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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

BAZI ANTIBIYOTIK VE ANTIiBiYOFILM PEPTID KOMBINASYONLARININ
Staphylococcus aureus BIYOFILM YAPISI UZERINE ETKIiSI

Umut Cagr1 KOCAK

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Aysenur YAZICI

Antibiyotik direncinin hizla yayilmasi ve yeni antimikrobiyallerin kesfedilmesinin zorlugu
nedeniyle daha 6nceden kesfedilen antibiyotiklerin yeniden kullanim ve kombinasyon stratejileri
On plana ¢ikmistir. Bu ¢alismada, kloramfenikol ile siprofloksasinin ve nisin antibiyofilm peptidi
ile Staphylococcus aureus ATCC 6538 susuna karsi kombinasyonel etkinligini arastirildi.
Siprofloksasin, nisin ve kloramfenikoliin MIC degeri sirasiyla 0,25, >64 ve 32 pg/mL idi.
Kloramfenikol ile siprofloksasinin ve nisin molekiilii arasindaki sinerjizmin incelenmesi igin
checkerboard (dama tahtasi) testi yapildi. Kristal viyole testi ile antibiyofilm etkilerinin
degerlendirilmesi gergeklestirildi. Ayrica, koloni biyofilm testi ve gRT-PCR kullanilarak gesitli
viriilans genlerinin (agrA, spa, icaA ve saeR) ifadeleri arastirildi. Nisin, kloramfenikol ve
kombinasyon uygulamalarinda agrA geninin ekspresyon seviyesinin kontrole gore azaldigi
gosterildi. Diger genlerin ekspresyon seviyelerinin ise kontrol grubuna gore artis gosterdigi
belirlendi. Sonuglar, nisin ve kloramfenikol kombinasyonunun aktivitesinin sinerjistik ve
antibiyofilm aktiviteye sahip oldugunu gosterdi. Ancak nisin ile siprofloksasin arasinda bir

etkinlik belirlenmedi.
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ABSTRACT

MS. Thesis

THE EFFECTS OF SOME ANTIBIOTIC AND ANTIBIOFILM PEPTIDE
COMBINATIONS ON Staphylococcus aureus BIOFILM STRUCTURE

Umut Cagri KOCAK

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Aysenur YAZICI

Due to the rapid spread of antibiotic resistance and the difficulty of discovering new
antimicrobials, the reuse and combinational strategies of previously discovered antibiotics
have come to the fore. In this study, the combinational efficacy of chloramphenicol and
ciprofloxacin with nisin against the ATCC 6538 strain of Staphlococcus aureus were
investigated. The MIC values of ciprofloxacin, nisin and chloramphenicol were 0,25, >64 and
32 pg/mL, respectively. The checkerboard assay was carried out for the inspection of
synergism between nisin with ciprofloxacin and chloramphenicol. Furthermore, the crystal
violet assay was employed to assess antibiofilm effects. Additionally, the expressions of
various virulence genes (agrA, spa, icaA and saeR) were investigated using the colony
biofilm assay and qRT-PCR methods. It was shown that the expression level of the agrA gene
decreased compared to the control in the nisin, chloramphenicol and combinational
applications. The expression levels of other genes were increased compared to the control.
The results showed that the activities of nisin and chloramphenicol combinations had
synergistic and antibiofilm activity. However, no efficacy was determined between nisin and

ciprofloxacin.
2022, 55 page
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1. GIRIS

1. GIRIS

Mikroorganizmalar, mikroskobik boyutlarda olan tek veya hiicre kolonisi halinde
yasayan organizmalardir. Mikroorganizmalarin kesfedilmesi 1665 yilinda Robert
Hooke’un kiigiik boyutlardaki yapilar1 biiylitebilecek bir cihaz kullanarak kiiflerin
goriintiilerini ¢izmeyi basarmasiyla meydana gelmistir (Gesh 2005). 1673 yilinda, tek
lensli mikroskobun atasini icat etmis olan Anton van Leeuwenhoek’un gozlemleri ile
devam etmistir. Bu siirecte daha iyi biiylitme saglayan lensler ve bu lenslerin
gelistirilmesiyle Leeuwenhoek mikroorganizmalarin  varhigmi ve  giliniimiizde
kullandigimiz mikroskop teknolojisini bilim diinyasina kazandirmistir (Lane 2015).
1860’11 yillarda Louis Pasteur, gida bozulmalarini engellemek amacgli yapmis oldugu
caligmalarda bu bozulmalarin mikroorganizma kaynakli oldugunu bulmustur (Bordenave
2003). 1876 yilinda ise Robert Koch ¢esitli hastaliklarin kaynaginin mikroorganizmalar
oldugunu tespit etmistir. Bu tespit sonucunda hastalik etmeninin mikroorganizma olup

olmadigini belirlemek i¢in Koch postiilatlarini gelistirmistir (O’Brien and Goedert 1996).

Mikroorganizmalar insanlik i¢in bir¢ok acidan islevseldir. Istenilen iiriinlerin elde
edilmesinden beslenmeye kadar olan katkilar1 oldukga énemlidir. insan viicudunda da
bircok faydali mikroorganizma bulunmaktadir. Ancak cesitli hastaliklara sebep olan
mikroorganizmalar -patojen mikroorganizmalar olarak da adlandirilir- insan hayati ve
saglig1 agisindan biiyiik tehdit unsurudurlar. Bilim insanlar1 patojen mikroorganizmalara
kars1 stratejiler gelistirmeye devam etmektedir. Bu tehditlerden birisi olan biyofilm,
mikroorganizmalarin gelistirilen stratejilere kars1 kendilerini korumalarini saglayan bir

yapidir (Cascioferro et al. 2021; Kakoullis et al. 2021).

1.1. Staphylococcus aureus (S. aureus)

S. aureus, kok seklinde, 0,5-1,5 um ¢apinda, Gram pozitif (+) ve fakiiltatif aerob
bir bakteridir. Robert Koch tarafindan 1878 yilinda tanimlanmistir. Oksijen yoklugunda
fermentasyon yoluyla gelisebilir. Bacteria domainin Firmicutes subesinde bulunan bu
bakteri, olduk¢a patojen bir yapida olmasi nedeniyle hastane enfeksiyonlarinda en sik
goriilen bes tlirden birisidir (Masalha et al. 2001; Yiiksekdag ve Baltac1 2013; Zhou et al.

2019). S. aureus tedavi amagli kullanilan neredeyse biitiin antibiyotiklere karsi hizli
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direng gergeklestirmesi agisindan da oldukg¢a 6nemlidir. 2015 yilinda Avrupa verilerine
gore alt tiirlerden birisi olan metisiline direngli S. aureus’'un (MRSA), 148.000’den fazla
enfeksiyondan ve 7.000 6liimden sorumlu oldugu ortaya koyulmustur (Kakoullis et al.
2021). Bu bakteriler genellikle deride ve solunum sistemi organlarinda, ozellikle de
burun kisminda bulunurlar. igermis oldugu genis viriilans faktdrleriyle enfeksiyon
kapasitesi yliksek bir firsat¢1 patojendir. Pnomoni, toksik sok sendromu, bakteriyemi,
yumusak doku ve kan dolasimi enfeksiyonlari gibi cesitli ciddi enfeksiyonlara S.
aureus’un viriilans faktorleri yol agmaktadir (Hodille et al. 2017). Ayrica, birgok susu
biyofilm meydana getirme kapasitesine sahiptir (Masalha et al. 2001; Zhou et al. 2019;
Seethalakshmi et al. 2020).

MRSA ayrica metisiline ve i¢inde B-laktam halkasi iceren antibiyotiklerin hepsine
de direng gelistirmistir. Bu direng, penisilin baglayici protein 2 (PBP2)’nin bir homolog
proteini olan PBP2a’nin hiicrede iiretilmesiyle gergeklesmistir. PBP2a’nin -laktamlara
direngli olmasinin sebebi PBP2a’nin aktif bolgesinde bulunan ve hedeflenen serin amino
asidinin antibiyotikler tarafindan erisilemeyen bir bolgede bulunmasindandir. Bu yapisal
degisiklik sayesinde MRSA, bu antibiyotik sinifina karsi tamamen direngli hale
gelmektedir. Yeni gelistirilen besinci nesil sefaloporin olan seftarolin fosamile,
MRSA’da bulunan bu mekanizmanin istesinden gelinmesi i¢in 0zel olarak
gelistirilmistir. Allosterik etki gdsteren seftarolin fosamile erisilemeyen bolgedeki serinin
ortaya ¢ikmasinmi saglaylp PBP2a’nin konformasyonel bir degisikligine neden olmasi
acisindan antibiyotiklerin PBP2a’y1 inhibe etmesine olanak saglamaktadir (Kakoullis et

al. 2021).

Bu tezde kullanilan S. aureus susu, S. aureus subsp. aureus Rosenbach ATCC
6538°dir (ATCC, ABD) ve insan lezyonundan izole edilmis, biitiin genomu dizilenmis,
yiiksek biyofilm yapma yetenegine sahip bir alttiirdiir. S. aureus ATCC 6538 susu
giinlimiizde bulasici hastalik aragtirmalar1 ve kalite kontrolii i¢in kullanilmaktadir (Abbas
et al. 2019; Chen et al. 2020). Metisiline duyarli S. aureus (MSSA) olan bu sus
biyoinformatik, ila¢ gelistirme ve benzeri bir¢ok alanda g¢alismaya da uygundur.
Biyogiivenlik seviyesi (BSL), ABD Saglik ve Insan Hizmetleri Departmani’nin
Mikrobiyolojik ve Biyomedikal Laboratuvarlarinda (BMBL) belirlenen risk
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degerlendirmesine goére BSL 2 seviyesindedir (Larsen et al. 2008; Anonymous 2019;
Lancellotti et al. 2019).

1.2. Cekirdek Algilama Mekanizmalar1 ve Biyofilm ile Tliskisi

Cekirdek algilama, mikrobiyal toplulugun ortamda bulunan hiicre toplulugunun
yogunlugunu anlamasini saglayan bir hiicresel iletisim seklidir. Yogunluga bagli olarak
cekirdek algilama yapan hiicre c¢evresindeki durum degisikliklerine karst yanit
olusturabilir ve mikroorganizmanin hayatta kalmasini kolaylastiran bir yap1
olusturmasina izin verebilir. Bu sistem, g¢ekirdek algilama sentazlar sayesinde iiretimi
gerceklesen otoindiikleyici ismi verilen birtakim molekiillerin sentezini, ektraseliiler
matrise salinimi ve hiicre toplulugunda bu molekiillerin algilanarak yanitin olugsmasi ile
caligir. Ortamdaki bakteri popiilasyonun artmasi otoindiikleyici molekiillerin de
birikmesiyle ya da popiilasyonun azalmasi ile bu molekiillerin azalmasi sayesinde
hiicreler kaderlerini belirlerler. Kisaca, hiicreler popiilasyon miktarinin degismesini
algilayarak hiicresel davranisinda degisiklige gitmektedir. Bu sistem hiicrelerin
biyoliiminesans o0zellik gostermesi, duruma bagli olarak viriilans faktorlerinin
sentezlenmesi ve biyofilm yapisi olusturmasi gibi birgok dzelligin meydana getirilmesini
saglamaktadir. Cekirdek algilama yapmak i¢in gerekli molekiiller hiicre agisindan
olduk¢a maliyetlidir ancak evrimsel siirecte hiicreler hayatta kalip yeni nesiller
olusturmak i¢in bu stratejileri gergeklestirmek zorundadir (Papenfort and Bassler 2016;
Abisado et al. 2018).

Cekirdek algilama, hem Gram pozitif (+) hem de Gram negatif (-) bakteriler
tarafindan gergeklestirilmektedir. Gram negatif (-) bakteriler dort temel ozellik ile
cekirdek algilama geceklestirirler. Ilk olarak otoindiikleyici molekiil i¢in agil-homoserin
laktonlar (AHLs) ya da S-adenosilmetiyonin’den (SAM) sentezlenen diger molekiiller
kullanilir. Gram pozitif (+) bakterilerden farkli olarak bu molekiiller boyutlar1 geregi
transmembran reseptorlerine ihtiyag duymadan hiicre igine ve disina serbestge
saliabilirler. Bu sayede sitoplazmada bulunan spesifik reseptorler tarafindan rahatlikla
taninir. Taninmadan sonra hiicre gen ekspresyonunda degisiklikler yaparlar. Son olarak
otoindiiksiyon denilen siirecle popiilasyondaki hiicreler hem kendilerini hem de

birbirlerini uyararak senkronize bir sekilde yanit olustururlar. Gram negatif (-) bakteriler
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bir¢ok otoindiikleyici molekiil kullanir. Bu da ¢evrede bulunan tehdite karsi oldukca
basarili bir sekilde spesifik yanit verilmesini saglar (Papenfort and Bassler 2016).

Gram pozitif (+) bakterilerde membran yapilar1 geregi membrana bagli histidin
kinaz reseptorleri ve bu reseptorlere uygun oligopeptidler kullanilir. Hiicre igine
yonlendirilen sinyal, spesifik olarak sitoplazmik transkripsiyon faktorlerinden faydalanip
iki bilesenli bir sistem olarak gen ekspresyonunda degisiklikleri yonlendirir. Bir gram
pozitif (+) bakteri olan S. aureus, aksesuar gen regiilatorii (Agr) sistemi tarafindan bir
cekirdek algilama sistemine sahiptir. Sinyali 7-9 aminoasit uzunlugunda olan tiolakton
halkasi igeren bir peptid saglamaktadir (Papenfort and Bassler 2016; Jenul and Horswill
2019).

