ve meropenemle birlikte canli bakteri sayisini tek basina kullanilan antibiyotige
kiyasla 2 log’a kadar azalttiklar1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: QS sinyal molekiilleri, antibiyotikler, antibiyofilm aktivite, S. aureus,
S.epidermidis

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 54406
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ABSTRACT

Bilgin, Merve. (2018). in vitro investigation of various antibiotics alone and in combination
with diffusible signal factor against biofilm forming Staphylococci. Istanbul University,
Institute of Health Science, Pharmaceutical Microbiology. Doktora Tezi. Istanbul.

Staphylococci are one of the most important pathogenic bacteria and known to be the most
common causes of hospital and community-acquired infections. This study aimed to
investigate the in vitro effects of QS signaling molecules, such as DSF and BDSF in
combination with various antibiotics, against planktonic and mature biofilm cells of
methicillin resistant and susceptible Staphylococci.

For this purpose, the biofilm formation of 15 clinical strains were tested with crystal violet
staining method. 7 of them were strong, 2 of them were medium and 6 of them were weak
biofilm formers. Then, minimum inhibitory concentrations (MIC) of antibiotics alone and in
combination with QS signaling molecules against planktonic cells, a minimum biofilm
eradication concentration (MBEC) and time kill rates against biofilms were determined. As a
result, the lowest MIC’s were obtained with ciprofloxacin and gentamicin, and the MBEC’s
with ciprofloxacin. DSF decreased the MIC’s of vancomycin and gentamicin about 2-8 fold
while BDSF decreased ciprofloxacin and gentamicins’ MICs, 2-32 fold. BDSF showed the
strongest effect by decreasing MBECs’ of gentamicin to 64 fold and DSF decreasing
meropenem’s 8 fold. In time kill studies, QS signaling molecules enhanced the activities of
antibiotics in first 6 hours, generally. At 24 th hour, it was determined that DSF in combination
with vancomycin, linezolid and gentamycin; and BDSF with daptomycin, gentamicin and
meropenem decreased the number of viable cells in biofilms up to 2 log, compared to the
antibiotic used alone.

Key Words: QS signal molecules, antibiotics, antibiofilm activity, S. aureus, S.epidermidis

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
54406
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1. GIRIS VE AMAC

Stafilokok tiirleri dogada ¢ok yaygin olarak bulunan, Gram pozitif kok seklinde, insan
ve sicak kanli hayvanlarda cesitli enfeksiyonlara yol agan dnemli patojen bakterilerdir. Bu
bakteriler saglikli erigkinlerin 6n burun deliklerinde, deri katlarinda, {ist solunum sisteminde,
farinkste, sindirim sisteminde, vajina ve perianal bolgelerinde kolonize olabilmektedirler
(Archer, 1998; Berkiten, 2005). En 6nemli tiirleri, insanda hastalik yapabilen Staphylococcus
aureus ve Staphylococcus epidermidis’dir. Stafilokoklar lokal olarak ¢iban, seliilit, impetigo
bullosa gibi deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, orta kulak
iltihabi, siniizit ve pnomoniye yol agabilmekte veya kana karisirsa i¢ organlarin periferal
bolgelerine yerlesip ¢cogalarak endokardit, osteomiyelit, menenjit, renal karbonkiil, septik
artrit veya epidural abseler gibi spesifik stafilokok enfeksiyonlarina neden olabilmektedirler.
S.aureus ayrica spesifik toksinlerinin lokal veya sistemik etkilerinin neden oldugu toksik sok
sendromu, haslanmis deri sendromu veya gida zehirlenmeleri ve gastroenterite de neden

olabilmektedir (Usluer, 2012).

Stafilokok tiirleri hem hastane hem de toplum kaynakli enfeksiyonlarda énemli rol
oynarlar. 1960’11 yillarda metisilinin tedavide kullanilmaya baslanmasindan hemen sonra
metisiline direngli Stafilokok suslarinin ortaya c¢ikmasi ve toplumlar arasinda hizlica
yayilmasi, bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisini olduk¢a giic hale
getirmistir (Boucher ve ark., 2010). Ayrica viicutta intravendz kateterler, protezler gibi

yabanci materyallerin varligi da stafilokok enfeksiyonu riskini arttirmaktadir.

Stafilokok tiirlerinin insanda yaptig1 farkli hastaliklarda ¢esitli virulans faktorleri rol
oynamaktadir. Bu virulans faktorlerinden biri stafilokoklarin gesitli yiizeylerde kolonize
olmalar1 ve iiremeleri sonucunda olusturabildikleri biyofilmlerdir. Biyofilm, bakteri
toplulugunun etrafinda olusan ekzopolisakkarit yapida bir matriks olup, antimikrobiyal
maddelerin bakteriye ulasmasini engelleyebilen bir yapidir. Bundan dolay1 biyofilm olusturan
bakterilerin antibiyotiklere kars1 direngleri 10-1000 kat daha fazla olabilmekte ve biyofilm
olusumu c¢ogunlukla kronik veya niikseden stafilokok enfeksiyonlarmin antibiyotiklerle
tedavisini olduk¢a gii¢ hale getirmektedir. Bunun i¢in de antibiyotiklere yardimci olabilecek
yeni ve etkili molekiillerin kesfi ile ilgili ¢alismalarin yapilmasina gereksinim duyulmaktadir
(Corsterton ve ark. 1995).
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Bir ¢esit yeterli cogunlugu algilama (Quorum Sensing, QS) molekiilii olan ve difiize
olan sinyal faktorii (DSF) grubunda yer alan maddeler gerek biyofilm olusumu, hareket ve
antibiyotik direnci gibi ¢esitli biyolojik fonksiyonlarin, gerekse tiir igi ve tiirler arasi iletisimin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. DSF’ler bir ¢ok Gram negatif bakteri tarafindan
olusturulan doymamis yag asitleridir (Deng ve ark., 2014). DSF grubunda yer alan sinyallerin
c¢esitli mikroorganizmalarin biyofilm dispersiyonunu indiikledigi bildirilmis, yapilan bazi
caligmalarda da c¢ok diisiik konsantrasyonlardaki DSF ve tiirevlerinin bazi1 antibiyotiklerin
bakteriyel patojenlere karsi gosterdikleri minimum inhibitér konsantrasyonlarinda (MIK)
azalmaya yol actiklar1 yani mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi duyarliliklarini
arttirdiklar1 bildirilmistir. Bu arastirmalar sonucunda DSF ve ona yapisal olarak benzeyen
BDSF gibi molekiillerin, bakteriyel enfeksiyonlarin kontroliinde antibiyotik adjuvani olarak
kullanilma potansiyellerinin oldugu diisiiniilmektedir (Wang ve ark., 2004; Deng ve ark.,
2014).

Bu caligsmada, farkli hastalardan izole edilmis metisiline direngli ve duyarli S. aureus
ve S. epidermidis suslarinin planktonik formlarina ve olusturduklart olgun biyofilmlere karsi
cesitli antibiyotiklerin tek baslarina ve QS sinyal molekiilleri olan DSF ve BDSF ile birlikte
in vitro etkinlikleri arastirilarak bu molekiillerin, Stafilokoklarin serbest yada biyofilm
formlarin antibiyotiklere karsi duyarliliklarinda meydana getirecegi degisikliklerin

incelenmesi amaglanmustir.



17

2. GENEL BILGILER

2.1. Stafilokoklarla ilgili genel bilgiler

2.1.1. Staphylococcus aureus

S. aureus hem kommensal hem patojen ayrica diger Stafiloloklar gibi Gram pozitif
kok seklinde (Sekil 2-1), hareketsiz, sporsuz, katalaz enzimine sahip bir bakteri olup, koagiilaz
enziminin varligi ile diger Stafilokok tiirlerinden ayrilmaktadir. Kanli Agarda eritrositlerin
tamamini hemoliz ettigi i¢in beta hemolitik olarak adlandirilan S. aureus, besiyerinde
olusturdugu altin saris1 pigmentli kolonileriyle (Sekil 2-2) diger beta hemolitik koklardan ayirt
edilmektedir (Gladwin 2011). insan viicudunda 6n burun delikleri S. aureus igin baslica
ekolojik nistir. Eriskin bireylerin yaklasik %20’sinin burunlari kalici olarak, %30 ununki ise
aralikli olarak S. aureus ile kolonize olmaktadir. S. aureus ayrica koltuk alti, kasik ve
gastrointestinal sistemi de iceren sayisiz bolgede kolonize olabilmektedir. Tiras olma,
aspirasyon, kateter yerlestirme veya cerrahi islemler gibi konak savunma mekanizmasinin
yetersiz kaldigi durumlarda kolonize bakterilerle enfeksiyon gelisme riski artmaktadir.
Kolonizasyon ayrica saglik c¢alisanlari, hasta bireyler ve toplum arasinda S. aureus’un
yayllmasina olanak saglamaktadir. Ornegin; bakteriyemi ile ilgili yapilan bir ¢alismada,
hastalarin %82’sinde tespit edilen kan izolatlarinin burundan izole edilen suslarla ayni
olduklari bildirilmistir. S. aureus kolonizasyonunun temeli kompleks bir siire¢ olup tam olarak
anlasilamamissa da, bu siirecin konagin bakteri ile temasini ve S. aureus’un konak hiicresine
tutunma ve immun yanitindan kagabilme yetenegini igerdigi tahmin edilmektedir (Gordon ve
Lowy 2008).
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Sekil 2-2: S. aureus’un besiyerindeki goriintiisii

S .aureus, enfeksiyon siirecinde rol oynayan, yapisal ve salgisal bir ¢ok viriilans
faktoriine ve aderan matriks molekiillerini taniyan ve konak¢i dokulara yapismaya aracilik
eden mikrobiyal yiizey bilesenleri (MSCRAMMSs) adi verilen sayisiz yiizey proteinine sahiptir
(Sekil 2-3). Bu yiizey proteinleri Kollajen, fibronektin ve fibrinojen gibi mollekiillere
baglanarak konak¢1 dokuya yapisabilmektedir. MSCRAMM’ler endovaskiiler enfeksiyonlar,
kemik ve eklem enfeksiyonlar1 ve prostetik cihaz (protezle ilgili) enfeksiyonlarinda anahtar
rolii oynarlar. Farkli S. aureus suslar1 farkli MSCRAMM gruplari igerebilmekte ve bu sekilde
farkli tiirde enfeksiyonlarin olugsmasina neden olabilmektedirler (Patti ve ark.1994, Foster ve
Hook 1998; Menzies 2003).
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S. aureus ilk olarak konak¢1 dokusuna veya prostetik materyale yapismakta ve orada
iireyip ¢esitli yollarla yasamini stirdiirebilmektedir. Yiizeylere yapisarak olusturdugu biyofilm
veya slaym sayesinde konak savunma sisteminden veya antimikrobiyallerden kagip kurtularak
o bolgede kalici olabilmektedir (Donlan ve Costerton 2002). S. aureus ayrica persistan veya
rekiiren enfeksiyonlara yol acabilen kiiglik koloni varyantlar1 (KKV) olusturabilmektedir
(Ogawa ve ark., 1985). In vitro olarak kiiciik koloni varyantlari, konak hiicrelerinde énemli
bir hasara yol a¢madan saklanabilmekte ve hem antibiyotiklerden hem de konak
savunmasindan korunabilmektedir. KKV’ler sonradan, daha virulan olan wild tip fenotipine
doniisebilmekte, bu da tekrarlayan (rekiiren) enfeksiyonlarla sonuglanabilmektedir (Proctor

ve ark. 1995).

S. aureus’un bir enfeksiyon sirasinda konak savunma sisteminden kagisina yardim
eden bir ¢ok 0Ozelligi bulunmaktadir. Stafilokoklarin ¢ogunda oldugu gibi en dista bir
polisakkarit kapsiil yer almaktadir. S. aureus’da 11 adet kapsiil serotipi belirlenmis olup,
serotip 1 ve 2 mukoid koloniler olusturan kalin bir kapsiil olmakla beraber nadiren insanda
hastalik yapan tipler ile iliskilidir. Enfeksiyona en ¢ok neden olan tipler ise serotip 5 ve 7°dir.
Bakteri, drettigi mikrokapsiil sayesinde polimorf hiicreli 106kositlerin fagositozundan
korunmaktadir. Ayrica bu zvitteriyonik (hem pozitif hem de negatif yiiklii) kapsiil, abse
olusumuna neden olmaktadir. (O’Riordan ve Lee 2004; Tzianabos ve Wang 2001; Sultan
2014)

MSCRAMM protein A, immunoglobulinin  “Fc¢” kismina baglanmakta ve
opsonizasyonu engellemektedir (Deisenhofer, 1981). S. aureus’un iirettigi kemotaksi inhibitor
proteini veya ekstraseliiler aderans proteini, nétrofillerin ekstravazasyonunu ve enfeksiyon
bolgesine gogiinii engellemektedir (Foster, 2005). Ayrica S. aureus’un iirettigi I6kosidinler de
hiicre membraninda porlar olusturarak l6kositlerin o6ldiiriilmesine neden olmaktadir

(Gladstone ve VanHeyningen, 1957).

Enfeksiyon sirasinda S. aureus, konake¢ir dokulari tahrip ederek kendisinin diger
bolgelere ulagmasii saglayan proteazlar, lipazlar ve elastazlar gibi ¢ok sayida enzim
tiretebilmektedir. S. aureus konak immiin sistemini ve koagiilasyon yolaklarini1 aktive edip
etkilesime girerek septik soka da yol agabilmektedir. Peptidoglikan, lipoteikoik asit ve a-
toksin bu siiregte rol oynayabilmektedir (Timmerman ve ark. 1993; Bhaksi ve Tranum-Jensen

1991). Buna ¢k olarak septik soka neden olan bazi S. aureus suslarinin irettikleri
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stiperantijenler, cesitli zehirlenmelere (gida zehirlenmesi, toksik sok sendromu gibi) yol
acabilmektedirler (Dinges ve ark. 2000; McCormick ve ark. 2001). Diger komponentlerden
farkli olarak siiper antijenler, sitokin saldirisin1 baslatarak sepsise benzer bir sendroma da
neden olabilmektedir. Baz1 suslar ayrica, haglanmis deri sendromu ve biiloz (kabarcikli)
impetigoya yol acan epidermolizinler ile ekzfolyatif enzimler de iiretebilmektedir (Prevost ve
ark. 2003).

Stafilokokkal viriilans faktorlerinin ekspresyonunun diizenlenmesi patogenezde bas
rolii oynamaktadir. Ekspresyon, bakteri i¢in gerekli oldugunda ve koordineli bir bicimde
meydana gelmektedir. Ornegin, MSCRAMM ’larin ekspresyonu logaritmik iireme sirasinda
meydana gelirken, toksinler gibi salgisal proteinler duragan fazda iiretilirler. Bdylece
enfeksiyon sirasinda MSCRAMM proteinlerinin erken ekspresyonu, bakterinin dokulara ilk

kolonizasyonunu saglamakta, toksinlerin sonradan devreye girmesi de dokularda yayilmasini

kolaylagtirmaktadir.
lgG'nin Fc kismina baglanan
Protein A
Mikrokapsil
TRA / Ekzotoksinler
N“ SE, TSST-1
Konakgi
proteinlerine ' ET-A,ET-B
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tip Il gibi proteinler

’ Hemolizinler
- hemolizin

{5~ hemolizin

invazyon igin kullanilan enzimler

& Cokturme faktoru
W Koagiilaz
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: Hiyaluronidaz
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Sekil 2-3: S.aureus’un viriilans faktorleri

https://www.slideshare.net/doctorrao/staphylococcus-aureus-basic-exercise
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S. aureus’un patojenitesi ve biyofilm olusturma 6zelligi, bakteriler arasinda yaygin
olarak bulunan ve Quorum Sensing (QS) ad1 verilen bir diizenleyici mekanizma olan hiicre-
hiicre iletisim sistemi tarafindan kontrol edilmektedir (Yarwood ve Schlievert 2003). Uremesi
sirasinda S. aureus tarafindan, hiicre diginda toplanarak g¢ogalan bir otoindiikleyici peptid
(AIP) salgilanmakta ve bu AIP kritik bir konsantrasyona ulastiktan sonra tasidig: sinyali bir
yiizey reseptoriine baglayarak agr sistemi ad1 verilen diizenleyici bir kaskadi aktive etmektedir
(Novick, 2003). Bu siire¢ toksinler, hemolizinler, proteazlar ve diger doku pargalayict

enzimleri iceren invaziv faktorlerin ekspresyonunun artmasiyla sonu¢lanmaktadir.

S. aureus'un bir patojen olarak ¢ok yonlii olmasmin sebebi, suslarin birgogunun
plazmidler veya profajlar gibi mobil (hareketli) genetik elemanlar (MGE'ler) iizerinde
kodlanan degisik viriilans faktorlerine sahip olmalarindandir. Bu 6zellikler horizontal gen
transferi olarak da adlandirilan ve faj transdiiksiyonu, konjugasyon veya son zamanlarda
kesfedilen ¢iplak DNA'nin genetik kompetansla (yetiyle) dogrudan alinmasi yollarindan biri

ile suslar arasinda aktarilabilmektedir (Morikawa ve ark. 2012).

S. aureus’un viriilans faktorlerinden bir ¢ogu, genellikle zehirli maddeler olarak da
tanimlanan toksinler olup bunlar, patojen mikroorganizmanin daha ¢ok ¢esit hastaliga neden
olma potansiyelini artiran molekiiller olarak diger viriilans faktorlerinden ayrilmaktadir.
Uretilen mikroorganizma tarafindan salgilanan toksinler konaga dogrudan saldirtya

gecmektedir (Peacock ve ark. 2002)

Membran yikici (Sitolitik toksinler): Sitoplazmik membran, S. aureus tarafindan
tiretilen toksinler de dahil olmak {izere bir dizi bakteriyel toksinin hedefidir. Sitoplazmik
membranda por olusumuna neden olan toksinler, hiicre i¢in hayati 6nem tagiyan molekiillerin
ve metabolitlerin disar1 atilmasina yol agtiklari i¢in, sitolitik olarak da tanimlanmakta ve iKi
alt gruba ayrilmaktadir. ilk grupta lizisin, baslangictaki reseptdr etkilesimine bagli oldugu,
yiiksek hedef hiicre 6zgiilligii gosteren toksinler, ikinci grupta ise membran reseptorii ile
etkilesimi olmaksizin daha az spesifik bir tarzda miidahale eden toksinler yer almaktadir. S.
aureus, ¢ogunun kirmizi ve/ veya beyaz kan hiicrelerini parcaladigi bilinen, ¢esitli reseptor
aracili sitolitik toksinler iiretmektedir. Bunlardan kirmizi kan hiicrelerini pargalayanlar
hemolizinler, beyaz kan hiicrelerini hedefleyenler ise 16kosidinler olarak bilinmektedir (Sultan
2014).
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Alfa toksini: S. aureus'un en iyi bilinen toksinidir ve beta-varil olusturucu toksinlerin
tamimlanmis ilk Ornegidir. Agirlikli olarak beta tabakalarindan olusmakta, Kirmizi kan
hiicrelerini ve bir dizi 16kositi pargalayabilmekte ancak notrofilleri parcalayamamaktadir. 293
amino asit uzunlugunda olmakla birlikte tek degerlikli iyonlarin (K*, Na*), daha yiliksek
konsantrasyonda ise iki degerlikli iyonlarin (Ca?*) disa atimima yol acan heptamerik bir por
olusturmaktadir ~ (Berube ve Bubeck 2013). Bu mekanizmalardan, yiiksek
konsantrasyonlardaki por olusumunun reseptére bagli oldugu ancak daha diisiik
konsantrasyonlardaki por olusumunun ise ADAM 10 (a disintegin and metalloproteinase
domain containing protein 10; disintegin ve metaloproteineaz domaini i¢eren protein 10)
reseptorii ile etkilesimine bagl oldugu gosterilmistir (Wilke ve Bubeck 2010; Inoshima ve
ark. 2011). Alfa-toksininin, ADAM 10’a baglanmasi, fokal (merkezi) adezyonlarin
parcalanmasina, 6zellikle de epitel hiicrelerinde bulunan E-kaderin’in ayrilmasi ile epitelyal
bariyer fonksiyonunun kaybina yol agmaktadir. Alfa toksin ayrica reseptore bagimsiz olarak
insan monositlerinde, T ve B hiicrelerinde apoptoza neden olabilmektedir (Nygaard ve ark.
2012).

Panton-Valentine 16kosidini: S. aureus, alfa-toksinine yapisal olarak benzer sekilde
beta-varil por olusturan toksin familyasina ait, iki bilesenli Panton-Valentine 16kosidinini de
tretmektedir. Bu toksin, LukS (yavas ayrilan) ve LukF (hizli ayrilan) pargalar1 olmak iizere
iki polipeptid zincirinden olugsmakta olup, iki adet F ve {i¢ adet S proteini tanimlanmigstir (Otto
2014). Bakteriler tiim bu proteinleri kodlayarak farkli alt1 kombinasyonla her iki toksini de
uretebilmektedir. Bu toksinlerin hepsi makrofajlar1 ve 16kositleri pargalayabilmektedir. Son
zamanlarda yapilan g¢alismalarda PVL'nin toplum kokenli MRSA’larin hepsinde mevcut
oldugu, hastane kokenli MRSA’larin ise en az %5’inde saptandig1 bildirilmistir. Bu nedenle
PVL toksini, primer viriilans faktorii olarak bu suslarin tanisinda kullanilabilmektedir (Sultan

2014 p. 213).

Ekzfolyatif toksinler: Haglanmis deri sendromuna yol agan Stafilokok toksinleri olup
suslarin yaklasik %5-%10’u bu toksinlere sahiptir. Toksinin, her ikisi de hastalik yapic1 olan
ve ETA ve ETB olarak tanimlanan iki formu bulunmaktadir. ETA, kromozom iizerinde
kodlanmakla olup 1s1ya dayanikliyken, plazmid tarafindan kodlanan ETB formu ise 1s1ya kars1
duyarhdir. Bu toksinler, epidermis tabakasinda hiicreler arasi baglantilar1 olusturan ve
tutunma yapis1 desmosomlarmin bir {iyesi olan desmoglein 1’1 pargalayarak etki eden serin

proteazlardir. Sitoliz veya enflamasyonla ilgili olmadiklari i¢in konak epidermisinde 16kosit
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veya stafilokok tespit edilemez. Hastaligin ilerleyen evrelerinde koruyucu antikorlar geliserek

epidermisdeki toksik etkiyi ortadan kaldirmaktadir (Dinges ve ark. 2000).

Enterotoksinler: Enterotoksinler yaklasik 20-30 kD biiytikliigiinde, genel olarak
bagirsak fonksiyonlarini bozan, salgisal toksinlerdir. S. aureus c¢ok sayida (20’ye yakin)
enterotoksin ve benzeri toksinler tiretebilmektedir (Lin ve ark., 2010). Enterotoksinler birkag
farkli grupta toplanmaktadir. Bunlardan enterotoksin A daha ¢ok gida zehirlenmelerine,
enterotoksin B pseudomembrandz enterokolite neden olmaktadir. Enterotoksin C ve D ise
siklikla kontamine siit iiriinlerinde bulunmaktadir. Enterotoksinler uzun siire 1siya maruz
kaldiklarinda bile dayanikli olmakla birlikte mide ve bagirsak enzimlerine karsi direnglidirler.
Stafilokok suslarinin yaklasik %30 - 50’sinde bulunabilmekte, konakta kusmaya neden
olmaktadir (Sultan 2014 p.214).

Toksik Sok Sendromu toksini-1: Kromozom tarafindan kodlanan, proteolize direngli
bir ekzotoksindir. S. aureus’un irettigi bu toksinin, menstruasyonla iliskili toksik sok
sendromu vakalarmin %90’ indan, diger vakalarin ise %50’sinden sorumlu oldugu tahmin
edilmektedir. Genellikle vajina, yara vb. yerlere yerlesen bu toksinler mukozal bariyerlerden
gecerek sistemik toksik sok sendromu tablosuna yol acabilmekte ve eger etkeni ortadan
kaldiracak antibiyotik tedavisi uygulanmazsa bu tablo, ¢goklu organ yetmezligine bagl olarak

hastanin 6liimiiyle sonuglanabilmektedir (Sultan 2014 p.214).
S.aureus’un bashca enzimleri

Koagiilaz hiicre duvarinda bulunan, fibrinojeni fibrine doniistiirerek stafilokoklarin
kiimelesmesine neden olan ve bu sayede bakterileri fagositozdan koruyan bir enzimdir.
Hyaluronidaz, bag doku matriksinde bulunan hyaluronik asidi parcalayabilen; fibrinolizin,
fibrin pihtisin1 ¢ozebilen; lipazlar, lipidleri parcalayarak Stafilokoklarin viicudun epidermoid
kist dokularinda yerlesmesini saglayan enzimlerdir. Niikleazlar ise 1s1ya dayanikli olmakla

birlikte viskoz DNA’y1 hidrolize edebilmektedir (Sultan 2014 p.214).

