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ABSTRACT

FRAGARIA VESCA FRUIT DNA PROTECTIVE ACTIiVITIES and
INVESTIGATION OF THE EFFECTS on STENOTROPHOMONAS
MALTOPHILIA

TAS, Medine
M.Sc. in Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. ibrahim Halil KILIC
April 2018
49 pages

The development of multiple resistance mechanisms that are increasingly used in the
treatment of infectious diseases has accelerated the search for new antibiotic
molecules. As most medicines are active molecules, plants are an important source of
bioactive compounds. Strawberry (Fragaria vesca) fruit is a commonly consumed
fruit. It was aimed to determine the effects of Strawberry (Fragaria L.) fruit on the
DNA protective activity and Stenotrophomonas maltophilia strains which are
influencing the hospital infection. The protective activity of H20. against DNA
damage and UV rays was investigated on the fruit extract. Plasmid pBR322 was
exposed to H202 and UV light for different times with methanol extract prepared at
different concentrations and the results were displayed on gel. The results obtained
show that Fragaria L. fruit extracts have the property of protecting DNA from
oxidative damage. Disc diffusion and microdilution test studies on S. matophilia
strains have shown that methanol extracts do not exhibit antibacterial activity by
inhibiting bacteria. The results obtained can be evaluated in the future as cosmetic
industry cream and new antibiotic molecule.

Key words: Stenotrophomonas maltophilia, Fragaria vesca, minimum inhibitor
concentration, DNA, Ultraviolet rays.



OZET

FRAGARIA VESCA MEYVESININ DNA KORUYUCU AKTIiVITELERININ
VE STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

TAS, Medine
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Do¢.Dr. ibrahim Halil KILIC
Nisan 2018
49 sayfa

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere giderek artan ¢oklu
direng mekanizmalarinin gelismesi yeni antibiyotik molekiillerinin arayisini
hizlandirmistir. Cogu ilacin etken molekiiliinde oldugu gibi bitkiler bioaktif bilesikler
acisindan 6nemli kaynaktir. Cilek (Fragaria vesca) meyvesi yaygin olarak tiiketilen
bir meyvedir. Cilek (Fragaria L.) meyvesinin DNA koruyucu aktivitesi ve hastane
enfeksiyon etkeni olan Stenotrophomonas maltophilia suslar1 {izerine etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Meyve Oziitiiniin DNA {izerine H20in ve UV
isinlarinin - hasarina  karst  koruyucu  aktivitesi  arastinnlmistir.  Farklh
konsantrasyonlarda hazirlanan metanol 6ziitii ile pBR322 plazmid DNA’s1 farkl
stirelerde H2O2 ve UV’ye 1s18ina maruz birakilmis sonuglar jelde goriintiilenmistir.
Elde edilen sonuglar, Fragaria L. meyve oziitlerinin oksidatif nedenli hasarlardan
DNA’y1 koruma ozelliginde oldugunu ortaya koymustur. S. matophilia suslari
tizerinde yapilan disk difiizyon ve mikrodiliisyon test ¢caligmalar1 sonucunda, metanol
oOziitlerin bakterileri inhibe ederek antibakteriyal etki gdstermedigi tespit edilmistir.
Elde edilen sonuglar, ileride kozmetik endiistrisinde krem yapimi ve yeni antibiyotik
molekiilii olarak degerlendirilebilir.

Anahtar kelimeler: Stenotrophomonas maltophilia, Fragaria vesca, minimum
inhibitdr konsantrasyon, DNA, Ultraviyole 1s1inlar1
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BOLUM 1

GIRIS

Enfeksiyon hastaligina yol acan etkenler arasinda son derece 6nemli rol oynayan
bakterilere karsi antibiyotikler kullanilmasina karsin antibiyotiklerin bilingsizce
kullanilmasina bagli olarak ortaya ¢ikan antibiyotik direnci giiniimiizdeki en 6nemli
sorunlardan birisi haline gelmistir. Hastane disinda gelismekte olan toplumsal
enfeksiyonlarin  6nemli bir kisminda antibiyotik tedavisi olumlu sonuglar
verebilmesine karsin nozokomiyal enfeksiyonlarda ise bu kadar olumlu sonuglar
vermemektedir. Ote yandan tedaviye direng gelisme riski fazla olup nozokomiyal
enfeksiyonlarda bu daha da yiiksek olmaktadir. Nozokomiyal enfeksiyonlarin
cogunlukla Stenotrophomonas maltophilia gibi ¢oklu dirence sahip bakteriler ile
gelismesinden Otiirii antibiyotik tedavilerinin maliyeti de artmaktadir. Bir bagka
onemli konu da altta yatan sorunlardan 6tiirii hastanede yatan, bu sorunlarin tedavisi
i¢in invaziv girisimlere maruz kalan, hastanede kalis siireleri uzamis olan hastalarda
bu tarz enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmis olmasidir. Giinlimiiz diinyasinda antibiyotiklere
direngli ve duyarl bakteri suslarinin bolgeler ve hatta hastaneler arasinda farklilik arz
ettigi bilinen bir gercek olup bu sebepten otiirii de diizenli araliklarla direng
aragtirmalariin yapilmasi1 ve ilgili bakteriyle ilaglar arasindaki duyarlilik-direng
oranlarinin saptanmasi gerekmektedir. Yeni antibiyotik molekiillerinin aranmasinda

son yillar tibbi bitkiler 6nemli dogal kaynaklardan birisi haline gelmistir.

Bu ¢alismada cilek (Fragaria vesca) meyvelerinin metanol 6ziitiiniin DNA koruyucu
aktivitesinin belirlenip kozmetikte kullanabilir olup olmadiginin degerlendirilerek
Oziitlerin 6nemli nozokomiyal c¢oklu dirence sahip bir bakteri tiirii olan
Stenotrophomonas maltophilia iizerinde antibiyotik etkisinin tespit edilerek yeni

antibiyotik molekiillerinin saptanmasina katkida bulunulmasi amaclanmastir.



1.1 Fragaria vesca Bitkisinin Genel Ozellikleri
1.1.1 Genel Ozellikleri

Takim: Rosales
Alt Takim: Rosineae
Familya: Rosaceae
Alt Familya: Rosoideae
Cins: Fragaria
Tiir: Fragaria vesca,

Cilek ¢ok yillik, herdem yesil bir bitki olup kisa boylu, ylizeysel kdk yapan, otsu
bitkiler arasinda yer almaktadir. Cilegin sacak kok sisteminin hemen iizerinde
olduke¢a indirgenmis govde olan ta¢ ilizerinden yapraklar ¢ikmakta, ¢icek ve meyve
salkimlar1 olugsmaktadir. Kokler kok govdesinden ¢ikmakta olup bunlarin sayilar1 20-
30 arasindadir. Yapraklar tiiylii olup kenarlar1 testere dislidir. Dort ya da bes pargali
yaprak¢ikli cesitleri de bulunmaktadir. Genel olarak beyaz renkli olan cigekleri
yapraklarin koltugundan ¢ikan ince saplar tizerinde kiigiik salkimlar meydana getirir.
Cilek yalanci bir meyve olup yenilen kismi1 40-60 pistilin birlesmesinden meydana
gelen cicek ekseninin, cigek tablasinin genisleyip etlenmesiyle olusmaktadir ve
yiizeyinde pek cok gercek meyve (aken) olarak kabul edilen kiigiik tohum goriiniimlii
kabartilar mevcuttur (Aybak, 2008).

Onemli 1liman iklim meyvelerinden birisi olan gilek genel olarak ilkbahar ve yaz
doneminde ¢ikmaktadir. Tiirkiye’de bilhassa 2005-2010 aras1 donemde ciddi manada
artis kaydeden cilek iiretimi 2010 yil1 sonu itibariyle 11.679 hektar alanda 300 bin
tona ¢ikmistir. Bu iiretim miktariyla diinya ¢ilek iiretiminde iilkemiz 2. sirada yer
almaktadir (Anonim, 2012a) (Sekil 1.1). 2010 y1l1 verilerine gore diinya cilek iiretimi
yaklasik 4.4 milyon ton olup bu miktarin %6.9’u Tiirkiye’de tiretilmektedir (Anonim,
2012Db).
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Sekil 1.1 Diinyadaki 6énemli ¢ilek iireticisi tlilkelerin ¢ilek iiretim miktarlar1 ve diinya
cilek iiretimindeki paylari (FAO 2012b)

*QGrafik tlizerinde verilen % degerler, iilkelerin diinyadaki ¢ilek iiretim oranlarini
gostermektedir.

1.1.2 Kimyasal Ozellikleri

Cilegin bilesimindeki vitamin, mineral, organik asit, antosiyanin ve lifler ¢ilegin
kendine has tat ve aromasini olusturmaktadir. Bunun yaninda g¢ilekteki fitokimyasal
bilesenler insan sagligl acisindan da faydalidir. Cilek genellikle kalori bakimindan
disiik, lif bakimindan ise yiiksek igerige sahiptir. Cilekte genel aromanin
olusumunda c¢oziinebilir sekerler (sakaroz, glukoz ve fruktoz), organik asitler ve
ucucu aroma bilesenleri Onemli yer tutmaktadir (Zhao ve ark., 2007). Cilegin
kimyasal bilesiminin belirlenmesine yonelik yapilan bircok calismada; c¢esit,
giibreleme, bolge, hava kosullari, 6rnekleme zamani ve olgunlagsma derecesi gibi
faktorlerin c¢ilegin kimyasal yapisinin farklilik gostermesine yol agtigi tespit
edilmistir (Hakala ve ark., 2003). Cilegin kimyasal bilesimi Tablo 1.1’de yer

almaktadir.



Tablo 1.1 Cilegin kimyasal bilesimi

Genel Bilesim Vitamin Icerigi Mineral Icerigi Kimyasal Bilesim
Su(g) 9095 Toplam 58.8 Kalsiyum (mg) 16 Siikroz (%)  0,06-2.27

askorbik asit

(mg)
Enerji (kcal) 32 Tiamin 0.024  Demir (mg) 0.42 Glikoz (%) 0.71-8.64
Protein (g) 0,67 Riboflavin (mg) 0.022 Magnezyum 13 Fruktoz 1.23-6.27

(mg) (%)

Toplam 0.3 Niasin (mg) 0,386  Fosfor(mg) 24 Briks 6-13.1
Lipid (g)
Karbonhidrat 0.4 Pantoteruk asit  0.125  Potasyum(mg) 153 Sitnk  asit 0,09-2.03
(=) (mg) (%)
Toplam 7.68 Vitamn B 0.047 Sodyum{mg) 1 Malik asit 0-0.54
Lif(g) (mg) (%)
Toplam 6,39 Toplam folat 24 Cimko(mg) 0.14 pH 3.18-3.70
seker(g)

Vitanun A 12 Bakiur(mg) 0.048 Titrasyon 0.53-1.20

Asitligi (%)

a-Tokeferol 0.29 Mangan(mg) 0.386

(mg)

B-Tokoferol 0.01 Selenyvum(mg) 0.4

(mg)

T-Tokoferol 0,08

(mg)

A-Tokoferol 0,01

(mg)

Vitamin K (ng) 2.2

1.1.3 iklim ve Toprak Istekleri

Cilek bitkisinin biiylimesi ve gelisimi lizerinde etkili olan en 6nemli faktorlerin
basinda iklim, konum ve toprak gelmekte olup bunlarin ¢ilek iiretiminin sinirlarini
belirledigi gibi farkli enlemlerde hangi yiiksekliklere kadar ¢ilek yetistirebilecegini
de belirledigi sdylenebilir.

iklim istekleri

Cilek bitkisi kozmopolit tiirlerden birisi olup diinyanin pek ¢ok farkli bolgesinde ve
farkl1 ekolojik kosullarda yetisebilmektedir. Cok genis sicaklik araliklarinda
yetistirilebilen ender meyve tiirlerinden olup Orta Alaska gibi kisin sicakligin - 51
°C’ye kadar diistligii bolgelerden +46 °C gibi sicaklik degerlerinin goézlendigi

Kaliforniya’da da dogal cilek tiirlerine rastlanabilmektedir.