AgrA
= PSMs
\

F2 RNAII
oo [ D
RNAIII
P3

Sekil 1.1. S. aureus’ta bulunan bir ¢ekirdek algilama sistemi (Jenul and Horswill 2019)

Sekil 1.1.’de S. aureus’ta Agr qourum sensing mekanizmast gosterilmistir.
Otoindiikleyici peptid (AIP) sinyali, operondaki AgrD tarafindan kodlanir. AgrD oto
indiikleyicisi sinyal molekiilii haline getirilmesi i¢in sinyal peptidaz olan SpsB’nin
yardimiyla transmembran AgrB proteini tarafindan diizenlenir ve ektraselliiler matrise
salinimi gerceklesir. Ekstraseliiler matriste bulunan AIP’lerin konsantrasyonu istenilen
seviyeye ulastiginda otofosforilasyona ugrayan histidin kinaz AgrC tarafindan algilanir.
Bu sinyal iletimi, sirasiyla P2 ve P3 promotorlerini baglayabilen ve bu sayede RNAII ve
RNAIII transkriptlerinin ekspresyonunu saglayan AgrA’ya aktarilir. RNAIL, hem AIP nin

biyosentezini saglayan hem de AIP’nin taninmasini saglayan yolagin kodlandigi
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agrBDCA operonunu igerir. RNAII ise agr operon sisteminin akis asagi hedef genlerinin
ekspresyonundan sorumludur. Ayrica intraselliiler fosforillenmis AgrA fenolde ¢6ziinen
modilin (PSM) genlerinin promotorlerine baglanarak ekspresyonuna yol agar (Jenul and
Horswill 2019).

1.3. S. aureus’ta Bulunan Biyofilm Yapisi

Biyofilm, patojen mikroorganizmanin enfeksiyon etkilerinin kaliciligin1 arttiran
ve normalde tutunamayacagi yiizeylere tutunmasini saglayan bir hiicre toplulugu
savunma yapisidir. Biyofilm terimi, Costerton tarafindan 1978 yilinda yapmis oldugu
caligmalar sonucunda bilim camiasina tanitilmistir. Klinik ¢aligmalarda P. aeruginosa, S.
aureus gibi bir¢ok bakteri tiirliniin tek ya da ¢oklu ilag direnci olusturmak i¢in biyofilm
yaptig1 bildirilmistir. Biyofilm yapist i¢cinde bulunan hiicreler biyofilm yapist disinda
bulunan hiicrelere -yani planktonik formlarina- kiyasla antibiyotiklere karsi 10-1.000 kat
daha direncli haldedirler. Ozellikle de bakteriler, ortamdaki besinlerin miktar1 gibi
cevresel etmenleri ¢ekirdek algilama mekanizmasi ile algilaylp gen ekspresyonunu
entegre ederek biyofilm yapisi olusturabilirler. Bu durumun, antibiyotik gibi biyosit
molekiillerin kullaniminin yayginlagsmasi ile mikroorganizmalarin hayatta kalabilmek
icin biyofilm yapisi olusturmaya basladigini ve bu sayede kullanilan biyositlere karsi
direng gosterdiklerini belirtmektedir. Hiicrelerin ektraselliiler matrise salgilamis olduklar
asidik maddelerden dolayr pH degisikligine bagli olarak bazi antibiyotikleri olumsuz
yonde etkiledikleri de belirlenmistir. Giiniimiizde bilim insanlar1 bakterilerin birgcogunun
serbest bir sekilde bulunmadigini, yiizeylere tutunduklarini belirtmislerdir. Ozellikle de
klinikte bulunan, ESKAPE (Enterococcus faecalis, S. aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa ve Enterobacter spp.) olarak adlandirilan ve
mortalitesi oldukca yiiksek olan bir grup bakterinin biyofilm yapilarinin anlasiimasi

tizerinde yogunlagilmigtir (Yiiksekdag ve Baltaci 2013; Rabin et al. 2015).
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Sekil 1.2. Biyofilm olusumu (Lu et al. 2019)

Sekil 1.2’de biyofilm olusumu sematize edilmistir (ECM=EPS: ektraselliiler
polimerik madde). Biyofilm temelde dort asamadan meydana gelen bir yasam
dongiisiinden ibarettir ve ¢ekirdek algilama mekanizmalari ile yonlendirilir. ilk olarak
biyofilm, bakterinin yiizeye tutunmasi ile baslar ve daha sonrasinda tersinmez olarak
baglanmasi ile devam eder. Bu siiregte bakteriler ekstraselliiler DNA (eDNA), ¢esitli
proteazlar, polimerik matrix, cesitli biyofilmden sorumlu proteinler gibi birtakim
molekiilleri sentezlemektedir. Bir sonraki asamada hiicre ¢ogalmasi ile EPS yapisim
biliylimesi gozlemlenir. Cekirdek algilama mekanizmalar1 bu ve son asamasinda daha
etkin bir sekilde calisir. Biyofilm yapist biiylirken gesitli otoindiikleyici molekiiller ve
regiile ettikleri transkripsiyonel reseptorler, biyofilm yapisinin stabil kalmasi igin ve
hiicrenin ¢evresel denge yapisina katkida bulunmasi i¢in viriilans faktorlerin {iretimini
belirler. En son olarak biyofilm yapisi iyice olgunlastiktan sonra bakteriler yeni bir
yilizeye tutunmak ve biyofilm yapisinin dengesini korumak i¢in biyofilmden ayrilabilir.
Bu sayede yeni biyofilm yapisi baslatarak biyofilm dongiisiinii devam ettirebilirler.
Biyofilm yapisinin engellenmesine iligkin yeni stratejiler, ekstraselliiler matrix
olusumunu, bakterilerin bu yapiya baglanmasinin inhibisyonunu, meydana getirilmis
EPS yapisinin bozulmasi, cesitli ¢cekirdek algilama faktorlerinin engellenmesi ve benzeri
birgok agamay1 hedefler. Biyofilmin engellenmesinde mekanizmanin iyi tanimlanmasi ile

her asamada hedeflenecek yapilarin olmasina dikkat ¢ekilmelidir (Lu et al. 2019).

Biyofilm yapis1 yani EPS, 3 ana yapidan meydana gelmektedir. Bunlar su
sekildedir: bir veya birden fazla tiirde ekzopolisakkarit, eDNA ve ¢esitli proteinler. ki

olan ekzopolisakkaritler hem hiicre iginde hem de hiicre disinda sentezlenebilen dis
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ortama salinimi gergeklesen makromolekiillerdir. Hiicre yiizeyine baglanan ve genis
baglantilar kuran lineer ya da dallanmis sekilde ipliklere benzer halde gozlemlenirler.
Yapilarinda fazlaca mannoz, galaktoz ve glukoz bulundururlar. Ekzopolisakkaritler,
biyofilm yapisinin olusmasi i¢in temel gorevi goriirler ve diger makromolekiillerin
yapigmasint saglarlar. Her bir tiiriin kendine spesifik ekzopolisakkarit molekiilii vardir. S.
aureus’ta, biyofilm yapisindan sorumlu ekzopolisakkarit lineer ve polimer yapili, PIA
gorevindeki Poli-N-asetil glukozamin’dir. PIA nin biyosentezi IcaADBC operonundan
yani IcaA, IcaB, IcaC ve IcaD genleri tarafindan gergeklestirilir. ikinci olarak eDNA’lar,
biyofilm olusumda ve baglanmasinda onemli rolii olan, aktif olarak hiicreden
salgilanabilen makromolekiillerdir. Salgilanmig eDNA’lar yapismanin kolay olmasi i¢in
hiicrenin ylizeyindeki reseptorlerle etkilesime girer. Ayrica negatif (-) yiiklii olmasiyla da
bazi pozitif (+) yiiklii antibiyotikleri de inhibe edebilirler. S. epidermidis 'te vankomisinin
biyofilm yapisinin i¢ine taginmasini engelledigi bulunmustur. Bunun disinda eDNA ile
ilgili bilgiler yeterli degildir ve aydinlatilmasi i¢in bu konu iizerine diisiilmesi
gerekmektedir. Ana yapilardan sonuncusu olan proteinler, EPS’nin 6nemli diger bir
bilesenidir. Hiicre yiizeyine ve ekzopolisakkaritlere baglanarak biyofilmin olugmasina ve
stabil olarak kalmasina yardimci olmaktadirlar. S. aureus’ta biyofilmden sorumlu protein
(Bap) bu gorevi gerceklestiren proteindir. Cizelge 1.1’de bazi biyofim olusturan
mikroorganizmalar ve biyofilmden sorumlu proteinleri listelenmistir. Biyofilmden
sorumlu proteinlerin disinda bazi enzimlerin kontrollii salinimi ile biyofilm yapisindaki
bilesenler parcalanarak kisa stireli hiicrenin temel ihtiyaglar1 karsilanabilir. Bu enzimlerle
hiicre bagka bir bolgede biyofilm olusturmak i¢in planktonik hiicreler de meydana

getirebilir (Giin ve Ekinci 2009; Rabin et al. 2015).

Insan enfeksiyonlarinda S. aureus, biyofilm olusumunun ilk adimim fibronektin,
fibrinojen gibi insan matris proteinlerine baglanmasi ile baglatir. Bu siiregte hiicre
yiizeyindeki bilesenler araciliyla S. aureus tersinmez bir sekilde kovalent baglanma
egilimi gosterir. Yiizeye baglanan hiicrelerde biyofilm gerceklesmesi icin hiicreler
birbirlerini uyararak EPS yapis1 olusturulur. Biyofilm biiyiliyene kadar {ist iiste hiicrelerin
eklenmesini tesvik eder. Bu sirada ekstraseliiler matrise yani biyofilm yapisina ¢esitli
molekiiller salgilanarak hiicreler biyofilm i¢indeki konumunu diizenler. Son asama olarak
ortamda besin miktarinin azalmasi, biyofilm yapisinin stabil halini koruyamamasi gibi

birgok faktor nedeniyle biyofilm yapisinin dagilmamasti i¢in hiicreler ayrilarak planktonik
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hiicreler olarak dongiiyii devam ettirmek i¢in farkli noktalara hareket ederler (Rabin et al.

2015).

(a) NaCl

PIA/IPNAG

Biofilm inhibition/detachment
uone|nWNade wyyolg

Sekil 1.3. Staphylococcus Spp.’lerde Ica operonuna bagimli (a) ve Ica operonundan
bagimsiz (b) biyofilm mekanizmalarinin semas1 (O’Gara 2007)
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Sekil 1.3te Staphylococcus Spp.’lerde ica operonuna bagimli ve ica operonundan
bagimsiz biyofilm mekanizmalar1 sematize edilmistir. ki mekanizmada da (a,b) yesil
renkli oklar pozitif regiilator yollar1, kirmizi renkli oklar negatif regiilator yollar1 belirtir.
Ica operonuna bagimli sistem (a) kisaca su sekilde gerceklesir: cekirdek algilama
gerceklestirmek i¢in sirasiyla ortamdaki NaCl veya EtOH konsantrasyonuna bagli olarak
IcaADBC operonunun iiriinleri iiretilir ya da operonun akis yukarisi olan fcaR geninin
{iriinii iiretilir. Operondaki fcaADBC fiiriinleri hiicrenin biyofilm yapis1 meydana
getirmesine olanak saglayip pozitif regiilator olarak rol oynarken akis yukari /caR geninin
{iriinii bu operonun negatif regiilatrii olarak rol oynamaktadir. /ca operonundan bagimsiz
sistemde (b) ise SarA hem Agr sistemini hem de Bap geninin pozitif regiilatorii olarak
gbrev yaparak biyofilm yapisinin Ica operonuna bagimli olmadan da gergeklesmesini

saglamaktadir (O’Gara 2007).