S. aureus’un oksasiline direngli olarak da bilinen metisiline direngli (MRSA) ve
metisiline duyarli (MSSA) suslar1 bulunmaktadir. Bu 6zelligin kaynagi olan S. aureus'daki
metisilin direnci, oksasilinin MIK degerinin 4 ng/mL'ye esit veya daha fazla olmasi olarak
tanimlanmaktadir. MRSA enfeksiyonlari, hastane kaynakli enfeksiyonlarin en 6nde gelen
nedenlerinden biri olup yaygin olarak morbidite, mortalite, kalis siiresi ve maliyet yiikiiyle
iligkilidir. MRSA enfeksiyonlari ayrica hastane kokenli (HK-MRSA) ve toplum kokenli (TK-
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MRSA) enfeksiyonlar seklinde ikiye ayrilabilmektedir. HK-MRSA ve TK-MRSA sadece
klinik 6zellikleri ve molekiiler agidan degil, ayn1 zamanda antibiyotiklere duyarlilik ve
tedavileri agisindan da fark gostermektedir. S. aureus’daki metisilin direnci, kromozomda
kodlanmis bir protein olan penisilin baglayan proteinin (PBP) mutasyonuyla meydana

gelmekte ve suslar arasinda bakteriyofajlar ile aktarilmaktadir.

MRSA enfeksiyonunun tarihi, bu suslarin ilk tanimlandig1 1961'e kadar uzanmaktadir.
O zamandan beri MRSA enfeksiyonunun gériilme sikligi dramatik bir sekilde artmakta olup
MRSA ile iligkili yatiglarin bildirilen insidanst % 11.5 ile % 60 arasinda degismektedir. Son
yillarda yapilan bazi popiilasyon ¢alismalarinda HK-MRSA insidansinin azaldigi, ancak TK-
MRSA prevalansinin arttig1 gosterilmektedir.

MRSA enfeksiyonu ile iligkili risk faktorleri arasinda hastanede yatis siiresinin
uzamasi, yogun bakim yatiglari, yakin zamanda hastaneye yatis, son antibiyotik kullanimi,
MRSA kolonizasyonu, invaziv prosediirler, HIV enfeksiyonu, bakimevlerine giris, agik
yaralar, hemodiyaliz, uzun siireli iiriner ve santral vendz kateterleri sayilabilmektedir. Bu
bakteri ile enfekte olmus hastalar ile dogrudan temas eden saglik caliganlari arasinda da
MRSA enfeksiyonunun goriilme sikligi fazladir. Her ne kadar ilerleyen yas, MRSA
enfeksiyonu igin bir risk faktorii olarak goriilmese de, 65 yasin iizerindeki hastaneye yatislar
da onemli bir risk faktorii haline gelmektedir. Bu nedenle, ilerleyen yas MRSA edinimi ile
dolayli olarak baglantilidir. Yiiksek TK-MRSA prevalanst olan bir bolgede yasamak veya
yiiksek bir HK-MRSA prevalansi olan bir hastaneye bagvurmak da MRSA kolonizasyonu i¢in

onemli risk faktoru olarak kabul edilmektedir.

MRSA, deri ve deri alti dokular arasinda siklikla goriilen, organa spesifik
enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Ayrica osteomiyelit, menenjit, pndmoni, akciger apsesi
ve ampiyem gibi invaziv enfeksiyonlarin baglica etkenidir. MRSA'min neden oldugu
enfeksiydz endokardit diger herhangi bir organizmaya gore artan morbidite ve mortalite ile
iligkili olup intraven6z ilag kullanimi ile baglantilidir (Watkins ve ark., 2012). MRSA’nin

neden oldugu enfeksiyonlar sunlardir:

Deri ve yumusak doku enfeksiyonlart (SSTI): TK-MRSA, SSTI benzeri seliilit,
nekrotizan fasiit ve diyabetik ayak {ilserleri ile iliskili baskin bir mikroorganizmadir. Ayrica,

diger bakterilere gore invaziv hastaliklarla daha ¢ok iligkilidir (Siddiqui ve Whitten 2018).
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Pnémoni: influenza sonrast pndmoni olarak da bilinen bir hastalik olan stafilokokal
pndmoni, antibiyotik tedavisi dncesinde %80 - %90 arasinda degisen solunum semptomlari
ve mortalite ile belirgin bir klinik tabloya yol agmaktadir. Antibiyotik sonras1 donemde ise S.
aureus enfeksiyonlar1 yaklasik %30 - %40 arasinda bir 6liim orani tasimaktadir. Bununla
birlikte yakin zaman 6nce, saglikli bireylerde hayati tehdit eden nekrotizan pndmoniye neden
olan TK-MRSA’lar bildirilmistir. Hastalik, agir solunum semptomlari, yiiksek ates, hemoptizi
ve hipotansiyon ile karakterize olup l16kopeni ve yiiksek C-reaktif proteinle (350 mg / dL'den
daha biiyiik) sepsis ve septik sok yoniinde hizla ilerler.

MRSA ayrica hastane kaynakli ve ventilator iliskili pndmoninin 6nde gelen nedenidir.
Hastane kokenli pndmoni (HAP) veya nozokomiyal pndmoni, hastaneye yatistan 48 saat ya
da daha fazla siire sonra gelisen pndmoni olup, basvuru sirasinda inkiibasyon olmadigini
gostermektedir. Ventilator iliskili pnomoni (VAP), ise endotrakeal entiibasyon ve mekanik
ventilasyonun uygulanmasindan 48 saat veya daha sonra gelisen ve entiibasyondan once

mevcut olmayan pnémoni olarak tanimlanmaktadir (Siddiqui veWhitten 2018).

Bakteriyemi: S. aureus'a bagli bakteriyemiler %15 - %60 oraninda mortalite ile iligkili
olup, MRSA bakteriyemisi yaygin olarak santral girisli yogun bakim hastalarinda
gorilmektedir. Enfektif endokardit, MRSA bakteriyemisi ile iligkilidir ve kan dolasiminda
MRSA olan herhangi bir hastada goriilebilmektedir. MRSA bakteriyemisi ile ilgili bulgular,
bu hastalarda vankomisin yanitinin azalmasi nedeniyle diger MRSA enfeksiyonlarindan daha

kotadr.

MRSA enfeksiyonuna baglh risk faktorleri olan hastalarda klinik siiphe ve tani
tedaviye baslama agisindan ¢ok 6nemlidir ve MRS A enfeksiyonunun dogrulanmasi igin tedavi
geciktirilmemelidir. Klinisyenler kan, balgam, idrar veya yara gibi siipheli enfeksiyon
kaynaklarindan analizlerini yapilmasi i¢in 6rnekler gondermeli, es zamanli olarak da ampirik
tedaviye baslamalidir. MRSA enfeksiyonunun ampirik antibiyotik tedavisinin se¢imi
hastaligin tipine, bakterinin direng 6zelliklerine, ilacin mevcudiyetine, yan etki profiline ve

bireysel hasta profiline baglidir (Siddiqui ve Whitten 2018).

2.1.2. Staphylococcus epidermidis
S. epidermidis tarih boyunca insan derisinin zararsiz kommensal bakterisi olarak
bilinmekteydi. Simdi ise bu bakterinin 6nemli bir insan patojeni ve kalict medikal cihazlarla

iligkili enfeksiyonlarin ¢ogunlugunda etken mikroorganizma oldugu gosterilmistir. Ayrica S.
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epidermidis 'in nozokomiyal dolasim sistemi enfeksiyonlarina (prostetik eklemler, kalp
kapakgiklari, damar i¢i kateterlerden kaynakli sepsis, iiriner sistem enfeksiyonlari), goz,
kulak, burun ve bogaz enfeksiyonlarina ve kardiyovaskiiler enfeksiyonlara yol actigi da

bildirilmistir. Kan kiiltiirlerinden en sik izole edilen deri bulaslaridir (Vuong ve ark. 2003).

S. epidermidis, diger Stafilokoklar gibi Gram pozitif kok seklinde bir bakteri olup,
kolonileri 2,5-6 mm ¢apinda ve genellikle pigmentsizdir (Sekil 2-4, 2-5). Novobiyosine
duyarliligiyla baska bir Onemli koagiilaz negatif stafilolok (KNS) tirii olan S.
saprophyticus’dan ayirt edilmektedir. Ulkemizde biyokimyasal veya niikleik asit test
sistemleri olan APl STAPH, Microscan POS ID, Vitek GPI, Crystal Gram pozitif tani
sistemleriyle KNS’lerin tiir tanimlamalar1 yapilabilmektedir (Giilay 2012, pp. 148-149).

Sekil 2-5: S. epidermidis’in besiyerindeki goriintiisii
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S. epidermidis, S. aureus’dan farkli olarak koagiilaz enzimine sahip degildir ve sinirl
sayida ekzotoksin ve pargalayict ekzoenzimleri vardir. Bu nedenle S. epidermidis
enfeksiyonlari daha az siddetli ve daha uzun stirelidir. S. epidermidis’in, elastaz aktivitesi olan
bir metalloproteaz, deri kolonizasyonunda rol oynayan lipaz, serum albumin, fibronektin,
fibrinojen, IgM ve salgisal IgA’y1 pargalayabilen bir sistin proteaz, epiderminin islenmesinde
gorev alan bir serin proteaz ve agr gen lokusundaki hld geni tarafindan kodlanan d hemolizin
enzimlerini sentezledigi bilinmektedir. S. epidermidis ayrica deri kolonizasyonunda rol
oynayan ve Bacillus subtilis gibi ¢esitli Gram pozitif bakteriler tarafindan da {iretebilen
bakteriyosinler olan lantibiyotiklere sahiptir. Lantibiyotik {iretiminden sorumlu genler
genellikle plazmidler tizerinde bulunmaktadir. S.epidermidis konaga yerlesip ¢ogalarak
enfeksiyon olusturabilmek icin demire ihtiyag¢ duymaktadir. Demiri transferrinden nasil
aldiklar1 bilinmemekle birlikte iki mekanizma s6z konusu olup bunlardan ilki sideroforlarin
sentezi ve salinimi, ikincisi ise transferrinin bakteri yiizeyindeki reseptorlere baglanarak demir
alimin gergeklestirmesidir (Giilay 2012 pp.158-159). S. epidermidis’in enfeksiyonlara neden
olan ana viriilans mekanizmasi biyofilm olusumudur ve sahip oldugu polisakkarit yapisindaki

kapsiilleri prostetik materyallere (protez) aderansi saglamaktadir.
Stafilokoklardaki biyofilm olusumu iki asamada tanimlanmaisgtir:

1) Yiizeye tutunma, hiicre-hiicre adezyonu ve birikimi: S.epidermidis’in tutunmasini
etkileyen en Onemli faktor otolizin AtlE’dir. Bu protein bir amidaz ve bir N-
asetilglukozamidaz olmak {izere iki enzimatik kisimdan olugmaktadir. Bagka bir caligmada S.
aureus’un deterjana benzer peptid delta-toksininin yiizeye tutunmasini azalttigi bildirilmistir.

Cok benzer bir peptid S. epidermidis tarafindan da tiretilmektedir.

2) Biyofilm olusumunun ikinci evresi i¢in iki polisakkarit molekiiliinden olusan
interseliiler adezin (PIA) gereklidir. PIA, ica gen lokusu tarafindan iiretilen $-1,6 glukozid
baglaryla baglanmis kismen deasetilasyona ugramis N-asetilglukozamin kalintilarinin
dallanmamis homopolimeridir. Ayrica ica gen lokusundaki bir insersiyon sekans elemaninin
tersinir insersiyonunun S. epidermidis’deki biyofilm olusumunu durdurdugu bilinmektedir
(Ziebuhr ve ark. 1999). Ayrica PIA’nin hiicre yiizeyine tutunmasinda rol oynayan gesitli
proteinler de mevcuttur. Bunlardan bir tanesi olan Accumulation Associated Protein (AAP)

biyofilm olusumunda 6nemli role sahiptir (Giilay 2012 p. 157).
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2.2. Biyofilmle ilgili genel bilgiler

Biyofilmler; canli veya cansiz bir ylizeye yapisarak kendi tirettikleri polisakkarit bir
matriks i¢cine gdmiilii halde yagayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk veya degisik
mikrobiyal tiirlerin, kendilerini ¢cevresel etkenlerden korumak ve besin kaynagini1 daha verimli

kullanmak i¢in olusturduklar1 mikro-ekosistem olarak da tanimlanabilir (Costerton 2015 pp.4-
19).

Mikroorganizmalari, nem, 1s1 ve pH degisiklikleri, ozmotik basing, su kaybi gibi
cevresel kosullardaki degisimlerden, ultraviyole (UV) isinlarina maruz kalmanin doguracagi
zararlardan ve antimikrobiyal maddelerin toksik etkilerinden koruyan biyofilmler ayrica
besinlerin depolanmasini ve metabolik atiklarin uzaklastirilmasint kolaylastirmaktadirlar.
Mikroorganizmalarin kiimeler halinde ekzopolisakkarit (EPS) matriks iginde bulunmalari,
konak hiicreleri tarafindan fagosite edilmelerini giiclestirmekte ve hiimoral immiin sistem
bilesenlerinin mikroorganizmalara ulasmalar1 da engellenmektedir (Purejdov-Gage ve
Stoodley 2015 pp.160-173).

Biyofilmler insan viicudunda kateterler, kontakt lens, protez, kalp kapakgiklari ve kalp
pilleri, rahim i¢i arag, bobrek tasi, akciger dokusu gibi canli ve cansiz birgok yilizeyde
bulunabildikleri gibi endiistriyel ve evsel su sistemlerinde bulunan 1s1 degistiricilerde, su
borularinda, su aritma, depolama, isleme ve dagitim sistemlerinde de bulunmakta ve

biofouling olarak da adlandirilan istenmeyen tortu ve ciirlimelere yol agmaktadirlar (Donlan
2002)

Biyofilmin kompleks yapis1 sayesinde mikroorganizmalar konagin immiin yanitindan,
fajlardan ve protozoonlardan korunmaktadir. Biyofilmler ayrica bakterilerin ¢ogalmasi ve
genetik materyallerinin transferine izin veren ideal bir ekolojik nistir. Bu baglamda
biyofilmler, genetik materyalin kazanilmasina veya plazmid, transpozonlar ve integronlar
araciligiyla bakteri hiicreleri arasinda yatay gen transferine kolaylik saglamakta, bu da

konagin daha fazla antibiyotik direnciyle karsilasmasina yol agmaktadir.

2.2.1. Biyofilmin yapis1
Biyofilmin kuru kiitlesinin yaklasik %50- 90’1 EPS olusturmaktadir. Matriks
icerisindeki diger bilesenler; %1-2 globuler glikoproteinler ve diger proteinler, %1-2 niikleik

asit, lipit ve fosfolipitlerdir. Ancak bu oranlar mevcut organizmalarin ¢esidine, fizyolojik
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ozelliklerine, gelisme ortaminin dogasina, akiskanin tipine ve genel fiziksel 6zelliklere gore

degisebilmektedir.

EPS, viskoelastik 6zellik gosterirken, protein, Ca*? iyonlar1 ve polisakkaritler ile
biyofilmin yapisi daha da saglamlastirilabilmekte; hidrolaz, liyaz, glikozidaz, esteraz ve diger
enzimler biyofilmin bilesimine ve fiziksel 6zelliklerine etki edebilmektedir. Bu enzimler
tarafindan olusturulan disiik molekiil agirlikli parcalanma firiinleri, biyofilmde tutunan
mikroorganizmalarin metabolizmasinda karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilmaktadirlar

(Hussain ve ark., 1993).

Gram pozitif bakterilerin biyofilmleri genellikle DNA, proteinler, polisakkaritler ve
teikoik asitleri de igeren polimer maddelerden yapilmis matrikslerin igerisine gomiilii
topluluklarindan olugsmaktadir (Crampton ve Go6tz 2015 pp. 64-84). Biyofilmin yapis1 saf
kiltirler i¢in tiire, ¢oklu kiiltlirler i¢in substrata 6zgii olmakla birlikte heterojenik
biyofilmlerde yapi ¢ogunlukla diizensizdir. Biyofilmin yapisi, etrafindaki akis oranina, farkl
tiirlerin say1 ve tipine bagli olarak degismektedir. Biyofilmlerde su ve besinlerin dagitildigi
kilcal damar su kanallar1 mikrokolonilerin hem altinda hem de iistiinde bulunmakta, besinlerin
biyofilm tabanina tasinmasi bu o6zel kanallarla su yardimiyla veya pasif difiizyonla

saglanabilmektedir.

2.2.2. Biyofilm olusum siireci

Biyofilmler, yaklasik 3,2 milyar yil oncesine kadar bilinen ve serbest yasayan
hiicrelerden ziyade daha kompleks bir siire¢ olan planktonik ve biyofilm fenotiplerinin birlikte
evrimlestigi bir siire¢ olarak tanimlanmistir. Biyofilm olusum siireci sirasiyla Sekil 2-6’de
gosterildigi gibi mikroorganizmalarin canli veya cansiz bir ylizeye yapismasi, doniigiimsiiz
tutunmasi, mikroorganizmalarin liremesi ve cogalmasi, QS sinyal molekiillerinin sentezi, EPS
veya slaym tabakasiyla beraber olgun mikrokolonilerin olusumu ve QS sinyal molekiillerinin
salinmasini takiben planktonik hiicrelerin biyofilmden ayrilmasi seklindedir (Harrison ve
ark., 2005).

Bu siirecin ilk agamasi olan yapisma, cevreden gelen ipuglarina ragmen geri
dontislidiir. Polisakkarit, protein, DNA ve sudan olusan EPS bakteri hiicrelerinin yiizeye
tutunmasini saglar. EPS {iretimi mikroorganizmanin doniigsiimsiiz olarak yiizeye tutunmasi
icin gereklidir. Adezyonu saglayan molekiillerin devreye girmesi yapismayi daha inat¢i hale

getirmekte ve geri doniisiimsiiz tutunma gerceklesmektedir. Hiicreler boliinmeye bagladiktan
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sonra komsu bakterilerden gelen sinyaller ile fenotipte degisikliklere ve yiizeylerindeki diger

protein molekiillerinin algilanmasina yol agarak bakteriler arasi etkilesimi saglamaktadir.

Cevrenin daha fazla algilanmasi EPS’nin salgilanmasini arttirmaktadir. Yapiskan
matriksin icerdigi polisakaritler, proteinler, niikleik asitler ve lipitler gibi bilesenler,
biyofilmdeki ii¢ boyutlu yapiy1 saglamakta, bakteri ve yilizey arasindaki adezyonun artmasi da
olgun biyofilmin mimari olusumuna destek olmaktadir. Bu asamada hiicreler arasi iletisim,
oksijen ve besinlerin igeriye dogru dagilimi ve disar1 verilen sinyaller ile birlikte, topluluk
icinde sinerjiye yol agmaktadir. Biyofilm igindeki hiicrelerin heterojen dagilimi, kismen
dispersinler tarafindan diizenlenmektedir. Bu reaktifler, bakteriler arasi etkilesimleri bozan,
su kanallar1 lireten, yiizey aktif maddeler veya enzimler olarak islev gormekte ve hiicrelerin
biyofilm kiitlesinden pasif olarak dispersiyonuna yol agmaktadir. Bu dongii genellikle

gelisimsel bir siire¢ olarak kabul edilmektedir (Harrison ve ark. 2005).
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2.2.3. Quorum Sensing

Mikroorganizmalarin ¢ogu, kendi popiilasyon yogunlugunu algilamak ve biyolojik
aktivitelerini koordine etmek icin birbirlerine sinyal verirken kiiclik yayilabilir molekiilleri
(QS molekiillerini) kullanmaktadirlar. Bakteriler ¢ogalirken salinan QS molekiillerinin
konsantrasyonu artmakta ve belli bir seviyeye ulastiginda bir¢ok genin ekspresyonunun
baslamasini tetiklemektedir. Bu genler adezinleri, ekzopolisakkaritleri ve viriilans faktorlerini

kodlayan genlerdir.

Quorum Sensing’in mikroorganizmalardaki gelisim, spor olusumu, antibiyotik
tiretimi, viriilans faktorii olusumu, plazmit transferi, biyofilm olusumu ve patojen bakteri
enfeksiyonlarinda diger fiziksel olaylarla birlikte mikroorganizmanin beslenme degisimini
diizenledigi tahmin edilmektedir. Tablo 2-2’de ¢esitli QS molekiillerinin molekiil yapilari, etki

ettikleri mikroorganizmalar ve diizenledikleri fonksiyonlar gosterilmistir.

Bu hiicreler arasi iletisimi saglayan mekanizma kendiliginden sinyal {iretebilen ve
Oto-Endiikleyici [Autoinducer (AI)] ad1 verilen molekiillerden olusur. Uretildikleri hiicrenin
metabolizmasini diizenledikleri igin bu sekilde ifade edilirler. Bazi mikroorganizmalar birden

fazla farkli QS sinyal molekiilii kullanmaktadir.

QS, tiir i¢i ve tiirler aras1 sinyal molekiilleriyle iletisim seklinde gerceklesebilmektedir.
Gram negatif bakterilerde tiirden tiire QS mekanizmasinda oto indiikleyici olarak N- acil
homoserin lakton (AHL, AHLs, agil-HSL veya HSL), Gram pozitif bakterilerde ¢ogunlukla
oligopeptidler, hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde ortak olarak oto-
indiikleyici-2 (Al-2) kullanilmaktadir (Irie ve Parsek 2008).

Ornegin Esherichia coli ve Salmonella enterica’nin hiicreden hiicreye iletisiminin Al-
2 sinyalleriyle gerceklestigi belirlenmistir. Bu sinyal molekiilerinin iistel gelisim siiresince

iiretildigi ve bakteri membranina serbest¢e gecebildigi bilinmektedir.

Bir baska deneysel ¢alismada S. aureus’un QS mekanizmasinin bloke edilmesi
sonucunda diisitk miktarlarda ortamda bulunmasi biyofilm olusumunu arttirirken, yiiksek
miktarda bulundugu ortamda biyofilm olusumunu birakarak konak hiicreyi isgal ettigi

bildirilmistir.



Tablo 2-1: QS sinyal molekiillerinin yapilar1 ve diizenledikleri fonksiyonlar-Zhang ve Dong

2004
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Gram negatif bakteriler arasinda N-agil-L-homoserin laktona bagli QS sistemleri
ozellikle ¢ok yaygindir. Bu sistemler bakterilerin birbirleriyle, ¢evreleriyle ve 6zellikle yiiksek
organizmalarla olan patojenik ve simbiyotik etkilesimleri kapsayan bir ¢ok fonksiyonun
gerceklesmesinde 6nemli olan fenotiplerin koordineli ekspresyonunda kullanilmaktadir. Bu
fenotipler; miirekkepbalig1 ve diger baliklarda 6zellesmis 151k organlarindaki biyoliiminisens
ekspresyonu, ylizey kolonizasyonu, biyofilm olusumu, viriilans faktorlerinin ve okaryot

konaklarin enfeksiyonu sirasinda hidrolitik enzimlerin iiretimini kapsamaktadir.

2.2.3.1. QS’in baz1 bakteri tiirlerinin biyofilm gelisimindeki rolii

Yeryliziinde yasayan mikroorganizmalarin yaklasik %99’unun biyofilmlerde
yasadiklar1 tahmin edilmektedir. Biyofilm olusumunda 6nemli bir mekanizma olan QS sistemi
mikroorganizmalarin, irettikleri sinyal —molekiillerinin  miktarin1  6lgebilmesine,
cevrelerindeki diger mikroorganizmalarin miktarin1  hissedebilmesine ve bu verileri
digerlerine  iletmesine imkan saglamaktadir. Mikrobiyal biyofilm  olusumu
mikroorganizmalarin kati maddelerin yiizeylerine adsorbsiyonuyla (tutunma) baslayan,
biiyiime ve ekstraselliiler polisakkaritlerin sekresyonuyla devam eden kompleks bir siiregtir.