Cilek, - 10 °C ile 25 °C’lik sicaklik sinirlari arasinda 6zel bir onlem almadan
yetistirilebilmektedir. Optimum sicaklik istegi giindiizleri 18-22 °C, geceleri 10-13
°C’dir. Cileklerde biiylime icin sicaklik esigi 16 °C’dir. Cilekte kisa giinde ¢icek

gozleri, uzun giinde kol gelisimi olur. Bu sebeple ¢ilekte verim ile giin uzunlugu ¢ok



yakindan ilgilidir. Bu sebeple bir bolgeye uyan cesit, diger bolgeye uymayabilir.
Cicek gozili olusumunda giin uzunlugu ile sicaklik iligkisi ve ¢esit 6zelligi arasinda
cok yakin bir iligki bulunmaktadir. Soguklamanin verim ve kalite iizerine olumlu
etkisi vardir. Cileklerin soguklama ihtiyacit 400-500 saat olarak belirlenmistir (Giil,
2011).

Cileklerde 6zellikle ilkbahar ge¢ donlar1 ve sonbahar erken donlar1 etkili olmaktadir.
Ilkbahar ge¢ donlar1 ilk acan cigeklerin ya da yeni tutmus meyvelerin zarar
gormesine, sonbahar erken donlar1 ise yeni olusan ve olusmakta olan c¢icek
tomurcuklarinin zarar gérmesine yol agabilir. Cilek oldukca yiiksek bolgelerde
yetisebilme 0Ozelligine sahip olmasina ragmen 800 m’nin altindaki yiiksekliklerde
daha 1yi gelisme gostermektedir. Cilek dikilecek arazinin % 2-3 diizeyinde egimli
olmas1 hava sirkiilasyonu ve su drenaji i¢in olduk¢a uygun sartlar saglamaktadir.
Cilek bahgesi kurulacak arazinin gliney yonlerde kurulmasi erkencilik agisindan
oldukga avantajlidir. Ayrica bitkinin ilkbaharda gelen ge¢ donlara karsi dayanikli
olmasin da saglayabilmektedir (Giil, 2011).

Toprak istekleri

Cilek, 4 ile 8.5 pH diizeyleri arasindaki topraklarda yasayabilir. Ancak en iy1 yetisme
imkan1 veren toprak pH’s1 6.0 ile 6.5 arasi diizeydir. Cilek kumlu cakilli topraklardan
agir killi topraklara kadar genis bir aralikta yetisebilir (Y1lmaz, 2009).

Kumlu topraklar ilkbaharda daha ¢abuk 1sindig1 igin erkencilik yoniinden de tercih
edilmelidir. Ortii altinda yaz aylarinda solorizasyon uygulanmali ve toprak
fumigantlan ile toprak sterilize edilmelidir (Aybak, 2008). Cilek cakilli ve tash
topraklarda, killi ve agir topraklara gore daha iyi gelisir. Cilek yetistirilecek arazi
tizerinde Onceden ¢ilek yetistiriciligi yapilmis ise toprak fumigasyonu mutlaka
yapilmalidir. Cilek toprak tuzluluguna karsi en hassas tiirler icerisinde yer almaktadir

(Y1lmaz, 2009).



1.1.4 Kullanimi ve Saghk A¢isindan Onemi

Ulkemizde en fazla iiretilen iiziimsii meyve ¢ilektir. Cilek yogun miktarda demir ve
fosfor ihtiva etmesinin yani sira C, B ve K vitaminleri bakimindan da oldukc¢a
zengindir. Insan viicuduna kuvvet vermekte, kolesterolii diisiiriicii etki gdstermekte
ve damar tikanikligini da giderici etki gostermektedir. Bunlarin yani sira bagirsak
kurtlarinin dokiilmelerinde yararli olmasinin yani sira idrar soktiiriicii etkiye de sahip
olup viicuttaki zararl1 maddelerin uzaklastirilmasin1 da saglar. Ure, iirik asit ve iirat
tuzlarinin birikintilerini ve viicutta birikmis olan toksik maddelerin atilmasinda da rol
oynamaktadir. Ayn1 zamanda ¢ilekte diger meyvelerde bulunmayan salisilik asit de
bulunmakta olup bu madde romatizma ilaglarinin temel maddesidir (Davis ve ark.,

2007).

Ayni zamanda yara iyilesmesi ve doku onariminda etkilidir (Folta ve Davis, 2006).
Cilekler yiiksek diizeyde dogal olarak olusan besinsel antimutajen ve antikanserojen

olarak bilinen ellagic asit ihtiva etmektedir (Davis ve ark., 2007).

Antioksidan ve kanser inhibe edici bilesik olarak bilinen C vitamini, quercetin,
kaempferol, myricetin, p-coumarik asit, gallik asit ve elajik asit cilekte
bulunmaktadir. Bazi ¢ilek c¢esitleri biitiin meyveler igerisinde en fazla C vitaminine
sahiptir. Baz1 ¢ilek cesitleri biitlin meyveler arasinda C vitamini konsantrasyonu
acisindan en zengin olan meyveler olup cilekteki elajik asitin hiicre ¢cogalmasinin ve
apoptizisi etkiledigi ve ayni zamanda antikansorejen etkiye sahip oldugu

bildirilmistir (Shulaev ve ark., 2008).
1.2 DNA Koruyucu Aktivite

Deoksiriboniikleik Asit (DNA) yapist aydinlatilmis olan bilinen en Onemli
biyomolekiiller arasinda yer almakta olup canliya iligkin biitiin genetik bilgi bu
molekiil vasitasiyla taginip nesiller boyunca aktarilmaktadir. Canlilarin ve pek ¢ok
viriisiin genetik bilgisinin replikasyon ve transkripsiyon siirecince protein ve
enzimlerin biyolojik sentezini baslatmasi bakimindan yasam siiresince son derece

onemli rol oynamaktadir (Wang, 2000, 2002; Gooding, 2002).

Hayatta kalmak icin bir organizmanin DNA biitiinligiinii korumas1 gerekmektedir.

Ancak endojen ve ekzojen genotoksik ajanlar DNA yapisina zarar vermektedir. Bu



ajanlar yapisal olarak farklilik gostermektedirler. Bunlar metilleyici ve alkilleyici
gibi basit bilesikler olabilirler. Baz modifikasyonlarina, ¢ift zincir olusumuna piirinik
ve apiiriinik ¢ift zincir olusumuna neden olabilirler. Bunun ¢ogu mutasyonla erken
yaslanmayla hatta hiicre dliimiiyle sonuglanabilir (Nash ve ark.,. 1996; Salmon ve

ark., 2004; Milgrom ve ark., 2007).

DNA hasarmma yol acan etmenler c¢evresel faktorler, fiziksel ve kimyasal
mutajenlerdir. Fiziksel ajanlarin basinda iyonizan radyasyon gelmektedir. Radyasyon
enerjisinin dogrudan etkisi ile DNA zincir kiriklar1 olusurken; radyasyonla agiga
cikan enerjiyle uyarilan hidroksil radikalleri DNA ile etkileserek hem DNA zincir
kiriklarina hem de oksidatif baz modifikasyonlarinin olusumuna sebep olmaktadir.
Bir diger fiziksel faktdr olan UV i1sinlart DNA lizerinde ¢apraz baglanmalara,
pirimidin dimerleri olusumuna ve zincir kiriklarina sebebiyet vermektedir. DNA
hasar1 olusturan kimyasal ajanlarin basinda alkilleyici maddeler, nitr6z asid,
platinyum tiirevleri gibi ¢apraz baglayicilar ve sitokrom P450 sistemi ile metabolize

edilen ksenobiyotikler yer almaktadir (Dinger ve Akcay, 2000).

DNA onarim kapasitesini asan diizeyde hasar olustuysa veya DNA onarim sistemleri
kalitsal veya edinsel olarak kusurlu ise DNA hasar1 kisa donemde
deoksiriboniikleotid trifosfat havuzunun miktar ve bilesiminde farkliliklara,
replikasyonun durmasina, transkripsiyon ve protein sentezinin inhibisyonuna,
proteolitik aktivitenin indiiksiyonuna; uzun vadede ise mutasyona ve kromozom
anomalilerine neden olmaktadir (Johnson ve ark., 1987). DNA hasar diisiik seviyede
ise DNA onarim mekanizmalar1 tarafindan tamir edilir. Yiksek seviyede ise
apoptotik mekanizmalar1 uyararak hiicre 6liimiine sebep olur. Orta dereceli hasarlar

ise genellikle mutasyonla sonuglanirlar (Halliwell ve Gutteride, 1996).

Genetik bilginin nesilden nesile saglikli olarak aktarilabilmesi icin DNA yapisinin
korunmasi kesinlikle énemlidir. DNA’nin isleyisi bazlar {izerindeki polar gruplara
baglhdir. Bu baz gruplar arasinda spesifik olarak olusan hidrojen baglar ¢ift sarmal
DNA’y1 olustururlar. DNA bazlarinin polar gruplarinda olusan bu kimyasal
degisiklikler replikasyon sirasinda yanlis eslesmeye ve bunun neticesinde mutasyona
sebep olmaktadir. Deoksiriboz fosfat iskeletinde meydana gelen kopmalar ise

replikasyonu bloke etmenin yami sira asir1i miktarlarda olustugunda apoptozise yol



acmaktadir. Insan hiicresinin her bir DNA’sinda giinde yaklasik olarak 104 adet
kodlanmayan veya yanlis kodlanmayla hasar meydana gelmektedir (Lindahl 1990).

1.2.1 DNA Tamir Mekanizmalari

Genom, DNA hasarina neden olan sayisiz farkli etkene maruz kalir. Hasar kaynaklari
ekzojen veya endojen olabilir. Canli organizmalar, genetik materyallerini bu
etkenlerin  olusturdugu hasarlara karst korumak amaciyla DNA onarim
mekanizmalarina sahiptirler. Hiicre, DNA hasarlarina kars1 farkli metabolik yollar ile
cevap verir. DNA hasar1 ve onarim mekanizmalarindaki bozukluklar ile kanser,
yaslanma ve bircok genetik hastalik arasinda nedensel bir iliskinin varligi bir¢cok
deneysel ve epidemiyolojik veri ile gosterilmigti. DNA onarim mekanizmasi,
genomik kararliligin korunmasi ve hiicrenin yasamini siirdiirebilmesi icin gerekli

olan molekiiler biyolojik mekanizmalardan birisidir (Onur ve ark., 2009).

