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VIII. ÖZET 

 

MRSA ETKENLİ YARA ENFEKSİYONLARINDA YENİ TEDAVİ 

STRATEJİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Amaç: Bu çalışmada Nisin, Kumarin ve Kapsaisin’in in-vitro ve in-vivo olarak 

MRSA’ya karşı etkinliğinin araştırılması amaçlandı. Bu amaçla in-vitro deneylerde bu 

biyolojik komponentlerin hücre adezyonu ve invazyonu, canlılık, biyofilm oluşturma 

kapasitesi ve mecA ve blaz ilaç direnç genlerinin ekspresyon seviyeleri üzerindeki 

etkinlikleri değerlendirildi. Çalışmada farelerde deneysel olarak oluşturulan MRSA ile 

enfekte yaralarda bu bileşiklerin ve farklı kombinasyonlarının yara iyileşmesi 

üzerindeki etkinliklikleri de araştırılmıştır. 

Materyal ve Yöntem: Deneylerde öncelikle Nisin, Kumarin ve Kapsaisin’in Vero 

hücre hattında MTT yöntemiyle non-sitotoksik konsantrasyonları tespit edildi. 

Etkinlik çalışmaları non-sitotoksik konsantrasyonlar dahilinde gerçekleştirildi. Bu üç 

biyolojik komponentin tekli ve farklı kombinasyonlarının hücre adezyonu ve 

invazyonu üzerindeki etkinlikleri, biyofilm üretimi üzerindeki rolü ve RT-PCR 

yöntemiyle de blaZ ve mecA gen ekspresyonu üzerindeki etkinlikleri değerlendirildi. 

Ayrıca yara iyileşmesi üzerindeki etkinlikleri histopatolojik değerlendirmelerle 

gerçekleştirildi. 

Bulgular: Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in non-toksik konsantrasyonları sırasıyla 

15.6µg/ml, ≤50 µg/ml, ve ≤0.65 mg/ml olarak tespit edildi. En güçlü antibakteriyel 

etkinlik sırasıyla Nisin, Kumarin ve Kapsaisin tedavi gruplarında tespit edildi. Nisin’in 

anti-MRSA etkinliği Mupirosin’in etkinliği ile kıyaslandığında anlamlı derecede daha 

yüksek bulundu (p=0.042). Nisin artı Mupirosin kombine kullanımının anti-MRSA 

aktivitesi tekli Mupirosin kullanımından anlamlı derecede daha yüksekti (p=0.046). 

Kapsaisin artı Mupirosin, Kumarin artı Mupirosin tedavi gruplarının etkinliği tekli 

Mupirosin’in etkinliğinden anlamlı derecede yüksek idi (p=0.049). En güçlü etkinliğin 

Nisin artı Kapsaisin artı Kumarin artı Mupirosin kombinasyonuyla elde edildi 

(p=0.046). Kumarin artı Nisin artı Mupirosin ve Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı 

Mupirosin kombinasyonlarının mikroorganizmanın slime üretimi üzerinden etkili 

olduğu, anlamlı düzeyde slime oluşumunu inhibe ettiği saptandı (p<0.01). Kapsaisin 

artı Kumarin artı Nisin artı Mupirosin tedavi grubunda bakterinin hücre adezyonu 

üzerindeki etkinliği en güçlü düzeyde saptanırken, Nisin artı Mupirosin, Kapsaisin artı 

Nisin artı Mupirosin, Kumarin artı Nisin artı Mupirosin ve Kapsaisin artı Kumarin artı 

Nisin artı Mupirosin tedavi gruplarında hücresel invazyonun Mupirosinle 
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kıyaslandığında anlamlı derecede yüksek olduğu tespit edildi (p<0.05). Nisin, 

Kumarin ve Kapsaisin’in hem mecA hem de blaZ gen ekspresyonu üzerindeki 

etkinlikleri kontrol grubuyla kıyaslandığında ekspresyon seviyeleri daha düşük, 

etkinlik anlamlı derecede daha yüksek idi. Ayrıca Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin 

artı Mupirosin tedavi grubunda yara iyileşmesinin Mupirosin tedavi grubuyla 

kıyaslandığında antimikrobiyal etkinliğin daha güçlü, yara iyileşmenin daha hızlı 

olduğu tespit edildi. 