S. aureus ATCC 6538’de biyofilm yapisi ¢cekirdek algilama mekanizmalari ile iki
sekilde meydana gelmektedir. Bunlardan ilki icaAADBC operonuna bagimli olan sistemdir
(Yiiksekdag ve Baltact 2013). Biyofilm olusumunda 6nemli olan polisakkarit hiicreler
arast adezin (PIA) molekiilii icaADBC operonu tarafindan g¢ekirdek algilama iletisimi
sayesinde kodlanir. Operondan elde edilen /cad transmembran proteini, icaD proteinin
sorumlu oldugu bir proteindir (O'Gara 2007). Biyofilm yapist igin ikinci sistem ise Ica
operonundan bagimsiz sistemdir. Bu sistem biyofilm olusturmak disinda ¢esitli viriilans
faktorlerin de sentezlenmesini saglamaktadir. Agr operonu, ¢ekirdek algilama ile iligkili
kiiresel bir regiilatordiir. S. aureus’ta bulunan Agr operon sisteminin, delta-hemolizin
toksini (hdl), alfa toksini (hla), serin proteaz (SplA-F9) ve Staphylococcus proteini A
(Spa) gibi ¢esitli viriilans faktorlerin ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir (Painter et
al. 2014; Singh ve Ray 2014; Jenul ve Horswill 2019). Ozellikle deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarinda Agr aktivitesinin yiiksek oldugu belirtilmistir (Cheung et al. 2011).
Spa, ozellikle zatiire, kan dolagim1 enfeksiyonlar1 ve septik artrite neden olan bir diger
onemli viriilans faktoriidiir (Jenul ve Horswill 2019). Spa, Agr bagimli diizenleyici olan

RNALIII tarafindan asag regiile edilir (Cheung et al. 2001).
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1.4. Antimikrobiyal Peptidler (AMP) ve Etki Mekanizmalar:

AMP’ler neredeyse biitiin canlilar tarafindan ftretilen, 15 ile 150 amino asit
uzunlugunda diisiik molekiil agirligina sahip olan peptidlerdir. 1922 yilinda ilk AMP olan
lizozim Alexander Fleming tarafindan tanimlanmistir (Di Somma et al. 2020). AMP’ler
yapica basit molekiillerdir ve bu sayede evrimsel siirecte ¢esitliligi de artmaktadir.
Bireysel olarak hiicrelere ¢evresel niste rekabet olusturmasi agisindan AMP’ler avantaj
saglamaktadir. Cesitli 6zelliklerine gore smiflandirilmistir. Bunlardan birisi olan
bakteriyel AMP’ler —bakteriyosin olarak da adlandirilir- iki ana kategoriye ayrilir:
lantibiyotikler ve lantibiyotik olmayanlar. Lantibiyotikler isminden de anlagildig1 iizere
molekiil yapisinda lantionin igeren AMP’lerdir. Ornek olarak bir lantibiyotik olan nisin,
izole edilen ilk AMP’lerdendir. Yaklasik olarak 50 yildir gida koruyucusu olarak
kullanilan nisin, 1947 yilinda Lactococcus lactis’ten izole edilmistir. Ancak giiniimiizde
bildirilen AMP’lerden birgogu oOkaryotik hiicrelerden elde edilmektedir. Okaryotik
canlilarda AMP’ler, bagisiklikta Onemli rol oynarlar. Bakteriyel, viral ve fungal
enfeksiyonlara karsi temel savunma yapisi olusturmaktadirlar (Kumar et al. 2018;
Lazzaro et al. 2020). Genel anlamda pozitif yiiklii olduklari i¢in negatif yiiklii bakteri
membranina temasi olduke¢a kolaydir. Bu sayede dolayli ya da dogrudan hiicre lizisine
yol agarak hiicre biitlinliigiinii bozabilirler. Membran gecirgenligini arttirarak diger
AMP’lerin hiicre i¢ine gecisini kolaylagtirmak gibi daha karmasik hiicre aktivitelerine de
sahip olabilirler. Bugiine kadar ¢esitli kaynaklardan dogal olarak ya da sentetik olarak
3.000’den fazla AMP molekiili tanimlanmistir. Son zamanlarda AMP’lerin
mikroorganizmalara kars1 kullanim1 yayginlasmaktadir (Anonymous 2016; Boparai and
Sharma 2020; Lazzaro et al. 2020).
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Sekil 1.4. Cesitli AMP kaynaklari (Anonymous 2016)

Sekil 1.4’te Antimikrobiyal peptid veritabani (APD3, https://aps.unmc.edu/)

kullanilarak hazirlanan grafikte gesitli AMP kaynaklari belirtilmistir. 391 Bacteria, 5
Archaea, 22 Fungus, 364 Bitki, 2446 Hayvan kaynakli olmak tizere toplamda 3236 adet
AMP tanimlanmistir. Siteden edinilen veriler 15181nda grafikte mevcut olmayan sentetik

AMP’ler eklendiginde 3324 AMP veritabaninda mevcuttur (Anonymous 2016).

Tanimlanmis AMP’ler, yapist ve cesitli gruplart igermesi gibi birtakim
farkliliklarina ragmen neredeyse hepsinde ortak olan birtakim 6zellikleri vardir. Ortak
ozelliklerden birisi, AMP’ler katyonik alan igerebilen, +2 ile +13 arasinda degisen pozitif
yik gostermeleridir. Lizin ve Arginin varligir bu katyonik alan i¢cermelerine olanak
saglamaktadir. Bir diger ortak 6zellik ise hidrofobik yapida olmalaridir. Bu durum peptid
dizisinde valin, 16sin, izoldsin, alanin, fenilalanin, gibi hidrofobik 6zellik kazanmasini
saglayan aminoasitler icermesinden kaynaklanir. Genellikle %350 hidrofobik
aminoasitlerin bulunmas: idealdir. Hidrofobiklik membran gegirgenligi ile ilgilidir ve
lipid tabakasinin ne 6lgiide agilacagini belirleyebilir. Ortak 6zelliklerin sonuncusu olarak
AMP’ler amfipatik 6zelliktedir. Ug boyutlu yap1 olusturdugunda AMP’ler genellikle o
sarmal1 igerirler ve bu sarmal yap1 peptide hidrofilik 6zellik kazandiran polar ve polar

olmayan iki farkli yiiz olusturmasini saglamaktadir. Ayrica ¢ogunlukla - pileli tabakaya
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sahip olan AMP’ler oldugu gibi genisletilmis bobin yapis1 denilen bir yapiya sahip
AMP’ler de mevcuttur (Kumar et al. 2018).

F I
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Sekil 1.5. AMP’lerin yapisal ¢esitliligi (Kumar et al. 2018)

Sekil 1.5’te AMP’lerin yapisal cesitliligi 6rnekler ile sematize edilmistir (N- ve
C- terminal uglan belirtilerek pozitif yiiklii kalintilar mavi renkle, hidrofobik kalintilar
ise kirmiz1 renkle gosterilmistir.). ilki olan o sarmal yapida magainin (a), genellikle
kurbagalarin ve boceklerin ekstraseliiler matrisinde bulunan AMP’lerdir. Yapisi geregi
sulu soliisyonlarda kararli konformasyona sahip degillerdir. Bu yiizden yapilandirmak
i¢in deterjanlar gibi yiizey aktif maddelerle temas halinde olmalidirlar. Ikinci olarak en
bliylik AMP grubunun bir iiyesi olan j tabaka yapili insan defensin 5 (b), korunmus ve
disiilfid baglar1 olusturan sistein kalintilarina sahip bir AMP’dir. Bu sayede proteazlar
tarafindan bozunmas1 en aza indirgenir. Sulu ortamdan membran ortamina gegerken
biiylik yapisal degisiklige ugramazlar. Son olarak genisletilmis bobin yapili indolisidin
(c), yalnizca 13 amino asitten meydana gelerek en kisa AMP’lerden birisi olan, sigir
notrofillerinde bolca bulunan triptofanca zengin bir AMP’dir. Misel varliginda

membranla iligkisi oldukga yiiksektir (Kumar et al. 2018).

Yapica basit olan AMP’ler genis spektrumlu aktiviteye sahip olarak
diisiiniilmekteydi. Ancak yapilan caligmalarla hiicresel savunma sistemleri enfeksiyon
kaynagina dzgiin olacak sekilde oldugunu gostermektedir. Ornek olarak Tenebrio molitor
bdceginde mevcut olan AMP genlerinin iglevini yitirmesi, S. aureus tarafindan enfekte
olmasina neden olabilmektedir. Yapilan baska bir ¢calisma Drosophila melanogaster’in

sistematik olarak AMP ile iligkili genlerinin silinmesi ile silinen genlere gore cesitli

12
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bakterilerin enfeksiyonun kontroliinden sorumlu olduklarin1 gostermektedir. (Lazzaro et
al. 2020) Ayrica AMP’ler bakterilerin gesitli stratejilerine karsi da kullanilabilmektedir.
2015 yilinda battasin peptidlerinin sentezi ve yapi1 aktivite iligkisi ¢alismalar ile
bakteriyel biyofilme kars1 yiiksek inhibitor olduklarii gostermistir (Boparai and Sharma
2020).
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Sekil 1.6. AMP’lerin baz1 etki mekanizmalarinin sematize edilmis hali (Kumar et al.
2018)

Sekil 1.6°da  AMP’lerin etki mekanizmalar1 sematize edilmistir (PMN:
polimorfoniiklere noétrofiller, ADP: adenozin difosfat, ATP: adenozin trifosfat). Etki
mekanizmalar1 iki ana kategoriye ayrilmaktadir. Ilki dogrudan hiicreyi 6ldiirme
seklindedir (Kumar et al. 2018). Cogunlukla AMP’ler, giiniimiizde kullandigimiz
antibiyotiklerin aksine hiicre membrani ile elektrostatik etkilesime girerek hiicrenin
direng gelistirmesini zorlastirirlar. Etkilesim yapisina gére AMP’ler, iki farkl alt sinifa
ayrilirlar. Alt siniftan ilki olan membran etkili olan AMP’ler membran yapisini tahribata
ugratan katyonik peptidler ihtiva ederler. Prokaryotik hiicreler, negatif yiike sahip
membran yapisinda olduklari i¢in etkilesime girmek oldukga kolaydir. Defensin, melittin,
nisin ve LL-37 gibi AMP’ler membran etkili AMP’lere 6rnek verilebilir. Sistemi
aciklayacak olursak nisin, hiicre duvarina ozellikle de lipid II molekiiliine yiiksek
afiniteyle baglanir. Bu sirada nisinde bulunan diger bir bolge membranda gozenek
olusturmaya olanak saglamaktadir. Bu sekilde hiicre kendisini stabil tutamadigi igin
elemine olur. Bu siiregte hedeflemede membranlar aras1 farklar ele alindiginda AMP’ler

tedavi amacli kullanima da uygundurlar (Boparai and Sharma 2020).
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Ana simiftan ikincisi olan membran etkili olmayan AMP’ler ise membrana zarar
vermeden translokasyon yapabilirler. Membran etkili olmayan AMP’ler de iki alt sinifa
ayrilmaktadir. ilki olan hiicre duvarin1 hedefleyenler, hiicre duvari sentezini inhibe
edebilmektedir. Ayrica geleneksel antibiyotiklerin aksine AMP’ler hiicre duvari icin
gerekli Oncii molekiillere de baglanabilirler. Nisin 6rnegindeki gibi birincil hedef
molekiilii lipid II’dir. Buforin II, dermaseptin, HNP-1 ve mersasidin gibi AMP’ler
membran boyu hareket ederek normal hiicre isleyisini etkilerler (Kumar et al. 2018;
Boparai ve Sharma 2020). Alt siniftan ikincisi olan intraselliiler hedefli AMP’ler tizerinde
ilk yapilan ¢aligsmalarda hiicre i¢i hedefli olduklar1 bilinmiyordu. D- veya L- forma sahip
olmalarina gore farkl aktivitelerinin olduklar1 sonradan kesfedilmistir. Bu kesifle beraber
hiicre ici aktiviteye sahip olduklar1 da belirlenmistir. Bu AMP’ler dncelikle sitoplazmik
membran ile etkilesime girerler. Etkilesim arttik¢a hiicre i¢inde biriken AMP miktarina
bagli olarak membran ile iliskili hiicresel siiregleri engelleyebilir. Hiicresel siirecleri

yerine getiremeyen hiicre elemine olur (Kumar et al. 2018).

Ana kategoriden ikincisi olan immiin modiilasyonu, AMP’lerin dogrudan hiicre
oldiirmesi disinda bagisiklik sistemini uyarmasi ile gergeklesir. Cogunlukla AMP’ler
bagisiklik hiicreleri tarafindan {iretildikleri i¢in organizma ig¢in tehditle karsilasan ilk
yapilardandir. AMP’ler ayrica akyuvar aktivasyonu, anjiyogenezin uyarilmasi gibi
birtakim mekanizmalarin kontrol edilmesinden de sorumlu olabilirler. Ornek olarak LL-
37 gibi insandan elde edilen AMP’ler, dentritik hiicreler, mast hiicreleri ve benzeri
bagisiklik hiicrelerini etkilesime girme o0zelligine sahiptirler. Bu sayede hiicreler
patojenlere kars1 gerekli tedbiri alip istenilen immiin yanitin verilmesi saglanmaktadir

(Kumar et al. 2018).

Bir bagka ornekte de S. aureus’ta biyofilmden sorumlu icaADBC operonundan
elde edilen icaA, icaR ve icaD genlerinin ekspresyonu B-defensin 3 kullanimi ile

azalmigtir (Di Somma et al. 2020).
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1.5. Calismada Kullanilan AMP’lerin Ozellikleri

1.5.1. Kloramfenikol

Sekil 1.7. Kloramfenikol’iin molekiil yapisi (Anonymous 2004a)

Kloramfenikol, 1948’te Streptomyces venequelae'den elde edilip kimyasal yapisi
analiz edildikten sonra yar1 sentetik bir sekilde tiretilerek kullanilmaya baslanan ancak
ciddi yan etkilerinden dolay nadiren kullanilan genis spektrumlu en aktif
antibiyotiklerden biridir. Molekiiler formiilii C11H12C12N20s seklindedir (Anonymous
2004a). Diger antibiyotiklerin tedavi etmekte yetersiz kaldigi durumlar haricinde
kullanilmas: tavsiye edilmez. Hiicre duvarindan difiize olabilir ve ribozomun 50S alt
birimiyle etkilesime girerek hiicrede protein sentezini inhibe eder. Bunun diginda blok
peptidil transferaz aktivitesini de inhibe ederek protein zincir uzamasini engeller. Ancak
kloramfenikol norotoksisite ve hematolojik bozukluklar gibi ciddi yan etkilerinden dolay1
ilk olarak tercih edilmez (Schliinzen at al. 2001; Tevyashova 2021). Normalde
kloramfenikol bakteriyostatiktir ancak yiiksek dozlarda bakterisidal olabilir (Anonymous
20044a). Ciddi yan etkileri olmasina ragmen hiicrelerde antibiyotik direncinin artmasi

nedeniyle kullanimi yeniden gozden gecirilmektedir.
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1.5.2. Nisin
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Sekil 1.8. Nisin AMP’inin molekiil yapis1 (Anonymous, 2004b)

Nisin, Lactococcus lactis’ten elde edilen ve tiretilen I. grup bakteriyosinlere ait bir
AMP’dir (de Freire Bastos ve Ceotto 2011). 1933 yilinda protein yapist tanimlanmis ilk
olarak 1953 yilinda Ingiltere’de ticari olarak satilmistir. 1969 yilinda da Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan gida koruyucu olarak kullanimi onaylanmustir. Giiniimiizde
50’ye yakin ilke tarafindan gida koruyucu olarak kullanilmaktadir. 1. Grup
bakteriyosinlerin en bilinen iiyesidir (Chung et al. 1989; Akkog¢ vd 2009). Molekiiler
formiilii C143H230N42037S7 seklindedir. S. aureus, Listeria monocytogenes gibi Gram
pozitif (+) bakterilere karst inhibitor etkisi vardir. Bakteri membrani {izerinde gézenek
yapist olusturur. Ayrica lipid II molekiiliine baglanarak hiicre duvari sentezini engeller

(Akkog vd 2009; Punyauppa-path ve Phumkhachorn 2015).