DNA tamir sisteminde 100’{in iizerinde gen rol oynamakta olup bunlar tarafindan
kodlanan genler DNA tamir mekanizmalarinda igleve sahiptir (Zhang ve ark., 2009).
DNA tamir genleri iki alt grupta incelenir (Tu ve ark.,1996; William ve Michael
2002; Griffiths ve ark.,2005);

a. DNA onariminda sinyal iletimi ve onarimin diizenlenmesiyle ilgili olan

genler,
b. Baz ve niikleotid ¢ikarma onarimi ve hatali eslesme onarimi ile ilgili genler

Bu genlerin yer aldig1 tamir mekanizmalar1 baglica bes ana grupta incelenebilir:
1) Direkt Tamir ya da Hasarin Geri Dondiiriilmesi

a) Fotoreaktivasyon

b) O-6-metilguanin tamiri

¢) Basit tek zincir kiriklarinin ligasyonu
2) Kesip ¢cikarma tamiri (Eksizyon)

a) Baz eksizyon tamiri (BER) (base excision repair)



b) Niikleotid eksizyon tamiri (NER) (nucleotide excision repair)
c¢) Mismatch (yanlis eslesme) eksizyon tamiri (MER)
3) Rekombinasyonal Tamir
4) SOS Tamiri
5) DNA Cift Zincir Kiriklarimin Tamiri
a) Serbest Uclarin Homolog Olmayan Baglanmasi1 (NHEJ)
b) Homolog Rekombinasyon (HR)
1.2.1.1 Direkt Tamir ya da Hasarin Geri Dondiiriilmesi

a) Fotoreaktivasyon: Termodinamik ve kinetik nedenlerden dolayr DNA’da
meydana gelen hasarin geri dondiiriilmesi miimkiin degildir. Bu gibi baz1 durumlarda
enzim aracihigt sayesinde (Fotoliyaz ve O-6-Metil-DNA-alkiltransferaz)
gerceklestirilen tek basamakli reaksiyonlar hasarin onarilmasina yardimci olur.
Siklobiitan pirimidin dimerlerinin (CPDs), fotoliyaz enzimi tarafindan ayrilmasiyla
hasar giderilir. Bu reaksiyona fotoreaktivasyon adi verilir. CPD fotoliyazlar
mantarlarda, bitkilerde, bakterilerde ve ¢ogu omurgalilarda bulunur. Fakat plesantali

memelilerde bulunmaz (Cooper ve Hausmann, 2006).

b) O-6-metilguanin tamiri: O-6-metilguanin, alkilleyici ajanlar varliginda olusur ve
yiikksek oranda mutajeniktir. O-6-metilguanin-DNA metil transferaz enzimi,
DNA’daki yanlis metillenen bazlarin CH3 gruplarmi kendi sistein rezidiilerine
transfer ederek normal guanin olusumunu saglar. Bunu yaparken enzim de geri
dontlistimsliz olarak baskilanmis olur ve iglev dist kalir. Bu onarimda enzimin

0zgiinliigli kadar sayis1 da dnem kazanmaktadir (Onur ve ark., 2009).

) Basit tek zincir kiriklarimin ligasyonu: Peroksidler ya da X 1smlart bir takim
ajanlar DNA zincirleri lizerinde basit kiriklara neden olabilmektedir. Olugan bu basit
kiriklar DNA ligaz enzimi sayesinde hemen onarilmaktadir. Enzim, enerji gerektiren
bir reaksiyon ile 3'OH grubu ile 5'fosfat grubu arasindaki bagini olusturarak onarimi

gergeklestirirler (William ve Michael 2002; Cooper ve Hausmann, 2006).



1.2.1.2 Kesip Cikarma Onarim (Eksizyon)

Bu onarim tiim prokaryot ve dkaryot organizmalarda bulunan ¢ok dnemli bir onarim
sistemi olup 3 temel basamak igerir. Eksizyon onarim mekanizmasinda DNA’daki
hasarli bazin oligoniikleotid pargalar1 ¢ikartilip bu bdlgenin dogru bazlarla
doldurulmasi ve olusan ¢entigin ligasyonla kapatilmasi ana prensiptir (Kulaksiz ve

Sancar 2007);

1) Hata veya hasar taninir ve enzimatik olarak bir niikleaz tarafindan kesilip

cikartilir.
2) DNA polimeraz olusan bosluklart doldurur.

3) DNA ligaz son bag kurar ve bosluk tamamen kapanir (Slupphaug ve
ark.,2003; Zhang ve ark.,2009).

a) Baz eksizyon tamiri (BER) (base excision repair): DNA’da olusan hasarin
dogrudan geri dondiiriilmesinde, bazlarda olusan her kimyasal degisiklik kendine has
bir tamir mekanizmasi1 gerektirir. Ancak, hiicreler bircok kimyasal hasar tipini
diizeltebilecek genel bir onarim mekanizmasima gerek duyarlar. Bu olay eksizyon
onarimidir. Hasarli olan ve yanlis yerlestirilen bazlar1 uzaklastirmak i¢in kullanilan
tamir mekanizmasina eksizyon denir. Her bir yanlhs baz tipine has bir ¢ok yolak
vardir. Bunlar ikinci ve {i¢iincili basamaklar ortak olmak {izere iic adimdan meydana

gelir (Frosina et al. 1996);

1. Yanls bazin uygun olan bir DNA N-glikozilaz sayesinde
uzaklastirilmasi ve bir AP bolge olugsmasi. AP bolgeleri kendiliginden
kaybolan veya glikozilaz etkisiyle uzaklastirilan DNA bélgeleridir. Bir
memeli hiicresi bir giin igerisinde 500 pirimidin ve 10000 piirin

kaybeder.

2. 2. Hasarli DNA’ya AP bolgesinin 5' ucuna dogru AP endoniikleaz
tarafindan ¢entik atilir ve de AP bolgesine komsu olan bir 3'-OH

olusturulur.

3. AP bolgesi kesilerek ¢ikarilip (excision) uzaklastirilir. DNA polimeraz

tarafindan 3'-OH ucu uzatilir.
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DNA N-gikozilazlar bunlardan farkli olarak AP ligaz aktivitesine de sahiptirler. Bu
sayede AP bolgedeki 3'-OH ucunda DNA omurgasini keserler. Bir sonraki adimda
AP endoniikleazlar1 5' fosfodiester bagini hidroliz ederler. Bdylece uygun
niikleotidin yer almasi i¢in abazik deoksiribozu uzaklastirirlar. Son olarak ise DNA
polimeraz (polimeraz-a) tarafindan dogru niikleotidin yerlestirilmesi ve zincirin

ligasyonu ile onarim tamamlanir (Frosina ve ark.,1996).

b) Niikleotid eksizyon tamiri (NER) (nucleotide excision repair):
Mikoplazmalardan memelilere kadar olan bir yelpazedeki organizmalar tarafindan
kullanilan, DNA bazlar tizerinde biiyiik eklentiler olusturup pek cok c¢esit hasari
tantyabilen bir tamir mekanizmasidir (Amundson ve ark., 2002). NER mekanizmasi

sOyle islemektedir:
1. Hasarin taninmasi
2. Protein kompleksinin hasarli olan bolgeye baglanmasi

3. ~24-32 niikleotid uzunlugunda bir fragment iginde birakacak sekilde

lezyonun her iki tarafindan hasarli olan zincirin kesilmesi (incision)
4. Degradasyon ( hasari igeren oligoniikleotidin uzaklastirilmasi)

5. DNA sarmali {lizerende olusan boslugun DNA polimeraz tarafindan

doldurulmasi (polimerizasyon)
6. Ligasyon

Yeterince islev gormemesi halinde yaslanma, kanser olusumu, cesitli kalitsal ve
norodejeneratif bozukluklar ile sonuglanir. Kalitsal sendromlart (Xeroderma
pigmentosum/XP, Cockayne syndrome/CS, Trichothiodystrophy/TTD) olan
bireylerde NER mekanizmasinda bozukluklar belirlenmistir (Bohr, 1995; Norbury ve
Hickson, 2001).

c) Mismatch (yanhs eslesme) eksizyon tamiri (MER): Yanlis eslesme tamiri
normal sekilde eslesmesi gereken bazlarin hatali eslesmesinden kaynaklanan, DNA
replikasyonu sirasinda meydana gelen ve ¢ift sarmalda anormal boyutlara neden olan

hatalar1 diizeltir. E. coli’ yi 6rnek aldigimizda, 7 proteinden meydana gelen bir sistem
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tarafindan hatali eslesmenin belirlendigini goriiriiz. Bu proteinler mutL, mutS, mutH,
uvrD, ekzoniikleaz I, SSB ve DNA polimeraz III” tiir. E. coli DNA’sia bakilirsa,
(5") GATC dizisindeki adeninlerin 6zel bir metilaz olan “Dam Metilaz” tarafindan
metillendigi belirlenir. Replikasyon sirasinda kalip zincir metilenmis olmasina
ragmen yeni sentezlenen zircir birkag dakikalik gecikme ile metillenir. Bu zaman
zarfinda mutS, yeni zincirde hatali eslesen bazlar belirler. Sirasiyla mutL, ve mutH
bir kompleks olusturmak i¢in sisteme katilirlar, DNA boyunca ¢ift yonlii olarak
metillenmemis bir GATC bulununcaya kadar hareket ederler. MutH’deki
endoniikleaz fonksiyonu metil grubunun karsisindaki metillenmemis zincire bir
centik atmak i¢in aktive olur. Metillenmemis zincir, SSB, endoniikleaz I ve uvrD
helikaz’in birlikte hareketi sayesinde uzaklastirilir. DNA polimeraz III dogru DNA
zincirini yeniden olusturur ve ligasyon ile tamir sona erer. GATC bdlgesi ile hatali
olan eslesmenin arasindaki uzaklik en fazla 1000 baz ¢ifti olabilir. Bu ylizden yanlis
eslesme tamiri etkili bir tamir mekanizmasi degildir. Okaryotlar, E. coli’ de bulunan
mut proteinlerine homolog olan proteinlere sahiptirler. Fakat yeni sentezlenen zinciri
ayirmak i¢in E. coli’ye 0zgii metilasyon islemi yerine kullanilan mekanizma heniiz
tam olarak anlagilmamistir. Yanlis eslesme tamir mekanizmasi genlerinde mutasyon
olan bireylerin kalitsal nonpolipozal kolon kanserine (HNPCC) yatkin olduklar
tespit edilmistir (Schofield ve Hsieh 2003; Stojic ve ark., 2004).

1.2.1.3 Rekombinasyonal Tamir

DNA’larin zarar gormiis pargasinin degistirilmesinde kalip olarak kullanilacak
tamamlayict ipligin bulunmadigi durumda kullanilan ve replikasyondan sonra aktif
olan bir onarim mekanizmasidir. Timin dimeri gibi bir lezyonu i¢ceren DNA replike
olurken DNA polimeraz 6nce lezyonda duraklar ve yeni sentezlenen zincir boyunca
bir bosluk birakarak lezyonun {izerinden atlar. Bu bosluga bir yanit olarak RecA
proteini rekombinasyonel bir degis-tokus islemi ile baslangigta hasarsiz
komplementer dizide bulunan bir segmenti bu bosluga sokup onu tamamlar. Bu
islem "verici" zincirde bir bosluk birakir. Bu bosluk daha sonra doldurulur (Kurtoglu

ve Tekedereli, 2015).
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1.2.1.4 SOS Tamiri

DNA hasarinin yiiksek oranda oldugu ve diger onarim mekanizmalarinin basarili
olamadig1r durumlarda devreye giren acil cevap sistemidir. Hiicrelerde c¢ok ciddi
DNA zararlarma karsi acil yanit olarak DNA onarim enzimlerinin sayisinin
artmasidir. DNA sentezi sirasinda, bir lezyonun iizerinden atlamak yerine, sistem,
DNA polimerazin lezyon karsisindanda replikasyonu devam ettirmesini saglar. Fakat
replikasyonun dogrulugundan fedakarlik edilir. Bu nedenle hataya meyilli sistem de
denir (William ve Michael 2002; Cooper ve Hausmann,2006).

1.2.1.5 DNA Cift Zincir Kiriklarinin Tamiri

DNA ¢ift kiriklarinin kaynaklart arasinda topoizomeraz inhibitdrleri (etoposid,
adriamisin) deiyonize radyasyon ve V(D)J rekombinasyonu sayilabilir. DNA gift
zincir kiriklari, DNA hasarlarinin en yikicit seklidir. Bu kiriklar tamir edilmezse
kromozomlarin kirilmasima ve hiicre Oliimiine kadar varan sonuglar dogurabilir.
Yanlig tamir edilmesi halinde ise kromozom translokasyonuna ve kansere sebep olur.