Bu siiregte QS sinyal molekiillerinin rolii biiytiktiir.

Bir bakterinin bir yiizeye veya tabana tutunmasi biyofilm olusumundaki ilk
basamaktir. Cesitli mikrobiyal faktorlere ek olarak tutunulan yiizeyin dogasi da tutunmay1
etkilemektedir. Ornegin, S. aureus’un siklik peptid iliskili eklenti geni regiilatdrii olan (agr)
QS sistemi, konak matriksi ile baglantiyr saglayan g¢esitli yiizey adezinlerini
uzaklastirmaktadir (represe eder). Bunlar fibrinojen ve fibronektin baglayan proteinlerdir. Agr
mutantlar belli kosullar altinda hem biyolojik hem de abiyotik ylizeylere wild tip suslardan
daha iyi yapismaktadirlar. Bu iletisim sistemlerinin ayrintili olarak bilinmesi, istenmeyen

mikrobiyal aktivitelerin kontrol edilmesinde tamamen yeni bir perspektif agmustir.

Son zamanlarda yapilan calismalarda agil homoserin lakton (AHL) dolayli gen
ekspresyonunun Onlenmesiyle bakterilerin yiizey kolonizasyonunun da engellendigi ve
firsatgr patojen bakterilerin virlilansinin  azaltildigi gosterilmistir. Sinyal molekiilleri
Ozellesmis hiicreler tarafindan salinmakta olup bu hiicreler de yakin ¢evredeki hiicrelerin
aktivitelerini degistirerek toplu aktivitelerin diizenlenmesini saglarlar. Diger bir 6rnek ise bir
gastrointestial sistem patojeni olan Helicobacter pylori’dir. H. pylori tutunmada rol oynayan

“Lux S” homologuna sahiptir. Bir ¢calismada bir “Lux S” mutantinin yiizeye wild tip sustan
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iki kat daha iyi yapistigi gézlenmistir. Buna karsin yine bir patojen bakteri olan Salmonella
enterica serotip typhimurium’un Lux S geninin insan safra tasi tizerinde olusan biyofilm i¢in

gerekli oldugu gosterilmistir (Hentzer ve ark. 2015 pp. 118-140).

Bir biyofilm toplulugunun olgunlasmasi yapigmayla ayni dogrultuda ve orantida
gerceklesir. Olgun bir biyofilmin yapist diizden, homojen biyofilmlere, yiiksek yapil
biyofilmlere ve ekstraseliiler matriksde hapsolmus hiicrelerin olusturdugu kulelere kadar
degismektedir (Hentzer ve ark. 2015, pp. 118-140). Biyofilmin yapis1 kimyasal gradientlerin
dagilimin1 ve biyofilmdeki bakterilerin antimikrobiyal tolerans profillerini etkilemekte,
yapmin kendisi ise hareket, EPS ve ramnolipit dretimi gibi ¢esitli faktorlerden
etkilenmektedir. Ornegin, acil-HSL iliskili QS, Gram negatif bir bakteri olan Serratia
liquefaciens biyofilminin olgunlasmasini ve bakterideki yayilma hareketini diizenlemektedir.
Wild-tip S. liquefaciens biyofilmleri heterojen, bir ¢ok hiicre yiginindan ve uzun hiicre
filamanlarindan olusmaktadir. A¢il-HSL sentetaz (swr I) genindeki bir mutasyon ince, agregat

ve filamanlardan yoksun bir biyofilm olusumuna yol agmustir.

Diger bir 6rnek olarak Burkholderia cepacia H111’in cepl/R QS sistemi de biyofilm
olgunlagmasint kontrol etmektedir. Yapilan bir ¢aligmada. cepl veya cepR mutasyonuna
ugramis suslarin mikrokoloni olusumu asamasinda durdurulmus biyofilmler olusturdugunu,
wild-tip suslarin ise daha baskin ve tutunma yiizeyini kaplayan biyofilmler olusturduklari
bildirilmistir. Benzer sekilde QS ile regiile edilen bsmA ve bsmB genleri biyofilm gelisiminde
rol oynamaktadir. Aeromonas hydrophila’nin ahyR/I agil-HSL QS sisteminin de biyofilm
olgunlagmasi icin gerekli oldugu gosterilmistir. Ahy I mutasyonuna ugramis bir susun
biyofilmi wild tip susa gore yapisal olarak daha az farklilasmistir. Streptococcus mutans’in
LuxS-tip QS sistemi de biyofilm gelisimde rol oynamaktadir. Lux S’deki bir mutasyon daha
az biyokiitle iceren bir biyofilmle sonug¢lanmistir. Olgun biyofilmin yapis1 mutant sus i¢in ise
farklidir. Hidroksiapatit diskinde gelismis bir LuxS mutantinin biyofilmi wild tip susun
biyofilmine kiyasla daginik, seyrek ve piiriizliidiir. Wild tip susun biyofilminin goriiniimii ise
diizgiin ve birlesiktir. Iki komponent diizenleyici sistem, smu486 ve smu487 de QS-iliskili

biyofilm fenotipiyle ilgili olarak tanimlanmistir (Hentzer ve ark. 2015, pp. 118-140).

2.2.3.2. Stafilokoklardaki Quorum Sensing kontrolii: agr sistemi ve fonksiyonu
Agr sistemi, artan hiicre yogunluguna yanit olarak gen ekspresyonunu kontrol eden

otomatik diizenleyici bir sistemdir. Stafilokoklarin gen regiilasyonuna da yardimci olan ve bu
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QS sistemi, sinyal transdiiksiyonu i¢in gerekli olan AgrA ve AgrC, oncii protein AgrD ve
sonradan doniistiiriiliip modifiye olan oncii (feromon) peptidlerin olgunlasmasi ve disari
atilmasindan sorumlu olan AgQrB adinda iki bilesenli bir sistemden olusmaktadir (Novick
2003). Feromon peptidi 7-9 aminoasit uzunlugunda olmakla beraber, merkezde konumlanmig
sistein kism1 ve C-terminal karboksi grubu arasinda baglanti olusturan tiyolakton zincirine
sahiptir. Tiyolakton zincir yapisi, biyolojik aktivite agisindan gereklidir (Otto ve ark. 1998;
Mayville ve ark. 1999). Feromon, histidin kinaz AgrC’ye heniiz tam anlasilamamis bir
bicimde baglanmistir. Sadece tiyolakton yapis1 korunmus, spesifik bir feromon aminoasit
sekansi tarafindan karakterize edilen ¢esitli agr alt gruplari bulunmaktadir. Baz1 spesifik S.
aureus ve S. epidermidis agr alt gruplart genellikle ¢esitli hastaliklarla iliskilidir (Jarraud ve
ark. 2000; Carmody ve ark. 2004). Onemli bicimde Stafilokoklarin agr feromonlari, Gram
negatif bakterilerin AHL’lerinin tersine, ¢apraz inhibisyon fenomeni (kendiliginden olusan
feromonlar) gosterirken, kendiliginden olusmayan feromonlar QS yanitini inhibe etmektedir

(Ji ve ark. 1997; Otto ve ark. 2001).

Agr sisteminin efektdr molekiilii olan, RNAIII olarak adlandirilan regiilatér RNA nin
sentezi, agr aktivasyonuna bagli olarak ve agr sisteminin P3 promotorii ile yiiriitiiliirken Agr
protein bilesinlerini  kodlayan RNAII'nin sentezi ise P2 promotorii tarafindan
yiritiilmektedir. RNA [II’tin hedef genlerinin transkripsiyonunu nasil diizenledigi heniiz
bilinmemektedir (Novick ve ark. 1995). Agr sisteminin yapist ve fonksiyonu Sekil 2-7’de

gosterilmistir (Le ve ark. 2014).

S. aureus 'un su zamana kadar bilinen tiim agresif viriilans faktorlerinin agr tarafindan
up-regiile edilmesi, agr’yi en iyi taninan viriilans regiilatorii yapmaktadir (Cheung ve ark.,
1994). Enterotoksin A ve K nadiren rastlanan istisnalardir. Dolayistyla akut viriilansin hayvan
enfeksiyonu modellerinde 6rnegin subkutandz abse olusumu ve endokarditte Agr’nin S.
aureus viriilansinda gerekli oldugu gosterilmistir. Buna karsihlk, MSCRAMM gibi
kolonizasyon faktorleri de S. aureus'daki agr tarafindan ters bigimde diizenlenmektedir. Bir
enfeksiyonun baglamasinda diisiik agr aktivitesi, kolonizasyon faktorlerinin ekspresyonuna
izin vermektedir. Ilerleyen enfeksiyon evrelerinde yiiksek agr aktivitesi sonrasinda agresif
virlilans faktorlerinin ve pargalanabilir ekzoenzimlerin ekspresyonuna yol agmakta bu da
bakterinin konak¢i dokudan besin saglamasma ve abseden kurtulup diger enfeksiyon

bolgelerine sigramasina olanak saglamaktadir (Otto 2004).
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Sekil 2-7: Stafiloklardaki Agr QS sistemi - Le ve ark. 2014°den

Translasyon sonrasi degistirilmis ve AQrB yoluyla disart atilan hiicre dis1 sinyali
(AgrD) kodlayan yapisal genden olugmaktadir. Belirli bir esik konsantrasyonuna
ulasildiginda, AgrD AIP, histidin kinaz AgrC'nin oto-fosforilasyonunu tetikler, bu da DNA
baglama tepkisini diizenleyen AgrA'nin fosforilasyonuna ve aktivasyonuna yol agmaktadir.
AgrA baglanmas1 AgrP2, AgrP3, psmoa ve psmf3 promoterlerinden transkripsiyonu aktive
etmektedir. PSM'ler disindaki Agr hedefleri, hld (8-toksin) genini ¢evreleyen diizenleyici
RNA olan RNAIII tarafindan diizenlenmektedir.
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2.2.4. Biyofilm enfeksiyonlari

Mikroorganizmalar tarafindan olusturulan biyofilmler persistan doku ve yabanci
madde enfeksiyonlarina yol ac¢tigi gibi antimikrobiyal ajanlarla yapilan tedavilere karsi da
direng gostermektedirler. Insanda bakteriyel enfeksiyonlarin %80’i biyofilmle iliskilidir, bu
tir enfeksiyonlara ¢ogunlukla S. epidermidis, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa ve
Enterobakterilerden Escherichia coli gibi mikroorganizmalar neden olmaktadir. Biyofilm
enfeksiyonlarmin dogru teshisi cogunlukla zor oldugu i¢in dogru veya uygun tedavi se¢imini
engellemektedir. Biyofilm enfeksiyonlari hastanin 6liimiine veya dnemli saglik giderlerine
yol acabildigi i¢cin bu enfeksiyonlarin tedavisinde yeni stratejilere acilen ihtiyag

duyulmaktadir (Romling ve Balsalobre 2012)

Biyofilm olusumu, konakta potansiyel patojenlerin kolonizasyonunu kolaylastirmakta
ve bu patojenlerin gevreye yayilmasini ve ortamda kaliciligini saglamaktadir. Ayrica kronik
yara enfeksiyonlari, rekiiran idrar yolu enfeksiyonlari, endokardit ve kistik fibrozle iligkili

akciger enfeksiyonlar1 gibi persistan doku enfeksiyonlarinda rol oynayabilmektedirler.

Biyofilm olusturan bakteriler, Crohn hastaligi gibi kronik inflamatuvar hastaliklarla
da iligkili olabilmektedir (Claret ve ark. 2007) Mikroorganizmalarin dokuya tutunmasi
(aderans1) akut enfeksiyon silirecinin bir parcast oldugu gibi, biyofilm olusumunun
enfeksiyondaki biiyiiktiir. Biyofilm olusumu kateterler, stentler, ortopedik implantlar, kontakt

lensler ve implante edilebilen elektronik aletlerde de yaygin olarak goriilmektedir.

Biyofilm enfeksiyonlar1 diisiik kaliteli immun yanitla birlikte kroniklesebilmekte ve
hastanin Oliimiine yol acabilmektedir. Biyofilm enfeksiyonlarimin sikligi, antibiyotik
tedavisine karsi direnci ve enfeksiyonun tedavisi ic¢in enfekte viicut yabanci cisminin

cikarilmasi gerekliligi onemli saglik giderlerine neden olmaktadir.

2.2.5. Biyofilmlerde antibiyotik direnci

In vitro ve hayvan deneyleri ile yapilan calismalarda antibiyotiklerin planktonik
bakteri hiicrelerine, biyofilm i¢inde biiyiiyen bakteri hiicrelerinden daha az etkili olduklar1
gosterilmistir. Agikca goriilen bu direng, bakterilerin metabolik durumu (yavas iireme, kiiciik
koloni varyantlar1 ve persistan hiicrelerin yogunlugu), ¢evrenin heterojenitesi (biyofilmin
pH’s1, icindeki besin veya oksijen miktar1) veya antibiyotik girisinin engellenmesi (baglanma,
inaktivasyon, veya zayif difiizyon) ile iliskili faktorlerin bir araya gelmesiyle

gerceklesmektedir. Ancak bu faktorler arasindaki sebep ve sonug iliskisinin dogrudan
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deneysel olarak kaniti ve antibiyotiklerin etkinliginin eksikligi her zaman iyi bir sekilde

raporlanmamaktadir.

Biyofilmlerdeki antibiyotik direnci ile ilgili yapilan bir ¢alismada S. aureus ve S.
epidermidis’e ait slaym tabakasinin vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptidlerin etkisini
azalttigi bulunmustur. Trimetoprim/sulfametoksazole, doksisiklin, gentamisin, tobramisin,
netilmisin, amikasin, isepamisin, ofloksasin, siprofloksasin ve daptomisin kloksasilin,
amoksisilin/klavulanik asit, imipenem, sefpirome, eritromisin, roksitromisin, klindamisin,
fusidik asit gibi antibiyotiklerin ise S. epidermidis eksopolisakkarit matriksi tarafindan orta
derecede etkilendikleri bildirilmistir. Baska ¢alismalarda ise S. epidermidis glikokaliksinin
pefloksasisin  duyarliligini azalttigi, daptomisin, linezolid ve quinupristin/dalfopristin
aktivitelerini orta derecede etkiledigi, flukloksasilin, sefazolin, klindamisin rifampisin,
fleroksasin ve ranbezolid’in aktivitelerini ise degistirmedigi ileri stiriilmiistiir (Farber ve ark.

1990; Souli ve Giamarellou 1998; Konig ve ark. 2001)

Bir ¢ok antibiyotigin  subinhibitér konsantrasyonlarinin S.  epidermidis
biyofilmlerindeki polisakkarit interseliller adezinin (PIA) ekspresyonunu arttirdigi
bildirilmistir. Ancak ¢ogu ¢alismada bakteri biyofilmlerindeki slaym disindaki faktorlerin
antibiyotiklerin S. aureus biyofilmlerine karsi etkisinde rol oynamadigi bildirilmistir. Belirli
miktarda ¢éziinmiis antibiyotigin, floresanla isaretlenmis daptomisinde de oldugu gibi S.
epidermidis biyofilmlerine difiizyonla penetre oldugu gosterilmistir. PIA’nin vankomisinin,
S. epidermidis biyofilminden difiizyonunda etkili olmadig1 bulunmustur (Rachid ve ark. 2000;
Stewart ve ark. 2009)

Yapilan bir c¢alismada oksasilin, sefotaksim ve vankomisinin S. aureus ve S.
epidermidis biyofilmleri tarafindan penetrasyonunun 6nemli dl¢iide azaltildigi ancak olgun
biyofilmlerin amikasin ve siprofloksasinin penetrasyonunu etkilemedigi gosterilmistir (Singh
ve ark., 2010).

2.2.6. Biyofilm kontrolii

Biyofilm kontrolii; biyofilm olusumun 6nlenmesi, biyofilmlerin pargalanmasi veya
ortadan kaldirilmasi seklinde gerceklestirilebilmektedir. Biyofilm olusumunun onlenmesi
amaciyla, adezyonun Onlenmesi (Orn: materyallerin uygulanma sekli, antibiyotik veya
antikoagiilan kullanimi), EPS olusumunu engelleyen ksilitol, galyum, demir selasyon ajant

laktoferrin kullanimi, bakteriyel farklilagsmanin ve toplanmalarmin engellenmesi (Quorum
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sensing antagonistleri ya da laktoferrin kullanimi), QS inhibisyonu (Gram negatif bakterilerde
QS’den sorumlu ana molekiil N-a¢il homoserin lakton (AHL) analoglari/ Gram pozitiflerde
RIP denilen sentetik peptid S.aureus’un QS sinyallerini algilamasinin engellenmesi),
Kataterlerin antibiyotik veya biyositlerle kaplanmasi (Orn: Rifampin ve minosiklin/ sefazolin,
giimiis siilfadiazin ve giimiis emdirme), enzimle kaplanmasi (Orn: Peroksidaz titanyum
kaplamalarla C.albicans’in  biyofilm olusumunun kisitlanmasi) gibi  yontemlere
basvurulabilmektedir (Shadia ve Aeron 2014)

Biyofilmin par¢calanmasi veya ortadan kaldirilmasi amaciyla matriksin ¢esitli enzimler
araciligryla ortadan kaldirilmas1 (Orn: DNaz I, dispersin B, a-amilaz, aljinat liyaz), endojen
enzim {retimi ile EPS’yi pargalanabilmesi (6rnegin Dispersin D, aljinaz, proteaz,
depolimeraz, glikosidaz gibi enzimler) s6z konusudur (Thallinger ve ark. 2013). Yapilan bir
caligmada Actinobacillus actinomycetemcomitans’in irettigi dispersin B enziminin S.
epidermidis biyofilmini pargaladigi ve yiizeylerin 6ncelikle bu enzimle kaplanmasinin S.
epidermidis’in biyofilm olusumunu dnleyebilecegi bildirilmistir (Kaplan ve ark., 2004). Son
zamanlarda yeni bir antibiyofilm stratejisi olarak ortaya c¢ikan bakteriyofajla kodlanmis
peptidoglikan hidrolazi- lizinler gelecek vaad etmektedirler. Saflagtirilmis proteinler olan
lizinler bir ¢ok Gram pozitif patojen bakterilerin planktonik formlarina karsi etkili bir
bakteriyolitik aktivite sergilemektedirler. Yapilan ¢aligmalarda S. aureus, Streptococcus
pneumoniae ve Streptococcus pyogenes’in biyofilmlerine karsi artan bir antibiyofilm
aktiviteden s0z edilmektedir. Biyofilmlerin hizli bir sekilde eradike edilmesinde ve
bakterilerin tamaminin 6ldiiriilmesinde lizinlerin kullanilmasi antibiyofilm ila¢ gelistirilmesi
alaninda yeni bir firsat ortaya koymaktadir. Onceki calismalarda S.aureus’un yol agtif
bakteriyemi ve endokardit tedavisi i¢in klinik arastirmada olan etkili antistafilokokal lizin CF-
301°in, MRSA BAA-42 susu tarafindan olusturulan olgun biyofilmi par¢alama yetenegi
gosterilmistir. CF- 301°in bir ¢ok metisiline duyarli ve direngli S. aureus izolatina, koagiilaz
negatif Stafilokoklara (S. pyogenes, ve Streptococcus agalactiae) ait olgun biyofilmleri
parcalayabildigi de bildirilmistir. CF-301’in kateterler de dahil bir ¢ok yiizeyde olusan
biyofilm Kkiitlesini eradike edebilme ve biyofilmdeki bakterileri 6ldiirebilme yetenegi
gosterilmistir. Sonrasinda ayrica polimikrobiyal biyofilmlere, insan kaninda veya eklem
stvisinda olusan biyofilmlere ve hem plantonik kiiltiirlere hem de S. aureus’un persistan

formlar1 i¢in zenginlestirilmis biyofilmlere karsi da aktivitesi oldugu gosterilmistir. Son



40

olarak CF-301 ve diger bir hiicre duvart hidrolazi olan lizostafin arasinda iyi bir sinerjist etki

tamimlanmustir (Schuch ve ark. 2017).

2.3. Difiize olan Sinyal Faktorii (DSF) ailesi QS sinyal molekiilleri

DSF ailesinin hiicre-hiicre sinyalleri, farkli zincir uzunlugu ve dallanma 6zelligine
sahip cis-2-doymamis yag asitleridir. DSF sinyal molekiilleri biyofilm olusumu, antibiyotik
tolerans1 ve viriilans faktorlerinin liretimi gibi fonksiyonlar diizenlemek tizere ¢esitli bitki ve
insan patojen bakterilerinde tanimlanmistir. Tablo 2-2’de ¢esitli bakterilerde bulunan DSF
ailesi sinyalleri tarafindan diizenlenen virtilansla iliskili olan ve olmayan cesitli faktorler
gosterilmistir. DSF sinyallesme sistemine miidahale ile bakteriyel hastaliklarin kontrolii i¢in

yeni firsatlar saglanabilmektedir (Dow 2016).

Bir ¢ok mikroorganizma, popiilasyon yogunlugu veya nisler gibi c¢evrelerinin
durumlarina tepki gostererek biyolojik faaliyetlerini diizenlemek i¢in ¢ogunlukla hiicre-hiicre
sinyallerini kullanmaktadir. Bu tiir bir iletisim, yayilabilir sinyal molekiillerinin sentezine ve
serbest kalmasina, farkli reseptorler tarafindan algilanmalarina, bakteriyel gen ifadesi ve
davraniginda degisikliklere yol agan sinyal iletimine baghidir. Hiicre-hiicre sinyalleri,
biyofilmlerin olusumu ve viriilans faktorlerinin sentezi gibi ¢esitli siiregleri diizenlemektedir.
Biyofilm i¢indeki bakteriler genellikle antibiyotiklere kars1 planktonik formlarina gére daha
toleranshdir, dolayisiyla sinyallesme sistemi ile miidahale edilmesi, viriilans1 azaltarak ve
mevcut  antibiyotik  tedavilerinin  etkinligini  artirarak  hastaliklarin ~ kontroliinii
saglayabilmektedir. Bu tiir stratejilerin gelistirilmesi kismen sinyal sentezi, algi ve

transdiiksiyonun molekiiler mekanizmalarinin ayrintili olarak bilinmesine baghdir.

Bakteriyel sinyal molekiilleri ¢esitli kimyasal siniflara aittir (Deng ve ark. 2011; Ryan
ve ark. 2015). Ailenin bilinen ilk iyesi, bitki patojeni Xanthomonas campestris’den elde
edilen cis-11-metil-2-dodekanoik asittir (DSF olarak adlandirilmistir) (Barber ve ark. 1997;
Wang ve ark. 2004). Ailenin diger tiyeleri, Burkholderia cenocepacia (cis-2-dodekanoik asit;
BDSF), Xylella fastidiosa (cis-2-tetradekanoik asit; XfDSF; cis-2-hekzadekanoik asit;
XfDSF2), Xanthomonas oryzae (cis-11 metildodeka-2,5-dienoik asit; CDSF) ve
Pseudomonas aeruginosa (cis-2-dekanoik asit) (Boon ve ark. 2008; Beaulieu ve ark. 2013;
lonescu ve ark. 2016; He ve arkadaslari, 2010; Davies ve Marques, 2009). 2-pozisyonundaki
cis doymamus ¢ift bag, DSF ailesi sinyallerinin imzasi olarak kabul edilmekle birlikte aktivite

i¢in 6nemli bir yapisal 6zelliktir (Wang ve arkadaglari, 2004).
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Denenen trans tiirevleri ise ¢ok az veya hig¢ sinyal aktivitesine sahip degildir. Bununla
birlikte, P. aeruginosa DSF veya BDSF sentezlemese de, bu molekiilleri, degistirilmis
biyofilm mimarisi gibi bakteriyel davramislarin sonuglariyla birlikte algilayabilmektedir.
Antibiyotik direncinin artmasi (Ryan ve ark. 2008), Burkholderia cenocepacia ve P.
aeruginosa'nin N-agil homoserin laktonlar ve alkil kinolonlarin aracilik ettigi ek QS
sistemlerine sahip oldugunu ve bu farkl sistemler arasinda diizenleyici bir etkilesim oldugunu

gostermektedir (Schmid ve ark. 2012; Udine ve ark. 2013).