Nisin, hiicre duvarina 6zellikle de lipid II molekiiliine yiiksek afiniteyle baglanir.
Bu sirada nisinde bulunan diger bir bdlge membranda gozenek olusturmaya olanak

saglamaktadir (Boparai and Sharma 2020).
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1.5.3 Siprofloksasin

Sekil 1.9. Siprofloksasin’in molekiil yapis1 (Anonymous 2004c)

Siprofloksasin, flor igeren kinolon grubu antibiyotikler arasinda etkinliklerine
gore ayrilan dort kusaktan ikinci kusakta bulunan bir antibiyotiktir. Molekiiler formiilii
C17H18FN30O3 seklindedir. Cesitli cilt enfeksiyonlarina ve idrar yolu enfeksiyonlarina
kars1 olarak kullanilmaktadir. 1960’11 yillardan itibaren kullanimi yayginlasmistir. ilk
kullanilan kinolon grubu iiyesi nalidiksik asittir ve iclerinde siprofloksasin de bulunan
diger biitlin kinolon grubu iiyeleri bu asidin modifikasyonu sayesinde sentetik olarak elde
edilmistir. Siprofloksasinin 1987 yilinda Amerika’da kullanima baslanmistir ve az direng
gelisimine sebep olmasindan, uzun yarilanma Omriine sahip olmasindan, hem gram
pozitif (+) hem de gram negatif (-) bakterilere karsi ektinliginin olmasindan dolay1
popiilerligi artmistir (Senol 2002; Anonymous 2004c).

Siprofloksasin, diger tlirevlerinde oldugu gibi benzer bir etki mekanizmasina sahiptir.
Gram negatiflerde ve Gram pozitiflerde topoizomerazlara afiniteyle baglanarak DNA

sentezini inhibe eder. Aralarinda bulunan en Onemli fark ise Gram pozitiflerde
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topoizomeraz I'V’e kars1 afinitesi yiiksekken gram negatiflerde DNA giraza kars1 afinitesi

yiiksektir. Bu baglamda siprofloksasin, bakterisidal bir etkinlige sahiptir (Senol 2002).

1.6. Kombinasyonel Tedavi

Patojen bakterilerde coklu ilaca direncin artmasi, insan sagligini énemli dlgiide
tehdit etmektedir. Antibiyotiklerin kesfinden bu yana enfeksiyonlara karsi kullanimi bu
direnci olumsuz yonde etkilemektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), ¢coklu ilaca direngli
bakterilerin en biiyiik ii¢ tehditten birisi oldugunu belirtmistir. Ornek olarak 2003 yilinda
kullanima baslanan daptomisine karsi bir y1l sonra Enterecoccus faecium’lu hastalarda
direng olustugu gozlemlenmistir. Bu yiizden ¢oklu ilaca kars1 direng mekanizmalari igin
yenilik¢i yaklagimlar gelistirmek dnem arz etmektedir. Coklu antibiyotik direncine karsi
miicadeleye yonelik yeni bir yaklasim da iki veya daha fazla antimikrobiyal ajanin
kombinasyonel olarak kullanilmasidir (Worthington and Melander 2013; Annunziato
2019; Angst et al. 2021). Sinerjetik etkileriyle iki antimikrobiyal ajanin birlikte kullanimi
giinimiizde yaygmn olup daha fazla calisilmasi gereken bir stratejidir. Bu sayede
kullanilmayan antibiyotiklerin sinerjetik etkilerinden faydalanilarak antibiyotik direncine
karsilik yeniden kullanilmasi saglanabilir. Ayrica etki mekanizmasi zaten aydinlatilmis
ilaglarin sinerjetik kullanimi hem kisa siirede klinikte uygulanabilir hem de maliyet
acisindan yeni bir antimikrobiyal molekiiliin kesfedilmesinden da az maliyetli olacaktir.
Tek molekiil tek hedef yerine hiicrede birgok farkli mekanizmanin hedeflenmesi tedavi
slirecinin de basar1 oranini arttiracaktir. Son zamanlarda, geleneksel antibiyotikler ve yeni
nesil antibiyotikler olarak adlandirilan AMP'lerin  kombinasyonlari, enfeksiyonla

miicadele i¢in umut verici sonuglar gostermektedir (Worthington and Melander 2013).

1.7. Tez Cahsmasinin Amaci ve Onemi

Giintimiizdeki saglik problemlerinin biiyiik bir kismi antibiyotik direncinden
kaynaklanan enfeksiyonlardan meydana gelmektedir (Cascioferro et al. 2021; Kakoullis
et al. 2021). Antibiyotiklerin yanlis kullanimi veya fazla kullanimi bu durumu tetikleyen
durumlardan en 6nemlisidir (Kakoullis et al. 2021). Bu ¢alismada odaklanilan S. aureus

klinik olarak incelenmis ¢oklu antibiyotige direncli bakterilerden birisidir (Seethalakshmi
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et al. 2020). Bu nedenle, yeni antimikrobiyal molekiillere ve yeni stratejilere olan ihtiyag

artmaktadir.

Giliniimiizde artan antibiyotik direnci 6zellikle de biyofilm kaynakli ise var olan
antibiyotiklere karsi oldukg¢a hizli evrimlesen bir siirectedir. Antibiyotik direncinin
genetik temeli mutasyonlar ve hareketli genetik unsurlardir. Mutasyonlar, antibiyotik
hedeflerinde degisikliklere, hiicre membran gegirgenliginin azalmasina ve ilag
birikiminin azalmasina neden olur. Mobil genetik elemanlar, bakteriler arasinda
antibiyotik diren¢ genlerinin transferine yol acar. Ancak antibiyotik direncinin hizl
evrimlesmesine karsilik olarak yeni antimikrobiyal molekiillerin kesfedilmesi o kadar
hizl1 degildir ve maliyetli bir siirectir. Bu agidan bakildigindan antibiyotik direncine sahip
olan mikroorganizmalar ciddi ekonomik kayiplara yol agmasindan ziyade ¢ok sayida
6liime de yol agmaktadir. Bu nedenle mikroorganizmalarin gelistirdigi stratejilere karsi
yeni teknikler bulunmalidir. Bu ¢alismanin amaci kullanimi miimkiinse tercih edilmeyen
bir antibiyotik olan kloramfenikol ve siproflaksasin ile 1. grup bakteriyosin olan nisin

AMP’sinin kombinasyon stratejileriyle yeniden kullanilmasinin yayginlagmasidir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Sieradzki ve Tomasz (1997) S. aureus’ta bulunan B-laktam antibiyotiklerine karsi
direncin baskilanmasinda erken hiicre duvari inhibit6rlerinin ve bazi antibiyotiklerin
kombinasyonlarinin sinerjik etkisinin oldugunu bulgulamislardir. Hem B-laktamaz hem
de mecA ile iligkili mekanizmalara sahip olan MRSA susunda kombinasyon tedavisinin
etkinligi analiz edilmistir. Hiicre duvari sentezinin erken bir basamagiyla ilgili olan mecA
Tn551 yerlestirme geninin mutant suslarinda metilisinin azalmasint ve bu sayede
kombinasyon tedavisinin de basarili olabilecegi gosterilmistir. Bu bilgiler 1s181inda kontrol
grubu olarak B-laktamaz iiretimi olmayan ve mecl/mecR diizenleyici gen grubuna sahip
olmayan MRSA susu tercih edilmistir. Cesitli antibiyotikler ile erken hiicre duvari
inhibitorlerinin birlikte kullanim1 yiikksek metiliSine kars1 direngli hiicrelerde direncin
azalmasi ile sonuclanmistir. Hiicre duvari sentezininin inhibe edilmesinden kaynaklanan
hiicre yapt bozukluklar1 kontrol ile karsilastirildiginda birbirine yakin sonuglar
dogurmaktadir. Sonu¢ olarak kombinasyon tedavisi ile yiiksek antibiyotik direncine

karsilik olarak alternatif olabilecegi belirlenmistir (Sieradzki and Tomasz 1997).

Lomovskaya ve arkadaslar1 (2001) ¢oklu ilaca direngli P. aeruginosa’da bulunan
efflux pompalarinin inhibitorlerinin inhibe edilmesi gerektigini belirtmislerdir. P.
aeruginosa, antibiyotik tedavisine sahip olduklar1 ¢esitli mekanizmalardan dolay1
oldukca direnci bir yapidadir. Bu mekanizmalardan birisi olan efflux pompalar: hiicrede
antibiyotigin birikmesine engel olmasiyla hiicrenin inhibe edilmesine engel olmaktadir.
P. aeruginosa’da bulunan dort ¢ok bilesenli efflux pompasinin tanimlanmasinit ve
karakterizasyonunu sagladiktan sonra bu yapilarin inhibe edilmesi iizerinde ¢aligsmalar
gerceklestirilmistir. Substratlar1 antibiyotik olan efflux pompalarinin inhibisyonunda
klinik agidan olumlu yonde gelismeler gézlemlenmistir. Efflux pompalari inhibitorleri ile
cesitli antibakteriyel ajanlarin kombinasyonlarinda tedavi i¢in kullanilmalidir ve bu

alanda daha ¢ok calismaya ihtiyag¢ vardir (Lomovskaya et al. 2001).

Petersen ve arkadaslart (2009) Penem [-laktamaz inhibitérii BLI-489 ile
piperasilin kombinasyonunun sistemik enfeksiyonunun murin modellerinde entkinligini
analiz etmislerdir. PB-laktamaz {iretimi gerceklestiren organizmalarin artmasi saglik

acisindan kiiresel bir sorun teskil etmektedir. Literatirden elde edilen bilgiler 1s18inda in
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Vivo ¢alisma ortami olusturmak igin akut 6liimciil sistemik enfeksiyonlara sahip fareler
tercih edilmistir. Kontrol grubu i¢in enfekte edilen fareler 48 saat i¢inde tedavi edilmezler
ise oliim ile sonuglanacaktir. Ug ayn test i¢in yedi giinliik hayatta kalma oranlari
bilgisayarli bir analiz sistemi kullanilarak gézlemlenmistir. Bunlar sirasiyla -laktamaz
inhibitori cesitlerini lireten siif A, sinif D ve Sinif C organizmalardir Cesitli oranlarda
uygulanan Piperasilin-BLI1-489 kombinasyonlar1 in vivo olarak test edilmistir. Tibbi
acidan tedavi ihtiyacin1 karsilamak amagli gelistirilen penemler, sefalosporinler ve
karbapenemler gibi bitakim yeni bilesikler bu ¢alismada yeni kombinasyon stratejileriyle
in vivo deneylerde smif A, sinif D ve siif C organizmalar {izerinde etkinlikleri
belirlenmistir. Sonug olarak elde edilen bulgular ticari inhibitdrlere gore bir avantaj

olusturmustur (Petersen et al. 2009).

Rogers ve arkadagslar1 (2010) konvansiyonel antibiyotikler ve 2-aminoimizadol
tirevli antibiyofilm ajanlar1 arasindaki sinerjik etkileri arastirmislardir. Biyofilm
icerisinde bulunan bakteriler biyofilm disinda bulunan bakterilere kiyasla 1000 kattan
daha fazla direnc¢li durumdadir ve bu durum antibiyotik tedavisini engelleyici niteliktedir.
Ayrica patojen bakterilerin birbirleri arasinda antibiyotik diren¢ genlerini aktarmasi ¢oklu
ilaca direncli patojen bakterilerin artmasina neden olmaktadir. Biyofilm yapisini inhibe
edecek molekiiller ile geleneksel antibiyotiklerin kombinasyon halinde kullanimi her iki
molekiiliin ayr1 ayr1 kullanilmasindan daha fazla oranda tedavi edecegini diistinmiislerdir.
Cesitli yiiksek biyofilm yapma yetenegine sahip bakterilere biyofilm yapist olusturularak
kombinasyon tedavisi ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. 96 kuyucuklu PVC plate icerisinde
sinerjetik etkiler gozlemlendikten sonra kristal viyolet raportdr testi kullanilarak
degerlendirilmistir. Sonug olarak konvansiyonel antibiyotiklerle 2-aminoimizadol tiirevli
antibiyofilm ajanlar1 konbinasyon tedavisi sayesinde biyofilm yapisi iyilestirilmis olup
coklu ilaca direngli bakterilerin yeniden geleneksel antibiyotiklere direcli hale gelmistir.
En son olarak elde edilen kombinasyonun hiicre kiiltiirlerinde ve model organizmalarda

toksik 6zelliklerinin de olmadigi bulgulanmistir (Rogers et al. 2010).