DNA ¢ift zincir kiriklari iki sekilde tamir edilir (Haber 2000);

1. Serbest uglarin homolog olmayan sekilde baglanmasi (non-homolog and
Joining) (NHEJ)

2. Homolog rekombinasyon (HR)

1. Serbest uclarin homolog olmayan sekilde baglanmasi (non-homolog and
Joining) (NHEJ): Ku 70-Ku 80 (DNA- bagimli protein kinaz katalitik subunit)
komplekslert DNA’nin kirik olan uglarina baglanir. DNA bagimli protein kinaz
aktive olarak diger proteinlerin de hasar bolgesine gelmesini saglar. Bu protein
komplekslerinin formasyonu DNA ligaz IV-XRCC4 kirik uglarma baglanmasina
olanak saglar (Zhang ve ark.,2009). Bu isleyis homolog bir kromozomdan
faydalanmaksizin DNA ugclarinin baglanmasinin biyokimyasal bir yoludur. Ciinkii
kirtk DNA uglari baglanabilir bir durumda olamayabilir ve bu yol bazen genetik
bilgide kayiplara neden olur. Homolog olmayan u¢ baglanmasindaki hatalar iyonize
radyasyon duyarliligina ve immiin yetersizlige neden olur (Delebe¢ ve Kantarci
2006).
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2. Homolog Rekombinasyon (HR): DNA ¢ift zincir kiriklari, genetik bilgi
korunarak, homolog DNA ile rekombinasyon araciligi ile tamir edilir. Maya da bu
yontem ¢ift zincir kirig1 tamirinde baskin olarak kullanilir. Insanda homolog olmayan

uc baglanmasi ile esit oneme sahiptir (Haber 1999, 2000).
1.3 Antibiyotikler

Antibiyotikler, diisiik miktarlarda mikroorganizmalar1 Gldiiren ya da iiremelerini
durduran bilesikler olup bakteriyel hastaliklarin kontroliinde ve tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadirlar. Etki tarzlarina ve etkiledikleri mikroorganizmalara gore
cok sayida antibiyotik bulunmaktadir. Mikroorganizmanin hiicre duvarini bozmak,
protein sentezini bozmak veya mikroorganizmanin ihtiya¢ duydugu maddeleri yok

etmek antibiyotiklerin etki etme sekilleri arasindadir (Yalap ve Balcioglu, 2008).

Literatiirlerde ve tedavide, 1928 yilinda Alexander Fleming’in penisilini
kesfetmesiyle baslayan pek ¢ok antibiyotik tiirii bulunmaktadir (Karabay ve Hosoglu,
2008). Antibiyotikler, insan ve hayvan tedavilerinde, ila¢ endiistrilerinde ve

hastaneler gibi pek cok alanlarda kullanilmaktadir (Karci ve ark., 2010).
1.3.1 Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

Antibiyotikleri c¢esitli kriterilere gore simiflandirmak miimkiindiir. Antibiyotikler,
mikroorganizmalar  lizerindeki etki  derecelerine, etki mekanizmalarina,
farmakokinetik ozelliklerine ve kimyasal yapilarina gore simiflandirilmaktadir

(Tiirkoglu, 2008).

Biitiin bakterilerin ¢ogalma devresi yavas gelisme, hizli gelisme ve dinlenme
donemlerini kapsamaktadir. Antibiyotikler bakterilerin hizli ve yavas gelisme
donemlerinde etki gosterirler Antibiyotikler diisiik yogunlukta bile ya bakterilerin
oldiirtilmesi ya da bakterilerin gelisimi ve iiremesinin durdurulmasi gibi etki giicleri

gosterirler (Schugerl, 2001).

Bakteriyostatikler: Bakteri hiicrelerinin gelismesini veya iiremesini Onlerler.
Viicudun savunma mekanizmalari, gelismesi ve iiremesi duran bakterileri kolaylikla
yok ederler. Bakteriyostatik etki giiciiniin gdstergesi “Minimum Inhibitor

Konsantrasyonu’dur (MIK).
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*Makrolitler *Linkozamidler
*Tetrasiklinler *Metronidazol
*Sulfonamidler *Mikonazol
*Amfenikoller

Bakterisidler: Bakteri hiicresini yok ederler. Agir tahribatlar yaratarak, bakteri
hiicrelerini Oldiiriirler. Bakterisid etki giicliniin gostergesi “Minimum Bakterisid

Konsantrasyon = MBK” dur (Akkan, 1997).

*Beta-Laktamlar *Polipeptidler
*Penisilinler *Florokinolonlar
* Sefalosporinler *Vankomisin
*Monobaktamlar *Rifamisin
*Karbapenemler *Teikoplanin

Beta-laktamaz Inhibitorleri:
v" Tazobaktam
v" Sulbaktam

v" Klavulanik Asid

Antibiyotikler etki alanlarina gore de tanimlanmaktadirlar. Gram olumlu ve gram
olumsuz bakterileri inhibe eden ya da oldiiren antibiyotiklere genis spektrumlu,
sadece gram olumlu ya da gram olumsuz bakterilere karsi etkili olanlara dar
spektrumlu, basit organizma veya hastaliga kars1 etkili olanlara ise sinirlt spektrumlu

antibiyotikler denilmektedir.

Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore asagidaki gibi siiflandirilmaktadir

(Kayaalp, 1991; Dokmeci ve ark., 1992; Akkan ve Karaca, 2003):

1. Bakterilerin hiicre duvari sentezini inhibe edenler
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2. Bakterinin genetik yapisin1 (DNA, m-RNA sentezi) bozanlar
3. Protein sentezini inhibe edenler
4. Sitoplazmik membrani etkileyenler
5. Bakterilerde ara metabolizmay1 bozanlar.
1.3.2 Antibiyotiklerin Etki ve Diren¢ Mekanizmasi

Biitiin bakterilerde yavas gelisme, hizli gelisme ve dinlenme dénemlerinden olusan
lic cogalma devresi vardir. Antibiyotikler bakterilerin hizli ve yavas gelisme
doénemlerinde etki gosterirler. Bu etkilesim bakterilerin 6ldiiriilmesi (bakterisid etki)
veya bakterilerin gelisimi ve iiremesinin durdurulmasi (bakteriostatik etki) seklinde
olur. Ornegin penisilinler, aminoglikozidler, sefalosporinler, vankomisin,
florokinolonlar ve basitrasin bakterisid etkiye, tetrasiklinler, makrolidler ve
siilfonamidler bakteriostatik etkiye sahiptirler (Basoglu, 2000). Tablo 1.2°de
antibiyotik mekanizmalari, yapmis olduklar1 smif ve direng¢ mekanizmalar

gosterilmistir (Terzi, 2013).
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Tablo 1.2 Antibiyotik siniflari, etki ve direng mekanizmalari

Simf Madde

Antimikrobiyal

Etki Mekanizmas

Direng Mekanizmasi

Aminoglikozitler

Gentamisin
Eanamisin

FProtein sentezinin

Pompalama Enzimatik
Inaktivasyon, Hedef

Clsitetrasiklin

engellenmesi

Streptomisin engellenmes Jagutma, Pompalama
Anfenikoller Floramfenikol FProtein sentezmm Pompalama, Hedef
engellenmesi Sagitma, Pompalama
. . Protei tezini
. Elaritromisin foteln senleEIn Pompalama, Hedef
Makrolitler . o engellenmesi
Eritromisin Sagitma
Pompalama
Tetrasiklinler Prote; tezini
Doksisiklin Tetrasiklin Engellenmesi roLBIn SEALEZININ Pompalama

Beta Laktamlar

Hicre Duvar: Sentezinin

Srtrecnam Penisilin Engellenmes: Engellenmesi Enzimatik Inaktivasyon
Sefotaksim Hedef S agitma
Vankomisin . o
. . . Hijere Duvart Sentezinin "
Glikopeptitler Engellenmesi L Hiicre Duvari,
. = . Modifikasyonu
Bleomisin Malidilesit Asat e ; . Pompalama, Hedef
. . . Mikleik &sit Sentezi
Kinolonlar Ciprofloksasin Tol Encell . Sagirtma
Sulfametaksazol oluHun SHEERENMES!
. Folik Asit Sentezi Alternatif Enzimler,
Sulfonamidler Sulfametaksazol Tolunun Engellenmesi Hedef Jagirtma
Hiiere Zan Hiere Zan
Lipopeptitler Daptomisin Kutuplagmasim Modifikasyonu,
Engelleme Mutasyonlar
Aminoasit Polimiksin B Hiicre Zan Gepirgenligi Hicre Zan

Hastane infeksiyonlarinda zaman zaman gram olumlu bakterilerle gram olumsuzlar
arasinda dengeler degisse de her zaman gram olumsuz basiller sorunlu
mikroorganizmalar olarak Onemlerini korumustur. Direngli bakterilere o6zellikle
antibiyotiklerin yogun sekilde kullanildigi yogun bakim iinitelerinde daha sik
(Giilay,  2002).

mikroorganizmalarin direng gelistirmesi antibiyotiklerin kesfi kadar eskidir. Onceleri

rastlanmaktadir Antibiyotiklerin ~ kullanim1i  sonucunda

hastanelerde sorun olan direngli bakteriler giinimiizde toplum kdkenli
infeksiyonlarin tedavisinde de ciddi sorun yaratir hale gelmistir. Yakin zamana kadar
direngli patojenleri tedavi edecek antibiyotikler siirekli gelisim i¢inde oldugundan
klinisyenler her zaman tedavi edici ilaglar1 elde edebiliyorken giinlimiizde bakteri
direnci Oyle hizli gelismektedir ki ilag endiistrisi bu hiza yetisemez hale gelmistir
(Levy, 1998; Cagatay ve Ozsiit, 2001). Antibiyotiklere artan direng yeni antibiyotik
molekiillerinin aranisint hizlandirmistir. Bu arayis igerisinde dogal kaynaklar 6nemli
bir dal olarak bilinmektedir. Dogal kaynaklardan antimikrobiyal ajanlarin kesfi;

geleneksel bitki oziitlerinin degerlendirilmesine dayanir (Alves ve ark., 2015).
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1.4 Stenotrophomonas maltophilia

Eski literatlir bilgilerinde sinirli patojeniteye sahip oldugu bildirilmis olsa da
giiniimiizde S. maltophilia belirli hasta gruplarinda ciddi mortalite ve morbiditeye
sebep olan nozokomiyal patojenler arasinda yerini almistir ve Onemi gittikge

artmaktadir (Denton ve Kerr, 1998).
1.4.1 Taksonomi

S. maltophilia, ilk olarak plevral sividan izole edilmis ve “Bacterium bookeri” adini
almistir. Daha sonra oral karsinomlu bir hastanin orofaringeal siirlintii 6rneginden
izole edilmis ve Pseudomonas maltophilia olarak yeniden isimlendirilmistir (Hugh
ve Leifson, 1963). DNA-RNA hibridizasyonlari, hiicresel yag asit bilesimi ve iireme
parametrelerini  iceren  genotipik ve fenotipik  Ozelliklerine goére  a-
Proteobacteria’larm bir {iyesi olan Xanthomonas cinsine gegmistir. Ancak flagella
say1st, nitrat indirgenme 6zellikleri, fimbriasyon ve bitki patojenitelerine gore bir¢ok
farkliligin  oldugu bildirilmistir. Bu nedenle organizma yeni bir cins olan

Stenotrophomonas cinsi i¢inde tekrar siniflandirilmistir (Murray ve ark., 2009).