DSF ailesinin {irettigi sinyaller, Xanthomonas spp., Stenotrophomonas maltophilia, B.
cenocepacia ve P. aeruginosa (Ryan ve ark. 2015) gibi bir dizi bitki ve insan patojeni
bakterinin viriilansin1 olumlu yonde etkilemektedir. Aksine, Xylella fastidiosa'nin sinyal
yetersizligi olan mutantlarinin, bitkilere karsi gelismis viriilansa sahip olduklari, ancak bocek
vektorlerinde kolonizasyon kapasitesinin azalmasi ile enfekte olmamis bitkilere

bulagmalarinin zorlastig1 bildirilmistir.

DSF aile sinyalleri ayn1 zamanda tiirler aras1 ve alemler arasi sinyallesmede de rol
oynamaktadir. Cis-2-dekanoik asit, DSF ailesi sinyalleri tiretmeyen bir dizi Gram negatif ve
Gram pozitif bakterilerde biyofilm olusumunu indiikklemekte ve ayrica bir takim
organizmalarda da antibiyotiklerin etkisini arttirmaktadir. BDSF, dimorfik mantarda maya-
hif gecisini modiile edebilmekte (Boon ve ark. 2008) ve DSF bitkilerdeki savunmaya bagl
yanitlar tetikleyebilmektedir (Kakkar ve ark. 2015).

2.3.1. DSF sinyal iletiminin iki temel yolu

Xanthomonas spp’de bulunan rpf (for regulation of pathogenicity factors; patojenite
faktorlerini diizenleyen) gen kiimesi, DSF sinyallesme sisteminin bilesenlerini kodlamaktadir
(Ryan ve ark. 2015). DSF'nin sentezi tamamen enoil CoA hidrataz ile amino asit sekansi ile
ilgili olan krotonaz siiper ailesinin bir enzimi olan RpfF'ye bagimlidir. RpfF'nin kendi
promotorii olmasina ragmen, ayn1 zamanda uzun zincirli yag acil CoA ligazin1 kodlayan
upstream (yukar1 yonde) rpfB geni ile bir operonun pargasi olarak da kopyalanmaktadir. DSF
algilama ve sinyal iletimi, komsu bir operon tarafindan kodlanan RspfC ve regiilatér RpfG'den

olusan iki bilesenli bir sistemi igermektedir (Sekil 2-8).
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Sekil 2-8: Xanthomonas ve Burkholderia tiirlerindeki (sirasiyla A ve B) DSF ailesi
sinyallerini iceren iki temel sinyallesme yolagi- Dow (2016)’dan.

Her iki durumda da DSF sinyal molekiilleri bir RpfF homologu tarafindan sentezlenmistir.
Sinyal transdiiksiyonu ikincil haberci siklik di-GMP nin doniisiimii ile baglantilidir. Xanthomonas' da
(a) sinyal algis1 ve iletimi, bir sensor kinaz olan RpfC ve bir HDGYP domain siklik di-GMP
dosfodiesteraz olan iki bilesenli regiilatér RpfG icermektedir. Burkholderia'daki (b) sinyal algilama,
siklik di-GMP bozulmasinda rol oynayan bir sitoplazmik GGDEF-EAL domaini proteini olan RpfR'yi
igermektedir.

RpfC, bir transmembran duyusal girdi alani, histidin kinaz, CheY-benzeri alic1 (REC)
ve HPt alanlar1 ile kompleks bir duyusal kinazdir, oysa RpfG'nin alic1 alani, bir siklik di-GMP

fosfodiesteraz olan HD-GYP alanina baglanmistir.

DSF'nin RpfC tarafindan algilanmasi, ikinci haberci olan siklik di-GMP'nin hiicresel
seviyesinde, muhtemelen oto-fosforilasyon ve daha sonra RpfG'ye fosfo-transferi yoluyla bu
proteini, siklik di-GMP bozunmasi igin aktive eden bir degisiklik ile baglantilidir. RpfC
sadece DSF ig¢in bir sensor olarak degil ayn1 zamanda DSF biyosentezinin baskilanmasinda
da rol oynamaktadir (Slater ve ark. 2000). Bu sinyal sentezinin diizenlemesi i¢in cesitli

mekanizmalar 6nerilmistir. Bunlar RpfC'nin rpfF ifadesi iizerindeki etkisi (An ve ark. 2013)
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ve RpfC ile RpfF'nin fiziksel etkilesimi yoluyla sinyal sentezinin baskilanmasini igermektedir
(He ve ark. 2006). Biyoinformatik analizler, rpfF-rpfC-rpfG'nin ana elementlerinin insan
patojenleri olan S. maltophilia‘’da ve ayn1 zamanda Thiobacillus ve Leptospirillum tiirleri gibi
ilgili olmayan bakterilerde bulunan bitki patojenleri olan Xanthomonas ve Xylella cinsinden

bakterilerde yaygin olarak korunmus oldugunu ortaya koymaktadir.

DSF ailesi sinyallesme sisteminin ikinci temel yolu, ilk olarak Burkholderia'da
tanimlanmistir. Burkholderia'daki BDSF sentezi RpfF'nin bir homologuna baglidir (Boon ve
ark. 2008). Ancak BDSF algis1 PAS, GGDEF ve EAL bdlgelerine sahip bir protein olan
RpfR'ye baghdir (Deng ve ark. 2012). GGDEF ve EAL alanlari, ikinci mesajct siklik di-
GMP'in (Rémling ve ark. 2013) sentezinde ve bozulmasinda rol oynamaktadir. in vitro
ortamda RpfR, BDSF'nin N-terminal PAS alanina baglanarak modiile edilen siklik di-GMP
fosfodiesteraz aktivitesi sergilemektedir (Deng ve ark. 2012). RpfF ve rpfR genleri bitisik ve
yakin bir sekilde kopyalanmakta ve sadece Burkholderia tiirlerinde degil, ayn1 zamanda
Achromobacter gibi ilgili cinslerden ve Yersinia, Serratia, Cronobacter ve Enterobacter’i de
iceren Enterobacteriaceae familyasi1 bakterilerinde de biiyiikk 6l¢iide korunmaktadir. Buna
gore, DSF ailesi sinyallerinin {iretiminin Burkholderia spp'de yaygin oldugu gosterilmistir.
Ayrica, RffR/RpfF'nin biyofilm olusumu, koloni morfolojisi ve Zebrafish embriyolarinin
Cronobacter turdiumis virulansi i¢in bir rolii oldugu da yakin zamanda agiklanmistir
(Suppinger ve ark. 2016b).

Bagka DSF ailesi sinyal transdiiksiyon yollar1 da Xanthomonas ve Burkholderia'da
tanimlanmistir (Ryan ve ark. 2015). Xcc'nin ¢oziinebilir histidin kinaz RpfS'si, DSF-
diizenlenmis genlerinin bir alt kiimesinin ifadesini etkilemek i¢cin DSF'yi N-terminali PAS_4
alaniyla baglar. Benzer sekilde, B. cenocepacia'daki karmasik sensor kinaz BCAMO0227,
Xcec'nin RpfC'sinin bir homologu degildir ve BDSF'ye bagl faktorlerin bir alt kiimesinin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Biyoinformatik analizler, bu sensorlerin RpfS'nin
Xanthomonas tiirlerinde tam olarak korunmadigimi ve RpfR'nin aksine BCAMO0227'nin B.
cenocepacia ile smirli oldugu igin yardimci parca olarak kabul edilmesi gerektigini

diisiindiirmektedir (Ryan ve ark. 2015).

Iki temel yolun her ikisi de bir DSF ailesi sinyalinin di-GMP dongiisiine, farkli
mekanizmalarla baglanmasini saglamaktadir. Siklik di-GMP, hiicre igindeki transkripsiyon,

transkripsiyon sonrasi ve post-translasyonel seviyelerdeki diizenleyici etkisiyle bilinir ve
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cesitli organizmalarda biyofilm olusumu ve viriilans faktorii sentezinin diizenlenmesinde
anahtar role sahiptir (Romling ve ark. 2013). Sonug olarak siklik di-GMP, sinyallesmenin
diizenlenmesi ve bakteriyel siireclerin kontroliine izin vermektedir (Sintim ve ark. 2010;

Romling ve Balsalobre 2012; Caly ve ark. 2015).

2.3.2. Pseudomonas aeruginosa’daki cis-2-dekanoik asit sinyali

P. aeruginosa'nin bir rpfF-rpfC-rpfG veya rpfF-rpfR gen kiimesi yoktur, fakat RpfF
homolog Dspl'den cis-2-dekanoik asit iiretmektedir (Davies ve Marques, 2009; Amari ve ark.
2013). Dspl geni, yag asidi metabolizmasinda rol oynayan enzimleri kodlayan bir gen
kiimesinde bulunmakta, bununla birlikte bu sinyal i¢in sensoériin ve transdiiksiyon

mekanizmasinin kimligi bilinmemektedir.

DSF sinyallerini sentezleyen RpfF proteinleri, krotonaz siiper familyas1 enzimlerinin
tiyeleridir ve amino asit sekanslart “enoil CoA hidratazlar” ile benzerlige sahiptir (Barber ve
ark. 1997; Boon ve ark. 2008; Amari ve ark. 2013). In vitro ¢alismalar, B. cenocepacia’nin
RpfF homologu tarafindan gerceklestirilen BDSF sentezi i¢in birincil substratin, yag asidi
biyosentezinde bir ara madde olan 3-hidroksil-yag-acil-ACP (agcil tasiyict protein) oldugunu
belirlemistir (Bi ve ark. 2012). BDSF'nin iretilmesi, enzimin baslangicta 3-
hidroksidodekanoil-ACP'yi cis-2-dodekanoil-ACP'ye doniistiirmek igin bir dehidrataz olarak
ve daha sonra serbest BDSF'yi birakmak iizere bir tiyoesteraz olarak g¢aligmasini
gerektirmektedir. B. cenocepacia'dan (veya Xcc) elde edilen RpfF ayrica, tiyoesteraz
aktivitesiyle herhangi bir yag agil ACP substratindan, serbest doymus yag asitleri
tiretebilmektedir (Bi et al. 2012; Zhou ve ark. 2015a). BDSF'nin in vitro sentezi, bu tiyoesteraz
reaksiyonunu tersine ¢evirmek icin ekzojen bir agil-ACP sentetazin eklenmesini
gerektirmektedir (Bi ve ark. 2012). RpfF, hem dehidrataz / desatiiraz hem de tiyoesteraz
aktivitesi olan krotonaz siiper ailesinin tek iiyesidir. RpfF'nin farkli bakterilerdeki mutasyonu
sadece DSF familyasinin doymamis yag asitlerini degil, ayn1 zamanda doymus yag asitlerinin
de kiiltiir siipernatantlarindaki goriiniimiinii etkilemektedir (Beaulieu ve ark. 2013; Huang ve
Lee Wong 2007). Bu durum in vivo desatiiraz ve tiyoesteraz aktivitelerinin sadece DSF ailesi

sinyal iiretimine izin vermek amaciyla siki bir sekilde koordine edilmedigini gostermektedir.

2.3.3. RpfF ve RpfC arasindaki etkilesim
Yukarida belirtildigi gibi, Xcc'deki RpfC sadece DSF i¢in bir sensor olarak degil, ayni

zamanda DSF biyosentezinin baskilanmasinda da rol oynamaktadir. RpfC'nin bu hareketine,
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kismen RpfF'nin DSF sentezini sinirlandirmasini saglayan RpfC ve RpfF'nin REC alani
arasindaki protein-protein etkilesimi tarafindan aracilik edilebilmektedir (He ve ark. 2006).
DSF’ye baglanmak iizere RpfC'deki konformasyonel degisiklikler, RpfF'nin saliniminin bir
sonucu olarak DSF sentezinin hizli otoindiiksiyonuna izin verebilmektedir. RpfC REC
alaninin ko-kristal kompleksinin yapilar1 RpfF ile birlikte etkilesimlerin ve katilan rezidiilerin
dogasini ortaya ¢ikarmistir (Cheng ve ark. 2010). Bu gozlemler aym1 zamanda Xylella
fastidiosa’da XfDSF sinyal iletimi igin anahtar gibi goriinen RpfF-RpfC etkilesimlerinin
roliine molekiiler bir bakis agis1 saglayabilmektedir (Ionescu ve ark. 2013). DSF ailesi
sinyalinin eklenmesi, Xylella'da rpfF mutant fenotipini vahsi tipe (Xanthomonas'ta oldugu
gibi) doniistirmez. Bunun yerine Xylella'da sinyal iletimi hem RpfC hem de RpfF
gerektirmektedir. Ayrica RpfF'nin enzimatik olarak inaktif varyantlari, Xylella'daki RpfF'nin
cok islevli oldugunu gosteren XfDSF sinyal iletimini de destekleyebilmektedir (Ionescu ve
ark. 2013). RpfF'nin sinyal transdiiksiyon mekanizmasinin bir pargasi olarak diger proteinlerle
etkilesip etkilesmedigi halen bilinmemektedir. Mevcut yapisal bilgilerin, bu anahtar roliindeki
RpfF-RpfC etkilesimlerine miidahale edebilecek molekiillerin tasarimina izin verip

vermeyecegi goriilecektir.

2.3.4. Sinyal bozulmasi ve RpfB'nin rolii

Baglangicta, bir yag asidi CoA ligaz1 oldugu 6ngoriilen RpfB'nin, Xanthomonas'in
sinyal sentezinde rol oynadig1 diisiiniilmiis, ancak daha sonra RpfF'nin tiyoesteraz etkisi ile
tiretilen doymus yag asitlerinin harekete gegirilmesinde etkili oldugu anlagilmistir (Bi ve ark.
2014). Bu hareket doymus yag asitlerinin fosfolipid biyosentezinde geri kazanimlarina ve
kullanilmasina izin vermektedir. Buna ek olarak, RpfB'nin DSF’nin bozunmasinda bir rolii
oldugu bildirilmesine ragmen in vitro RpfB'nin BDSF veya DSF'ye kars1 ¢ok az faaliyeti
vardir (Almeida ve ark. 2012; Zhou ve ark. 2015b). Bu bulgular, in vivo aktivitenin ek
faktorlerle veya belki de diger proteinler ile etkilesimler tarafindan yonlendirilen
konformasyondaki degisim ile modiile edildigini gostermistir (Zhou ve ark. 2015b). RpfB'nin
ortologlari, bir¢cok bakteride siklikla meydana gelmekte ve bu da DSF ailesi sinyallerini
indirgeme yeteneginin yaygin olabilecegini diisiindiirmektedir. Burkholderia spp'de, kodlayan
genler, Xanthomonaslar’da goriilenlere karsin, rpfF ile baglantili degildir.

Fonksiyonel bir yap1 birgok bakterinin, dzellikle hizli degradasyona sahip Bacillus,

Paenibacillus, Microbacterium, Staphylococcus ve Pseudomonas cinslerine ait bazi suslarla
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DSF'yi indirgeme yetenegine sahip oldugunu gostermistir (Newman ve ark. 2008; Caicedo ve
ark. 2016). Pseudomonas susundaki G mutasyon analizi, hizli DSF inaktivasyon /
degadasyonunda carAB igin bir rol gostermistir (Newman ve ark. 2008). CarAB genleri,
pirimidinlerin ve arjininin biyosentezinde bir Oncii olan karbamoilfosfatin sentezinden
sorumlu enzimleri kodlamaktadir. Bu durum, UDP-sekerlerin de sinyal dongiisiine katilimini
diisiindiirebilmektedir. RpfB'nin ortologlarinin da bu bakterilerde DSF bozulmasina katkida

bulunup bulunmadig: heniiz bilinmemektedir.

DSF bozunmasina neden olabilen ¢evresel veya bitki ile iligkili organizmalarin
tanimlanmasi, bunlarin belirli bitki hastaliklarina yonelik potansiyel biyokontrol ajanlar
olarak degerlendirilmesini saglamistir. DSF'yi parcalayabilen bakterilerin agilanmasi, tiziimde
bulunan Xylella fastidiosa’nin, yabani hardalda bulunan Xcc’nin ve narenciyede bulunan
Xanthomonas citri’nin viriilans ve semptom tiiretimini azaltabilmektedir (Newman ve ark.
2008; Caicedo ve ark. 2016). Bu bulgular birlikte ele alindiginda, 6zellikle Xanthomonas
tiirlerinin neden oldugu bitki hastaliklarinin biyokontrolii i¢in daha fazla susun segilmesinin

miimkiin olabilecegini diisiindiirmektedir.

2.3.5. Sinyallesmeyi engelleyen DSF'nin yapisal analoglar:

Sinyal sentezinin engellenmesine ek olarak, sinyallesmenin kiigiik molekiil
modiilasyonu veya asag1 yonde transdiiksiyon basamaklari, hastalik siddetini etkileyebilmekte
ve tedaviyi iyilestirmek i¢in bir yol saglayabilmektedir (Njoroge ve Sperandio 2009). Yapisal
sinyal analoglarinin nispeten kii¢lik kiitliphaneleri veya kimyasal bilesiklerin ¢ok biiyiik
rastgele kiitliphaneleri, yiliksek verimli yontemler kullanilarak, ilging oncii bilesikleri i¢in
taranabilmektedir. Bu strateji, bir dizi Gram-negatif patojenin sitoplazmik membraninda
bulunan bakteriyel Al-3 sinyalinin yani sira konakg¢1 sinyalleri i¢in bir alic1 olan sensor kinaz
QseC'yi de hedeflemek amaciyla basariyla kullanilmistir (Rasko ve ark. 2008; Curtis ve ark.
2014). Inhibitdr molekiiller, bir etki olusturmak igin bakteriyel sitoplazmaya girmeye ihtiyac
duymadiklarindan, hiicre yiizeyinde veya sitoplazmik membranda bulunan duyusal proteinler

giris hedefi olarak caziptir.

Son zamanlarda yapilan heniiz yaymlanmamis bir ¢alismada, DSF'nin yapisal
analoglarinin bir grubunun, Xanthomonas’in RpfC'si ile iliskili bir sensor kinaz olan, P.
aeruginosa'nin PA1396’s1 lizerindeki etkisini incelenmis ve PA1396’nin BDSF veya DSF

iireten bakterilerde tiirler arasi sinyallesmeye katilmakta oldugunu belirlemislerdir.
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Yukarida belirtildigi gibi, P. aeruginosa DSF veya BDSF'yi sentezlemese de, gen
ekspresyonundaki degisiklikleri aktive eden, biyofilm olusumunu degistiren ve antibiyotik
toleransini arttirabilen bu molekiilleri PA1396 araciligiyla algilama yetenegine sahiptir (Ryan
ve ark. 2008). Tiirler arasi sinyallesmenin bu sekli, P. aeruginosa’nin DSF ve BDSF iireten
S. maltophilia ve Burkholderia tiirleri ile birlikte bulundugu, kistik fibroz (CF) ile iliskili
polimikrobiyal enfeksiyonlarda ortaya ¢ikabilmektedir. Ancak PA1396, P. aeruginosa'da

bulunan DSF ailesinin tiir i¢i sinyali olan cis-2-dekanoik aside yanit vermemektedir.

DSF'nin ¢esitli yapisal tiirevlerinin hem in vitro hem de miirin enfeksiyonu
modellerinde P. aeruginosa'nin biyofilm olusumunu ve antibiyotik toleransini azalttig
gosterilmistir. Bu tarz etkiler biiyiik 6l¢lide, molekiillerin PA1396 ile etkilesimine baglidir.
Bu nedenle tiirevler yeni antibiyotik adjuvanlari i¢in oncii bilesikleri temsil edebilmektedir.
Ayni bilesiklerin RpfC-RpfG iki bilesenli sistemle bakterilerdeki viriilans gen ekspresyonunu
etkileyip etkilemedigi veya RpfR'nin aktivitesini etkileyip etkilemedigi ise zamanla
goriilecektir. RpfR baglaminda, sinyalin varliginda veya yoklugunda PAS alanmin kristal
yapilarinin belirlenmesi, bagka inhibe edici molekiillerin rasyonel tasarimina da yardimci

olabilmektedir.

2.3.6. Potansiyel terapotikler olarak DSF ailesi molekiilleri

Yapilan bir ¢alisma, sinyal molekiillerinin kendilerinin de, bu molekiilleri iretmeyen
organizmalarda antibiyotik etkinligini ve biyofilmin dagilmasini destekleyecek uygulamalara
sahip olabildigini goéstermistir. DSF ve BDSF'nin, B. cereus, S. aureus, M. smegmatis,
Neisseria subflava ve P. aeruginosa gibi bakterilere karsi antibiyotiklerin antimikrobiyal
etkinligini arttirdig1 gosterilmistir (Tian ve ark. 2013; Deng ve ark. 2014). BDSF insanlarda
ve hayvanlarda tulareminin etkeni Francisella tularensis i¢in model bir organizma olan F.
novicida'nin biyofilm olusumunu inhibe etmekte ve biyofilmin pargalanmasma yol
acmaktadir (Dean ve ark. 2015). Cis-2-dekonik asidin de S. aureus tarafindan iiremeyi ve
biyofilm olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (Davies ve Marques 2009; Jennings ve ark.
2012). Buna ek olarak, E. coli ve P. aeruginosa'nin antimikrobiyallere direngli persister
hiicrelerini duyarl bir duruma doniistiirebilmekte (Marques ve ark. 2010), antibiyotik veya
antiseptiklerle kombinasyon halinde, 6nceden belirlenmis tek tiir veya mantar-bakteri miks
biyofilmlerini ortadan kaldirabilmektedir (Rahmani-Badi ve ark. 2014; Sepehr ve ark. 2014;
Rahmani-Badi ve ark. 2015).
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DSF, BDSF ve CDSF'nin hepsi Candida albicans'da maya-hif morfolojik gegisini
inhibe edebilmektedir (Boon ve ark. 2008; He ve ark. 2010; de Rossi ve ark. 2014). Maya ve
hif formlar1 arasinda geg¢is yapma kabiliyeti, C. albicans virulansinin enfeksiyon siirecinde
onemli rollere sahip olan hif formu ile ilgili bir 6zelligidir. Bu nedenle, bu gegisin DSF ve
tirevleri tarafindan inhibe edilmesinin tedavide potansiyel bir roli olabilecegi
diistiniilmektedir. BDSF'nin de, C. albicans’in mayadan hif formuna morfolojik ge¢isinin
modiilasyonuna bagli olarak kateterlere yapismasini inhibe edebildigi bildirilmistir (Tian ve
ark. 2013). Ozellikle hem BDSF hem de trans tiirevi, yapismay1 ve germ tiip olusumunu
engelleyebilmekte ancak altta yatan sinyal iletim mekanizmalart heniiz bilinmemektedir.
Pratik uygulamalara ek olarak, bu gozlemler ayn1 zamanda DSF {ireten bakteriler ve
iiretmeyen mikroorganizmalar arasindaki tiirler aras1 veya alemler arasi sinyallesmelerin
dogada birlikte yasadiklar1 ortamlarda meydana gelme olasiligini da gostermektedir. Ornegin,
DSF iireten bakteriler ve C. albicans arasindaki etkilesimler, kistik fibréz hastalarinin hava
yolunda meydana geldigi gibi polimikrobiyal topluluklarda da 6nemli olabilmektedir. Dikkat
edilmesi gereken bir husus da, in vitro ¢alismalarda belirli etkiler i¢in gerekli olan sinyal
molekiilleri konsantrasyonlarinin, in vivo ¢alismalarda elde edilen fizyolojik bir aralik i¢cinde

bulunamayabilmesidir.
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Tablo 2-2: Bakterilerde bulunan DSF ailesi sinyalleri tarafindan diizenlenen faktorler-Ryan

ve ark., 2015°den.