Bassetti ve arkadaslar1 (2011) bu ¢alismada ¢oklu ilaca karst direngli bakterilerin
giiniimiizde insan saglig1 agisindan en 6nemli {i¢ sorundan birisi oldugunun belirterek
gram negatif (-) bakterilerin artan direncine karsi yeni tedavi segeneklerinin neler

olabilecegini tartismiglardir. Caligmada gram negatif bakterilerde bulunan direng
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mekanizmalar1 hakkinda bilgi verildikten sonra antimiktobiyal ajanlar ayrintili bir sekilde
aciklanmistir. Ayrica aymtili sekilde agiklanan antimikrobiyal ajanlarin kombinasyon
stratejileriyle etkinliklerinin artacagindan ve buna bagl olarak ¢oklu ilaca kars1 direngli
bakterilerin tedavisinde umut 15181 olduklarindan da bahsetmektedir. Bu diisiince yapisini
B-laktam ajani/B-laktamaz inhibitérii kombinasyonu, Seftazidim/ oksapenemlerin
kombinasyonu, seftazidim/sefotaksim kombinasyonu gibi birtakim &rneklerle de
pekistirmektedir. Gram pozitif olan MRSA’ya kars1 besinci nesil sefalosporinlerin
kullanilmasimmin avantaj sagladigimi ancak gram negatif bakterilerde kars1 higbir
avantajinin olmadigini da belirtmektedir. En son olarak Gram negatif bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinin zorlulugunu wvurgularak bu alanda daha ¢ok

caligmanin yapilmasini tesvik etmektedir (Bassetti et al. 2011).

Page ve arkadaslar1 (2011) bir simif C B-Laktam olan BAL30376 ve ¢ift B-
laktamaz inhibitér kombinasyonu kullanarak in vitro ve in vivo olarak test etmislerdir. -
laktam antibiyotiklere karsi direncin artmasi ile yeni arternatiflerin bulunmasini tegvik
etmektedir. Literatiirden elde edilen bilgiler 1s1¢inda klinik olarak -laktam ile B-laktamaz
inhibitoriiniin kombinasyonun kullanilmasinin yararli oldugu bildirilmistir. Klinikte
kullanilan ¢esitli Ornekler ile bu durumun {istiine daha fazla diisiilmesi gerektigi
vurgulanarak bu g¢alismada [B-laktam olan BAL30376 ve cift B-laktamaz inhibitor
kombinasyonunu ¢oklu ¢ift B-laktamaz eksprese eden Gram negatif (-) Basilli’lere kars1
analiz edilmistir. /n vivo olarak enfekte edilmis fareler iizerinde calismalar
gerceklestirilmistir. Calisilan organizmalarin ¢ogunda BAL30376’ya karst kararh
direncin var oldugu belirlendikten sonra zamana ve konsantrasyona bagli olarak deneyler
gerceklestirilmistir Antibiyotigin iki inhibitér kullanilarak gesitli B-laktamaz eksprese
eden organizmalara kars1 bakterisidal etkili oldugu gézlemlenmistir. Sonug olarak yeni
bir kombinasyon tedavisi ile bir¢ok coklu ilaca direngli gram negatif organizmalar i¢in
genis spektruma sahip antibiyotik gelistirilmistir. /n vivo deneyler de bu aktiviteyi
dogrulamaktadir (Page et al. 2011).

Campbell ve arkadaglar1 (2012) S. aureus’ta bulunan teikoik asit ve peptidoglikan
biyosentezlerinin baglantili olduklarmi sentetik letal bilesiklerin kombinasyonlar ile
ortaya koymuslardir. Peptidoglikan yapili hiicre duvarin1 hedefleyen p-laktam

antibiyotiklerine karsi hiicrenin olusturdugu diren¢ yliziinden S. aureus’lar saglik
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acisindan tehdit olmaya baglamistir. Bu siiregte hiicrelerin gelistirmis oldugu [-
laktamazlar B-laktam antibiyotikleri inhibe ettikleri i¢in B-laktamaz inhibitorleri ile
antibiyotiklerin kombinasyonu seklinde kullanimin1 yayginlastirmislardir. Ancak
Ozellikle MRSA suslarinda gelistirilen PBP2’nin homologu olan PBP2A, B-laktam
antibiyotikler tarafindan hedeflenemez ve bu nedenle tedavi gerceklestirilemez. Bu
calismada hiicre duvarini hedefleyen baska alternatiflerin olusturulmasi gerektigi
vurgulanarak literatiirden elde edilen bilgiler 1s18inda teikoik asit biyosentezine
odaklanilmasi gerektigi belirtilmektedir. Hiicre duvari bilesenlerinden olan teikoik asidin
biyosentez mekanizmasi aciklanarak cesitli sentetik letal bilesikler ile caligsmalar
gercgeklestirilmistir. Sonug olarak teikoik asit sentezine odaklanildiginda gesitli bilesikler
ile maruz birakilan hiicrelerin B-laktam antibiyotiklerine de duyarli olduklarini analiz

etmislerdir. Bu durum kombinasyon tedavilerine 1s1k tutmaktadir (Campbell et al. 2012).

Muhammed ve arkadaslar1 (2015) metilisine direngli Staphylococcus aureus ve
vankomisine direngli Staphylococcus aureus klinik izolatlarina karsi kursun tiyazol ile
glikopeptid antibiyotiklerinin kombinasyon halindeki aktivitelerini analiz etmistlerdir.
Ayrica bu kombinasyonun antibiyofilm aktivitesini analiz etmek igin Staphylococcus
epidermidis tercih etmislerdir. Sonug olarak metilisine direngli Staphylococcus aureus
vankomisin ile kursun tiyazol kombinasyonu sinerjik etkinlik géstermistir. Vankomisine
direngli Staphylococcus aureus 512 kat MIC degerini azaltarak vankomisine karsi
yeniden duyarli hale gelmesini saglamistir. Kombinasyon Staphylococcus epidermidis
biyofilm yapisinin da énemli dl¢iide kiictilterek antibiyofilm aktiviteye sahip oldugunu

da kanitlamigtir (Muhammed et al. 2015).

Rasmussen ve arkadaslart (2017) fenoltiyazin, tioridazinin molekiillerinin
metilisine direngli Staphylococcus aureus’a karsi dikloksasilin ile kombinasyonunda
sinerjik etkinlik gosterdigini ve inhibe etmede basarili olduklarini belirterek vankomisin
ara duyarli Staphylocuccus aureus ve metilisine direngli Staphylococcus epidermidis’te
de bu kombinasyonlarin sinerjik etkinligin olup olmadigini arastirmistir. Sonug olarak
metilisine direngli Staphylococcus epidermidis’te test edilen suslarin higbirisnde sinerjik
etkinlik gézlemlenmezken vankomisin ara duyarli Staphylocuccus aureus suslarindan ii¢

tanesinde kombinasyonun sinerjik etkinligi gozlemlenmistir (Rasmussen et al. 2017).
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Peel ve arkadaglar1 (2019) vankomisin ve sefazolin kombinasyonunu, yiizeysel ya
da derin sekilde eklemlerde bulunan enfeksiyonlarda kontrollii bir sekilde analiz
etmiglerdir. Eklem degistirme ameliyatlarinda meydana gelen enfeksiyonun artmasina
bagli olarak maliyetli ve tehlikeli olan ameliyat siirecinin firsatg1 patojenlerden steril hale
gelmesini saglamak amaciyla ¢esitli metilisine direngli Staphylococcus Spp.’leri gibi
gram pozitif bakterilerde ¢alismiglardir. Sonug olarak gesitli gram pozitif bakterilerde faz
4 calismasina kadar elde edilen bulgular analiz edilmis ve kombinasyon tedavisinin eklem
bolgelerinde ameliyattan 90 giin sonrasinda bile enfeksiyon kaynaklarinin bulunmadigi

sonucuna ulasilmistir (Peel et al. 2019).

Angst ve arkadaslar1 (2021) antibiyotik direncini azaltmak i¢in tedavi stratejilerini
in vitro epidemiyolojik ortamda karsilastirmislardir. Antibiyotik direncindeki hizli artis
yiiziinden yeni tedavi stratejilerine ihtiya¢c bulunmaktadir. Ayrica bu tiir stratejiler
gercekei epidemiyolojik kosullarda test edilemedigi i¢in dogru sekilde tedaviler
olusturamamaktadir. Bu ¢alismada ortaya atilan bir yaklasimla olas1 bir tedavi siirecinin
epidemiyolojik bir modeli kullanilarak gercege oldukca yakin bir hastane ortamini simiile
edilmektedir. Simiile edilen epidemiyolojik modelde ii¢ farkli tedavi stratejisi
belirlenmistir. Iki antibiyotigin monoterapisi ile kombinasyon tedavisinin kiyaslanmasi
seklinde deney gergeklestrilmistir. Sonu¢ olarak hastane ortami simiile edildiginde
kombinasyon tedavisi diger uygulanan monoterapi stratejilerinden daha iyi bir sonug
ortaya ¢ikarmistir. Odaklanilan popiilasyonda iki antibiyotige de direng olmadig siirece
kombinasyonel tedavinin olumlu sonuglari umut vericidir. Bu durum kombinasyonda
kaynaklanan ila¢ dozajinin artmasindan da kaynaklanmamaktadir. Deneysel olarak ortaya
atilan hastane ortami taklidi ile uygulanan kombinasyonel tedavinin basarisi {lizerine

cesitli calismalar yapilarak daha fazla kanit elde edilmelidir (Angst et al. 2021).
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3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan besiyerleri ve hazirlamislar:

e Luria-Bertani (LB) Broth ve Agar

Cizelge 3.1. LB Agar besiyerinin igerigi

Icerik Miktar
Tripton 109
Maya Oziitii 50
NaCl 10 g
Agar 15¢
1 L besiyeri i¢in Toplam=40 g

LB agar besiyeri, standart bir bakteri besiyeridir. 850 ml saf su icerisine ticari
olarak satin alinmis besiyerinden 40 g tartilip toplam hacim 1 L’ye tamamlanarak
¢ozdiirlilmistiir. Homojen bir ¢6zelti haline getirdikten sonra Otoklav yardimiyla 121

°C’de 15 dakika steril hale getirilmistir. Yaklasik 50-60 °C’ye kadar sogutulduktan sonra,

standart petri kaplarina dokiilmiistiir.

LB broth besiyeri, LB agar besiyerinin i¢eriginde agar olmayan sivi besiyeridir. 850
ml saf su igerisine ticari olarak satin alinmis besiyerinden 25 g tartilip toplam hacim 1

L’ye tamamlanarak ¢ozdiiriilmiistiir. Homojen bir ¢ozelti haline getirdikten sonra otoklav

yardimiyla 121 °C’de 15 dakika steril hale getirilmistir.
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e Muller Hiltone Agar (MHA) ve Broth (MHB)

Cizelge 3.2. MHA besiyerinin igerigi

Icerik Miktar
Kazein 1759
S181r oziitii 29
Nisasta 15
Agar 159
1 L besiyeri i¢in Toplam= 36 g

MHA, mikrobiyolojik analizlerde kullanima uygun standart bir besiyeridir. 850
ml saf su icerisine ticari olarak satin alinmis besiyerinden 36 g tartilip toplam hacim 1
L’ye tamamlanarak ¢ozdiiriilmiistiir. Homojen bir ¢ozelti haline getirdikten sonra otoklav
yardimiyla 121 °C’de 15 dakika steril hale getirilmistir. Yaklagik 50-60 °C’ye kadar

sogutulduktan sonra, standart petri kaplarina dokiilmiistiir.

MHB besiyeri, MHA besiyerinin i¢eriginde agar olmayan siv1 besiyeridir. “The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST) tarafindan
Minimum inhibisyon konsantrasyonu belirlenmesi i¢in nerilen besiyeridir. 850 ml saf
su igerisine ticari olarak satin alinmis besiyerinden 26,5 g tartilip toplam hacim 1 L’ye
tamamlanarak ¢ozdiiriilmiistir. Homojen bir ¢ozelti haline getirdikten sonra otoklav

yardimiyla 121 °C’de 15 dakika steril hale getirilmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar Erzurum Teknik Universitesi YUTAM
Laboratuvarlarinda bulunmaktadir. Cihazlarin islevleri ve markalan c¢izelge 3.3’de

belirtirmistir.

26



3. MATERYAL ve YONTEM

Cizelge 3.3. Tez ¢aligmasinda kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz Islevi

Markasi

+4 Sogutucu

-20 Sogutucu
Otoklav

Steril Laminar kabin
Santrifiij

Inkiibator
Calkalayici Inkiibator
Spektrofotometre
PCR Cihazi

pH Metre

J.P. Selecta

J.P. Selecta Upright freezers “Templow” S
HMC, HIRAYAMA HV-50L

ESCO NordicSafe™

Wisd Microcentrifuge CF-10

Memmert IN110
Zhicheng-ZHWY-2102C

Multiskan Go

Qiagen Rotor-Gene

OHAUS Corporation

3.1.3. Sarf malzemeleri

Bu tezde kullanilan sarf malzemeleri Sigma Aldrich'ten (St. Louis, MO), Merck

& Co. (Rahway, NJ) ve Invitrogen’den, (San Diego, CA) satin alinmustir.

3.1.4. Kullanilan soliisyonlar ve antibiyotikler

%0,5’lik kristal viyole ¢ozeltisi i¢in graniil halindeki kristal viyole (CV)
boyasindan 0,25 g olarak tartilmis ve 35 mL %9611k etil alkolde ¢oziilmiistiir. Uzerine

15 ml saf su eklenmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 0,22

um’lik filtreden gecirilerek kullanilmistir.

%0,1°1ik dietil pirokarbonatli (DEPC) su hazirlamak i¢cin 1 mL DEPC alinir ve

999 mL distile su igerisinde manyetik karistirici kullanilarak ¢ozdiiriiliir. Cozelti

hazirlandiktan sonra kullanim i¢in 121 °C’de 15 dakika otoklavlanir.

%30’luk asetik asit ¢ozeltisi i¢gin 70 mL saf suyun lizerine yavas yavas olacak

sekilde %99,9’1luk asetik asitten 30 mL ilave edilmistir.
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%0,05°1ik asetik asit ¢ozeltisi icin 9,995 ml saf suyun iizerine yavas yavas olacak

sekilde %99,9’luk asetik asitten 5 pL ilave edilmistir.