Cins ad1 Yunanca stenos: dar; trophos: besleyen; monad: birim anlamina gelen
kelimelerin birlesiminden tiiretilmistir. %35 DNA homolojisi ve biyokimyasal olarak
benzer ozellikler gosteren S. africana ikinci tiir olarak bu cinse dahil edilmistir

(Denton ve Kerr, 1998).
1.4.2 Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

S. maltophilia diiz veya hafif kivrik morfolojide, sporsuz, 0.5-1.5 pm uzunlugunda,
tek veya ciftler halinde goriilen Gram negatif basil yapisina sahiptir. Birka¢ polar

flajeli ile hareketlidir (Denton ve Kerr, 1998).
1.4.3 Kiiltiir Ozellikleri

S. maltophilia zorunlu aeroptur. Optimal iireme sicakligi 35°C olup 5°C altinda ve
40°C iizerinde lireyemez. Normal atmosferde veya %35 karbondioksit varliginda 20-
37°C arasinda bir gecelik inkiibasyonu takiben kati besiyerinde goriilebilir koloniler

olusturmaktadir (Denton ve Kerr, 1998).
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%35 koyun kanli agarda R tipi diizgiin, parlak, beyaz-acgik sar1 veya lavanta yesili
renkte amonyak kokulu koloniler olusturur (Murray ve ark., 2009). Baz1 suslarda
beta hemoliz gbzlendigi bildirilmigsse de genel olarak kanli agarda beta hemoliz
olusturmadiklar1 kabul edilmektedir. Ancak kanli agarda birlesmis koloniler etrafinda
yesil renk degisimi izlenebilmektedir (Denton ve Kerr, 1998). Rutinde kullanilan %5
koyun kanli agar, EMB, MacConkey gibi ¢ogu besiyerinde S. maltophilia’nin steril
viicut sivilarindan izolasyonu yapilabilmektedir. Diger bakterilerle karisik klinik
veya ¢evre orneklerinden izolasyon ig¢in farkli antimikrobiyal maddeleri igeren segici
besiyerleri tantmlanmistir. Cevresel kaynaklardan izolasyon icin %5 koyun kan1 ve 5
pg/mL gentamisin igeren triptik soy agar kullanilmistir. Bakterinin dogal direncli
oldugu imipenem igeren besiyerleri bazi arastirmacilar tarafindan kullanilmis ancak
imipenem, S. maltophilia’nin diskidan izolasyonunda normal floranin inhibe
edilmesinde yetersiz kalmistir. Bu besiyerine vankomisin, amfoterisin B, mannitol ve
bromtimol mavisi eklenmesinin izolasyon oranini artirdig1 bildirilmistir (Denton ve
Kerr, 1998). Denton ve ark. (2000) KF hastas1 ¢ocuklarin balgam 6rneklerinden S.
maltophilia izole edilmesi i¢in vankomisin, imipenem ve amfoterisin B selektif
maddeleri igeren bir besiyerinin (VIA Medium ) duyarliligini arastirmiglardir. Bu
calismada VIA besiyeri ile iizerine imipenem diski koyulmus basitrasin-¢ukulatamsi

agar (BC Medium ) karsilagtiritlmig, VIA besiyeri daha se¢ici bulunmustur.
1.4.4 Biyokimyasal Ozellikler

S. maltophilia, klinik laboratuvarda standart biyokimyasal testlerle tanimlanabilir.
Cogu bakteriye gore inaktif bir metabolizmaya sahiptir (Denton ve Kerr, 1998). S.
maltophilia tiirlerinin, oksidaz1 negatif, glikoz ve maltoz oksidasyonlar1 degiskendir.
Lizin dekarboksilaz ve DNAz aktiviteleri pozitiftir. S. maltophilia tiirlerinin
ekstraseliiler DNaz aktivitesinin saptanmasi ile diger glikozu okside eden, Gram
negatif basillerden ayrilirlar. Metil yesili indikatorii ile tiipte ya da DNaz agar
tizerinde DNaz aktivitesi saptanabilir. DNaz pozitif organizmalar besiyeri lizerinde
seffaf bir zon olustururlar (Murray ve ark., 2009). Jelatin ve eskiilini hidrolize eder.
Polimiksine duyarhidir. Nonfermenter bakterilerin tanisinda kullanilan arjinin
dekarboksilaz, asetamid reaksiyonu, iire hidrolizi, nitrat ve nitrit olusumu
reaksiyonlart negatiftir (Durupinar ve Darka, 2008). S. maltophilia nin bazi

biyokimyasal 6zellikleri Tablo 1.3’de verilmistir.
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Tablo 1.3 S. maltophilia’nin bazi biyokimyasal 6zellikleri (Denton ve Kerr, 1998).

Test Reaksivon »

Indofenol oksidaz -
Eatalaz +
Ureme

5°C -

18°C +

37C +
Hareket

18=C +

37°C v
Indol -
Lizmm-dekarboksilaz +
Ormitin-dekarbolksilaz -
Metil red -
Voges-Proskauer -
Hidrojen siilfit -
Witrat rediiksivonu W
Sitrat v
Fenilalanin deaminaz -
p-Galaktosidaz (ONPG) W
Hidroliz

Eskiilin +

Jelatin +

Tween 30 +

DMNA +

Nigasta -

Ure -
Karbon kayna&

Adonitol -

Arabinoz -

p-Hidroksibutirat

Sellobioz

Dhlsitol

Glukoz

Fruktoz

Galaktoz

Manmnitol

MMannoz

Famnoz

Salisin

Sorbitol -

Trehaloz -

BB -

2+ =B5% pozitif v, 14 -84% pozitf ; -, <15% pozitf

1.4.5 Antijenik ve Genomik Ozellikler

Somatik O antijenleri ve flajellar H antijenleri tanimlanmistir. Toplam 31 O antijeni
saptanmis olup, O3 en sik rastlanan serotiptir. S. maltophilia ve Brucella tiirlerinin O
antijenleri arasinda capraz reaksiyon gozlenebildigi bildirilmistir. S. maltophilia
suslar1 tanimlamada kullanilabilecek derecede kendine 6zgii hiicresel yag asidi

kompozisyonuna sahiptir (Denton ve Kerr, 1998).
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S. maltophilia’nin genetik yapis1 hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Immiinolojik
olarak insan koryonik hormonuna (hCG) benzeyen koryonik gonadotropin benzeri
hormon sentezleten bir gen bolgesi belirlenmistir. Bu gen bolgesi ayn1 zamanda L1

ve L2 beta-laktamaz enzimlerini de kodlamaktadir (Denton ve Kerr, 1998).

Cevresel ve klinik oOrneklerden elde edilen S. maltophilia izolatlar1 DNA
fingerprinting, DNA hibridizasyon ve 16s rDNA sekanslama yontemleriyle A, B ve
C olarak belirlenmis ii¢ farkli genomik gruba ayrilmistir. Klinik izolatlarin biiyiik
cogunlugu grup A’da (% 44) ve grup B’de (% 34) yer almaktadir. Grup A’da yer
alan suslarin enfeksiyon gelisimine yol agan ortak oOzelliklere sahip oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle gyrB gibi baz1 spesifik genomik gruplara sahip suslarin
kistik fibrozisli hastalarin solunum yolunda kolonizasyona neden oldugu

belirlenmistir (Looney ve ark., 2009).
1.4.6 Viriilans ve Patogenez

S. maltophilia’nin olast virulans faktorleri hakkinda ¢ok az bilgi vardir.
Kolonizasyon ve enfeksiyon ayrimindaki basarisizlik, patojenitesinin kisith oldugunu

diistindiiriir (Denton ve Kerr, 1998).

S. maltophilia’nin 6nemli bir 6zelligi biyofilm olusturabilmesidir. Boylece plastik,
cam, teflon gibi inorganik yiizeylere ve hasta dokularina tutunabilir. Biyofilm, hasta
ile dogrudan ve dolayli temas eden nemli yiizeylerde olusur. Hastane kaynakli

enfeksiyonlarin %65’inin biyofilm ile iliskili oldugu bildirilmistir (Brooke, 2012).

S. maltophilia’nin dig membraninda polisakkarid yapisinin olmasi 6nemli viriilans
faktorlerinden biridir. Bu yap1 bakterinin kolonizasyon yapmasiyla ve kompleman
aracilikli hiicre savunmasindan korunmasiyla iligkilidir. Lipopolisakkarid yapisinda
bulunan Lipid A komponenti, alveolar makrofajlart ve monositleri uyararak timor
nekroz faktdr & (TNF-4) iiretimini arttirip inflamasyon olusumunda rol oynar. Ayni
zamanda S. maltophilia interlokin-8 (IL-8) salinimini ve polimorfoniikleer 16kosit

goclinii uyarmaktadir (Looney ve ark., 2009).

DNAz, RNAz, fibrinolizin, lipaz, hyaliironidaz, elastaz gibi ekstraselliiler enzimler

tirettigi bildirilmistir (Denton ve Kerr, 1998). StmPrl geni tarafindan kodlanan
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proteaz enzimi, kollajen, fibronektin ve fibrinojenin protein komponentlerini yikar;

lokal doku hasar1 ve hemoraji olusturur (Windhorst ve ark.,2002).
1.4.7 S. maltophilia Kaynakl Enfeksiyonlar

S. maltophilia, siklikla hastanede yatmakta olan hastalarda ¢oklu ila¢ direncinden
sorumlu nozokomiyal bir patojendir (Durupinar ve Darka, 2008). S. maltophilia’nin
neden oldugu en sik klinik tablo pndmonidir, bunu bakteriyemi ve daha az siklikla
yara ve lriner sistem enfeksiyonlar1 takip eder. Nadir olarak menenjit, endokardit,
siniizit, mastoidit, kolanjit ve peritonit, goz enfeksiyonlari, epididimit, bursit, artrit ve

osteokondrit vakalari da bildirilmistir (Looney ve ark., 2009).

S. maltophilia, nozokomiyal pnomonilerin %5’inden sorumludur ve suslarin %56-
69’u solunum sisteminden izole edilmistir. Mekanik ventilasyon, trakeostomi, genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi, nebulizatér gibi solunum yolu cihazi ve aerosolize
polimiksin kullanim1 S. maltophilia ile iliskili nozokomiyal pnémoni olusumunda
risk faktorleridir (Denton ve Kerr, 1998). S. maltophilia pnémonisi olan hastalarin
mortalite oranlart %23-77 olarak rapor edilmistir, kanserli ve bakteriyemi eslik eden

hastalarda oran daha yiiksektir (Looney ve ark., 2009).

Bakteriyemi, S. maltophilia enfeksiyonlarinda sik goriilen bir klinik tablodur ve
giderek artig gostermektedir (Denton ve Kerr, 1998). Kan kiiltiiriinden S. maltophilia
izole edildiginde kontaminasyon, kolonizasyon ve gercek enfeksiyonu ayirt
edebilmek ig¢in dikkat edilmelidir. Santral vendz Kkateterler S. maltophilia
bakteriyemisinin en sik kaynagidir. Enfekte kateter hemen cikarildiginda kateter

iliskili enfeksiyonun prognozu iyidir (Looney ve ark., 2009).

S.  maltophilia’ya bagli endokardit olgularimin bircogu intravendz ilag
bagimlililarinda ya da prostatik kapak ameliyati sonrasi komplikasyon olarak
meydana gelmistir. S. maltophilia endokarditinin prognozu degiskendir. Bu
tablolarda sadece antimikrobiyal tedavi yeterli olurken, enfekte kapagin cerrahi ile

degistirilmesi de gerekebilir (Denton ve Kerr, 1998).

Idrar 6rneklerinden siklikla S. maltophilia izole edilebilmesine ragmen sadece iiriner
sistem cerrahisi, liriner kateterizasyon ya da yapisal anomalilere ikincil olarak ortaya

ciktiginda enfeksiyon olarak kabul edilir (Denton ve Kerr, 1998).
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S. maltophilia, siklikla yara ve diger cilt lezyonlarindan da izole edilir. Enfeksiyon
cerrahi travma sonrast veya deri biitiinliigiiniin iatrojenik olarak bozulmasi

sonrasinda meydana gelebilir (Denton ve Kerr, 1998).
1.4.8 Epidemiyoloji

S. maltophilia su (dogal sular, su aritma tesisleri ve klorlu dagitim aglari), toprak ve
bitkilerde bulunan g¢evresel bir mikroorganizmadir (Looney ve ark.,2009). Hastane
ici ve dist s1vi iliskili kaynaklardan izole edilmistir. Hastanelerde S. maltophilia’nin
kaynaklar1 olarak ventilatér ekipmanlari, santral vendz kateterler, nebiilizatorler,
endoskoplar, buz makineleri, hemodiyaliz ekipmanlari, kontamine olmus
klorhekzidin-setrimidli dezenfektanlar ve el yikama sabunlari G6rnek verilebilir
(Brooke, 2012). Siv1 ortamda yasayabilme yetenekleri nedeni ile hastane ve yogun
bakim iinitelerinde firsat¢i nozokomiyal patojen olarak dikkati ¢ekmektedir (Murray
ve ark., 2009).