Mikroorganizma

Biyolojik yanit

Tiir ici sinyallesmede rol alan DSF ailesi sinyalleri

Xanthomonas campestris

Xanthomonas oryzae pvs.oryzae ve

oryzicola

Xanthomonas axonopodis

Xanthomonas citri subsp. citri

Xanthomonas hortorum pv.pelargonii

Xylella fastidiosa

Pseudomonas aeruginosa

Burkholderia cenocepacia

Stenotrophomonas maltophilia

Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans

Staphylococcus aureus

Bacillus cereus

Escherichia coli

Hiicre disi enzim {iiretimi, hiicre dist polisakkarit iiretimi,
pilA-bagimli hareket, biyofilmin dagilmasi, kiiciik RNA,
uzama faktori P’nin doniisiimii, siklik glukan sentezi,
Arabidopsis’in stoma agilma faktorleri

Demir alimi, pirince karsi demire bagimli viriilans, hiicre disi
proteazlar, hiicre dis1 poligalakturonaz, asparajin sentezi

Hiicre disi enzim {iiretimi, hiicre dig1 polisakkarit iiretimi,
flagellaya bagimli biyofilm olusumu

Konak yapraginin yiizeyine tutunma, limon ve greyfurt
yapraklarina penetrasyon

Viriilans, in planta hareketi
Vektor boceklerde kolonizasyon ve tutunma, bitkilere
bulagsma ve yayilma

Biyofilmin dagilmasi, cansiz persister hiicre durumunun geri
dontigimii

Tutunma, biyofilm olusumu, swarming (yayilma) hareketi,
fare, zebra balig1 ve bocek modellerinde viriilans

Agir metal toleransi, antibiyotik direnci, hiicre dis1 proteaz
uretimi, Galleria mellonella larvasina karsi tolerans

Tiirler arast1 ve mikroorganizma konak arasi
sinyallesmede rol alan DSF ailesi sinyalleri

Polimiksin direnci, biyofilm olusumu, fare modellerinde
persistans, tip Il sekresyonu.

Mayadan hife dimorfik doniigiimiin inhibisyonu, kateterlere
aderans (tutunma)

Aminoglikozid direncinin inhibisyonu, biyofilm olusumun
inhibisyonu

Biyofilm olusumun inhibisyonu, aminoglikozidlere karsi
duyarlilik.

Biyofilm olusumun inhibisyonu, persister (kalic1) hiicrelerin
duyarli duruma doniistiiriilmesi
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2.4. Antibiyotiklerle ilgili genel bilgiler

2.4.1. Daptomisin

Daptomisin, genellikle Gram pozitif bakterilere karsi, konsantrasyona bagli hizli bir
sekilde etki eden ve bakterisidal etki gosteren siklik lipopeptid yapida bir antibiyotiktir (Sekil
2-9). Daptomisinin su ana kadar test edildigi, Enterokoklar disindaki klinik Gram pozitif
bakteri suslarmin %90’ mina karst MIK degerleri <1 pg/ml, Enterokoklar icin ise MIK
degerleri 2-4 ng/ml araliginda tespit edilmistir.
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Sekil: 2-9: Daptomisinin kimyasal formiilii
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/d2446?lang=en&region=TR

Bakterinin sitoplazmik zarina kalsiyuma bagimli bir sekilde yerlesen ve bakterinin
yiizeyi ile etkileserek etki eden daptomisin, sitoplazmaya niifuz etmeden hiicre zarmin
parcalanmadan (lizize ugramadan) bozulmasina neden olmaktadir. Daptomisin ayrica protein,
DNA, RNA ve lipoteikoik asit sentezini engelledigi gibi duragan faz da dahil olmak tizere
tiim iireme fazlarinda etki gostermektedir. Bu 6zellik, biyofilm olusturan bakterilerin neden
oldugu endokardit ve osteomiyelit gibi seyrek ve derin yerlesimli enfeksiyonlarin tedavisinde
faydal1 olabilmektedir. Daptomisinin kullanim1 S. aureus’un neden oldugu komplike cilt ve
yumusak doku enfeksiyonlar: (¢SSTI) i¢in 4 mg / kg / glin, saga-gelisen enfektif endokardit
(RIE) ve cSSTI veya RIE ile iliskili bakteriyemi i¢in 6 mg / kg / giin seklinde tavsiye
edilmektedir. Daptomisin pnomoni tedavisi i¢in endike degildir (Gonzalez-Ruiz ve ark.,
2016).


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/d2446?lang=en&region=TR
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2.4.2, Vankomisin

Vankomisin ilk olarak Streptococcus orientalis'den tiiretilen trisiklik glikopeptit
yapisinda bir antibiyotiktir (Sekil 2-10). Vankomisin MRSA da dahil olmak tizere Gram
pozitif bakterilerin neden oldugu cesitli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde ve
onlenmesinde kullanildig1 gibi Streptokok, Enterokok ve MSSA enfeksiyonlari i¢in de
kullanilmaktadir. Vankomisin, FDA tarafindan onaylanmis ve etiket dis1 bir ¢ok klinik

kullanima sahiptir.

- HCI

Sekil 2-10:Vankomisinin kimyasal formiilii -
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/vancomycinhydrochloridefromstreptomycesorie
ntalis148571140493911%lang=en&region=TR

Vankomisin’in FDA onayli Klinik Kullanimlari;

Clostridium difficile ile iliskili ishal (oral uygulama), Stafilokok enterokoliti,
Psodomembranéz kolit, Endokardit (Difteroid, Enterokokkal, Stafilokok ve Streptokok
tiirleri), Stafilokoklain neden oldugu septisemi, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, kemik

enfeksiyonlari, alt solunum yolu enfeksiyonlar1 vb. seklindedir.
Vankomisin'in Etiket Dist Klinik Kullanimlari;

Kateterle ilgili enfeksiyonlar, toplum tarafindan edinilmis bakteriyel pnémoni, C.
difficile enfeksiyonu, Grup B streptokok i¢in neonatal profilaksisi, MRSA veya ampisiline
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direngli enterokoklara bagl intra-abdominal enfeksiyonlar, bakteriyel menenjit, bakteriyel
endoftalmit (sistemik veya intravitreal uygulama), dogal vertebral osteomiyelit, peritonit,
protez eklem enfeksiyonu, nekrotizan cilt ve yomusak doku enfeksiyonlari, cerrahi profilaksi,

cerrahi alan enfeksiyonlari vb. seklindedir (Patel ve Bernice, 2018).

Vankomisin, bakteriyel hiicre duvar igindeki peptidoglikanlarin polimerizasyonunu
inhibe ederek bakterisidal etkisini gosteren bir glikopeptid antibiyotiktir. Bakterilerin hiicre
duvari, uzun polimerlerden olusan N-asetilmuramit asit (NAM) ve N-asetilglukozamin
(NAG) 'den olusan, capraz baglanmis bir yapiya sahip kat1 bir peptidoglikan tabakasi igerir.
Vankomisin, D-alanil D-alaninin c¢apraz baglanmasim1 engelleyerek peptidoglikan
tabakasinda NAM ve NAG'nin sentezi ve polimerizasyonunu dnlemektedir. Bu inhibisyon,
bakteriyel hiicre duvarlarini zayiflatmakta ve nihai olarak hiicre i¢i bilesenlerin sizintisina yol
acarak bakteri hiicresinin oliimiine neden olmaktadir. Vankomisin yalnizca Gram pozitif

bakterilere karsi etkilidir (Patel ve Bernice, 2018).

2.4.3. Gentamisin

Gentamisin, Kklinikte yaygin olarak kullanilan bir aminoglikozid grubu antibiyotiktir
(Sekil 2-11). Micromonospora'dan 1963'de izole edilen gentamisin, P. aeruginosa’y: da
iceren bir cok Gram negatif bakteri enfeksiyonlariin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir.
1971'de parenteral ilag formu olarak kullanima sokulmustur. Klinik uygulamalara dayanarak
gentamisinin tedavideki yanit1 iyidir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Gida ve Ilag Idaresi
(FDA) su hastaliklarin tedavisi i¢in gentamisin kullanimini onaylamistir: K. pneumoniae, E.
coli, Serratia marcescens, Citrobacter spp., gibi Enterobacteriaceae familyasina ait bakteriler
veya Pseudomonas sp.’nin yol agtig1 enfeksiyonlar, Staphylococcus tiirlerinin neden oldugu
bulasic1 hastaliklar, bakteriyel menenjit, yenidoganin bakteriyel sepsisi, bakteriyel septisemi,
g0z, kemik, deri ve / veya deri alt1 dokusunun enfeksiyonu, enfektif endokardit, Pseudomonas
ve diger Gram negatif bakterilerin neden oldugu periton diyalizi ile iligkili peritonit,
gastrointestinal sistem enfeksiyonlari ve solunum yolu enfeksiyonuna bagli olarak gelisen

peritonit ve idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi (Chen ve ark., 2014).
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Sekil 2-11: Gentamisinin kimyasal formiilii
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/gentamicinsulfate12345140541011?lang=en&reg
ion=TR

Gentamisin, diger aminoglikozid grubu antibiyotikler gibi bakterilerin protein
sentezini inhibe ederek etki eder ve konsantrasyona bagli bir bakterisidal etkiye sahiptir.
(Derbentli 2002 p.121). Bir ¢ok aerop Gram negatif basile ayni zamanda Stafilokoklara ve
bazi Mikobakterilere karsi da etki gostermektedir. Bakteriyel inokulum biiyiik oldugunda bile
etkilidir ve tedavi sirasinda nadiren direng gelisir. Kuvvetli aktivitesi nedeniyle, gentamisin
cesitli klinik olgularda profilaksi ve tedavi amacl kullanilmaktadir. Ayrica gentamisinin agir
Stafilokok enfeksiyonlarinda betalaktamlar gibi hiicre duvarma etkili antibiyotikler ile

kombinasyon seklinde yaygin bir kullanim1 vardir (Chen ve ark., 2014).

2.44. Linezolid

Oksazolidonlar smifi antibiyotiklerin ilk iiyesi olan linezolidin, vankomisin ve
metisilin direngli suslar da dahil bir ¢cok Gram pozitif bakteriye karsi etkili oldugu
bilinmektedir. Diger bir ¢ok antibiyotik sinifindan (6rn., Beta-laktamlar, aminoglikozitler,
makrolidler) farkli olarak, linezolid tamamen sentetik bir bilesiktir. Etki mekanizmasi,
bakterinin 50S ribozomunun katalitik bolgesindeki 23S rRNA'ya baglanarak protein
sentezininin inhibisyonu seklindedir (Watkins ve ark., 2012).
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Sekil 2-12: Linezolidin kimyasal formiilii
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/linezolid3373516580003311?lang=en&region=TR

Linezolid su hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir;

Eszamanli bakteriyemi vakalari da dahil olmak tizere vankomisine direngli E. faecium
enfeksiyonlari; MSSA ve direngli suslar veya S. pneumoniae (¢ok ilaca direngli suslar dahil)
dahil olmak tizere S. aureus'un neden oldugu nozokomiyal pnémoni; S. aureus (MSSA ve
MRSA), S. pyogenes veya S. agalactiae'nin neden oldugu, eslik eden osteomiyelit olmaksizin
diyabetik ayak enfeksiyonlar: dahil olmak iizere komplike cilt ve deri yapisi enfeksiyonlari;
MSSA veya S. pyogenes'in neden oldugu komplike olmayan cilt ve deri yapis1 enfeksiyonlari;
eszamanlt bakteriyemi veya MSSA igeren vakalar dahil S. pneumoniae'nin neden oldugu
toplum kokenli pnomoni. Linezolid, etkili konsantrasyonlarinin genis bir doku araliginda etki
gosterdigi, uygun bir farmakokinetik profile sahiptir. Bir ¢alismada, enfekte yumusak
dokudaki ortalama linezolid konsantrasyonunun, ilgili serum konsantrasyonunun %51'ini
olusturdugu bildirilmistir. Arastirmacilar, diabetik ayak {ilseri olan hastalar lizerinde yapilan
bir bagka caligmada, linezolidin plazmadan hem saglikli hem de enfekte subkutan dokuya iyi
niifuz ettigini bulmuslardir (Watkins ve ark., 2012).

Linezolid’in hem intraven6z hem de oral formiilasyonlart mevcut olup oral formu
%100 biyoyararlanima sahiptir. Cinsiyet ve yas, ilacin farmakokinetigi iizerinde dnemli bir
etkiye sahip degildir ve hafif karaciger yetmezligi veya herhangi bir renal yetmezlik
durumunda herhangi bir doz degisikligine gerek yoktur. Linezolid bakteriyostatiktir ve duyarl
bakterilere karsi onemli bir postantibiyotik etki gosterir. Bugiline kadarki tiim diger
antibiyotikler gibi, linezolide karsi da bakteri direncinin ortaya ¢ikmasi sadece bir zaman

meselesiydi. Daha 6nceki aragtirmacilar, linezolidin sentetik bilesimi nedeniyle dogal olarak
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olusan diren¢ mekanizmalarinin gelismesinin yavas olabilecegini savunmustur. Ancak, S.
aureus suslarinda, 23S ribozomal RNA (rRNA) geninin alan V bolgesinde mutasyonlar
yoluyla kisa bir siire sonra diren¢ gelismistir. Linezolid direncinin Cfr geni ile transfer
edilebilir olmasi, yogun bakim iinitesinde bir MRSA enfeksiyonu salgini ile
iliskilendirilmistir. ABD'de yapilan yeni bir ¢alismada MRSA suslar1 arasinda linezolid
direnci orani diisiik (%1) oldugu ve 2006'da gozetleme bagladigindan beri istikrarli oldugu
bulunmustur (Watkins ve ark., 2012).

2.4.5. Meropenem

Meropenem, B-laktam antibiyotiklerden karbapenem sinifina dahil olan sentetik bir
antibiyotiktir (Sekil 2-13). Karbapenemlerin ¢ogu genis spektrumlu antibiyotiklerdir ve
bakterinin penisilin baglayan proteinlerine (PBP) ve peptidoglikan sentezinden sorumlu
enzimlerine baglanarak etki ederler. Oksasiline direngli stafilokoklar, bazi Gram negatif
¢omaklar (6rn. bazi Pseudomonas, Burkholderia ve Stenotrophomonas tiirleri), E. faecium
disindaki ¢ogu Gram pozitif ve Gram negatif bakteriye kars1 etki gosterirler. Coklu ilag
direngli mikroorganizmalarin yol actigi enfeksiyonlarin tedavisinde de farkli antibiyotik

gruplariyla kombinasyon seklinde kullanilabilirler (Papp-Wallace ve ark. 2011).

Sekil 2-13: Meropenemin kimyasal formiilii
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/meropenem4375111947856711?lang=en&region=
TR
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2.4,6. Siprofloksasin

Siprofloksasin yari1 sentetik florokinolon sinifina ait genis spektrumlu bir antibiyotiktir
(Sekil 2-14). Etkisi, giivenilirligi ve ucuz maliyeti nedeniyle diinyada en sik kullanilan
antibiyotiklerden olan siprofloksasin, ilk kez 1986 yilinda piyasaya siiriilmiistiir. Bu ilacin
bakteride iki hedefi vardir; biri DNA giraz digeri ise DNA topoizomeraz IV enzimlerinin
inhibisyonu. Bu enzimler bakterinin  DNA replikasyonu, transkripsiyon ve DNA

metabolizmasindan sorumlu iki 6nemli enzimdir.

Florokinolonlar bir ¢ok duyarli mikroorganizmaya karst hizli bakterisidal etki
gostermekle birlikte dokulara ve memeli hiicrelerine ¢ok iyi penetre olurlar. Bu bilesiklerin
avantajlart hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere karsi genis bir etki spektrumuna
sahip olmalar ve gastrointestinal sistemden ¢ok i1yi emilip, kanda yeterli seviyeye ulasarak

sistemik enfeksiyonlar i¢in kullanilabilmeleridir.

Kinolonlara karsi direng DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerinin yapisal
genlerindeki kromozomal mutasyonlarla gelisebildigi gibi disa atim pompalarinda artmis
ekspresyon ve zar gegirgenligini diizenleyen genlerdeki mutasyon sonucunda ilacin hiicre
icine aliminin azalmasi seklinde de olabilmektedir. Bugiine kadar siprofloksasin direnci bazi
Enterobacteriacea iiyeleri arasinda en sik E. coli, Enterobacter sp., ve Klebsiella spp.
suslarinda goriilmektedir. Ayrica metisiline direngli S. aureus ve S. epidermidis’de de
siprofloksasin ve ofloksasin gibi eski florokinolonlara kars1 direng gelistigi bildirilmistir. Bu
direngli suslar igin siprofloksasin ve ofloksasinin MIKgo degerleri 32 mg/l ve isti

olabilmektedir (Emmerson, 2003).

Sekil 2-14: Siprofloksasinin kimyasal formiilii
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/ciprofloxacin331348572133111?lang=en&region=
TR
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda 2014 yilinda Florence Nightingale Hastanesi’nde izole edilmis ¢esitli
klinik Stafilokok suslarinin biyofilm olusturma 6zellikleri kristal viyole boyama yontemiyle
belirlendikten sonra biyofilm olusturan suslarin planktonik ve olgun biyofilm formlarina karsi
cesitli antibiyotiklerin tek baslarina ve QS molekiillerinden difiize olan sinyal faktorleri olan
DSF ve BDSF ile kombinasyonlar1 halinde Minimum Inhibitdr konsantrasyonu ve Minimum
Biyofilm Eradike Edici Konsantrasyonu degerleri belirlenmis ve olgun biyofilmlere karsi
denenen Time Kill Curve yontemiyle bu etkilerine ait zamana bagli dldiirme grafikleri

hazirlanmastir.

3.1. Calismada kullanilan mikroorganizmalar

Calismada Florence Nightingale Hastanesi’nin ¢esitli tinitelerindeki farkli hastalara ait
yara, burun ve kan orneklerinden izole edilmis ve Vitek 2 cihaziyla tanilar1 yapilmis, 5 adet
S. epidermidis ve 10 adet S. aureus susu temin edilmis, katalaz ve koagiilaz testleri yapilarak
tanilar1 dogrulanmistir. Standart sus olarak S. aureus ATCC 29213 ve MRSA ATCC 43300

gerekli deneylerde kullanilmustir.

3.2. Calismada kullanilan Antimikrobiyal maddeler
Calismamizda antimikrobiyal madde olarak Stafilokoklara kars1 etkili oldugu bilinen
cesitli antibiyotikler, ayrica antibiyotiklerle beraber kullanildiginda ¢esitli etkilere yol agan

Quorum Sensing sinyal molekiilleri kullanilmistir.

3.2.1. Cahiymada kullanilan Antibiyotikler ve hazirlanislar

Calismamizda ¢esitli antibiyotik gruplarina ait alt1 antibiyotik daptomisin (Cubicin,
Novartis Saglik, Gida, Tarim Uriinleri San. Tic. A.S.) gentamisin (Gentamed, Kogak Farma),
linezolid (Linezone, Farmako Eczacilik A.S.), meropenem (Meronem, Astra Zeneca),
siprofloksasin (Ciproktan, Koc¢ak Farma) ve vankomisinin (Vancotek, Kogak Farma)
yanlarinda belirtilen firmalardan temin edilmistir. Antibiyotiklerin asagida verilen formiile
gore steril distile su ile 5120-1280 pug/ml konsantrasyonlarda stok ¢ozeltileri hazirlandiktan
sonra -20°C’de 6 ay siireyle saklanmistir. Meropenem giinliik hazirlanmigtir. Deney
oncesinde antibiyotiklerin istenen konsantrasyonlar1 hazirlanisi 3.2.1.3’de belirtilen CAMHB

besiyerinde diliisyonlari yapilarak hazirlanmistir.
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Tartilacak madde miktar1 (mg)= Istenilen konsantrasyon (ug/ml) x Coziiciiniin hacmi(ml)

Antibiyotigin potensi (ug/mg)
3.2.2. Caliymada kullanilan Quorum Sensing sinyal molekiilleri ve hazirlanislari
Calismamizda cesitli bakterilerin salgiladigi difiize olan sinyal faktorii olarak da adlandirilan
iki farkli Quorum Sensing Sinyal molekiili olan DSF (cis-11-metil-2-dodekanoik asit)
Carbosynth ve BDSF (cis-2-dodekanoik asit) Adipogen firmalarindan temin edilmistir.

3.2.2.1. DSF molekiiliiniin hazirlanisi
25 mg DSF son konsantrasyonu 25 uM olacak sekilde etanol ve hazirlanisi 3.2.2.3de
anlatilan pH 7.2 fosfat tamponunun 1:8 oraninda hazirlanmis ¢ozeltisinde ¢oziindiiriilmiistiir.

Stok ¢ozeltiden 250°ser pl eppendorf cryo tiiplere dagitilarak -20°C’de saklanmustir.

3.2.2.2. BDSF molekiiliiniin hazirlanis1
10 mg BDSF son konsantrasyonu 25uM olacak sekilde dimetilstilfoksitte (DMSO,
Merck) c¢oziindiiriildiikten sonra stok ¢ozeltiden 200°ser pl cryo tiiplere (Eppendorf)
dagitilmis ve -20°C’de saklanmustir.

3.3. Calismada kullanilan besiyerleri

3.3.1. %1’lik Glikozlu Tryptic Soy Broth (TSB) besiyeri ( BD Bacto Difco)

Bacto Tryptone 179
Bacto Soytone 30
Bacto Dekstroz 2,50
Sodyum kloriir 50
Dipotasyum Fosfat 259

Toz besiyerinden balonda 30 g tartildiktan sonra distile su ile 1 litreye tamamlanmis
ve hafifge 1sitilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edildikten
sonra son pH ’s1 oda sicakliginda 7,3+0,2 olacak sekilde pH metre ile ayarlanmistir. Deneyden
once hazirlanig1 3.2.2.2°de belirtilen glikoz ¢ozeltisinden son konsantrasyon %1 olacak

sekilde eklenmistir.

3.3.2. Tryptic Soy Agar (TSA) besiyeri (Oxoid)
Kazeinin Pankreatik Dijesti 159
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Soya Fasulyesi Kiispesi Papaik Dijesti 5¢
Sodyum Kloriir 5¢
Agar 159

Toz besiyerinden 40 g alinarak distile suyla bir litreye tamamlandiktan sonra besiyeri
tamamen ¢oziiniinceye kadar kaynatilmigtir. Sonrasinda otoklavda 121 °C’de 15 dk steril

edildikten sonra son pH ’s1 oda sicakliginda 7,3+0,2 olacak sekilde pH metre ile ayarlanmustir.

3.3.3. Katyon ilaveli Mueller Hinton Broth (CAMHB) besiyeri (Oxoid)

Et, dehidrate (kurutulmus) infiizyonu (karisimi) 300 g
Kazein hidrolizati 17,59
Nisasta 1,59
Ca™* 3,665mg
Mg* 6,29mg

Toz besiyerinden 21 g tartilarak distile suyla 1 litreye tamamlandiktan sonra besiyeri
tamamen ¢ozliniinceye kadar karigtirtlarak isitilmigtir. Besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dk
steril edildikten sonra son pH’s1 oda sicakliginda 7,3+0,2 olacak sekilde pH metre ile
ayarlanmistir. Ayrica hazirlanmis steril kalsiyum ve magnezyum ¢d6zeltilerinden eklenerek

katyon miktart “CLSI standartlarina” gdre ayarlanmistir.

3.4. Cahsmada kullanilan Cozeltiler

3.4.1. %0,1’lik Kristal viyole (Merck)
Kristal viyole 0,19

Damitik su 100 ml

Toz seklindeki kristal viyole boyasindan 0,1 g tartilip damitik suda ¢oziindiiriildiikten

sonra, hacmi 100 ml’ye tamamlanmuistir.

3.4.2. %10’luk Glikoz cozeltisi
Glikoz 109

Damaitik su 100 mli



60

Toz seklindeki glikozdan 10 g tartilip distile su c¢oziindiriiliip, 100 ml’ye
tamamlandiktan sonra filtreden gecirilip steril edilmistir. Deney sirasinda hazirlanisi

3.2.1.1°de belirtilen TSB besiyerine gerektigi kadar eklenmistir.

3.4.3. pH 7.2 Fosfat tamponu cozeltisi

K>HPO4 13649
KH2PO4 4,0 g”
Damitik su 1000 ml

K2HPO4’den 1,36 g ve KH2PO4’den 0,4 g tartildiktan sonra distile suda ¢oziindiiriiliip
100 ml’ye tamamlanmistir. pH 7.2’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121 °C’de 15 dk steril

edilmistir.

3.4.4. Fizyolojik Tuzlu su
NaCl 8509

Damitik su 1000 ml

NaCl’den 8,5 g tartildiktan sonra distile suda ¢oziindiirilip 1000 ml’ye
tamamlanmistir. Otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilmistir.