Sonuç: Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in birbirleriyle ve Mupirosinle farklı 

kombinasyonlarının MRSA’ya karşı güçlü etkinlikler ve sinerjiler oluşturduğu tespit  

edildi. Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı Mupirosin kombinasyonunun S.aureus’un 

hem ilaç direncinin hem de slime üretimine karşı güçlü bir etkinlik sergilediği oldukça 

önemli bir alternatif olabileceğini düşünmekteyiz. Bu komponentlerin ve 

kombinasyonlarının ilaç direncine bağlı tüm dünyada artan morbidite ve mortaliteye 

karşı önemli alternatif seçenekler olarak kullanılabileceği kanaatindeyiz. 

Anahtar kelimeler: Nisin, Kapsaisin, Kumarin, enfeksiyon, yara, Mupirosin, 

sinerjistik etki.   
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IX. ABSTRACT 

INVESTIGATION OF NEW TREATMENT STRATEGIES IN 

WOUND INFECTIONS CAUSED BY MRSA 

 

Purpose: In the study, the effectiveness of Nisin, Coumarin and Capsaicin against 

MRSA was investigated in-vitro and in-vivo. For this purpose, the efficacy of these 

biological components on cell adhesion and invasion, viability, biofilm forming 

capacity and expression levels of “mecA” and “blaZ” drug resistance genes against 

S.aureus in-vitro conditions were evaluated. The efficacy of these compounds and their 

different combinations on wound healing in experimentally induced MRSA-infected 

wounds in mice was investigated. 

 

Materials and Methods: First of all, non-cytotoxic concentrations of Nisin, Coumarin 

and Capsaicin were determined in Vero cell line by MTT method. Efficacy studies 

were performed within these determined non-cytotoxic concentrations. The efficacy 

of single and different combinations of these three biological components on cell 

adhesion and invasion, their role in biofilm production, and their efficacy on the 

expression levels of “blaZ” and “mecA” genes were evaluated by RT-PCR method. In 

addition, the efficacy of these components on wound healing was performed by 

histopathological evaluations. 

 

Results: The non-toxic concentrations of Nisin, Capsaicin and Coumarin were 

15.6µg/ml, ≤50 µg/ml, and ≤0.65 mg/ml, respectively. The strongest antibacterial 

activity was detected in the Nisin, Coumarin and Capsaicin treatment groups, 

respectively. The anti-MRSA activity of Nisin was found to be significantly higher 

compared to Mupirocin (p=0.042). The anti-MRSA activity of the Nisin plus 

Mupirocin combination was significantly higher than that of Mupirocin (p=0.046). The 

efficacy of Capsaicin plus Mupirocin, Coumarin plus Mupirocin treatment groups was 

significantly higher than the efficacy of Mupirocin (p=0.049). The strongest efficacy 

was obtained with the combination of Nisin plus Capsaicin plus Coumarin plus 

Mupirocin (p=0.046). Coumarin plus Nisin plus Mupirocin and Capsaicin plus 

Coumarin plus Nisin plus Mupirocin combinations were effective on slime production 

of the microorganism, inhibiting slime formation significantly (p<0.01). In the 

Capsaicin plus Coumarin plus Nisin plus Mupirocin treatment group, the effect of 

bacteria on cell adhesion was determined to be the strongest. In the Nisin plus 

Mupirocin, Capsaicin plus Nisin plus Mupirocin, Coumarin plus Nisin plus Mupirocin, 

and Capsaicin plus Coumarin plus Nisin plus Mupirocin treatment groups, cellular 
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invasion was significantly higher compared to Mupirocin (p<0.05). Nisin, Coumarin 

and Capsaicin were found to be significantly lower than the control group in inhibition 

of both “mecA” and “blaZ” gene expressions. In addition, wound healing in the 

Capsaicin plus Coumarin plus Nisin plus Mupirocin treatment group was found to be 

stronger and wound healing faster, when compared to the Mupirocin group.  

 

Conclusion: Different combinations of Nisin, Capsaicin and Coumarin with each 

other and with Mupirocin developed strong efficacy and synergies against MRSA. The 

combination of Capsaicin plus Coumarin plus Nisin plus Mupirocin showed strong 

efficacy against both drug resistance and the slime production of S.aureus. We think 

that this formulation can be a very important alternative in treatment. These 

components and combinations may be important alternative options against increasing 

morbidity and mortality all over the world due to drug resistance. 