Tibbi teknolojinin gelismesine bagli olarak enfeksiyona yatkinlik olusturan risk
faktorlerine sahip populasyondaki artis S. maltophilia enfeksiyonu insidansinin

artmasinda etkili olmustur. Bu risk faktorleri;
Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi
Santral venoz kateter varligi
Notropeni yada sitotoksik kemoterapi
Uzamis hastanede yatis
Yogun bakim iinitesinde yatig
Mekanik ventilator veya trakeotomi

Altta yatan hastalik (hepatobiliyer, kronik pulmoner ve kardiyovaskiiler
hastaliklar, organ trasplantasyonu, diyaliz, intravendz ila¢ kullanimi1 ve HIV

enfeksiyonu)
Malignensiler

Kortikosteroid tedavisi seklinde siralanabilir (Denton ve Kerr, 1998).
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Kazanilmig S. maltophilia enfeksiyonlarinin ¢ogu nozokomiyal kaynaklidir.
Hastanede yatan hastalardan izole edilen S. maltophilia izolatlarinin pulsed-field jel
elektroforez ile molekiiler tiplendirmesi yliksek genetik cesitlilik gostermistir. Bu
bulgular hastalarin S. maltophilia’'y1 hastaneye girmeden once farkli kaynaklardan
aldig1 ve normal flora antimikrobiyal tedaviye maruz kalinca bakterinin se¢ildigini
gostermistir. Nozokomiyal kazanim ortak kaynaktan olabilir ya da ¢apraz bulasma

yoluyla ortaya ¢ikabilir (Looney ve ark.,2009).
1.4.9 Antibiyotik Direnci

S. maltophilia B-laktam antibiyotikler, makrolidler, sefalosporinler, florokinolonlar,
aminoglikozidler, karbapenemler, kloramfenikol, tetrasiklin, polimiksin ve SXT’de
dahil olmak iizere bir¢ok antibiyotige diren¢ gosterir. Diisiik membran gecirgenligi,
efluks pompalari, beta laktamazlar ve antibiyotik modifiye eden enzimler, S.
maltophilia’nin intrensek antibiyotik direncine katkida bulunmaktadir (Brooke,

2012).

[lag diren¢ mekanizmalar1 plazmidler, transpozonlar, integronlar, integron benzeri
elementler, insertion element common region (ISCR) elemanlar1 ve biyofilmler
sayesinde antibiyotik direncinin horizontal transferi ile kazanilir. Antibiyotik direng

mekanizmalari;
Kromozomal ve plazmid kaynakli B-laktamazlar, 6rn; Tnl-like traspozon

Efluks pompalari, 6rn; SmeDEF, SmeABC ve SmrA; kinolon, tetrasiklin,
kloramfenikol, eritromisin, aminoglikozid ve B-laktamlara direngle iligkili-

Sinif 1 integronlar ve ISCR elementleri; SXT direnci ile iliskili

Fosfoglukomutaz (SpgM); polimiksin B, polimiksin E, nalidiksik asit,
gentamisin, vankomisin, seftazidim, tikarsilin-klavulanat ve piperasilin-

tazobaktam direnci ile iliskili
D1s membran gegirgenliginin azalmasi
SmQnr determinantlari; kinolon direnci ile iligkili

Antibiyotik modifikasyonu
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Bakteriyel topoizomeraz ve giraz genlerinin modifikasyonu seklinde

Ozetlenebilir (Brooke, 2012).
1.4.9.1 Beta-Laktam Direnci

S. maltophilia’nin kromozomal kodlanmis L1 ve L2 B-laktamazi vardir. L1; Ambler
smif B, Zn bagimlhi bir metallo-p-laktamazdir ve monobaktam disindaki tim f-
laktamlar1 hidrolize eder. L2; Ambler smif A, klavulanik asit duyarlt bir
sefalosporinazdir. Periplazmik translokasyon i¢in L1 B-laktamaz bir Sec export
sistemi kullanirken, L2 B-laktamaz Tat export sistemi kullanir (Brooke, 2012;
Looney ve ark., 2009). Bu a-laktamazlar genellikle B-laktamlara maruz kalininca
indiiklenir (Looney ve ark., 2009).

1.4.9.2 Aminoglikozid Direnci

S. maltophilia’da aminoglikozid direnci; aminoglikozid modifiye eden enzimler,
efluks pompalar1 ve 1s1ya bagli dis membran proteinlerindeki degisiklikler nedeniyle
olabilir. Kromozomal genler aminoglikozid-asetil-transferaz ve aminoglikozid-

fosfotransferaz’1 kodlar (Looney ve ark., 2009).

Aminoglikozidlerin hiicre i¢ine alinmasindaki azalma, en Onemli direng
mekanizmasidir. Istya bagli dis membran degisikligi yaparak aminoglikozidlere
duyarlilik azalmaktadir. Is1 degisimi ile lipopolisakkarit yapidaki O-polisakkarit ve
fosfat parcalarinin biiytikliiklerindeki degisiklikler aminoglikozid duyarliligini azaltir
(Denton ve Kerr, 1998).

1.4.9.3 Kinolon Direnci

S. maltophilia’da kinolon direnci efluks pompalar1 (6zellikle Sme DEF) ve azalmis
dis membran gecirgenligi ile olur (Looney ve ark.,2009). Kinolona direncli suslarin
carpraz reaksiyon ile kloramfenikol ve doksisikline de direng gosterdikleri

bildirilmistir (Denton ve Kerr, 1998).
1.4.9.4 Makrolid Direnci

Diger Gram negatif basiller gibi S. maltophilia da eritromisine orta duyarlidir. Bunda

ilaca karst gecirgenligin azalmasinin yam sira birgok efluks pompasininda etkisi
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olabilir. Daha 6nce Staphylococcuc aureus’da gosterilmis olan eritromisine karsi
direng olusturan mphBM, kadminyumun hiicreden atilmasini saglayan cadA ve cadC
bolgelerinin plazmid araciligi ile S. maltophilia’ya aktarilabilecegi goOsterilmistir

(Alonso ve ark., 2000).
1.4.9.5 Trimetoprim/Siilfametoksazol Direnci

SXT’e direng, sull tasiyan integronlara ve Sul2 tasiyan insertion element common
region (ISCR) elemanlarma baglanmistir. Class 1 integron ve ISCR elemanlar
vasitasiyla sul genlerinin mobilizasyonu, SXT kullanimindaki artig ile muhtemelen
artacaktir. Klinik tecriibeler gostermistir ki SXT direnci tedavi sirasinda ortaya

¢ikabilir (Looney ve ark., 2009).

dfrA geni’nin, dihidrofolat rediiktaz enzimini kodladigi ve S. maltophilia’da
trimetoprim direncine neden oldugu bildirilmistir (Brooke, 2012). Hu ve ark. dfrA-
pozitif S. maltophilia isolatlarin class 1 integron tasidiklarini ve SXT’ye karsi
direngli olduklarini gostermislerdir. dfrA, sul2 ve sull genlerinin birlikte olmasi hem

yiiksek diizey SXT direncine hem de ¢oklu ilag direncine yol acar (Hu ve ark., 2011).
1.5 Antibiyotik Duyarhhk Testi

Antibiyotik duyarlilik testleri klinik mikrobiyoloji laboratuvarinin en Onemli
gorevleri arasindadir (Jorgensen ve Sahm, 1995; Johnson, 1996). Ciinkii elde edilen
bilgiler hasta tedavisiyle yakindan iliskilidir. Bu testler sonucunda ortaya ¢ikan
bilgiler antibiyotiklere kars1 direng¢ diizeyini gostermek suretiyle regete yazilmasinda
ve yeni ajanlarin gelismesinde etkilidir (Andrews, 2001). Antibiyotik duyalilik
testleri, hastalarin tedavisinde kullanildig1 gibi, hastane enfeksiyon kontrolii ve
epidemiyolojik arastirmalar i¢in de gereklidir. Hastalarin tedavisinde kullanilacak
antibiyotiklerin gelistirilmesi, se¢imi, verilis dozu ve sekli yapilan test sonuclari ile
iligkilidir (Johnson, 1996). Antimikrobiyal testler, normal flora iiyeleri ve
kolonizasyon yapan bakteriler i¢in uygulanmamali ve sadece izole edilen
mikroorganizma i¢in Onerilen standart yontem uygulanarak yapilmalidir (Jorgensen

ve Sahm, 1995).

Antimikrobiyal ila¢ ve mikroorganizmalar arasindaki etkilesim bazi faktorlere

baglidir. Bunlardan bazilar1 ilacin yapisi, digerleri ise konak veya patojen ile ilgilidir
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(Johnson, 1996). Ancak, antibiyotik duyarlilik testleri bu etmenlerin timiini
saglayamamaktadir. In-vitro duyarlilik testlerinde bakterinin sabit bir fazi
kullanilarak sabit sicaklik, nem ve oksijen uygulanmaktadir. Buna karsin hastada
durum farklidir, testlerde kullanilan diisiik yogunlukta bakterinin karsisindaki sabit
antibiyotik konsantrasyonu yerine yogun bakteri karsisinda dalgalanan ilag
konsantrasyonu bulunmaktadir (Johnson, 1996). Bu nedenlerle in-vitro testlerin
klinik sonug iizerinde predaktif bir degeri olmasina karsin, bunun bazi siirlamalari

oldugunu da g6z ardi etmemek gerekir (Jorgensen ve Sahm, 1995).

Antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in standartlarin belirlenmesi ve elde edilen
sonuclara gore tedavi basarisinin tahmin edilebilmesi i¢in farkli kurumlar uzun
siiredir calismaktadir. ilk olarak 1972°de Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD)
National Committee for Clinical and Laboratory Standards (NCCLS, sonra Clinical
and Laboratory Standards Institute, CLSI) tarafindan standardizasyon Onerileri
yayinlanmistir (Barlett ve ark., 1994). Tiirkiyede de Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti
biinyesinde 1994°te kurulan Antibiyotik Duyarlilik Testlerinin Standardizasyonu
(ADTYS) galisma grubu bu islevi listlenmistir. European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) ise European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (ESCMID) ve the European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC) himayesinde, bu iki kurumun maddi destegiyle 1997°de kurulmus
olup European Medicines Agency (EMA) ve ECDC i¢in Avrupa ¢apinda testlerin
standardizasyonunu ve klinik eslik degerlerinin belirlenmesini  iistlenmistir
(EUCAST, www.eucast.com). Giiniimiizde CLSI ve EUCAST antimikrobiyal
duyarlilik testleri iizerinde ¢alisan iki 6nde gelen ekibi barindirmakta ve karsilikli
etkilesim iginde ¢alismalarina devam etmektedirler (CLSI, 2010). Bir antimikrobiyal

ajanin inhibitor etkisi diliisyon veya disk diflizyon metoduyla bulanabilir.
1.5.1 Disk Difiizyon Testi

Disk difiizyon testi, A.W. Bauer, W.M. Kirby ve ark. tarafindan 1960’1 yillarin
ikinci yarisinda standardize edildiginden bu yana mikrobiyoloji laboratuvarlar
tarafindan en sik kullanilan antibiyotik duyarlilik testi olmustur (Acar ve Goldstein,
1996). Disk difiizyon testi klinik mikrobiyoloji laboratuvarinin cogunda tercih edilen
kalitatif bir yontemdir. Belirli yogunlukta bakteri besiyerine yayilir ve antibiyotik

emdirilmis diskler bunun yerine yerlestitilir. Bir gecelik inkubasyondan sonra diskin
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cevresindeki inhibisyon zon ¢ap1 Olciilerek bakterinin o antibiyotige duyarli olup
olmadig1 saptanir (Acar ve Goldstein, 1996). Diger bir avantaj da bu yontemin en
cok denenmis ve standardize edilmis duyarlilik testi olmasidir. Bu testtte sonuglar

duyarli, direncli ve orta direngli seklinde bildirilmektedir (Johnson, 1996).
1.5.2 Mikrodiliisyon Testi