3.5. Tani testleri

3.5.1. Koagiilaz testi (Stafilaz testi, Oxoid) Staphytect Plus (Oxoid, Cambridge, United
Kingdom)

Stafilokoklarin tanisinda protein A ve pihtilagsma faktorii (clumping) A’y1 saptayabilen
hazir Hizli lateks ve hemagliitinasyon testleri kullanilmistir. Bu testler, S. aureus kapsiil
polisakkariti serotip 5 ve 8’1 veya diger S. aureus yapilarin1 saptayan monoklonal antikorlar
icermektedir. Stafilokok suslarinin taze kiiltiirlerinden birer 6ze dolusu alinip, bir lamin {istiine
stiriilmiis, iizerlerine birer damla belirteglerden damlatilmistir. Agliitinasyon goézlenen suslar
koagiilaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Bu sayede koagiilaz pozitif olan S. aureus ve

koagiilaz negatif olan S. epidermidis suslar1 birbirinden ayirt edilmistir.

3.5.2. Katalaz testi
Katalaz enziminin varlhigi, bakterinin 24 saatlik kiiltiiriinden siispansiyon hazirlanarak
tizerine %3'liik hidrojen peroksit eklenmesi ile tespit edilmistir. Katalaz enzimi hidrojen

peroksiti oksijen ve suya ayristirdigi i¢in 10 saniyede giiclii kopiik ya da hava kabarciklari
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gozlenmektedir. Katalaz testi en sik streptokok (katalaz-negatif) ve stafilokoklarin (katalaz-

pozitif) ayirt edilmesinde kullanilmaktadir.

3.6. Biyofilm olusumunun incelenmesi

Calismada kullanilan 10 adet S. aureus ve 5 adet S. epidermidis susunun biyofilm
olusturup olusturmadiklarin1 belirlemek amaciyla kristal viyole ile boyama ydntemi
kullanilmistir. Bu amacla bakterilerin 24 saatlik taze kiiltiirlerinden alinarak hazirlanisi
3.3.1de belirtilen % 1°lik glikozlu TSB besiyeri igerisinde stispande edilmis ve Mc Farland
cihazinda (Biosan) yogunlugu 0.5 McFarland bulanikligma denk gelen 1x108 cfu/ml olacak
sekilde ayarlandiktan sonra % 1’lik glikozlu TSB besiyerinde son konsantrasyon yaklasik
1x10" cfu/ml olacak sekilde 1/10 sulandirilmistir. Hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan
200’er pl otomatik pipetle (Gilson) alinarak 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplagin (LP
[taliana) kuyularina ilave edilmis ve mikroplaklar 37°C’lik etiivde bir gece inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra kuyucuklar 250°ser ul hazirlanis1 3.4.4.’de belirtilen steril fizyolojik
tuzlu su ile 3 kere yikanmus, tespit islemi i¢in her kuyuya 200’er ul % 99’luk metanol konulup
15 dk. bekletilmistir. Metanol kuyucuklardan otomatik pipetle ¢ekildikten sonra mikroplaklar
havada kurumaya birakilmis, ardindan kuyulara, hazirlanisi 3.4.1°de belirtilen % 0.1°lik
Kristal viyole ¢ozeltisinden 200°ser pl eklenerek 5 dk bekletilmistir. Siirenin sonunda fazla
boya ¢ozeltileri cesme suyu ile yikanmis ve plaklar havada kurutulmustur. Deneylerde pozitif
kontrol olarak MRSA ATCC 43300 standart susu, negatif kontrol olarak ise bakteri ilave
edilmemis % 1°lik glikozlu TSB besiyeri kullanilmistir. Mor renkte boyanmis olarak goriilen
bakteriyel biyofilm olusumlar1 hem gozle kontrol edilmis, hem de % 96’lik etanolde
coziindiiriilerek spektrofotometrede (Multiscan Go Elisa Reader) 595 nm’de 6l¢iim yapilarak

degerlendirilmistir.

3.7. Cahymada kullamilan antibiyotiklere ait Minimum inhibitor konsantrasyonu (MIiK)
ve Minimal Bakterisit Konsantrasyonunun (MBK) saptanmasi

Calismada Clinical and Laboratory Standardts Institute (CLSI) tarafindan bildirilen
mikrodiliisyon yontemi ile 7 adet klinik stafilokok susuna ve bir adet standart S. aureus ATCC
29213 susuna kars1 antibiyotiklerin MIK degerleri belirlenmistir. Ilk olarak antibiyotiklerin
stok ¢ozeltilerinden baslangi¢ konsantrasyonlar1 (512-64 pg/ml) olacak hazirlanisi 3.3.3°de
anlatilan Katyon ilaveli Mueller-Hinton buyyon besiyerinde (CAMHB) diliisyonlar1 yapilarak
coOzeltileri hazirlanmis mikroplaktaki ilk iki kuyuya bunlardan 50’ser pl eklenmistir. 2-12.
kuyulara CAMHB besiyerinden 50’ser pl eklenip 2-11. kuyu arasinda seri diliisyonlari
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yapilmistir. Son kuyu iireme kontrolii i¢in birakilmistir. Son olarak biitiin kuyulara son
konsantrasyonu ml’de 5x10° koloni olusturan birim (cfu/ml) olacak sekilde bakterinin sivi
kiltiiriinden 50°ser ul ilave edilmistir. Mikroplaklar 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildikten
sonra iiremenin goriilmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK degerleri olarak
kaydedilmistir. Uremenin goriilmedigi kuyulardan hazirlamsi 3.2.1.2°de anlatilan TSA
besiyerlerine ekim yapilmis, 18-24 saat 37°C’de inkiibasyondan sonra iiremenin olmadigi en

diisiik konsantrasyon minimal bakterisit konsantrasyonu (MBK) olarak kaydedilmistir.

3.7.1. Cahiymanin standardizasyonu
Calismada MIK yéntemi igin, CLSI kilavuzunda referans standart sus olarak verilen
S. aureus ATCC 29213 kullanilmistir. Deney sonuglar1 kilavuzda belirtilen sinir degerler

araliginda bulunmustur.

3.8. Minimum Biyofilm Inhibitor Konsantrasyonu (MBIK) ve Minimum Biyofilm
Eradike Edici Konsantrasyonun (MBEK) tayini

Biyofilm olusturabildigi 3.6’da anlatilan yontemle belirlenen 7 adet klinik sus
secilerek MBIK ve MBEK deneylerinde kullanilmistir. Bu amagla dncelikle 96 kuyucuklu
diiz tabanli mikroplaklara 107 cfu/ml sayida hazirlanmis bakteri kiiltiiriinden her kuyuya
100’er pl eklenerek olusturulan 24 saatlik biyofilme ait planktonik hiicreleri uzaklagtirma
amactyla kuyular tiger kere 150°ser pl steril tuzlu su ile yitkanmis ve havada kurutulmustur.
Antibiyotiklerin 5120 mg/lt’den 10 mg/It’ye kadar olan konsantrasyonlar1 2 kat azaltilarak
hazirlanisi 3.3.3°de belirtilen CAMHB besiyerinde hazirlanmis, her konsantrasyondan 100°er
ul antibiyotik c¢ozeltisi kuyulara aktarilmis ve 24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra antibiyotik ¢ozeltileri otomatik pipetle kuyucuklardan ¢ekilmis ve 3 kez
steril tuzlu su ile yikanmis ve mikroplak kuyularmin igine 100 pl steril tuzlu su aktarilmustir.
Mikroplaklar steril mikroplak koruyucu bantlariyla kaplandiktan sonra ultrasonik banyoda
(Medisson) 10 dk sonikasyon islemi gergeklestirilmistir. Sonikasyon igleminden sonra
manyetik karistirict (Biosan) ile 10 dk karistirilmis ve bu islem iki kez tekrarlanmigtir. Her
kuyudan 100’er pl 6rnek alinarak sayim i¢in hazirlanisi 3.3.2°de belirtilen Tryptic Soy Agar
besiyerine ekim yapilmistir. 24 saat 37°C’de inkiibasyondan sonra olusan koloniler sayilmis,
biyofilm bakterilerinin iiremesini engellendigi en diisiik konsantrasyon MBIK, biyofilm

bakterilerinin eradike edildigi en diisiik konsantrasyon MBEK olarak belirlenmistir.
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3.9. QS sinyal molekiillerinin antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivite sonug¢larina
etkilerinin belirlenmesi

3.9.1. QS sinyal molekiillerinin MiK sonugclarina etkilerinin belirlenmesi

Calismada QS sinyal molekiilleri ve antibiyotiklerin beraber kullanilarak bakterilere
kars1 MiK degerlerinin belirlenebilmesi i¢in, modifiye MIK yontemi gelistirilmistir. QS sinyal
molekiillerinin hazirlaniglar1 3.1.2.1 ve 3.1.2.2 belirtilen stok ¢ozeltileri hazirlanis1 3.3.3°de
anlattlan CAMHB besiyerinde 1/10 sulandirilmigtir. Antibiyotikler ve besiyeri 3.7°de
anlatilan MIK ydntemindeki gibi hazirlanmis, QS sinyal molekiilleri son konsantrasyonu
0,5uM olacak sekilde, bakteri kiiltiirleri de son konsantrasyonlar1 5x10° cfu/ml olacak sekilde
mikroplaklara eklendikten sonra mikroplaklar 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. MIK

degerleri tiremenin goriilmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu olarak kaydedilmistir.

3.9.2. QS sinyal molekiillerinin MBIK ve MBEK iizerine etkisinin belirlenmesi
Antibiyotikler ve bakteri kiiltiirleri 3.8’de anlatilan MBIiK ve MBEK yontemindeki
gibi hazirlanip mikroplaklara eklenmistir. QS sinyal molekiilleri de son konsantrasyonlari

0,5uM olacak sekilde ayrica kuyulara eklenmistir.

3.10. Time-kill curve yontemiyle antibiyotiklerin kombinasyon halinde olusturduklar:

etkilerin saptanmasi

Calismada Time Kkill curve (TKC) yontemi ile Stafilokok biyofilmlerine karsi
antimikrobiyal maddelerin tek basina ve DSF ile kombinasyon halinde etkileri belirlenmistir.
Calismada 96 kuyucuklu mikroplaklarda bakterilerin 24 saatlik biyofilmler hazirlanmus,
kuyucuklar 3 kere 250°ser ul PBS ile yikandiktan sonra havada kurutulmustur. Antibiyotikler
son konsantrasyonu 1x MBEK olacak sekilde CAMHB’de diliisyonlar1 yapilarak 100’er pl
kuyulara eklenmis, ayrica kuyulara 80 ul antibiyotik iizerlerine CAMHB’de 1/10
sulandirilmis QS sinyal molekiilleri son konsantrasyonlar1 0,5uM olacak sekilde (20’ser pl)
eklenmistir. Mikroplaklar 0, 2, 4, 6 ve 24 saat i¢in 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra mikroplaklar 3 kez steril tuzlu su ile yikanmistir. Biyofilmlerin parg¢alanmasi islemi
3.6’de anlatilan MBEK ydntemindeki gibi yapilmis ve her 6rnekten 100’er pl alinarak TSA
besiyerine ekim yapilmistir. Petriler 24 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra olusan koloniler
sayillmis, seyreltme faktorii dikkate alinarak siispansiyonun mililitresinde bulunan koloni
sayis1 (cfu/ml) saptanmustir. Biitiin bu deneyler {ireme kontrolii olarak antimikrobiyal madde

icermeyen besiyerlerinde de yapilmistir.
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L9

Elde edilen degerler zaman “x” ekseninde, bakteri sayisinin logaritmik degeri “y
ekseninde olacak sekilde gosterilerek zaman-6liim egrileri ¢izilerek, sonuglar CLSI verilerine

gore asagidaki sekilde yorumlanmustir.

a) Sinerjist etki: Antibiyotiklerin 24. saatte kombinasyon halinde olusturdugu etki
sonucu elde edilen bakteri sayisinin, kombinasyonda bulunan antimikrobiyal ajandan daha
aktif olanin tek basina olusturdugu etki sonucu elde edilen bakteri sayisina goére 100 kat ya da

daha fazla (> 2 log10) azalmis olmasi sinerjist etki olarak kabul edilmistir.

b) Additif etki: Antibiyotiklerin 24. saatte kombinasyon halinde olusturdugu etki
sonucu elde edilen bakteri sayisinin, kombinasyonda bulunan antimikrobiyal ajandan daha
aktif olanin tek basina olusturdugu etki sonucu elde edilen bakteri sayisina gore <10 kat (1

log10) azalmis ya da artmis olmas1 additif etki olarak kabul edilmistir.

c) Antagonist etki: Antibiyotiklerin 24. saatte kombinasyon halinde olusturdugu etki
sonucu elde edilen bakteri sayisinin, kombinasyonda bulunan antimikrobiyal ajandan daha
aktif olanin tek bagina olusturdugu etki sonucu elde edilen bakteri sayisina gére 100 kat ya da

daha fazla (> 2 log10) artmis olmas1 antagonist etki olarak kabul edilmistir.

Calismamizda TKC yontemini se¢memizin nedeni bu yontemin arastirilan
kombinasyonlarin olusturdugu bakterisidal aktivitenin dinamiginin Ol¢iilmesine olanak
saglamasidir. Bu nedenle bakterisidal tedavinin gerekli oldugu ciddi infeksiyon hastaliklarinin
tedavisine yonelik aragtirmalarin yapilabilmesi i¢in uygun bir yontemdir. Bu yontem ile
bakteri ve antibiyotik arasindaki karsilikli etkilesimin 24 saatlik dinamiginin ortaya koyulmasi
klinik uygulamalara daha yakin sonuglarin elde edilmesini miimkiin kilmaktadir (Dosler ve

ark. 2015).
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4. BULGULAR

4.1. Biyofilm olusturan Stafilok suslarimin belirlenmesine ait bulgular

Calismada biyofilm olusturabilen klinik Stafilokok suslar1 3.3’de belirtilen yontemlerle tespit
edilmistir. Biyofilm olusturma dereceleri biyofilm pozitif standart S. aureus ATCC 43300
(MRSA) susu ile kiyaslanarak zayif, orta ve giiglii olarak belirlenmis ve Tablo 4-1’de

gosterilmistir.

Tablo 4-1: Klinik Stafilokok suslarinin biyofilm olusturma dereceleri

Biyofilm olusturma derecesi Zayif (+) Orta (++) Giiclii (+++)
Doderiler WgkpleedlWgliee MW MW & & . . . . ...
S.epidermidis
MSSE 1 Yara + . -
MSSE 2 Kan + = -
MSSE 3 Kan + - -
MRSE 1 Kan + - -
MSSE 4 Burun - -
S. aureus
MSSA 1 Kan - =+ i
MSSA 2 Yara - ++ -
MSSA 3 Burun - - A+
MSSA 4 Burun - - ++++
MSSA 5 Burun - - o+
MSSA 6 Burun + - -
MRSA 1 *ND - - -+
MRSA 2 ND - - .
MRSA 3 ND + - -
MRSA 4 ND - B, -t
St. MRSA ATCC 43300 +++

*ND: tanimlanmamis
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Bu sonuglara gore 5’1 S. epidermidis, 10’u S. aureus olmak iizere toplam 15 sustan
6’s1nin zayif, 2’sinin orta, 7’sinin ise gii¢lii biyofilm olusturdugu gosterilmistir. Suslarin izole
edildigi bolgelere bakildiginda giiclii biyofilm olusturan suslarin genel olarak burundan izole

edilmis oldugu gozlenmistir.

4.2. MiK ve MBK konsantrasyonlarimin belirlenmesine ait bulgular

Calismada biyofilm olusturdugu tespit edilen 4’#i S. aureus, 3’u S. epidermidis olmak
tizere 7 susa kars1 6 antibiyotigin etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla MIK, MBK degerleri
tespit edilmis, sonuglar Tablo 4-2’de gosterilmistir. Bu sonuglara gore MIK degerleri bazi
suslar i¢in en diisiik olan, en etkili antibiyotikler gentamisin ve siprofiklosasin olup sirasiyla,
S. aureus igin 0,25; 0,25, ve S. epidermidis i¢in 0,125; 0,25 ug/ml’dir. Susa bagl olarak S.
aureus’a karsi en yiiksek MIiK degerine sahip antibiyotikler ise gentamisin (256 pg/ml),
meropenem (>64 pg/ml) olup, ve S. epidermidis’de de susa bagli olarak gentamisin (32
ug/ml), siprofloksasin (64 pg/ml) ve meropenem (16 pug/ml)’dir. S. aureus suslarina karsi
MBK araliklar1 ise vankomisin i¢in 0,5-1; gentamisin i¢in 0,5->256; linezolid i¢in >8;
siprofloksasin i¢in 0,5-2; meropenem i¢in 1->64; daptomisin i¢in ise 0,5-1 pg/ml olarak, S.
epidermidis suslarina karst MBK araliklar1 gentamisin igin 0,125-32 , vankomisinin, i¢in 1-4,
linezolid i¢in 1/ >8, daptomisin i¢in 0,5-1, siprofloksasin i¢in 0,25-64 ve meropenem igin 2-
32 pg/ml olarak bulunmustur. Buna gére en genis MIK ve MBK araliina sahip antibiyotikler

gentamisin ve siprofloksasindir
4.3. MBIK ve MBEK konsantrasyonlarinin belirlenmesine ait bulgular

Calismada 4’1 S. aureus, 3’1 S. epidermidis olmak tizere 7 susun olgun biyofilmlerine
kars1 6 antibiyotigin MBIK ve MBEK degerlerinin sonuglar1 Tablo 4-2°de gdsterilmistir. S.
aureus suslari igin MBIK degerleri en diisiik olan antibiyotikler linezolid ve siprofloksasin
(20 pg/ml) iken, S. epidermidis i¢in daptomisin ve linezolid (10 pg/ml)’dir. MBIK degerleri
en yiiksek olan antibiyotikler (>5120 ug/ml) S. aureus i¢in vankomisin ve gentamisin, S.
epidermidis i¢in ise gentamisindir. Buna gére MBIK araliklar1 en genis olan antibiyotikler her
iki tiir i¢in de gentamisindir. MBEK degeri en diisiik olan antibiyotik her iki tiir i¢in de
siprofloksasin olup, S.aureus’a 80, S. epidermidis’e 640 ng/ml’de etkili olmustur. MBEK

aralig1 en genis olan antibiyotik ise tiim suslar igin siprofloksasin (80->5120 pg/ml ) olmustur.
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Tablo 4-2: Biyofilm olusturan Stafilokok suslarimina kars: cesitli antibiyotiklerin MiK, MBK, MBIK ve
MBEK konsantrasyonu araliklari

Bakteriler MIK arahg (png/ml) MBK araligi (ug/ml) MBIK aralig1 MBEK araligi

S.aureus (*n:4)

Antibiyotikler

Daptomisin 0,5 0,5-1 40- 80 160- >5120
Vankomisin 0,5-1 0,5-1 80- 5120 >5120
Linezolid 0,5-2 >8 20- 40 >5120
Gentamisin 0,25- 256 0,5 - >256 80- 5120 >5120
Siprofloksasin 0,25-1 0,5-2 20- 40 80- >5120
Meropenem 0,5- >64 1- >64 40- 160 >5120

S. epidermidis (n:3)

Daptomisin 0,5 0,5-1 10- 640 >5120
Vankomisin 1-2 1-4 80- 640 >5120
Linezolid 1 >8 10- 640 >5120
Gentamisin 0,125- 32 0,5- 256 80- 5120 1280- >5120
Siprofloksasin 0,25- 64 0,25- 64 40- 160 640- >5120
Meropenem 2- 16 2-32 80- 160 1280- >5120

n: su§ sayisi

4.4. QS sinyal molekiillerinin antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivite sonuclarina
etkilerinin belirlenmesine ait bulgular

4.4.1. QS Sinyal molekiillerinin MIK sonuclarina etkilerinin belirlenmesine ait bulgular

Biyofilm olusturdugu belirlenen 6 Stafilokok susunun planktonik hiicrelerine karsi
antibiyotiklerin tek bagina ve QS sinyal molekiilleri ile beraber MIK degerlerinin belirlendigi
modifiye mikrodiliisyon yontemine ait sonuglar Tablo 4-3’de gosterilmistir. Bu sonuglara
gore DSF’nin daptomisin disindaki biitiin antibiyotiklerin, BDSF’nin ise tiim antibiyotiklerin
MIK degerleri iizerine azaltici etkileri olmustur. DSF ile birlikte kullanildiginda bir susa kars1
ise gentamisinin MIK degeri 8 kat; 2 susa kars1 siprofloksasinin, bir susa karsi meropenemin

MIK degeri 4 kat azalmustir.
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BDSF ise bir susa kars1 gentamisin ve meropenemin MIK degerlerini 32 kat; bir susa
kars1 linezolidin, 2 susa kars1 gentamisinin MIK degerini 16 kat; 3 susa kars1 gentamisinin
MIK degerini 8 kat; bir susa kars1 linezolidin, 2 susa kars1 siprofloksasinin MiK degerini 4

kat azaltmustur.

Tablo 4-3: QS sinyal molekiillerinin antibiyotiklerin MiK konsantrasyonlari iizerine etkileri

Bakteriler
MSSA 1 MRSA 2 MRSA4 MSSE1 MRSE1 MSSE 4

Antibiyotikler/ QS sinyal molekiilleri

e S s A SO NEFTRILYGEI) e
Daptomisin 05 0,5 0,5 05 05 05
Daptomisin+ DSF 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Daptomisin+ BDSF 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25
Vankomisin 1 1 1 2 2 1
Vankomisin+DSF 0,5 1 1 2 1 0,5
Vankomisin+BDSF 1 1 0,5 1 1 0,5
Linezolid 0,5 1 1 1 1 0,5
Linezolid+DSF 0,25 1 0,5 1 1 1
Linezolid+BDSF 0,125 2 4 1 1 0,03
Siprofloksasin 0,5 32 0,25 64 0,25 0,5
Siprofloksasin+ DSF 0,5 32 0,25 64 0,25 0,125
Siprofloksasin+BDSF 0,5 16 0,06 64 0,12 0,03
Gentamisin 0,5 256 0,25 32 0,25 0,125
Gentamisin+ DSF 0,5 128 0,25 4 0,25 0,06
Gentamisin+ BDSF 0,06 16 0,03 1 0,03 0,03>
Meropenem 0,5 64 64 16 16 2
Meropenem+DSF 0,5 64 64 4 16 2
Meropenem+ BDSF 0,5 >64 >64 8 16 0,06
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4.4.2. QS sinyal molekiillerinin “MBIK/MBEK?” sonugclarina etkilerinin belirlenmesine
ait bulgular

Calisilan Stafilokok suslarinin olgun biyofilmlerine karsi QS sinyal molekiillerinin
antibiyotiklerin MBIK ve MBEK degerleri iizerine olan etkilerine ait sonuglar Tablo 4-4’de

gosterilmistir.

Tablo 4-4: QS sinyal molekiillerinin MBiK ve MBEK konsantrasyonlari iizerine etkileri

Bakteriler

MSSA 4 MRSA 2 MRSA 4 MSSE1 MRSE1 MSSE 4

Antibiyotikler/QS
sinyal molekiilleri

MBIK/ MBEK degerleri (ng/ml)

Vankomisin 640 80 80
Vankomisin+ DSF 160 20 20
Vankomisin+ BDSF 640 20 10
Linezolid 40 40 40 40
Linezolid+ DSF 20 40 40 40
Linezolid+ BDSF 40 20 20 20
Siprofloksasin >320 10 40
Siprofloksasin + DSF 320 10 20
Siprofloksasin +BDSF 320 10 10
Gentamisin 5120 5120 1280 5120 20 80
Gentamisin+ DSF 5120 5120 1280 1280 20 40
Gentamisin+ BDSF 80 1280 320 1280 20 80
Meropenem 160 160 160
Meropenem+ DSF 80 160 20

Meropenem+ BDSF 160 40 160
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4.5. Time Kill Curve yontemiyle zamana Kkarsi éldiirme Kinetiklerinin belirlenmesine ait
bulgular

Time Kill Curve yontemiyle antibiyotiklerin ve QS sinyal molekiillerinin 6 Stafilokok
susunun olgun biyofilm hiicrelerine kars1 0, 2, 4, 6 ve 24. saatlik zaman dilimlerinde zamana

kars1 6ldlirme oranlar1 belirlenmistir. Time Kill Curve (TKC) sonuglar1 grafiklerde verilmistir.