500 ml PBS tamponu hazirlamak i¢in 4 g NaCl, 0,1 g KCl, 0,72 g NaHPO4, 0,12
g KH2PO4 gereklidir. Beher igerisine 450 mL distile su ve manyetik balik eklenir.
Sirasiyla NaCl, KCI, NaoHPO4, KH2POy4 tartilarak beher igerisine ilave edildi. Manyetik
karistirici ile iyice ¢oziiniinceye kadar karistirildi. Homojen bir goriintii elde edildikten

sonra ¢ozelti distile su ile 500 m1’ye tamamlanur.

%2,5°1ik nisin AMP ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 400 mg nisin tartilip 1 ml %0,05°lik

asetik asit ¢cozeltisi i¢inde ¢ozdiiriildii. Bu sayede 10 mg/mL Nisin ¢ozeltisi elde edildi.

%100’lik kloramfenikol antibiyotik ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10 mg
Kloramfenikol tartilip 1 ml %99,9’luk EtOH de ¢ozdirildii. Bu sayede 10 mg/mL

kloramfenikol ¢ozeltisi elde edildi.

%100’lik siprofloksasin antibiyotik ¢dzeltisi hazirlamak i¢in 10 mg
siprofloksasin tartilip 1 ml saf su (dH20) iginde ¢ozdiiriildii. Bu sayede 10 mg/mL

siprofloksasin ¢ozeltisi elde edildi.
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3.2.  Yontem

3.2.1. S. aureus’un hazirlanmasi

Laboratuvar ¢alismalarinin gergeklestirilmesi i¢in deneyde kullanilacak olan S.
aureus ATCC 6538 susu frozen stoktan alindi ve LB agar besiyerine ekimi
gerceklestirildi. Ardindan LB broth besiyerinde ¢alkalayici inkiibatdrde gelistirildi. S.
aureus 24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildu.

3.2.2. Disk difiizyon testi

Gece boyu inkiibe edilmis S. aureus ATCC 6538 susu disk diflizyon deneyi i¢in
inkiibasyondan alindi. 0,5 McFarland standardinda 600 nm (ODego) Olgiim yapilarak
hiicre yogunlugu ayarlanan bakteri MHA besiyeri lizerine yayma ekim yapilarak tiim
plate tizerine yayildi. Yayilan hiicreler tizerine petri izerinde isaretlenmis kisimlara farkli
(8; 16; 32; 64; 128 ug/mL) konsantrasyonda kloramfenikol ve nisin emdirilmis diskler
steril bir penset yardimiyla yerlestirildi. Sonuglarin gézlemlenmesi igin 24 saat 37 °C’de

statik inkiibasyona birakildi.

3.2.3. Minimum inhibitor konsantrasyon (MIC) testi

MIC testi, besiyerinde bulunan hiicrelerin gelisimini inhibe edici doza sahip olan
maddenin miktarinin belirlenmesinde rol oynayan bir testtir. MIC degerlerinin

belirlenmesi (EUCAST) protokolleri ile gergeklesmistir (http://www.eucast.org/). Nisin

ve klorafenikol i¢cin MIC degerleri, sivi mikrodiliisyon yontemiyle belirlenmistir
(Andrews 2001). 0,5 McFarland standardinda hiicre yogunlugu kullanildi. Farkli
konsantrasyonlarda siprofoksasin (0,125; 0,25; 0.5; 1; 2; 4; 8; 16 ug/mL), nisin ve
kloramfenikol (0; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128 pg/mL) olan 100 pL bakteri kiiltiirii 96
kuyucuklu well plate kuyucuklarina eklendi. 37 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra
Epoch (Biotek Inc. Santa Clara, CA) kullanilarak 600nm (ODeoo) spektrofotometri ile

hiicre gelisiminin olmadig1 kuyucuklar belirlendi.
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3.2.4. Kiristal violet (CV) testi

CV testi biyofilm yapmis hiicrelerin boyanarak gézlemlenmesini saglayan bir
testtir. 0,5 McFarland standardinda MHB besiyerinde 100 pnL bakteri kiiltlirii kiiltiirii 96
kuyucuklu plaklarin kuyucuklarina eklendi. Sonrasinda artan konsantrasyonlarinda
siprofloksasin (0,125; 0,25; 0.5; 1; 2; 4; 8 ng/mL), kloramfenikol ve nisin (2; 4; 8; 16; 32;
64; 128 png/mL) c¢ozeltileri kuyucuklara eklendi. Plate 48 saat 37°C'de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklara yapismayan bakteri hiicreleri uzaklastirild:
ve plate {i¢ kez PBS ile yikandi. Kuyucuklar daha sonra %0,5’lik CV ¢ozeltisi ile 20
dakika boyamaya tabi tutuldu ve 20 dakikanin sonunda her bir kuyucuk PBS ile yikandi.
Son olarak her kuyucuk %30 asetik asit ¢ozeltisi ile sabitlendi. Spektrofotometre 590
nm’de (ODsgo) Olgiim alinarak goriintiilendi (Shukla et al. 2017). Ayrica % MIC

konsantrasyonunda antibiyotik uygulamasi ile 151k mikroskobu goriiniileri alindi.

3.2.5. Checkerboard (Dama Tahtasi) testi

Checkerboard testi, S. aureus ATCC 6538'e kars1 kloramfenikol ve siprofloksasin
ile nisin antimikrobiyalleri arasinda sinerjik olup olmadigimni test etmek i¢in kullanildi
(Nagarajan et al. 2019). Kloramfenikol (0; 2; 4; 8; 16; 32 ug/mL) ile nisin (0; 2; 4; 8; 16;
32; 64; 128; 256; 512 ug/mL), siprofloksasin (0,125; 0,25; 0.5; 1; 2; 4 pg/mL) ile nisin
(0; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256; 512 pg/mL) cozeltileri yatay ve dikey yonde artan
konsantrasyonlarda iki ayr1 96 kuyucuklu plaklarin kuyucuklarina eklendi. Plak
tizerindeki her kuyucuga 100 pL 0.5 McFarland standardina ayarlanmis bakteri ilave
edildi. Toplam hacim 200 uL’ye MHB besiyeri ile tamamlandi. Plaklar statik durumda
24 saat 37°C'de inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra, elde edilen sonuglar ve

fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu (FIC) degeri asagidaki indekslerine gore

hesaplandi:
X FIC = (FIC(NisiN) + FIC(Kloramfenikol)) (3.1)
FIC(NiSTN) _ Kombinasyon durumunda Nisin’in MIC degeri (32)

Ten basina Nisin’in MIC degeri
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. Kombinasyon durumunda Kloramfenikol’iin MIC de geri
FIC(Kloramfenikol) = ————220 T 72 0197 0 7 78 (3.3)
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Sekil 3.1. Nisin ve kloramfenikol checkerboard testi well plate dizayni

ramfenikol konsantra

- N U1
, W o 0
S B & W s B OB % &

9 10 11 12

A30 NI IIOR I ICI KX

ntrasyonlari pg/mL

@,
@,
@,
@,
@,
@,
@,
@,
@,
)
¥
X

R RFPRRIRRR KN

Sekil 3.2. Nisin ve siprofloksasin checkerboard testi well plate dizayni
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Checkerboard testi, 2 farkli antimikrobiyal molekiiliin kombinasyonel olarak
uygun olup olmadigimi gosteren bir test tiiriidiir. Kombinasyonel olarak uygulanan
antimikrobiyal molekiillerin bir aradayken sinerjik etki yapip yapmadigini belirlemek i¢in
yapilir. Checkerboard testinden elde edilen kombinasyon MIC degerleri formiil 3.1, 3.2

ve 3.3 kullanilarak kloramfenikol ve nisin molekiillerinin sinerjik etkileri analiz edildi.

3.2.6. Koloni biyofilm testi

Koloni biyofilm testi, biyofilm olusturmus hiicrelerin biyofilm yapisinin besiyeri
yerine bir membran {izerine yapmasini ve bu sayede diger calismalar i¢in kullanilmasini
saglayan bir testtir. Koloni biyofilm testi i¢in, steril polikarbonat membranlar (Poretics
25 mm ¢apli siya polikarbonat membranlar, gézenek boyutu 0,22 pum, GE) otoklavdan
sonra antibiyotik eklenen ve antibiyotik eklenmeyen besiyerlerini i¢eren petri kaplarina
yerlestirildi. 0,5 McFarland hiicre yogunluguna ayarlanan bakteriden 10 pL
membranlarin merkez noktasina ekildi. 24 saat 37°C'de inkiibasyona birakildi.
Sonrasinda membranlar yeni petrilere steril penset yardimiyla aktarilarak tekrar 24 saat
37°C'de inkiibasyona birakildi. Toplamda 48 saat 37°C'de statik olarak inkiibasyona
birakildi (Merritt et al. 2011).

3.2.7. RNA izolasyonu ve cDNA eldesi

Koloni biyofilm testinden elde edilen biyofilm gergeklestirmis hiicreler toplam
RNA izolasyonu yapilmasi i¢in membranlardan falkon tiiplerine alindi. TRIzol reaktifi
(Invitrogen, San Diego, CA) ile iireticinin yonergeleri izlenerek izole edildi. Toplam
RNA’larin konsantrasyonu ve safligi, Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Wilmington, DE, ABD) kullanilarak spektrofotometre ile belirlendi. Biitiin 6rnek
RNA’lar 300 ng olacak sekilde Yiiksek Kapasiteli cDNA Reverse Transkripsiyon Kiti
(Applied Biosystems™) kullanilarak cDNA elde edildi.
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Cizelge 3.4. cDNA Reverse Transkripsiyon Kiti i¢erigi

Icerik Miktar

dH-0 12,8 ul
RNAaz inhibitori 4 ul
10x RT Buffer 8 ul
dNTP Mix 3,2 ul
Random Primer 8 ul
Reverse transkriptaz 4 ul

4 tiip i¢in Toplam = 40 pl

3.2.8. Kantitatif ger¢cek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR)

uygulamasi

Antibiyotik ve kombinasyonlarinin etkilerini kantitatif olarak analiz edebilmek
icin elde edilen cDNA’lardan Real-Time PCR gerceklestirmek gerekir. Bu c¢alisma
kapsaminda belirlenmis olan genlerin (agrA, icaA, saeR ve spa) ekspresyon seviyeleri
icerigi Cizelge 3.5’te verilen “HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus” (Solis
BioDyne, Estonya) kullanilarak qRT-PCR ile degerlendirildi.

Cizelge 3.6.’da belirtilen primerler, Primer3 programi
(https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) kullanilarak tasarlandi. Kontrol grubu olarak DNA

girazin alt birimi B’yi kodlayan GyrB geni, housekeeping gen oldugundan tercih
edilmistir. Reaksiyonlar, standart parametreler ile Cizelge 3.7°de bulunan program
kullanilarak Rotor-Gene (Qiagen, Diisseldorf, Almanya) ile gergeklestirildi. Genlerin

ekspresyon seviyeleri 244 ysntemi kullanilarak belirlendi.
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Cizelge 3.5. HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix plus igerigi

Icerik Miktar
5x Master Mix (EvaGreen®) 2 ul
Forward ve Reverse Primerler 2x0,2 ul
izole edilen mRNA’lar 2 ul
dH20 5,6 ul
Toplam =10 pl

Cizelge 3.6. qQRT-PCR igin tasarlanmig olan primerler

Genler | Forward Primer Reverse Primer

IcaA 5’-ACACTTGCTGGCGCAGTCAA-3’ 5’-TCTGGAACCAACATCCAACA-3’
SaeR 5’-GTAACAACGACAACTAGCGGT-3’ | 5>-CGAGTTCCCTTGGACTAAATGG-3’
Spa 5’-GCGTAACACCTGCTGCAAAT-3’ 5’-AGAAGGCGCTTTGTTGATCT-3’
AgrA 5’-CCTATGGAAATTGCCCTCGC-3’ 5’-CCAACTGGGTCATGCTTACG-3’
GyrB 5’-ATATTGCACAGCCACCGTTG-3’ 5’-CCGCTTCAATCGCATCTTCA-3’

Cizelge 3.7. qRT-PCR programi

PCR Dongiileri Zaman Dongii sayisi
95°C 12 dakika Tek dongii
95°C 15 saniye
60 °C 20 saniye 40 Dongii
72 °C 20 saniye
4°C ©
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4.1. S. aureus’un Hazirlanmasi ve Disk Difiizyon Testi

Frozen stokta bekletilen S. aureus ATCC 6538’in hazirlanmasi giiniimiizde
standart haline gelmis bir yontem olan siv1 besiyerinde ¢alkalayici inkiibator kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Disk diflizyon testi laboratuvarlarda siklikla tercih edilen bir testtir ve
mikroorganizmanin antibiyotik duyarligini belirleyen yontemlerden birisidir. Kirby-
Bauer tarafindan gelistirilen bu test ucuz ve laboratuvarda uygulanmasi basit bir test
olmastyla calismalarda siklikla kullanilmaktadir. Steril disklere emdirilen antibiyotigin
besiyerine diflize olmasi prensibine dayanmaktadir. Besiyerine difiize olmus antibiyotikli
ortamda mikroorganizmanin gelismemesi ile elde edilen zon yapisi standart haline gelmis
zon tablolartyla da kiyaslanabilir (Lee and Komarmy 1976). Ancak bu calismada

gerceklestirilecek diger testlerin destekleyici verisi olarak tercih edilmistir.