 

Key words: Nisin, Capsaicin, Coumarin, infection, wound, mupirocin, synergistic 

effect.
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

 Staphylococcus aureus (S.aureus) Gram-pozitif, hareketsiz, koagülaz pozitif 

kokoid formda bir bakteridir. S. aureus genel nüfusun %20-40’ında insan kommensal 

nazal mukoza mikrobiyotasında bulunur (1, 2). S.aureus kökenlerinde ilaç direnci 

ciddi bir halk sağlığı sorunu olup, her geçen gün artan ilaç direnci özellikle de metisilin 

dirençli kökenlerin ortaya çıkmasından bu yana sorun daha önemli boyutlara 

ulaşmıştır. Yaklaşık 60 yıldır metisilin dirençli Staphylococcus aureus (MRSA) 

izolatlarının varlığı bilinmektedir. MRSA ortaya çıktığı ilk günden bugüne kadar tüm 

dünyada birçok hastalığın etiyolojisinde rol oynayan çok önemli morbidite ve 

mortalite etkeni haline gelmiştir. Son yıllarda S.aureus tüm dünyada hem hastane hem 

de toplum kökenli bakteriyel enfeksiyonların en önemli sebeplerinden biri olarak 

gösterilmektedir (3). Stafilokok enfeksiyonlarının tedavisinde hücre duvarı sentezi, 

nükleik asit sentezi ve protein sentezinin inhibisyonunda rol oynayan β-laktam 

(penisilinaz dirençli) grubu ilaçlar, Vankomisin, Teikoplanin gibi antibiyotikler 

kullanılabilmektedir. Bununla birlikte, metisilin dirençli stafilokokların sebep olduğu 

enfeksiyonların tedavisi giderek artan bir sorun haline gelmektedir. Antibiyotik 

direnci, hedef hücre değişikliği, enzimatik inaktivasyon, artan eflüks pompası ve ilaç 

geçirgenliğinde değişiklik (4) gibi çeşitli farklı mekanizmalarla ortaya çıkmakta ve 

direncin yayılmasında çok sayıda mobil genetik eleman (5) rol oynayabilmektedir.   

 Penisiline dirençli S. aureus izolatları, bakteriyel enfeksiyonların tedavisi için 

penisilinin verilmesinden kısa bir süre sonra ortaya çıkmış ve ortalama 20 yıl 

içerisinde, suşların yaklaşık %80'i beta-laktamaz enzimini kodlayan blaZ geninin 

kazanılmasıyla kritik beta-laktam halkasının hidrolizasyonuyla dirençli hale gelmiştir  

(6, 7). Bu direnç geni (blaZ) transpoze edilebilir kromozoma entegre olabilen, diğer 

antibiyotik direnç genlerinden farklı olarak civa ve diğer ağır metallere direnç gösteren 

büyük konjugatif plazmidler üzerinde bulunan bir genetik elemandır (8-11). 

Günümüzde klinik S. aureus suşlarının % 99’u penisiline dirençlidir (12). 

 MRSA suşları çoğu beta-laktam antibiyotik için düşük afiniteli alternatif bir 

transpeptidaz olan PBP2a'yı kodlayan mecA geninin horizontal olarak kazanılması 

yoluyla metisiline dirençli olup aynı zamanda geniş beta-laktam sınıfının hemen 
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hemen tüm üyelerine de dirençlidir (12). Antibiyotik direnci dünya çapında artan ciddi 

bir tehlikedir. Bakteriyel enfeksiyonların tedavisinde önemli sorunlara neden 

olmaktadır. Geleneksel antibiyotiklerin klinik etkinliğini büyük ölçüde zayıflatan bu 

sorunun giderilmesi için yeni ilaçların keşfi ve geliştirilmesi gerekmektedir (13). Bu 

amaçla çeşitli doğal ve sentetik aktif molekül arayışları devam etmektedir. Bitkisel ya 

da mikrobiyal metabolik ürünler özellikle sağlıklı hücreler üzerindeki düşük 

toksisiteleri nedeniyle dikkat çeken farmakolojik ürünler arasında yer almaktadır.  