Calismada DSF’nin genel olarak daptomisin, vankomisin, linezolid ve gentamisin ve
siprofloksasin ile; BDSF’nin ise daptomisin, gentamisin ve meropenem ile birlikte olgun

biyofilmlere ait canli bakteri sayisini 24. saatte 0,5-2 log arasinda azalttig1 tespit edilmistir.

4.5.1. S.epidermidis suslarina ait bulgular

Calismamizda biyofilm olusturdugu belirlenmis olan 2 MSSE ve bir MRSE susu
secilmis, bu suslarin olgun biyofilmlerine kars1 TKC yontemi ile QS sinyal molekiilleri ile
antibiyotiklerin tek baslarina ve kombinasyon halindeki etkileri Sekil 4.1-4.4’de
gosterilmistir. Bu sonuglara gore DSF sinyal molekiiliiniin vankomisinle birlikte MSSE
suslarmin biyofilmlerine ait canli bakteri sayisini 24.saatte 1 logio’dan fazla, BDSF’nin ise

meropenemle birlikte MRSE canli bakteri sayisini 24. Saatte 2 logio azalttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4-1: MSSE suslarinin olgun biyofilmlerine karsi a) daptomisinin b) vankomisinin
C) linezolidin tek basina, DSF veya BDSF molekiilleri ile birlikte 0., 2., 4., 6. ve 24. saatlerdeki
zamana bagh o6ldiirme etkisine ait grafikler



72

—— Kontrol
8'\

—=— Gentamisin

us

DSF

Gentamisin+DSF

BDSF

Gentamisin+BDSF

bt

3 T T 1 F 1
0 2 4 66 24
Saat

9

%

Kontrol
7-\ == Siprofloksasin
- DSF
£ 61
> —* Siprofloksasin+DSF
s S P
=) BDSF
o

Siprofloksasin+BDSF

34
2 T T i F 1
0 2 4 6 6 24
Saat
9
8-\§>__¥_< JI —— Kontrol
79 —=— Meropenem
- DSF
€ 54
3 6 —*= Meropenem+DSF
)
o5 —— BDSF
o
- —— Meropenem+BDSF
4
34
2 T T i | 1
0 2 4 6 6 24

Sekil 4-2: MSSE suslarinin olgun biyofilmlerine karsi a) gentamisinin b) siprofloksasinin
¢) meropenemin tek basina, DSF veya BDSF molekiilleri ile birlikte 0., 2., 4., 6. ve 24. saatlerdeki
zamana bagh o6ldiirme etkisine ait grafikler
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Sekil 4-3: MRSE susunun olgun biyofilmlerine karsi a) daptomisinin b) vankomisinin c)
linezolidin tek basina, DSF veya BDSF molekiilleri ile birlikte 0., 2., 4., 6. ve 24. Saatlerdeki
zamana bagh éldiirme etkisine ait grafikler
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4,5.2. S.aureus suslarna ait bulgular
Calismada biyofilm olusturdugu belirlenmis 2 MRSA ve bir MSSA susu segilmis, bu
suslarin olgun biyofilmlerine kars1 TKC yontemi ile QS sinyal molekiilleri ile antibiyotiklerin

tek baslarina ve kombinasyon halindeki etkileri Sekil 4.5-4.8’de gosterilmistir.

Bu sonuglara gore DSF sinyal molekiiliiniin, daptomisin veya vankomisinle birlikte
MRSA suslarinin biyofilmlerine ait canli bakteri sayisini 1,5 logio, BDSF’nin ise gentamisin
ile birlikte 24. saatte 2 logi0’a kadar, DSF’nin daptomisin, vankomisin ve linezolid ile birlikte
MSSA susunun biyofilmlerine ait canli bakteri sayisin1 1,5 logio’a kadar siprofloksasin ile
birlikte 2 logio’a kadar; BDSF’nin ise gentamisin ile birlikte 24. saatte 1,5 logio’dan fazla

azalttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4-5: MRSA suslarimin olgun biyofilmlerine karsi a) daptomisinin b) vankomisinin c)
linezolidin tek basina, DSF veya BDSF molekiilleri ile birlikte 0., 2., 4., 6. ve 24. saatlerdeki
zamana bagh oldiirme etkisine ait grafikler
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Sekil 4-6: MRSA suslarmin olgun biyofilmlerine karsi a) gentamisinin b) siprofloksasinin c)
meropenemin tek basina, DSF veya BDSF molekiilleri ile birlikte 0., 2., 4., 6. ve 24. saatlerdeki
zamana bagh o6ldiirme etkisine ait grafikler
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Sekil 4-7: MSSA susunun olgun biyofilmlerine kars1 a) daptomisinin b) vankomisinin c)

linezolidin tek basina, DSF veya BDSF molekiilleri ile birlikte 0., 2., 4., 6. ve 24. saatlerdeki
zamana bagh 6ldiirme etkisine ait grafikler
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Sekil 4-8: MSSA susunun olgun biyofilmlerine karsi a) gentamisinin b) siprofloksasinin c)

meropenemin tek basina, DSF veya BDSF molekiilleri ile birlikte 0., 2., 4., 6. ve 24. saatlerdeki
zamana bagh 6ldiirme etkisine ait grafikler
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5. TARTISMA

Gerek iilkemizde gerekse diinyada giin gegtikge artan antibiyotik direng¢ oranlari,
antibiyotiklerin rastgele ve akilci olmayan kullanimlari ile son yilarda daha da artmis, buna
ilave olarak mikroorganizmalarin ila¢g hedeflerini bozmak, bagisiklik sistemini yaniltmak veya
biyofilm gibi direngli yapilar gelistirmesi gibi nedenlerle direngli patojenlerin sayisinda endise

verici bir artis olmustur.

Mikroorganizmalarin ¢cogunlugu, stres kosullarina uyum saglayabilmek i¢in tiremenin
diizenlenmesi, popiilasyondaki heterojenite, proteolitik sistemler gibi farkli tipte sagkalim
mekanizmalar gelistirmektedir. Patojen mikroorganizmalar, bu mekanizmalara ilave olarak
viriilans faktorleri sayesinde konagin cesitli immiin yanitlarina kars1 dayanma ve canliligini
stirdiirme kabiliyetine de sahiptir. Bu faktorlerden biri olan biyofilmler, polisakkarid, protein
ve DNA'dan olusan bir polimer matriksi i¢ginde gomiili, ylizeyle iligkili mikroorganizmalarin
heterojen bir sekilde bir araya gelmesiyle olusan yapilardir. Direng mekanizmalari,
kolonizasyon i¢in uygun ortamin olmasi, mikrobiyal toplulugun isbirligi ile sagladig yararlar
ve yasam alanlarindaki olaganiistii biiylime bicimi gibi ¢esitli faktorler biyofilm olusumunu

hizlandirmaktadir (Jefferson, 2004).

Biyofilm matriksi, antimikrobiyal ajanlara kars1 fiziksel bir bariyer gorevi gormekle
beraber mikroorganizmalarin hayatta kalmasi igin koruyucu bir ortam da olusturmaktadir.
Biyofilm i¢inde tek bir tiir veya bir¢ok mikroorganizma tiirii bir arada bulunabilmektedir.
Biyofilm ile iligkili hastaliklara neden oldugu bilinen P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis,
Mycoplasma pneumoniae, C. albicans, Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis),
Mycobacterium abscessus (M. abscessus) gibi mikroorganizmalarin ilaglara ve konagin
immiin sistemine kars1 direncli yapilar1 nedeniyle ciddi saglik sorunlar1 ortaya ¢ikmaktadir
(Kumar ve ark., 2017). S. aureus, P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii gibi klinik agidan
onemli patojenlerin yaklasik % 80’1 orto-dental protezler, kontakt lensler, kardiyovaskiiler
valfler, idrar sondalari, kalp pili ve meme implantlar1 gibi tibbi cihazlarla iligkili
enfeksiyonlara yol agmaktadir (Scott, 2009). Bu mikroorganizmalar gerek tibbi cihazlar gibi
abiyotik, gerekse akciger dokusu gibi biyotik ortamlarda, antimikrobiyal maddelere karsi
planktonik formlarma gore 1000 kata kadar daha direngli olan biyofilmler

olusturabilmektedir.
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Planktonik formda bulunan bakteriler, antibiyotiklerin hedefleri olan diizenleyici
yollar1 modifiye ederek, antibiyotiklerin pargalanmasini saglayan enzimleri sentezleyerek,
efluks mekanizmalari olusturarak ya da hiicre duvari bilesenlerini modifiye ederek mevcut
olan antibiyotiklere kars1 direng gelistirirler (Siddiqi ve ark., 2004; Wright, 2005). Planktonik
hiicrelerin bu diren¢ mekanizmalar1 ile ilgili literatiirde cok sayida ve detayli calismalar
mevcuttur. Buna karsilik biyofilm i¢inde bulunan mikroorganizmalarin planktonik hiicrelere
gore ¢ok daha ciddi oranlarda bulunan antibiyotik direncinin aydinlatilmasi konusunda elde
edilen veriler heniiz ¢ok sinirlidir. Bu mekanizmalarin planktonik formdakilerden farkli olarak
genellikle fenotipik adaptasyondan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Yapilan caligmalarla
mekanik stres, enzimatik sindirim, pH, oksijen ihtiyaci, sicaklik ve besin yetersizligi gibi
nedenlerin hiicrelerin biyofilmden ayrilmasimi tetikledigi gosterilmistir. Bu durumlardan
faydalanilarak, giinlimiiziin saglik alanindaki en 6nemli amaclarindan biri haline gelmis olan

biyofilm ile miicadele amaciyla gesitli antibiyofilm stratejileri gelistirilmistir.

Biyofilmle miicadele amaciyla gelistirilen stratejiler arasinda gerek antibiyotikler gibi
kimyasal maddeler gerekse fiziksel yontemler bulunmaktadir. Biyofilmlerin fiziksel olarak
ortamdan uzaklastirilmas1 yada olusumuna izin verilmemesi amaciyla kayma gerilimini
saglayan jet plskiirtme, spreyleme ve fircalama; soguk plazma, fotodinamik ve/ veya
fototermal terapi, ylizeylerarasi gerilimi saglayan mikrokabarciklar ve damlaciklar; basing ve
elektrik dalgalar1 (ultrason, akustik ve lazer sokdalgasi) gibi yontemler kullanilmaktadir (Koo
ve ark.,, 2017). Kimyasal olarak mikroorganizmalarin iiremesinin engellenmesi yada
oldiirtilmeleri esasina dayanan yontemlerde ise birbirinden ¢ok farkli stratejilerle, farkli
maddelerin kullanilmalar: s6z konusudur. Ornegin, tibbi cihazlarda giimiis kaplama kullanimi
bakterinin ylizeye yapigsmasini onlemekte, antibiyotiklerden klaritromisin P. aeruginosa'da
biyofilm matriksi olusumunu bloke etmekte, siprofloksasin ise biyofilmin genel kalinligini
azaltarak olgunlasmamis biyofilmi polimorfoniikleer nétrofillerin fagositozuna maruz
birakabilmektedir. Streptokinaz enzimi, S. aureus’a ait biyofilmin matriks polimerini yok
etmekte, AHL QS sinyal molekiilleri ise normal biyofilm olusumunu etkilemektedir. Yesil
caydaki epigallokatesin gallat ve polifenol, P. aeruginosa biyofilminde amiloid fibrilleri
modifiye ederek antibiyotigin etkisini arttirmaktadir. Bahsedilen maddelerin kullanilmalari
sonucunda bagisiklik sistemi elemanlar1 bakteri hiicrelerini kolayca fagosite edebilmekte veya

antibiyotik duyarlilig1 geri kazandirilabilmektedir.
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Biyofilme kars1 immiinolojik yaniti gliclendirmeyi amaglayan ¢aligsmalardan birinde
giiclii biyofilm olusturan bakterilerden hazirlanan asinin, Poli-Nasetil-B-glukozamin’e
(PNAG) kars1 antikorlar1 uyarmakta oldugu ve S. aureus enfeksiyonlarina karsi toleransi
arttirdigr gosterilmistir (Kumar ve ark., 2017). Bir baska calismada ekstraseliiler matriks
proteinlerinin, farelere intradermal olarak enjekte edildiginde hiimoral immiin yaniti
indiiklemekte ve Th-2 yanitin1 arttirmakta oldugu belirlenmistir. Bu mekanizmalar S.
aureus'un fagositozunu kolaylastirmis ve doku iginde biyofilm doéngiisiiniin dagilma
asamasinda bakterileri sinirlamistir (Gil ve ark, 2014). Biyofilmden elde edilen tiim protein
lizatinin kullanilmasi spesifik olmayan bir immiin yaniti indiiklemesine ragmen, biyofilm ile
iligkili protein (Bap), birikim ile iligkili protein (Aap) ve ylizey maruz kalan protein gibi
spesifik antijenlerin rekombinant formuna spesifik antikorlarin {iretimini de baglatmakta ve
bakteriyel iiremeyi baskilamaktadir. Bahsedilen immiinolojik tedavi rejimleri sirasinda
antibiyotik ilave edilmesi de bakterilerin uzaklastirilmasina yardimci olabilmektedir. (Kumar

ve ark., 2017).

Pirazinamid gibi antibiyotikler membran enerjisini tiiketerek ve persister hiicrelerdeki
trans-translasyonu engelleyerek tedavi siiresini kisaltmaktadir. (Zhang ve ark., 2003; Shi ve
ark., 2011). Bu sekilde persister hiicrelerin hedeflenebilmesi, biyofilm ile iliskili
enfeksiyonlarin ortadan kaldirilma sansini 6nemli 6l¢lide artirabilmektedir. Bir ¢calismada cis-
2-dekanoik asidin metabolik aktiviteyi artirarak persister hiicreleri ilaca duyarli duruma
dontistiirdiigii bildirilmistir. Bu sekilde bir cis-2-dekanoik asit ve antimikrobiyal maddelerin

kombinasyonu bakterilerin iiremesini engelleyebilmektedir (Marques ve ark., 2014).

Ilag endiistrisinde son yillarda hizla gelisen ve gerek spesifik bir dokuya ilag
hedefleme gerekse farkli formlarda stabil olamayan bazi aktif maddelerin ilag olarak
kullanilabilmesi gibi ¢ok c¢esitli alanlarda yarar saglayan nanopartikiiller, yilizey yiiki ve
ligand baglama 6zellikleri kolaylikla modifiye edilebilmektedirler. Bu sekilde dizayn edilen
nanopartikiiller hiicre gecirgenligini, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu veya anahtar
enzimlerin rekabet¢i inhibisyonunu etkileyerek antimikrobiyal aktivite gosterebilirler.
Antibiyotiklerle kiyaslandiginda etki sekilleri tamamen farkli oldugundan, bakterilerin
nanopartikiillere diren¢ gelistirme olasiliklar1 ¢ok daha diisiiktiir. Ornegin, Fe3Oas igeren
katalitik nanopartikiiller, peroksidaz benzeri umut verici bir aktivite géstermekte ve biyofilm
matrisini bozan ve matriksin i¢inde gomiilii bakterileri 61diiren serbest radikallerin olusumunu

tetiklemektedir.
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P. aeruginosa, konaktan demir alimina yardimci olan yiiksek afiniteli sideroforlara
sahiptir. Kistik fibrozlii hastalarda serbest demir genellikle balgam veya akcigerden izole
edilen suslarda tespit edilmektedir. Biyofilmin dispersiyonu i¢in ila¢ tedavisinden 6nce metal
selatlarin veya D-amino asitlerinin nanomolar konsantrasyonlarinin kullanilmasi, ortamdaki
demiri baglayacagi ve bakterinin kullanimina izin vermeyecegi i¢in P. aeruginosa gibi demire
ihtiya¢c duyan bakterileri ve dolayisiyla bunlarin olusturacagi biyofilmi zayiflatacak yeni
stratejiler olarak ortaya ¢ikmaktadir (Banin ve ark. 2006, Kolodkin-Gal ve ark., 2010).
Biyofilmlerin dispersiyonunda kullanilan diger kiigiik molekiiller ise lipozomlar, aptamerler,
dendrimerler ve antimikrobiyal peptidlerdir (Koo ve ark., 2017). Bu maddelerin yanisira QS
sistemleri de yeni ve tizerinde yogun olarak ¢aligilan antibiyofilm stratejilerinden bir tanesidir.
QS inhibitorleri kullanilarak biyofilm olusumunda ilk basamak olan hiicrelerin

agregasyonunun bozulmasi ¢ok hiicreli yapinin olusumunu baskilamaktadir.

Enfeksiyon tedavilerinin vazgegilmezleri olan antibiyotikler esas olarak
mikroorganizmalarin iiremesini yavaslatir yada oOldiiriirken, es zamanli olarak yukarida
bahsedilen QS inhibitorlerinin, nanopartikiillerin, biyofilm pargalayan ajanlarin ve
antibiyotiklerin kullanimini birlestiren yeni stratejiler, mikrobiyal biyofilm fizyolojisinin
cesitli yonlerini hedefleyerek biyofilmi zayiflatmak ve hatta ortadan kaldirmak i¢in umut vaad
edici goriinmektedirler. Biz de calismamizda, gilinlimiizde hastane ve toplum kdkenli
enfeksiyonlarda yiiksek mortalite ve morbiditeye yol agan metisiline direngli ve duyarh
Stafilokok suslarinin planktonik formlar1 ve olgun biyofilmlerine kars1 yeni antimikrobiyal ve
antibiyofilm mekanizmalarindan kabul edilen DSF ve BDSF gibi QS sinyal molekiillerinin

cesitli antibiyotiklerle kombinasyon halindeki in vitro etkilerini arastirdik.

Gegmisten giiniimiize en dnemli patojen bakteriler arasinda yer alan Stafilokoklarin,
hastane ve toplum kokenli enfeksiyonlarin en yaygin etkenleri arasinda bulunduklari
bilinmektedir. Stafilokoklarin ortam kosullarima kolayca uyum saglayabilmesi, viriilans
faktorlerinin yasami tehdit eden enfeksiyonlara yol acabilmesi ve en etkili antibiyotiklere
kars1 bile hizla direng gelistirebilmeleri, bu bakterilerle miicadele konusuna ilgiyi arttirmistir.
Stafilokoklarin direng gelistirdigi antibiyotiklerin ilk siralarinda yer alan metisilin direnci,
giinimiizde hala tedavisi gilic olan enfeksiyonlarin en Onemli nedenlerindendir.
Stafilokoklarin, antibiyotik direncini arttiran ve tedavisini gii¢lestiren en onemli viriilans
faktorlerinden biri de biyofilm olusturmasidir. Ozellikle metisiline direngli Stafilokoklar

siklikla biyofilmle iliskili, ciddi ve mortalitesi yiiksek enfeksiyonlara neden olmaktadir.
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Normal deri floramizda bulunan ancak uygun ortam olustugunda cesitli enfeksiyonlara yol
acabilen S.epidermidis de, Stafilokok tiirleri arasinda S. aureus’dan sonra giiniimiizde

biyofilmle iliskili enfeksiyon etkenleri arasinda sayilan ikinci en 6nemli tiirdiir.

Hastanelerde veya toplumda yaygin olan MRSA klonlarinin biyofilm olusturma
ozelliklerini arastiran ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Ornegin, Cha ve ark.’nin (2011) klinik
MRSA suslarinin biyofilm olusturma o&zelliklerinin ve antibiyotiklere olan direnglerinin
incelenmesi amaciyla yaptiklari bir ¢alismada 86 MRSA susunun 44’{iniin (% 51,2) biyofilm
olusturdugu, bunlardan 8’inin ise gii¢lii biyofilm olusturdugu bildirilmistir. Liu ve ark.’nin
(2015) yaptiklar ¢caligmada metisiline direngli ve duyarli klinik S. aureus ve S. epidermidis
suslarinin biyofilm olusturma dereceleri incelenmis, toplam 163 sustan biyofilm olusturan 23
MRSA susunun 5’inin giiclii, 3’{liniin orta; 18 MSSA susunun 2’sinin gii¢lii, 3’iiniin orta; 28
MRSE susunun 8’inin gii¢lii, 9’unun orta; 14 MSSE susunun ise 4’iiniin gii¢lii, 3’{iniin orta
biyofilm olusturdugu gosterilmistir. Metisiline duyarli ve direncli suslarin biyofilm olusturma

dereceleri agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Calismamizda da diger arastirmacilara benzer sekilde, hastanelerin ¢esitli
tinitelerindeki farkli hastalarin kan, yara ve burunlarindan izole edilmis 4 adet klinik MRSA
susundan birinin zayif, {li¢iiniin ise giliclii, 6 adet MSSA susunun ise {iciiniin gii¢lii, ikisinin
orta ve birinin zayif biyofilm olusturdugu gosterilmistir. 4 adet klinik MSSE susunun birinin
giiclii biyofilm 3’iiniin zayi1f, MRSE susinun ise zayif biyofilm olusturdugu gbézlenmistir.En

giiclii biyofilm olusturan sus burundan izole edilmistir.

Cesitli iilkelerde metisiline duyarli ve direngli klinik Stafilokok suslarina kars1 ¢esitli
antibiyotiklerin giincel duyarlilik durumlarini takip etmek ve bu antibiyotiklerin tedaviye
uygunluklarin1  belirlemek amaciyla minimum inhibitor ve minimal bakterisit
konsantrasyonlarin1 belirlemek amaciyla yapilan galismalara devam edilmektedir. Ornegin;
Cha ve ark.’nin (2011) yaptiklar1 bir ¢calismada giiclii biyofilm olusturan 8 MRSA susunun
cesitli antibiyotiklere kars1 duyarliliklart mikrodiliisyon yontemiyle incelenmistir. MIK ve
MBK araliklart sirasiyla vankomisin i¢in 0,25-1; 0,5->128 ng/ml; gentamisin i¢in 0,25-64;
0,5->128 pg/ml; linezolid i¢in 2-4; >128 pg/ml; daptomisin i¢in ise 0,125; 0,125-0,25 pg/ml
seklinde gosterilmis, bu sonuglarina gore en etkili antibiyotik daptomisin olarak belirtilmistir.
Bir bagka calismada Holmes ve ark. (2007) tarafindan, invaziv klinik MRSA suslarina kars1

11 adet antimikrobiyal ajanin inhibitor etkileri ile vankomisin ve daptomisinin bakterisidal
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etkileri arastirilmistir. Sonuglara gére MIK araliklar1 vankomisin i¢in 0,38-1,5; daptomisin
i¢in 0,25-1; siprofloksasin i¢in 0,25->16; linezolid i¢in 1-4; gentamisin i¢in ise 0,12->8 pg/ml
olarak ortaya koyulmus olup bu sonuglara gdére MIK araliklar1 en genis antibiyotikler

siprofloksasin ve gentamisin olmustur.

Caligmamizda, biyofilm olusturabilen 4 S. aureus susuna kars1 yapilan antibiyotik
duyarlilik deneylerinde bulunan MIK araliklar, diger arastirmacilarin sonuglarina benzer
sekilde vankomisin i¢in 0,5-1; gentamisin igin 0,25-256; linezolid igin 0,5-2; siprofloksasin
icin 0,25-1; meropenem i¢in 0,5-64; daptomisin i¢in ise 0,5 pg/ml olup, bu sonuglara gore en
diisiik MIK degerine sahip antibiyotik siprofloksasin, en genis MIK araligma sahip antibiyotik
ise gentamisin olarak belirlenmistir. Caligmamizdaki MBK araliklari ise vankomisin i¢in 0,5-
1; gentamisin i¢in 0,5->256; linezolid i¢in >8; siprofloksasin i¢in 0,5-2; meropenem igin 1-
>64; daptomisin igin ise 0,5-1 pg/ml olarak bulunmus olup bu degerlerin bakterisidal etkili
antibiyotikler icin beklendigi gibi genellikle MiK degerlerine esit yada bu degerlerin iki kat1
olduklar1 tespit edilmistir.