Bakterilere kars1 bir antimikrobiyal ilacinin aktivitesini kantitatif olarak 6l¢mek igin
buyon veya agarda yapilan diliisyon yontemleri kullanilmaktadir. Bu testlerde
antimikrobiyal ilacin farkli konsantrasyonlar1 buyyon veya agara eklenir, test
edilecek organizma ile birlikte bir gece inkiibe edilir ve minimum inhibitor
konsantrasyonu (MiK) belirlenir. Diliisyon ydntemlerinin uygulanmalari daha gii¢ ve
pahali olmakla birlikte bu testler MIK degerini verdiginden tercih edilmektedir
(Jorgensen ve Sahm, 1995; Johnson, 1996). Ayrica diliisyon testleri, disk difiizyon
testi uygulanamayan bazi bakteriler i¢in uygulanabilmekte ve bilgisayarli programlar
ile Dbirlestirebilmektedir. Kalitatif testlerin immiin baskilanmis hastalardaki
infeksiyonlarda klinik basari ile iligkisi yeterince agik degildir. Buna karsin kantitatif
testler daha kesin ve kullamgh bilgiler vermektedir. Genellilikle MIK degerinin

diisiik olmasi, tedavide olumlu sonug alinacagin1 géstermektedir (Johnson, 1996).
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BOLUM 2

LITERATUR OZETLERI

Cilek meyvesi dogal antioksidanlara ilaveten vitamin, mineral, fenolik asitler,
antosiyanin ve flovanoidler agisindan da oldukca zengin bir meyvedir (Rice-Evans
ve Miller, 1996; Wang ve ark., 1996; Heinonen ve ark., 1998; Wang ve Lin, 2000).
Bu nedenle de antimikrobiyal, antioksidan ve antiinflamatuvar etkilere sahip
meyvelerden birisi olup bu konuyla ilgili ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu

calismalardan bazilarina asagida deginilmistir.

Pilveo ve ark. (1985) yapmis olduklar1 ¢calismada Benton ve Totem cesidi ¢ileklerde
toplam fenolik madde miktarlarini sirasiyla 131 ve 150 mg/100 g, toplam antosiyanin

iceriklerini ise sirasiyla 50.3 ve 32.7 mg/100 g olarak tespit etmislerdir.

Hannum (2004) yapmis oldugu c¢aligmada c¢ilekte antosiyanin miktarinin 528-553
mg/kg arasinda degistigini, bunun %85-86’sin1 pelargonidin-3-glukozit oldugunu
bildirmistir.

Scalzo ve ark. (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada F.annassa’nin 6 farkli ¢esidinde
toplam fenolik madde miktarinin 181.4-212.8 mg/100 g gallik asit esdegeri arasinda
degistigini bildirmislerdir.

Chell ve ark. (2007); Fragaria chiloensis ssp. chiloensis (F. patagonica ve
F.chiloensis), Fragaria vesca ve Fragaria x ananassa cv. Chandler ¢esidi gileklerde
total antosiyanin, fenolik madde ve flavanoid miktarlarin1 arastirmak amaciyla
yapmis olduk¢ar1 calismada en yiiksek fenolik madde miktarinin kirmizi dag
cileginde (F.vesca) oldugunu, en diisiik fenolik madde miktarinin da beyaz ¢ilekte

(Fragaria chiloensis ssp. chiloensis f. chiloensis) oldugunu tespit etmislerdir.

Da-silva ve ark. (2007) yapmis olduklar1 ¢alismada 5 farkli ¢ilek c¢esidinde (F.
ananassa cv. Eris, Oso Grande, Carisma, Tudnew, Camarosa) toplam antosiyanin
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miktariin 200-600 mg/kg arasinda oldugunu, bunun %70-90’m1 pelargonidin-
3glukozit (pg-3-glu), %6-11’inin pelargonidin-3-rutinozit (pg-3-rut) ve %3-10’unun

da siyanidin-3glukozit oldugunu bildirmislerdir.

Kafkas (2006) yapmis oldugu calismada ¢ilekte toplam antosiyanin igeriginin 73.5-
132.95 mg/100 g arasinda degistigini bildirmis iken Romero ve ark. (2008)
tarafindan yapilan ¢alismada ise ¢ilekte pelargonidin-3-glukozit tiirlinden antosiyanin

miktariin 3.68 mM/g taze agirlik olarak bildirilmistir.

Bodelon ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada farkli ortamlarda (CO2 ve O»)
ve farkli siirelerde depolanmakta olan ¢ileklerin fenolik madde miktarlar1 0.22-0.27
gallik asit esdegeri/100 g taze agirlik, antosiyanin igerigini de pelargonidin-3glukozit
tiriinden 340 pg/g taze agirlik olarak tespit edilmistir. Cilek mevyesi lizerine
gerceklestirilen benzer bir caligmada toplam fenolik madde miktarinin 639-660
mg/kg arasinda degistigi (Odriozola-Serrano ve ark. 2010), diger benzer ¢alismalarda
ise 1730-3180 mg/kg arasinda oldugu bildirilmistir (Da Silva-Pinto ve ark. 2008;

Tulipani ve ark., 2008)

Versari ve ark. (1997) yapmis olduklar ticari elma, armut, cilek ve ahududu meyve
sular, piireleri ve nektarlarindaki klorojenik asit, katesin, epikatesin, floridzin,
floretin ksiloglukozit gibi feolik bilesenlerin PDA detektorii kullanarak ters faz
HPLC (RP-HPLC) yontemiyle tayin etmeyi amaglamiglardir. Calisma neticesinde
floretin glukozitlerinin armut, ¢ilek ve ahududu numunelerinde tespit edilemedigi,

bunlarin yalnizca elmaya has oldugu tespit edilmistir.

Aaby ve ark. (2005) tarafindan dondurulmus ve piire haline getirilmis olan ¢ileklerin
antioksidan aktivitelerinin ve fenolik madde iceriklerinin tespit edilmesi amaciyla
yapilan calismada toplam fenolik madde igerikleri FRAP yoOntemine, toplam
antioksidan aktiviteleri de ORAC metoduna gore tayin edilmistir. Yapilan ¢alisma
neticesinde dondurulmus ¢ileklerde toplam fenolik madde ve antioksidan

igeriklerinin piire haline getirilmis olanlara kiyasla daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Ozarda (2009) tarafindan iilkemizde yetismekte olan kusburnu, yaban mersini ve
cilek meyvelerinden elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasitelerinin belirlenip
yapay antioksidanlardan BHA ve BHT ile karsilastirmali olarak meyveli igeceklerde

stabilite ve raf Omriine olan etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan calisma
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neticesinde en yiliksek antioksidan kapasiteye sahip meyvenin yaban mersini, total
fenolik madde ve flavanoid igerigi agisindan ise en zengin meyvenin kusburnu

oldugu saptanmuistir.

Jablonska-Rys ve ark. (2009) yapmis olduklari ¢alismada aralarinda yabani ¢ilegin
(F.vesca) de oldugu 7 farkli ¢ilek ¢esidinde antioksidan kapasiteyi arastirmislardir.
Yapilan c¢alismada en diisiikk antioksidan kapasiteye F.vesca’nin sahip oldugu tespit
edilmis olup F.vesca’nin antioksidant kapasite degeri FRAP yontemiyle 10.99
mMFe/100 g FW olarak saptanmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL ve YONTEM
3.1 Cilek (Fragaria vesca) Meyve Oziitlerinin Hazirlanmasi
3.1.1 Materyal
Metil alkol (CH30OH), Soxhlet, Evaporator.
3.1.2 Metod

Cilek numuneleri Gaziantep’te local marketten satin alindi. Gaziantep {iniversitesi,
Biyoloji boliimii, botanik laboratuvarinda teshis edildi. Meyveler laboratuvarda agik
havada kurutulduktan sonra mekanik pargalayici ile toz haline getirildi. Pargalanmis
meyveler (30’ar gram) tartilarak Soxhlet cihazinin (Gerhardt EV 14) kartuslarina
yerlestirildi. Soxhlet cihazinda, kartus i¢in 150 mL metanol (Mercek) ile 3 saat
oziitlemeye tabi tutuldu.

3.2 DNA Koruyucu Aktivitesinin Belirlenmesi
3.2.1 Materyal

pBR322 DNA (vivantis), hidrojen peroksid (H202), % 1.5’lik agoroz jel, UV
transliiminator (DNR-IS), distile su (dH20), jel dokiimantasyon sistemi (DNR-IS,
MiniBIS Pro).

3.2.2 Metod

Eppendorflara elde edilen meyve oziitlerinden 50 mg tartilarak tizerlerine 1000 pl
distile su eklenmistir. Oziitiin, vortex cihaziyla tamamen ¢dziinmesi saglandiktan

sonra seyreltme islemi gerceklestirilmistir.
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1/10 oraninda seyreltme i¢in 5 pl 6ziit izerine 45 pl dH2O eklenmistir.
1/5 oraninda seyreltme i¢in 10 pl 6ziit izerine 40 pl dH2O eklenmistir.
1/2,5 oraninda seyreltme i¢in 20 pl 6ziit iizerine 30 ul dH2O eklenmistir.
1/1,25 oraninda seyreltme i¢in 40 pl 6ziit tizerine 10 pul dH20 eklenmistir.

Kontrollerin hazirlanmasi: 5 dk UV ve 10 dk UV i¢in ayri konsantrasyonlar

hazirlanmstir.
1. Kontrol: Plazmit DNA (3 pl) + dH20 (6 pl)
2. Kontrol: Plazmit DNA (3 pl) + dH20 (6 ul)+ UV

Oziitlerin hazirlanmast: 5 dk UV ve 10 dk UV igin ayn dziitler hazirlanmustir.
3. Plazmit DNA (3 ul) + 1/10 oranindan 6ziit (5 ul) + UV + H202 (1 pl)
4. Plazmit DNA (3 pl) + 1/5 oranindan 6ziit (5 pl) + UV + H202 (1 pl)
5. Plazmit DNA (3 pl) + 1/2,5 oranindan 6ziit (5 pl) + UV + H202 (1 pl)
6. Plazmit DNA (3 ul) + 1/1,25 oranindan 6ziit (5 pl) + UV + H202 (1 pl)

3 nolu tiipe 1/10, 4 nolu tiipe 1/5, 5 nolu tiipe 1/2.5, 6 nolu tiipe 1/1.25 oraninda
seyreltme yapilan ¢ilek &ziitlerinden 5.0 ul konulmustur. Oziitlerin, DNA’y1 UV ve
oksidatif kaynakli hasarlardan koruma aktivitesinin tespiti i¢in pBR322 plazmid
DNA’ si (vivantis) kullanilmistir. Tiiplerin igerisine 3.0 pul pBR322 plazmid DNA’s1
(172 ng.ul) ve 1.0 ul % 30’ luk H2O2 konulmustur. Isik kaynagi olarak oda
sicakliginda 302 nm dalga boyunda ve 8000 uW/cm yogunlukta 151k iireten UV
transliiminator (DNR-IS) cihazi kullanilmistir. Cilek 6ziitlerinin oldugu tiipler, 1 ve 2
kontrol tiipler ile birlikte 5 dk siiresince UV 1sinlarina maruz kalmistir. Yukaridaki
ayni iglemler tekrarlanip, 1 ve 2 kontroller dahil tiim 6ziit konulan tiipler 10 dk
stiresince UV 1sinlarina maruz birakilmistir. Hazir olan numunelerden 5.0 pl alip,
tizerine 5.0 pl yiikleme tamponu eklenerek % 1.5’lik agaroz jele yiiklenmistir. Jel
elektroforezinde 90 dakika uygulandiktan sonra jel dokiimantasyon sisteminde

(DNR-IS, MiniBIS Pro) goriintiilenerek fotograflar elde edilmistir.
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3.3 Cilek Meyve Oziitlerinin Stenotrophomonas maltophilia Uzerinde Disk

Difiizyon Testi
3.3.1 Materyal

Mueller Hinton Agar (MHA), distile su (dH20), serum fizyolojik, McFarland,
McFarland tiipleri, ekiivyon, BLANK diskler.