24 saatlik inkiibasyon sonunda disk difiizyon testi i¢in inkiibasyondan alinan S.
aureus ATCC 6538, spektrofotometre cihazi kullanilarak 600 nm dalga boyunda 6lgtim
alinmistir. Hiicre yogunlugu istenilen sekilde 0,5 McFarland’a ayarlandiginda MHA
besiyerine steril hale getirilen laminar kabin igerisinde yayma ekim yapilarak tiim plate
lizerine yayilmistir. Daha 6nceden hazirlanip -20 °C’de bekletilen kloramfenikol
antibiyotigi ve nisin AMP’si farkli konsantrasyonlarda (al,bl: 8; a2,b2: 16; a3,b3: 32;
ad,b4: 64; ab5,b5: 128 ug/mL) steril disklere emdirilerek petri iizerinde isaretlenmis
kisimlara steril bir penset yardimiyla yerlestirilmistir. Sonuclarin gézlemlenmesi i¢in 24
saat 37 °C’de statik inkiibasyona birakilmistir. Kloramfenikol antibiyotigi ve nisin

AMP’si ile ilgili elde edilen sonuglarin goriintiisti Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda nisin (A) ve kloramfenikol (B) molekiillerinin disk
difiizyon testi Sonuglari.

Sonug olarak S. aureus ATCC 6538 tercih edilen bu iki antimikrobiyal molekiil
ile duyarlidir. Her iki molekiil i¢in de MIC testinde elde edilen degerlerin ¢ok iistiinde
(A, kloramfenikol i¢in 64, 128 ug/mL; B, nisin i¢in 128 ug/mL) konsantrasyonlarin
kullanilmasimin yiiksek derecede inhibe edici olduklar1 gozlemlenmistir. Bunun disinda

MIC testinde elde edilen bulgular ile uyumluluk gostermektedir.

4.2. Antimikrobiyal ve Antibiyofilm Aktivitesi

Siprofloksasin, kloramfenikol ve nisin molekiillerinin antimikrobiyal aktiviteleri
MIC testi ile antibiyofilm aktiviteleri CV testi kullanilarak analiz edilmistir. MIC testi,
mikroorganizmayi inhibe edici madde miktarinin belirlendigi bir testtir. Antimikrobiyal
aktivitenin test edilmesi ve kloramfenikol ile nisin molekiillerinin MIC degerlerinin elde

edilmesi i¢in EUCAST protokollerinden yararlanilmigtir (http://www.eucast.org/).

Kloramfenikol ve nisin i¢in MIC degerleri broth mikrodiliisyon yontemiyle
belirlenmistir. MHB besiyerine ekilip inkiibasyondan alinan S. aureus ATCC 6538,
spektrofotometre cihazi kullanilarak 600 nm dalga boyunda 6l¢iim alinmistir ve 0,5
McFarland standardinda hiicre yogunluguna ayarlanmistir.  Sirasiyla  farkl
konsantrasyonlarda siprofloksasin (0,125; 0,25; 0.5; 1; 2; 4; 8 pg/mL), nisin ve
kloramfenikol (0; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128 pg/mL) eklenmis 96 kuyulu plagin
kuyucuklarina 100 pL bakteri kiiltiirii eklenerek toplam hacim kullanilan besiyeri MHB
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ile 200 puL’ye tamamlanmistir. 24 saat 37 °C’de statik inkiibasyona birakilmistir.
Sonuglarin gozlemlenmesi i¢in 600 nm (ODeoo) dalga boyunda 6l¢iim alinmasi igin

spektrofotometre cihazi kullanilmistir.

Sonug olarak siprofloksasin, kloramfenikol ve nisin molekiillerinin MIC degerleri
kontrol grubuyla karsilastirilarak sirasiyla 0,25 pg/mL, 32 pg/mL ve >64 pg/mL olarak
belirlenmistir. S. aureus’a kars1 kloramfenikol nisinden daha fazla antimikrobiyal etkiye
sahiptir. Siprofloksasin ise diger iki molekiilden de olduk¢a fazla antimikrobiyal etkinlige
sahiptir.

Siprofloksasin, kloramfenikol ve nisin molekiillerinin antibiyofilm aktiviteleri CV
testi kullanilarak analiz edilmistir. CV testi biyofilm yapmis hiicrelerin boyanarak
gbzlemlenmesini saglayan bir testtir. 24 saat MHB besiyerinde inkiibe edilmis S. aureus
ATCC 6538, 0,5 McFarland standardina ayarlanarak 96 kuyucuklu well plate
kuyucuklarmin her birisine 100 pL olacak sekilde eklenmistir. Artan konsantrasyonlarda
siprofloksasin (0,125; 0,25; 0.5; 1; 2; 4; 8; 16 ug/mL), kloramfenikol ve nisin (2; 4; 8; 16;
32; 64; 128; 512 pg/mL) molekiilleri hiicrelerin oldugu kuyucuklara ilave edilmistir.
Toplam hacim kuyucuk basma 200 pL’ye MHB besiyeri ile tamamlanmistir ve plak 48
saat 37°C'de statik inkiibasyona birakilmistir. Bu siiregte hiicrelerin biyofilm yapisi
meydana getirmesi saglanmustir. Inkiibasyondan sonra kuyucuklarda biyofilm yapisi
gozlemlenmistir. Planktonik hiicreler olarak da adlandirilan yilizeye yapismayan hiicreler
sonucun olumsuz etkilenmemesi igin uzaklastirilmalidir. Bu yiizden kuyucuklara
yapismayan bakterilerin uzaklastirilmasi i¢in {i¢ kere PBS ile yikanmistir. Yikama islemi
bittikten sonra %0,5’lik CV ¢ozeltisi kullanilarak 20 dakika boyunca hiicreler
boyanmustir. 20 dakikanin sonunda her bir kuyucuk PBS ile yikanmistir. Son olarak her
kuyucuk %30 asetik asit ¢ozeltisi ile sabitlenmistir. Blank ayarlanip spektrofotometre
kullanilarak 590 nm (ODsgo) dalga boyunda 6lgiim alinarak analiz edilmistir (Shukla et
al. 2017). Ayrica %2 MIC konsantrasyonunda antibiyotik tedavisi ile maruz birakilan
kuyucuktan elde edilen hiicreler 151k miktoskobunda goriintiillenmistir. Sonuglar ve 151k

mikroskobu goriintiileri Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. CV testi kloramfenikol 16 pg/mL (A), nisin 32 pg/mL (B), siprofloksasin 0,125
ug/mL  (C) konsantrasyonlarindaki 151k mikroskobu goriintiileri ve
spektrofotemetre sonug grafigi
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Sonug olarak Sekil 4.2°de bulunan grafige gore kontrol grubuna kiyasla hem
kloramfenikol hem de nisin artan konsantrasyonlarda biyofilm yapisinin inhibe
edilmesini saglamistir. Elde edilen bulgular 1s18inda nisin, kloramfenikole kiyasla
biyofilm yapisinin inhibe edilmesinde daha basarilidir. Literatiirde antibiyofilm peptit
olarak belirtilmesindeki sebep de biyofilm yapisi iizerine etkili olmasindandir. Ozellikle
kloramfenikol 16 pg/mL istii konsantrasyonlarda biyofilmin inhibesinde daha etkili
olurken 16 pg/mL dahil alt konsantrasyonlarda hig etkili olamamistir. Ancak nisin, biitiin
konsantrasyonlarda birbirine yakin seviyelerde biyofilm inhibiesini saglamistir. Bu
durum iki molekiiliin hedefledigi yap1 ile alakali olabilir. Nisinin MIC degeri
konsantrasyonu olan >64 ug/mL baz alindiginda 6lgiilen biyofilm yapisi orani kontrole
kiyasla nisin i¢in %31,37 iken kloramfenikolda %75,58 seklindeydi. Kloramfenikoliin
MIC degeri konsantrasyonu olan 32 pg/mL baz alindiginda 6l¢iilen biyofilm yapisi orani
kontrole kiyasla nisin i¢in %29,51 iken kloramfenikolda %75,96 seklindeydi. Ayrica
Sekil 4.2°de, 2 MIC konsantrasyonunda kuyucuklardan izole edilen hiicreler (A, B, C)

151k mikroskobunda 400 kat yakinlagtirma oraninda elde edilen goriintiileri verilmistir.

4.3. Checkerboard Testi

Checkerboard testi iki antibiyotigin kombinasyon olarak kullanildiginda in vitro
etkisini analiz etmemize yarayan bir testtir. Uygulanmasinin ve sonuglarin
yorumlanmasinin kolay olmasi nedeniyle laboratuvarlarda siklikla tercih edilmektedir.
Kloramfenikol ve nisin molekiillerinin S. aureus ATCC 6538’e kars1 arasinda sinerjik bir
etkinin olup olmadigini test etmek i¢in kullamlmistir (Nagarajan et al. 2019). 96
kuyucuklu well plate kuyucuklarina yatay ve dikey yonde sirasiyla nisin (0; 2; 4; 8; 16;
32; 64; 128; 256; 512 pg/mL) ile kloramfenikol (0; 2; 4; 8; 16; 32 png/mL), siprofloksasin
(0,125; 0,25; 0.5; 1; 2; 4 ug/mL) ile nisin (0; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256; 512 pg/mL)
martan konsantrasyonlarda eklenmistir. Plate iizerindeki her kuyucuga MHB besiyerinde
100 uL 0.5 McFarland standardina ayarlanmis S. aureus ilave edilmistir. Toplam hacim
MHB besiyeri ile 200 pL’ye tamamlanmistir. Plate 24 saat 37°C'de statik inkiibasyona
birakilmustir. inkiibasyondan sonra elde edilen plak gériintiisii Sekil 4.3’te verilmistir. Bir
blank ayarlanip spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda Olgiim alinmistir.
Spektrofotometri Olgiimiinden elde edilen MIC degerleri FIC degerinin belirlenmesi

amaciyla formiil 3.1, 3.2 ve 3.3’te kullanilmistir.
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Sekil 4.3. Checkerboard testi plate goriintiisii (Dikey yonde A: Kloramfenikol, Yatay
yonde B: Nisin)

Spektrofotometre sonucuna gore kloramfenikoliin MIC degeri kombinasyon
halinde iken 8 pg/mL (a4), nisinin MIC degeri kombinasyon halinde iken 5 pg/mL (b3-
b4) olarak analiz edilmistir. MIC degerlerine gore hesaplanan FIC indeksi 0,32°dir ve bu
durum 0,5'ten kii¢iik FIC indeksi (ZFIC<0,5) oldugunu dolayisiyla iki antimikrobiyal
arasinda sinerjistik bir etkilesimin oldugunu gostermektedir. Sonug¢ olarak S. aureus
ATCC 6538’e kars1 kloramfenikol ve nisin kombinasyon tedavisi sinerjik bir etki
gostermistir. Ancak siprofloksasin ile nisin kombinasyonunda, siprofloksasinin MIC
degeri 0,25 iken nisinin MIC degeri 128 olarak analiz edilmistir. Hesaplanan FIC indeksi
3 oldugu i¢in 0,5 ile 4 arasi FIC indeksi (0,5<XFIC<4) iki antimikrobiyal arasinda bir

etkilesimin olmadigin1 géstermektedir. Bu kombinasyon tedaviye uygun degildir.

Gen ifadesinin analizi i¢in kloramfenikol ile nisin kombinasyonu tercih edilirken
siprofloksasin ile nisin kombinasyonu herhangi bir etkilesime sahip olmadigi sonucu elde

edildigi i¢in tercih edilmemistir.
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4.4. Gen ifadesi Analizi

Tekli ve kombinasyon uygulamasinin gen ifadesi iizerine etkilerini analiz etmek
icin koloni biyofilm testi gergeklestirilmistir. Koloni biyofilm testi, bir membran iizerinde
gelistirilen hiicrelerin biyofilm yapmalarina olanak saglayan bir testtir. Steril polikarbonat
membranlar antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerlerine steril bir penset yardimiyla
yerlestirilmistir. Nisin, kloramfenikol ve kombinasyonu 2 MIC degeri seklinde
uygulanmigtir. 0,5 McFarland hiicre yogunluguna ayarlanan bakteriden 10 pL
polikarbonat membranlarin merkez noktasina ekilmistir. 24 saat 37°C'de inkiibasyona
birakilmistir. 24 saatin sonunda antibiyotiklerin yarilanma omiirlerinin kisa olmasindan
dolay1r membranlar dikkatli bir sekilde steril penset yardimiyla yeni petrilere aktarilip
tekrar 24 saat 37°C'de inkiibasyona birakilmistir. Toplamda 48 saat inkiibasyondan

sonraki petrilerin son durumlar1 Sekil 4.4’te verilmistir.

Sekil 4.4. S. aureus’un koloni biyofilm testi 48 saat inkiibasyonu sonucu biyofilm
yapilari. (A: kontrol petrisi, B: nisin iceren petri, C: Kloramfenikol igeren
petri, D: kombinasyon igeren petri; membran {izerinde biyofilm yapmis
hiicreler kirmiz1 yuvarlak ile isaretlenmistir.)
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Sonug olarak koloni biyofilm testinde 48 saat inkiibasyondan sonra membran
tizerindeki hiicrelerin biyofilm yapilar1 gézlemlenmistir. CV testi sonuglarina paralel bir
sekilde kloramfenikol bulunan besiyerinin (C) iizerindeki koloni nisin bulunan
besiyerinin (B) iizerindeki koloniden daha biiyiik bir biyofilm yapisi igermektedir. Ayrica
kombinasyonun oldugu besiyeri (D) iizerindeki koloni, sinerjik etkinligin nicel bir kaniti
olarak nisin ve kloramfenikoliin tek tek kullanilmasindan ¢ok daha az biyofilm yapisi

olusturmus bir sekilde gézlemlenmistir.