Hellmark ve ark.’nin (2015) yaptiklart bir c¢aligmada prostetik eklem
enfeksiyonlarindan izole edilmis 33 adet klinik S. epidermidis susuna karsi cesitli
antibiyotiklerin MIK araliklar1 belirlenmistir. Bu degerler gentamisin igin 0,032->256,
vankomisin i¢in 0,5-3, linezolid igin 0,047-0,38, daptomisin i¢in 0,094-1,5 ve siprofloksasin
icin 0,047->32 pg/ml olarak bulunmustur. Calismamizda da benzer olarak 3 klinik S.
epidermidis susuna kars1 MIK/MBK araliklar1 gentamisin igin 0,125-32 , vankomisinin, i¢in
1-2/ 1-4, linezolid i¢in 1/ >8, daptomisin i¢in 0,5/ 0,5-1, siprofloksasin i¢in 0,25-64/ 0,25-64
ve meropenem i¢in 2-16/ 2-32 pg/ml olarak bulunmustur. Bu sonuglar S. epidermidis
suslarinin genel olarak gentamisin, meropenem ve siprofloksasine direngli ,daptomisin,

linezolid ve vankomisine ise duyarli olduklarini gostermistir.

Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara kars1 duyarliliklar
genel olarak olusturmayanlara gore daha azdir, cilinkii biyofilm matriksi kompleks yapisindan
dolay1 antibiyotiklerin penetrasyonuna 6nemli bir engel olusturmakta, bu durum da tedavi
seceneklerini sinirlandirmaktadir. Biyofilmle iligkili enfeksiyonlart 6nlemek icin ideal
yaklagim, heniiz biyofilm olusmadan gerekli Onlemleri alarak biyofilm olusumunun
engellenmesidir ki bu amagla, yukarida ayrintili olarak bahsedildigi gibi kateter / implant

yiizeylerinin antimikrobik maddelerle kaplanmasi yada fiziksel olarak yiizey geriliminin
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arttirtlmasi, mikroorganizmalarin ylizeylere yapismasini engellemek i¢in sub-inhibitor
konsantrasyonlarda antimikrobiyal kullanimi gibi klasik ve yeni gelistirilen stratejiler
uygulanmaktadir. Ancak her zaman biyofilm olusumunu 6ngorerek bu Onleyici tedavileri
kullanmak miimkiin olamadig1 gibi, bazen de uygulansalar bile basarili sonuglar elde
edilemediginden, olgun biyofilm olusumu kacinilmaz hale gelmektedir. Bu durumlarda
biyofilmle iligkili enfeksiyonlarin tedavisine katki saglamak amaciyla antibiyotiklerin
mikroorganizmalarin olgun biyofilmlerine kars1 olan inhibitér ve daha da 6nemlisi eradike

edici konsantrasyonlarinin belirlenmesi gerekmektedir.

Cha ve ark.’nin (2011) yaptiklart ¢alismada vankomisin, gentamisin ve linezolidin
klinik MRSA suslarina karst MBEK araliklar1 32->128; daptomisinin ise 0,5->64 ug/ml
olarak bulunmustur. Calismada zayif ve giiclii biyofilm olusturan suslar karsilastirildiginda
MIK, MBK ve MBEK degerlerinin nerdeyse ayn1 oldugu, sadece birkag susa kars: daptomisin
ve linezolidin diger antibiyotiklere gore daha diisik MBEK degerlerine sahip olduklari
bildirilmigtir. Smith ve ark.’nin (2009) yaptiklari bir ¢calismada daptomisin ve vankomisinin
MRSA biyofilmlerine kars1 klindamisin, linezolid ve tigesiklinden daha etkili olduklari
gosterilmistir. Laplante ve ark.’nin (2009) yaptig1 calismada ise televansin ve vankomisinin
biyofilm olusturan stafilokok suslarma kars1 etkileri incelenmis, MBIK aralig1 4-16, MBEK
aralig ise 2->256 pg/ml olarak bildirilmistir.

Calismamizda S. aureus suslarina kars1 MBIK/ MBEK araliklar1 sirastyla daptomisin
icin 40-80/160->5120; siprofloksasin i¢in 20-40/ 80->5120; vankomisin i¢in 80-5120/>5120,
linezolid i¢in 20-40/>5120, gentamisin i¢in 80-5120/>5120 ve meropenem igin 40-160/>5120
png/ml olarak belirlenmistir. Elde ettigimiz sonuglara gére daptomisin, diger caligmalarla da
paralel sekilde, MBEK degeri en diisiik antibiyotik olup linezolid ve vankomisinin degerleri
ise benzerdir. Daptomisinin, kalsiyuma bagimli bir sekilde bakterinin sitoplazma zarina
yerlesip zarin bozulmasina neden olmasi ve siklik lipopeptid yapisi nedeniyle biyofilme daha
1yl penetre olabildigi, buna karsilik vankomisinin biiyiik bir molekiil yapisina sahip olmasi ve
linezolidin de bakteriyostatik etkili bir ajan olmasi nedeniyle biyofilm {izerine etkilerinin

siurl kaldigr diistintilmektedir.

Pettit ve ark.’nin (2005) yaptiklar1 ¢alismada S. epidermidis ATCC 35984 susuna
kars1 gentamisin ve vankomisin i¢cin MBIK degerleri >4096 pg/ml olarak bildirilmisir. Reiter

ve ark.’nin (2013) calismasinda ¢esitli klinik MRSE suslarina karsi gentamisin, linezolid ve
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vankomisinin etkileri arastirilmis, sonuglara gore linezolidin ulasilabilir konsantrasyonlarda
(2- 128 pg/ml) MRSE biyofilminin inhibisyonunda diger antibiyotiklere gore oldukga etkili
oldugu bildirilmistir. Leite ve ark.’nin (2011) yaptiklari calismada ise iki klinik S. epidermidis
susunun planktonik hiicrelerine ve olgun biyofilmine karsi daptomisin, linezolid ve
rifampisinin etkisi incelenmis, sonug olarak serum pik konsantrasyonunda daptomisinin S.

epidermidis’in olgun biyofilmine kars1 en etkili ajan oldugu bildirilmistir

Calismamizda S. epidermidis suslarinin MBIK/MBEK araliklar1 daptomisin igin 10-
640/>5210, vankomisin igin 80-640/ >5120, linezolid i¢in 10-640, gentamisin i¢in 80-5120/
1280->5120, siprofloksasin i¢in 40-160/ 640->5120, meropenem i¢in 80-160/ 1280->5120
olarak bulunmustur. Bu sonuglar S. epidermidis biyofilmlerinin antibiyotiklere
duyarhiliklarinin susa 6zgili olabilecegini, daptomisinin, S. aureus suslarindakine benzer
sekilde biyofilme kars1 etkili olmasina ragmen, S. epidermidis suslarinin olgun biyofilmlerine
karsi en etkili antibiyotigin siprofloksasin oldugunu gostermektedir. DNA giraz ve
topoizomeraz 1V enzimlerini inhibe ederek DNA hasarina neden olan ve hizli bakterisidal
etkili bir antibiyotik olan siprofloksasinin, biyofilm tabakasina en iyi penetre olan

antibiyotiklerden oldugu, yapilan bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (Singh ve ark., 2010).

Calismada kullanilan antibiyotiklerimizin MBIK degerlerinin, ayni suslara ait MIK
degerleri ile kiyaslandiginda S. aureus igin ortalama 20-320 kat, S. epidermidis igin ise 10-
640 kat fazla antibiyotik gerektirdigi; MBEK degerlerimizin ise S. aureus ve S. epidermidis
Suslar1 i¢in sirastyla 320->10000 ve 80->10000 kat fazla oldugu goriilmektedir. Gerek
calismamizda, gerekse baska arastirmacilar tarafindan yapilan bir¢ok calismada elde edilen
bu degerler, antibiyotiklerin toksik olmayan serum konsantrasyonlarinin ¢ok iizerinde olup,
tedavide uygulanma sanslar1 bulunmamaktadir. Bu durumun iistesinden gelebilmek icin
antibiyotiklerin birbirleriyle yada farkli 6zelliklerdeki gesitli kimyasal maddelerle kombine

olarak kullanilmalar1 iimit verici alternatif tedavi yontemlerindendir.

QS sinyal molekiillerinin mikroorganizmalarin g¢esitli biyolojik fonksiyonlarini
diizenlemekle birlikte, tiir i¢i iletisim, tiirler arasi etkilesim ve rekabette rol oynadiklari
bilinmektedir. Hastaliklarin ortaya c¢ikisina neden olan mikroorganizmalarin viriilans
faktorleri de bu sinyal molekiilleri aracilifiyla diizenlenebilmektedir. QS sinyal
molekiillerinin, bakterilerin kendilerine zarar vermedigi halde diger mikroorganizmalari

Oldiiren bakteriyosinlerine benzer mekanizma ile kendilerini salgilayanin disindaki
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bakterilerin iletisimine engel olduklari, bu bakterilerin agregasyonunu ve dolayisiyla biyofilm
olusumunu inhibe edebildikleri gdsterilmistir. Bu bilgiden hareketle, QS sinyal molekiilleri
ile antibiyotiklerin birlikte kullanimlar1 ile, antibiyotigin gerek planktonik formdaki

bakterilere gerekse biyofilme olan etkinliginin arttirildig1 ortaya konmustur.

Deng ve ark.’nin (2014) yaptiklar1 bir ¢calismada QS sinyal molekiillerinden olan DSF
ve yapisal iligkili molekiillerin baz1 patojen bakterilere karsi antibiyotiklerin etkinliklerini
arttirdiklar1 bildirilmistir. DSF ailesi sinyallerinin bir ¢ogunun aminoglikozid grubu bir
antibiyotik olan ve ribozomun 30 S alt iinitesine baglanarak protein sentezini inhibe eden
gentamisinle ¢ok 1iyi sinerjizm gosterdigi belirtilmistir. T-14-DSF veya C-15-DSF,
gentamisinin B. cereus'a karst olan MIK degerini 8 pg/ml’den 0,625 pg/ml’ye indirmis yani
128 kat azaltmistir. Benzer olarak T-14 DSF, yine bir aminoglikozid grubu antibiyotik olan
olan kanamisin ile sinerjist etki gostererek B. cereus'un duyarliligini 2-64 kat, rifampisinle ise
daha zayif bir sinerjizm olusturarak 4 kata kadar arttirmistir. Gentamisin ve kanamisinden
farkli olarak rifampisin bakteri hiicrelerindeki DNA'ya bagimli RNA polimerazi inhibe ederek
gen transkripsiyonunu, dolayisiyla RNA molekiillerinin olusumunu ve protein sentezi i¢in

gerekli translasyonu engellemektedir.

Ayni calismanin sonuglarmma gore DSF sinyalinin B. cereus’un gentamisin ve
kanamisine kars1 duyarliligina etkisi sinyal molekiiliiniin son konsantrasyonuna baghdir.
DSF’nin 5-50 pM konsantrasyonlarda eklenmesiyle B. cereus’un gentamisine duyarlilig: 2-
16, kanamisine 4-16 kat; C13-DSF’nin 10-50 puM konsantrasyonlarda eklenmesiyle ise
gentamisine 2-32, kanamisine 2-16 kat artmistir.

DSF sinyalleri B. cereus’un ila¢ direnci, biyofilm olusumu ve persistanst gibi
ozelliklerini engellemektedir. Bu sinyallerin B. cereus {izerine etki mekanizmasini
aydinlatmak icin DSF varliginda B. cereus ATCC 10987°nin global gen ekspresyonu
Ozellikleri mikroarray yontemiyle analiz edilmis olup, bir seri ilag efluks sistemini ve direng
proteinlerini kodlayan genlerin transkripsiyon seviyelerinin azaldig: goriilmiistiir. Bu durum
B. cereus’un iireme oranmi fazla etkilemese de antibiyotik direncini azaltabildigi
gosterilmistir. DSF sinyal molekiiliiniin 50 pM konsantrasyonda eklenmesiyle biyofilm
olusumunun biiyiik 6l¢iide inhibe edildigi, persistans oraninin ise 4 ve 8 saat inkiibasyonun
ardindan sirasiyla 5,5 ve 8,5 kat azaldigi gosterilmistir. DSF molekiili 50 puM

konsantrasyonda olacak sekilde eklendiginde Bacillus thurigiensis’e karsi ampisilin,
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rifampisin, kanamisin, gentamisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprimin MIK
degerlerini sirasiyla 4, 4, 16, 16, 2, 2 ve 4 kat azaltmis; S. aureus’a kars1 ampisilin, kanamisin
ve gentamisinin MIK degerlerini 2, 2 ve 8 kat; Mycobacterium smegmatis’in kanamisin,
gentamisin, kloramfenikol ve trimetoprime karsi duyarliligimi 4, 2, 2 ve 2 kat arttirmistir.
Ayrica kanamisin ve gentamisinin Neisseria sublava ve P.aeruginosa’ya karst MIK
degerlerini de 2’ser kat azaltmis, ancak bu bakterilerin diger antibiyotiklere duyarliligini
etkilememistir. Bu sonuglara gére DSF’nin sinerjist etkisi antibiyotige ve tiire 6zgl olarak

degismektedir (Deng ve ark. 2014).

Calismamizda klinik Stafilokok suslarina karst 0,5 uM gibi diisiik konsantrasyonda
denenen DSF’nin, vankomisin ve linezolidin MiK degerini 2, siprofloksasin ve meropenemin
4, gentamisinin ise 8 kata kadar azaltti§1 gdsterilmistir. Daptomisinin MIK degerine ise
herhangi bir etki gézlenmemistir. DSF tiirevlerinden olan BDSF’nin 0,5 uM konsantrasyonda
eklenmesinin ise tiim suglarinda vankomisinin etkisini 2, siprofloksasinin 4 kat; S. aureus
suslarinda linezolidin etkisini 4, gentamisinin 16 kat; bir MSSE susunda daptomisinin MiK
degerini 2 kat; diger S. epidermidis suslarinda ise linezolidin MIK degerini 16, gentamisinin

32, meropeneminkini ise 32 kata kadar azaltabildigi gézlenmistir.

QS sinyal molekiillerinin konsantrasyona bagli olarak mikroorganizmalara ait
biyofilmlere olusum asamasinda etki ettiklerini gdsteren ¢aligmalar bulunmaktadir. Ornegin
Boon ve ark.’nin (2008) yaptiklar: bir ¢aligmada farnesol ile yapisal iligkili olan ve DSFye
¢ok benzeyen BDSF’nin C. albicans’daki biyofilm olusumunda dnemli bir faktor olan germ
tiip (¢imlenme borusu, gercek hif) olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir. Farnesol 5 uM son
konsantrasyonda BDSF ve DSF molekiilleri sirasiyla germ tiip olusumunu yaklasik % 60 ve
% 12 azaltmistir. Ayrica BDSF 0,5 pM konsantrasyonda C. albicans’in hif uzamasini %15

azaltmis, 100 uM gibi yiiksek konsantrasyonda ise liremesini tamamen inhibe etmistir.

Dean ve ark.’nin (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada BDSF’nin 5 uM gibi diisiik
konsantrasyonda Francisella novicida’nin  biyofilm olusumunu inhibe edebildigi,
antibiyofilm aktivitesinin konsantrasyona bagimli oldugu ve ayrica 50 uM gibi yiiksek
konsantrasyonda ise olgun biyofilmi parcaladigi bildirilmistir. Deng ve ark.’nin (2013)
yaptiklar1 ¢alismada ise BDSF’nin P. aeruginosa’nin biyofilm olusumunu ve viriilans

faktorlerinin iiretimini engelledigi bildirilmistir. Buna gére BDSF’nin 0,05; 0,1; 0,25 ve 0,5
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mM konsantrasyonlarda eklenmesinin P. aeruginosa’nin biyofilm olusumunu sirasiyla %

10,2; % 20,2; % 27,9 ve % 44 oraninda azaltig1 gosterilmistir.

QS sinyal molekiillerinin sadece biyofilm olusumunu engellemekle kalmadigi, aymi
zamanda diisiik konsantrasyonlarda dahi antimikrobiyal ajanlarla kombine edildiklerinde
olgun biyofilmlerin dispersiyonunu tetiklediklerini ve antibiyotigin biyofilme olan etkisini
arttirdigii kanitlayan ¢alismalar mevcuttur. Ornegin Sepehr ve ark.’nin (2014) yaptiklar bir
caligmada P. aeruginosa tarafindan tiretilen ve DSF gibi doymamuis bir yag asidi olan cis-2-
dekenoik asidin (CDA) E. coli, Salmonella enterica, S. aureus, B. cereus gibi gida patojeni
cesitli mikroorganizmalarin olusturduklar1 biyofilmlerin dispersiyonunu indiikledigi
bildirilmistir. Calismada 310 nM CDA’nin antibiyotik ve dezenfektanlarla birlikte
kullanildiklarinda mikroorganizmalarin biyofilm kiitlelerinde % 80’e kadar bir azalmaya
neden oldugu gosterilmistir. Ayrica S. aureus’un olgun biyofilmine karst 1 pg/ml
siprofloksasin tek basina biyofilm kiitlesinde % 11°lik bir azalmaya neden olurken 310 nM
CDA ve siprofloksasin birlikte olgun biyofilmle 1 saat muamele edildiginde % 87’lik bir

azalma gorilmiistiir.

Rahmani-Badi ve ark.’nin (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada ise K. pneumoniae ve E.
coli’nin tek tiir ve miks biyofilmlerine karsi ampisilin tek basina biyofilm kiitlesinde % 21°lik
bir azalmaya neden olurken, 310 nM CDA ile kombinasyonu % 78’lik bir azalma saglamistir.
Siprofloksasin ve CDA kombinasyonu ise tek tiir igeren biyofilm kiitlesinde % 90, miks
biyofilmin kiitlesinde ise yaklasik % 80’lik bir azalma meydana getirmistir. Ayn1 ¢alismada
tiriner kateterlerde olusturulan 120 saatlik biyofilmler antibiyotiklerle tek basina muamele
edildiginde kontrole gore canli bakteri sayisinda 2 kat, 310 nM CDA 256 pg/ml ampisilin
veya 1 pg/ml siprofloksasin ile birlikte uygulandiginda ise 4 kat azalma oldugu gosterilmistir.
Bu veriler CDA’nin sadece polistiren yilizeye sahip mikroplaklarda degil, silikon yiizeyli

uriner kateterlerdeki biyofilmleri de uzaklastirabildigini géstermektedir.

Calismamizda QS sinyal molekiillerinden DSF ve BDSF’nin 0,5uM gibi ¢ok diistik
konsantrasyonlar1 ile antibiyotik kombinasyonlarinin Stafilokoklarin olgun biyofilmleri
lizerine olan etkileri incelenmistir. Diger arastirmacilarin sonuglariyla paralel sekilde DSF
vankomisinin MBEK degerini 4 , linezolidin 2, gentamisinin 4 ve meropeneminkini 8 kat;
BDSF ise vankomisinin MBEK degerini 8, linezolidin 2, siprofloksasinin 4, gentamisinin 64

ve meropeneminkini 4 kata kadar azaltmistir.
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Calismamizda Stafilokoklarin olgun biyofilmlerine kars1 antibiyotiklerin tek bagina ve
QS sinyal molekiilleri ile birlikte MIK ve MBEK degerlerinin belirlenmesi ile bu maddelerin
etkinlikleri konusunda onemli bilgiler edinilmistir. Ancak bu deneyler ile antimikrobiyal
maddelerin ancak 24. saatteki etkileri belirlenebilmis olup bu etkinin zamanlamasi ve
bakterilerin 6liim oranlariyla ilgili herhangi bir sonug¢ elde edilememektedir. Bu problemi
asmak ve antibiyotiklerin tek basina ve QS sinyal molekiilleriyle beraber olgun biyofilm
lizerine ne kadar siirede ve ne kadar etki ettikleri ile ilgili bilgi edinmek amaciyla zamana

bagli 61diirme deneyleri yapilmistir.

TKC yontemiyle elde edilen sonuglarina gore antibiyotiklerin tek bagina olan
etkilerine kiyasla DSF, MSSA suslarinin biyofilmdeki canli bakteri sayisini siprofloksasinle
birlikte 2 ve 6. saatler arasinda yaklasik 2 logio ve daptomisin veya gentamisinle 6. saate kadar
1 logio; MRSE suslarina kars1 vankomisinle birlikte ilk 2 saatte 2 logio, gentamisin veya
siprofloksasinle yine ilk 2 saatte 1 logio ve linezolid veya meropenemle ilk 6 saatte 1 loguo;
MSSE suslarina karsi ise siprofloksasinle birlikte ilk 2 saatte 1 logio, 4. saatte 2 log,
meropenemle ilk 4 saatte 1,5 log, vankomisinle ilk 6 saatte 1,5 log ve daptomisinle ilk 4 saatte
1 logwo azaltmigtir. BDSF ise, MRSA suslarnin biyofilmdeki canli bakteri sayisini
antibiyotiklerin tek basina olan etkilerine kiyasla linezolid veya gentamisinle birlikte 4 ve 6.
saatler arasinda 1 logio; MSSA suslarina kars1 linezolid veya gentamisinle birlikte 6. saate
kadar 1 log ve meropenemle ilk 4 saatte 1 logi0; MRSE suslarina karst meropenemle birlikte
ilk 6 saatte 1 logi0; MSSE suslarina kars1 ise gentamisinle birlikte ilk 6 saatte 2 logio’a kadar
azaltmistir. Bu sonuclara gore QS sinyal molekiillerinin antibiyotikler ile kombinasyon
seklinde olgun biyofilmlere ait canli bakteriler iizerine ilk 6 saatte belirgin bakterisidal etki

gosterdikleri tespit edilmistir.

TKC deneylerimizin 24. saatteki sonuglarina gére DSF, S. aureus suslarinin olgun
biyofilmlerine ait canli bakteri sayisini, antibiyotigin tek basina olan etkisine kiyasla
daptomisin ile birlikte 1 logio, vankomisin yada gentamisinle ise yaklasik 1,5 logio; BDSF ise
gentamisinle birlikte 2 logio kadar azaltmistir. S. epidermidis suslariin olgun biyofilmlerine
ait canli bakteri sayisint DSF’nin vankomisin ile birlikte 1 logio’dan fazla; BDSF’nin ise
meropenemle birlikte 2 logio’dan fazla azaltabildigi gosterilmistir. Bu sonuglara gore S.aureus
suslart i¢in en etkili kombinasyonlarin gentamisin ile BDSF, S. epidermidis suslar1 igin ise

vankomisin ile DSF veya meropenem ile BDSF olabilecegi goriisiindeyiz.
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Sonug olarak;

Calismamizda kullanmilan DSF, BDSF gibi QS sinyal molekiillerinin
mikroorganizmalarin hem planktonik hem de biyofilm formlarina kars1 ¢esitli antimikrobiyal
ajanlarla kombinasyon halinde kullanildiklarinda, gerek molekiiliin veya antibiyotigin yapisi
ve konsantrasyonuna, gerekse mikroorganizmanin tiiriine ve metabolik durumuna bagli olarak
farkli kademelerde etkili olabildikleri goriilmektedir. Her ne kadar bu sinyal molekiillerinin
tam olarak nasil etki ettiklerine dair heniiz yeterince ve net bilgiler bulunmasa da, bu
molekiillerin bakterilerce salgilanan ve kendisini salgilayan tiir icindeki haberlesmeyi
saglayarak biyofilm olusumunu kolaylastirict maddeler olduklar1 diisiintildiigiinde, ait
olduklart tiirin biyofilm olusturmasini kolaylastirirken diger tiir bakteri ya da mantarlarin
cogunlugu algilamalarin1 bozarak biyofilm olusumunu bloke ettikleri yada bu biyofilmlerin

dispersiyonunu arttirarak etki gosterdikleri tahmin edilmektedir.

Son zamanlarda iizerlerinde gittikce daha ¢ok calisma yapilmaya baslanan QS sinyal
molekiillerinin farkli tiirevlerinin, farkli konsantrasyonlarda kullanilarak antimikrobiyal
ajanlarla kombine edilmesi ve daha fazla patojen bakteri susuna kars1 etkilerinin gerek in vitro
gerekse in vivo yontemlerle arastirilmasi ile yapr ve etki mekanizmalarinin net bir bigimde
aydinlatilacag1 ve yakin gelecekte yeni tedavi segenekleri arasinda yer alabilecekleri gibi
biyofilm kontrolii i¢in yaygin uygulamalara sahip endiistri ve saglik sektorii icin de yeni

stratejilerden biri olabilecekleri diisiiniilmektedir.
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BIYOFILM OLUSTURAN STAFILOKOKLARA KARSI
ANTIBIYOTIKLERIN TEK BASINA VE DIFUZE OLAN SINYAL
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ARASTIRILMASI
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