Arastirmada, Gaziantep Universitesi, Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi,
Mikrobiyoloji laboratuvarinda izole edilmis ve identifikasyonu yapilmis S.
maltophilia suslar1 kullanildi. Sus no 3; Trakeal aspirasyon sivisi pediatri yogun
bakim {iinitesinden, sus no 1; Kan 6rnegi, genel cerrahi yogun bakim iinitesinden

izole edilmistir.
3.3.2 Metod

Cilek meyve oziitlerinin S. maltophilia {izerindeki antibakteriyel etkisinin
belirlenebilmesi igin EUCAST (European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing) tarafindan onerilen disk difiizyon yontemi kullanilmistir.

S. maltophilia’minl ve 3 numarali suslar1 MHA bulunan besi ortaminda 37° C’de bir

gece inkiibasyona birakilarak {iremesi saglanmistir.

Sekil 3.1 MHA besiyerindeki S. maltophilia’ nin 3 no’ lu susu
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Dogrudan koloni siispansiyonu yontemini kullanarak bakterilerin serum fizyolojik
icerisinde 0.5 (1,5x108 cfu/ml) McFarland bulaniklik standardi yogunlugunda
stispansiyonu hazirlanmistir. Bulaniklig1 ayarlanmis inokiilum siispansiyonundan 50
ul alinarak MHA bulunan besiyerine ekimi yapilmistir. Test i¢in 200 mg 0&ziit
tartilarak 1000 ul distile suda ¢oziilmiistiir. Oziitlerin sulandirma isleminde 0.2
mg/ul’ den baglanarak son derisim 0.05 mg/pul olacak sekilde seri sulandirma
yapilarak 3 konsantrasyon hazirlanmistir. Birinci konsantrasyondan 30 pl (6.0 mg),
tekrar birinci konsantrasyondan 20 pl (4.0 mg), ikinci konsantrasyondan 20 pl (2.0
mg), ticiincii konsantrasyondan 20 pl (1.0 mg) alinip, BLANK disklere emdirilmistir.
Diskler, daha 6nce bakteri (sus no 1; sus no 2) ekimi yapilmis MHA besi ortamina
yerlestirilmistir. Bakterilerin tiremesi i¢in 37°C’de bir gece inkiibe edilip, disklerin

etrafinda olusan zonlara gore sonugclar degerlendirilmistir.
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BOLUM 4
BULGULAR

4.1 Fragaria vesca Meyve Oziitlerinin DNA Koruyucu Aktivitesinin

Belirlenmesinde Elde Edilen Sonuglar

Meyve oziitiiniin H202 ve UV i1sinlarina karst DNA’y1 koruma aktivitesinin
arastirilmasinda, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan meyve o6ziitiiniin farklh
stirelerde UV 1s18ina maruz birakilmast sonucu DNA koruyucu faaliyeti
degerlendirilmistir. 1 pl H2O2 + 5 ve 10 dakika UV isinlarina maruz kalan farkli
konsantrasyonlardaki (1/10, 1/5, 1/2.5, 1/1.25) meyve 6ziitlerinin jel dokiimantasyon
sisteminde (DNR-IS, MiniBIS Pro) goriintiilenen, DNA koruyucu bantlar1 sekil
4.1°deki gibidir.
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B1(1/10) B2(1/5) B3(1/25) B4(1/1.25)

-_—
-

10 dk UV +1pl H,0,

Sekil 4.1 Cilek oziitlerinin jel dokiimantasyon sisteminde (DNR-IS, MiniBIS Pro)
goriintiilenen, DNA koruyucu bantlari

K1: pBR322 Plazmid DNA+6ul dH20

K2: pBR322 Plazmid DNA+6ul dH20 + 5 dk UV

B1: pBR322 Plazmid DNA + 5 ul Fragaria vesca ekstrakti (konsantrasyon 1/10) + 5dk UV +1 1ul
dHZOZ

B2: pBR322 Plazmid DNA + 5 pl Fragaria vesca ekstrakti (konsantrasyon 1/5) + 5dk UV +1 1pl
dH-0,

B3: pBR322 Plazmid DNA + 5 pl Fragaria vesca ekstrakti (konsantrasyon 1/2.5) + 5dk UV +1 1pl
dH20,

B4: pBR322 Plazmid DNA + 5 pl Fragaria vesca ekstrakti (konsantrasyon 1/1.25) + 5dk UV +1 1ul
dH-0,

Bu calismada DNA olarak pBR322 kullanilmig olup bu plazmid DNA’ya 5-10

dakika siiresince UV-B 1511 uygulanmistir. Ayn1 zamanda DNA {izerindeki oldiiriicii
etkiye bakmak icin hidrojen peroksit (H202) uygulamistir. Hidrojen peroksit DNA
tizerinde oldiiriicii etkiye sahip olup Fragaria vesca’nin hidrojen peroksitin 6ldiiriicii
etkisine karst DNA’y1 koruyup korumadigi incelenmistir. Yapmis oldugumuz
calisma neticesinde son grup olan “pBR322 Plazmid DNA + 5 ul Fragaria vesca
ekstrakti (konsantrasyon 1/1.25) + 5-10 dk UV +1 1ul dH202"nin koruyucu etkiye

sahip oldugu goriilmiistiir.
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4.2 Disk Difiizyon Yonteminde Elde Edilen Sonuclarin Degerlendirilmesi

Farkli konsantrasyonlardaki ¢ilek meyvelerinden elde edilen metanol Oziitlerinin
S. maltophilia suslar1 tizerindeki disk difiizyon testi sonuglari disklerin etrafinda
meydana gelen zonlara gére degerlendirilmistir. Plaklar ¢iplak gozle gézden 30 cm
uzaga tutularak, zon sinirlar1 {iremenin tam olarak inhibe oldugu noktanin
belirlenmesi  saglanmistir.  Yapmis oldugumuz c¢alismada ¢ilek Oziitiinlin

S.maltophilia susu ile muamelesi sonucunda disk olusmamustir. (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 Disk difiizyon testi sonuglari
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUCLAR

Bitkilerin tedavi amaciyla kullanimi oldukg¢a eskilere dayanmaktadir. Dogada
yetismekte olan ¢esitli bitkilerin antimikrobiyal etkilere sahip olduklar1 bilinen bir
gercektir. Bitkilerin zararli mikroorganizmalar1 6ldiriicii etkiye sahip olduklari ve
insan saglig agisindan 6nemli 6zellikleri 1926°dan itibaren laboratuvar ortaminda

arastirilmaya baslanmistir (Kirbag ve Zengin, 2006).

Tibbi bitkiler antimikrobiyal ajan olarak son derece zengin kaynak olup yiizlerce
bitki tlirtiniin antimikrobiyal 6zellikleri iizerine pek ¢ok calisma yapilmis olmasina

karsin biiyiik kismi ise heniiz kesfedilmemistir (Mahesh ve Satish, 2008).

Antibiyotiklerin kesfedildigi 1950’1 yillarda bitkilerden elde edilen ekstraktlarin
antimikrobiyal kullanim1 yaygin degildir. Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde elde
edilen basarilar neticesinde antibiyotikler pek c¢ok hastaligin tedavisinde yaygin bir
sekilde kullanilmaya baslanmistir. Ancak zaman igerisinde antibiyotikleri bilingsiz
bir sekilde ve yaygin olarak kullanilmaya baslanmasi beraberinde diren¢ gelisimi
sorununu ortaya cikarmistir (Kiirek, 2007). Bununla birlikte mikroorganizmalar
antimikrobiyal etkiye sahip olan bitki ve {irtinlerine kars1 diren¢ kazanamamaktadir.
Ciinkii yapay ortamda iiretilmekte olan ilaglar tek bir aktif maddeye sahip degil iken
bitkilerdeki aktif maddeler diger maddeler ile beraber kompleks yapida
bulunmaktadirlar. Bu nedenle bakterilerin bu yapilara ¢coklu direng gelistirmeleri s6z
konusu degildir. Bu sebepten otiirii de bilhassa son yillarda bitkilerin antimikrobiyal

aktivitelerinin tespit edilmesine yonelik arastirmalarin sayisinda artis s6z konusudur.

Gilinlimiize dek bitkilerden 12 binin iizerinde sekonder metabolit izole edilmis olup
bu saymimn toplam metabolit sayisinin yalnizca %10°una tekabtl ettigi ileri

stiriilmektedir (Karaman, 2011).

Yapilan arastirmalarda bitkilerin antioksidan etkiye sahip olduklari goriilmiistiir.

antioksidanlarin da oksidatif DNA hasarma ve kansere karsi koruyucu etkiye sahip
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olduklar1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Yamaguchi ve ark., 2009, Tepe ve ark.,
2010). Bu konu iizerine yapilan aragtirmalarda antioksidanlarin kanser

indiiksiyonunu ya da biiylimesini inhibe edebildigi gosterilmistir (Karaca ve Giider,
2009).

Wei ve ark. (1999) tarafindan yapilan ¢aligmada yesil ve siyah cayin su dziitlerinin
UV kaynakli oksidatif DNA hasarmi engelleyici etkiye sahip olduklari, diger bir
ifadeyle her iki ¢ay ¢esidinin de DNA koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmistir.

Yamaguchi ve ark. (2009) tarafindan Araucaria angustifolia bitkisinden izole edilen
biflovanoidlerin UV kaynaklt DNA hasar1 lizerindeki etkilerinin arastirilmasi
amaciyla yapilan ¢alismada biflavanoidlerin UV-B 1ginlarina karsi etkili oldugu, UV-
A 1s1nlarina karsi ise DNA koruyucu etkiye sahip olmadiklar tespit edilmistir.

Kumar ve Chattopadhyay (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada Mentha spicata n-
biitanol 6ziitiiniin DNA koruyucu aktivitesini tespit etmeyi amaclamiglardir. Yapilan
calisma neticesinde Mentha spicata n-biitanol 6ziitiinin DNA koruyucu aktivite

diizeyinin yliksek oldugu tespit edilmistir.

Yukarida da ifade edildigi ilizere tibbi bitkiler antioksidan aktiviteye sahip olup
bunlardan birisi de cilektir. Yapilan arastirmalarda Fragaria cinsine ait tiirlerin
fitokimyasallar acisindan 6nemli kaynaklardan birisi oldugu (Giampieri ve ark.,
2014), bunlardan biiylik bolimiiniin de dogal antioksidan kaynagi oldugu
bildirilmistir (Giampieri ve ark., 2012a).

Cilekte en yogun olarak bulunan fitokimyasallar flavanoidler olup bunlardan
Ozellikle antosiyaninlerin antioksidan aktivite, foto-koruma, antikarsinojen etki ve

DNA hasarini 6nleme etkilerinin oldugu bildirilmektedir (Giampieri ve ark., 2012b).

Yapmis oldugumuz caligmada Fragaria vesca’ nin DNA koruyucu etkiye sahip
oldugu gosterilmis olup giliniimiizde yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar, antioksidan

ozelliklerine bagl olarak, cileklerin, oksidatif stresin 6nemli rol oynadig: diisiiniilen

cesitli kronik dejeneratif hastaliklara karst koruyucu etkiler gosterebilecegini

gostermistir (Elkhadragy ve Abdel Moneim, 2017).
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Calismamizdan elde edilen sonuglar géz dniinde bulunduruldugunda cilek 6ziitlerinin
DNA koruyucu aktivitesinin kozmetik sektoriinde, bilhassa da giines koruyucu

kremlerde dogal UV  koruyucu olarak kullanilabilecegi  sOylenebilir.
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