Gen ifadesinin analizinin gergeklestirilmesi icin ilk olarak toplam RNA
izolasyonu yapilmigtir. Biyofilm yapisi olusturmus hiicreler membranlardan geri
kazanilip falkon tiiplerine alinarak TRIzol reaktifi ile iireticinin yoOnergeleri izlenip
toplam RNA’lar1 izole edilmistir. Toplam RNA’larin konsantrasyonu ve safligi,
spektrofotometre ile belirlendikten sonra biitiin 6rnek RNA’lar 300 ng olacak sekilde
sabitlenip Yiiksek Kapasiteli cDNA Reverse Transkripsiyon Kiti kullanilarak cDNA'lar1
elde edilmistir. Son olarak agrA, spa, icaA ve saeR aktif viriilans genlerinin, kontrol
olarak da gryB geninin ekspresyon seviyelerinin analizi i¢in qRT-PCR yontemi
kullanilmistir. Antibiyotik olmayan besiyerinin biyofilm yapist qRT-PCR i¢in kontrol
olarak kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore hazirlanan grafikler Sekil 4.5°te, Rotor
Gene Q Series Yazilimi kullanilarak elde edilen sonuglarin ekran goriintiisii Ek-1"de

verilmistir.
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Sekil 4.5. gRT-PCR sonucunda gen ekpresyon seviyelerinin grafikleri (A: agrA geni, B:
icaA geni, C: spa geni, D: saeR geni.)

Sekil 4.5’te agrA (A), icaA (B), spa (C), saeR (D) genleri ile ilgili qRT-PCR
sonuglarinin grafikleri verilmistir. Koloni biyofilm testinde nisin, kloramfenikol ve
kombinasyon tedavisi uygulanan hiicrelerde agrA (A) geninin ekspresyon seviyeleri
kontrol grununa kiyasla 6nemli dlglide azalmistir. Ancak diger tiim gruplarda icaA, spa
ve saeR gen ekspresyonlarimin yukari regiile oldugu analiz edilmistir. Spa ve saeR genleri,
kloramfenikol uygulamasinda sirasiyla 16 ve 30 kat yukan regiile edilmis oldugu

belirlenmistir.

Grafiklerde bulunan kombinasyon sonrasi genlerin ekspresyon seviyeleri analiz
edildiginde kontrole oranla agrA geni énemli 6l¢lide azalmaktayken, icaA, spa ve saeR
genlerinin ekspresyonu kombinasyona yanit olarak éenmli 6l¢iide yukari dogru regiile
edildigi bulunmustur. Hiicrelerde icaA geni 820 kat yukar1 dogru regiile edilirken Spa
geni 108 kat ve saeR geni 29 kat yukari regiile edilmistir.
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S. aureus oldukca patojen bir yapida olmasi nedeniyle hastane enfeksiyonlarinda
en sik goriilen bes tiirden birisidir (Masalha et al. 2001; Yiiksekdag ve Baltac1 2013; Zhou
et al. 2019). S. aureus tedavi amagli kullanilan neredeyse biitiin antibiyotiklere karsi hizli
direng gergeklestirmesi agisindan da oldukg¢a 6nemlidir. 2015 yilinda Avrupa verilerine
gore MRSA 148.000°den fazla enfeksiyondan ve 7.000 6liimden sorumlu oldugu analiz
edilmistir (Kakoullis et al. 2021). Genellikle deride ve solunum sistemi organlarinda,
ozellikle de burun kisminda bulunurlar. igermis oldugu genis viriilans faktorleriyle
enfeksiyon kapasitesi yiiksek bir firsat¢1 patojendir. Pnomoni, toksik sok sendromu,
bakteriyemi, yumusak doku ve kan dolasimi enfeksiyonlar1 gibi cesitli ciddi
enfeksiyonlara S. aureus’un bu viriilans faktorleri yol agmaktadir (Hodille et al. 2017).
Kombinasyon tedavisi seklinde kullanilan antibiyotikler, hiicrelerdeki bu dirence karsi
¢oziimler sunabilir. ileriye doniik olarak, enfeksiyonlar: dnlemenin bir yolu olarak

antibiyotikler ve antimikrobiyal peptidlerin kombinasyonuna artan bir ilgi vardir.

Bu ¢alismada, bir florokinolon olan siprofloksasin, AMP’lerin bir alt grubu olan
antibiyofilm peptit olan nisin ve protein sentezi inhibitorii olan kloramfenikol kullanildi
(Tong et al. 2014; Dinos et al. 2016). Nisin ile kloramfenikoliin ve nisin ile
siprofloksasinin kombinasyon etkilesimi, S. aureus ATCC 6538’¢ kars1 checkerboard
testi ile degerlendirildi. Toplam FIC indeksi 0,5’ten kiigiikse (X FIC<0.5), iki
antimikrobiyal arasinda sinerjik bir etkilesim vardir. FIC indeksi 0,5 ile 4 (0,5 <X FIC <
4) arasindaysa, toplamsal bir etki vardir. FIC indeksi 4'ten biiyiikse (XFIC>4),
antagonistik bir etki vardir (Meletiadis et al. 2010; Nagarajan et al. 2019). Bu
degerlendirme ile antimikrobiyal ilaclarin birlikte kullanilmasi durumunda olusabilecek

etkiler in vitro kosullarda degerlendirilir.

Brumfitt et al. (2002), yapmis olduklar1 ¢alismada 20 klinik S. aureus izolatinda
nisin ve kloaramfenikol arasinda bulunan etkilesimi gdstermistir. Ancak 18 izolatta
antagonistik etkilesim bulunmustur (Brumfitt et al. 2002). Bu tez ¢alismasinda S. aureus
ATCC 6538 ile gergeklestirilen kombinasyon tedavisinde sinerjik bir etkilesim gozlendi.
Mubhtemel bir sebep, farkli suslarin antibiyotiklere ve antibiyotiklerin kombinasyonlarina

kars1 farkli tepkiler gostermesidir. Ayrica Tong et al. (2014), nisin ve kloramfenikoliin
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Enterococcus faecalis OG1RF ve ATCC 29212 suslarina karsi sinerjistik etki gosterdigini
gostermistir (Tong et al. 2014).

Biyofilm yapisinda ekstraselliiler matris, polisakkaritler, eDNA ve ¢esitli
proteinleri  igeren  mikrobiyal topluluklardir. Biyofilm yapisinda bulunan
mikroorganizma, plaktonik hiicrelere kiyasla farkli gen ekspresyon modelleri gosterirler
(Lister and Horswill 2014). Biyofilm iireten S. aureus, antibiyotiklere karsi yiiksek
direnme kabiliyeti gdstermesi yliziinden genellikle kronik enfeksiyonlara neden olmustur
(Moormeier and Bayles 2017). Bu ¢alismada, S. aureus ATCC 6538 susunda bulunan
viriilans genlerin ekspresyonunu; nisin, kloramfenikol ve bu molekiillerin
kombinasyonlarinin alt MIC degerlerinde inkiibe edilmis koloni biyofilm testi
kullanilarak arastirildi. Biyofilm yapisinin ve bilesenlerinin incelenmesini saglamasinin
yaninda antimikrobiyal molekiillerin bakteri 61diirme seviyelerinin ektisini de belirleyen
statik bir yontemdir (Merritt et al. 2011). Bakteri hiicrelerini yar1 gegirgen polikarbonat
yapili bir membran lizerinde gelismesi saglanir. Membran {izerinde biiyliyen bakteriler
antibiyotik molekiillerinin yarilanma omiirlerinden kaynaklandigi durumlardan dolay:
belirli periyotlarda yeni besiyerlerine alinir (Merritt et al. 2011). Ayrica hiicrelerin
biyofilmden ayrilma, go¢ etme ve yeni bolgelerde biyofilm olusturma gibi yetenekleri de
sinirlandirilir. Bu yontem antibiyotik direnci ve biyofilme bagh diren¢ c¢alismalarinda

siklikla tercih edilmektedir.

CV testi sonucunda spektrofotometri ile elde edilen veriler (Sekil 4.2) ile koloni
biyofilm testinde elde edilen biyofilm yapilar1 (Sekil 4.4) birbirleriyle uyumluluk
gostermektedir. Kolonilerde bulunan biyofilm yapilar: nicel olarak degerlendirildiginde

sinerjik etkinligin bir kanit1 olmaktadir.

Koloni biyofilm testinden elde edilen hiicrelerde agrA, spa, icaA ve saeR
genlerinin ekspresyon seviyeleri qRT-PCR yontemi ile tespit edildi. Agr operonu,
hiicreler arasi ¢ekirdek algilama iliskili kiiresel bir diizenleyicidir ve ica operonundan
bagimsiz biyofilm olusumunda rol aynamaktadir. Agr operon sisteminin, delta-hemolizin
toksini (hdl), alfa toksini (hla), serin proteaz (SplA-F9) ve Staphylococcus proteini A
(Spa) gibi cesitli viriilans faktorlerin ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir (Painter et

al. 2014; Singh and Ray 2014; Jenul and Horswill 2019). Ozellikle deri ve yumusak doku
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enfeksiyonlarinda Agr aktivitesinin yiikksek oldugu belirtilmistir (Cheung et al. 2011).
PCR sonuglarina gore agrA geninin kontrol grubuna gore ekspresyon seviyesindeki
azalmasi (Sekil 4.5A), biyofilm olusumunu ve biyofilm yasam dongiisiiniin son basamagi
olarak biyofilmin dagilmasimi azalttigim1 belirtir. Spa, ozellikle zatiire, kan dolasimi
enfeksiyonlar1 ve septik artrite neden olan bir diger 6nemli viriilans faktoriidiir (Jenul ve
Horswill 2019). Spa, agr bagimli diizenleyici olan RNAIII tarafindan asag regiile edilir
(Cheung et al. 2001). Biyofilm olusumunda 6nemli bir yeri olan PIA, icaADBC operonu
tarafindan kodlanir ve bu ¢alismada kullanilan /cad geninin iriinii, icaD proteinin neden
oldugu bir transmebran proteindir (O'Gara 2007). Ilging bir sekilde, biitiin
uygulamalardan elde edilen degerlerde (Sekil 4.5B, C, D) icaA, spa ve saeR genlerinin
ekspresyon seviyeleri yukar1 dogru regiile edilmistir. Bu durum S. aureus’ta viriilans
faktorlerinin iiretimini karmasik yollarla gerceklesmesinden kaynaklanabilir. Ayrica
gozlendigi tizere MIC alt1 konsantrasyonlarda gergeklesecek antimikrobiyal uygulamalar

bakteride dirence neden olabilir.

S. aureus’ta biyofilm olusumunda iki farkli mekanizma mevcuttur. Bunlar
sirastyla ica operonuna bagimli ve ica operonundan bagimsiz mekanizmalardir (O’Gara
2007). Bu yiizden biyofilm olusumunda hiicre, ica genlerine her zaman gerek
duymamaktadir. Ayrica protein sentez yolunu etkileyen antibiyotiklerin biyofilm
olusumuna fazla etkisinin olmadigi bildirilmistir. Ornegin, tetrasiklinler ve
streptograminin, S. epidermidis'te icaA geninin ekspresyon seviyesini arttirdigi
bildirilmistir (Rachid et al. 2000). Bununla birlikte, klorafenikol, S. epidermidis'te
indiiklenen icaA ekspresyon diizeyi etkilememektedir. Benzer sekilde bu ¢alismada da
kloramfenikol ve nisin uygulamalarinin icaA geninin ekspresyon diizeyini arttirdigi

bulunmustur.

Sonug olarak, siprofloksasin, nisin ve kloramfenikoliin ayr1 ayr1 ve kombinasyon
halinde etkilerini degerlendirdik. Nisin ve kloramfenikoliin in vitro kosullarda S. aureus
ATCC 6538 susuna karsi sinerjistik bir etkiye sahip oldugu belirlendi. Nisin,
kloramfenikoliin antibiyofilm etkisini arttrmak ic¢in antimikrobiyal tedavide
kullanilabilir. Ancak siprofloksasin ve nisinin in vitro kosullarda S. aureus ATCC 6538
susuna karsi herhangi bir etkiye sahip oldumadigi belirlendi. Nisin, siprofloksasin

kombinasyonunda tek kullanimina kiyasla 2 kat MIC degeri artis1 gostermistir. FIC
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indeksine gore etkinligin olmadig aralikta (0,5 < X FIC < 4) olmasma ragmen MIC
degerindeki artis siprofloksasinin nisine kars1 antagonistik bir etkinlige sahip oldugu

distiniilmektedir.

1. Coklu ilaca tetikleyen durumlardan en 6nemli iki sebep olan ntibiyotiklerin
yanlis kullanimi veya fazla kullanimi ile ilgili daha fazla bilgilendirme

yapilmalidir.

2. Biyofilm yapisi olusturmaya olanak saglayan mekanizmalar hakkinda daha

fazla bilgi edinilmelidir.

3. Antimikrobiyal kombinasyonlar ve bunlarin antibiyotik direnciyle miicadele
etmek icin viriilans genleri lizerindeki etkileri ile ilgili daha ¢ok ¢alisiimali ve

daha iyi bir sekilde aydinlatilmalidir.

4. S. aureus dahil yiiksek biyofilm yapma yetenegine sahip mikroorganizmalar
icin farkli Ozellikteki molekiillerin  (Antibiyotik, AMP) kombinasyon

calismasi gergeklestirilmelidir.

5. Bu tez calisgmasinda elde edilen bulgular in vivo antimikrobiyal ve

antibiyofilm aktivitesi agisindan calisilarak degerlendirilmedir.
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EKLER

EK 1- gyrB, agrA, icaA, saeR ve spa genlerinin gRT-PCR analizi
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