 Bu doğal metabolik ekstrelerden biri Nisin’dir. Nisin, Lactococcus lactis 

tarafından üretilen bir bakteriyosin olup önemli patojenlere (Listeria, Clostridium, 

Staphylococcus ve Bacillus) karşı etkinliği bildirilmiş bir doğal üründür. Hatta 

Nisin’in antisporosidal etkilerinin de olduğu bildirilmiştir. Bunun yanında immun-

modülatör olarak da işlev yaptığı bildirilmiş ve kanser hücrelerine karşı selektif 

sitotoksisiteye sahip olduğu gösterilmiştir (14). Çalışmalar Nisin’in diğer 

antibiyotiklerle kombinasyonunun Gram-negatif patojenlere karşı etkili olabileceğini 

ve bazı biyomühendislik çalışmaları sonucu üretilen Nisin türevlerinin hem Gram-

pozitif hem de Gram-negatif patojenlere karşı aktivitesini arttırabildiğini göstermiştir 

(15). Ayrıca biyoteknolojideki son gelişmelerle birlikte araştırmacılar, yeni Nisin 

türevlerinin insan enfeksiyonları için terapötik potansiyele sahip olduğunu 

bildirmişlerdir (16, 17).  

 Doğal ürünler arasında Kumarin de farmakolojik özellikleri bakımından 

oldukça potent bir üründür. Kumarin 1820'de ilk izole edildiği kaynaklardan biri olan 

Tonka fasulyesi, coumarou, Dipteryx odorata (Coumarouna odorata) tohumları 

(Fabaceae/Leguminosae) olduğu için Fransızca bir terimden gelmektedir. Kokusu, 

yeni biçilmiş ot kokusunu andırmakta olup bu nedenle kozmetik sanayinde de yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Yenilmesini caydırmak için bitkiler tarafından kimyasal bir 

savunma olarak üretildiği düşünülmektedir (18).  Yapısının basitliği ve çok yönlülüğü 

Kumarin’i çeşitli uygulamalar için cazip hale getirmektedir (19, 20). Kumarin’in 

ekstraksiyonu sentezi ve değerlendirilmesi oldukça dikkat çekici ve hızla gelişen bir 

konu haline gelmiştir (21,22). Ayrıca çeşitli farmakolojik aktiviteleri, düşük toksisitesi 

ve düşük yan etkileri, düşük ilaç direnci, yüksek biyoyararlanımı, geniş spektrumu, 

daha iyi küratif etkisi olması gibi özellikleri nedeniyle ilaçlar için aday olarak çok 

sayıda Kumarin bileşiği aktif olarak incelenmektedir (23). Antikoagülan, antioksidan, 
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antimikrobiyal (anti-viral, antifungal ve anti-paraziter), antikanser, anti-diyabetik, 

analjezik, antinörodejeneratif ve anti-inflamatuar ajanların geliştirilmesi için 

Kumarin’in etkinliği ile ilgili çeşitli çalışmalar yürütülmüştür. Ayrıca, kendine has ve 

oksijen içeren heterosiklik yapısı Kumarin bileşiklerinin tıbbi kimyada önemli bir yer 

tutmasını sağlamaktadır (24). Tıbbi ilaçlar olarak Kumarin bileşikleri hastalıkların 

önlenmesi ve tedavisindeki temel katkıları nedeniyle giderek daha fazla ilgi 

çekmektedir (22).  

 Geniş farmakolojik etkilerinden dolayı en dikkat çekici bitkisel aktif 

bileşenlerden biri de Kapsaisin’dir. Kapsaisin (8-metil-N-vanilil-6-nonenamid), 

capsicum türü bitkilerde (chili peppers) bulunan aktif bir bileşen olup biberlerin neden 

olduğu “yanma” hissinden sorumlu maddedir. Kapsaisin’in halk tıbbında yaygın 

olarak kullanıldığı bilinmektedir. Geçmişte Kapsaisin’in ameliyat edilecek hastalarda 

anestezik ve analjezik madde olarak dahi kullanıldığı bildirilmiştir. Karakteristik 

yapısı nedeniyle özellikle son yıllarda Kapsaisin’in antimikrobiyal etkinliği ile ilgili 

çeşitli çalışmalara da rastlamak mümkündür (25).  

 Biz bu çalışmada bitkisel kaynaklı fitokimyasallar olan Kumarin ve Kapsaisin 

ile mikroorganizma metabolik ürünlerinden Nisin’in tekli ve kombine kullanımlarının; 

 Metisilin dirençli S.aureus kökenlerinin hücre adezyonu ve invazyonu 

üzerindeki etkinliklerini, 

 Bu biyolojik komponentlerin Mupirosin ile sinerjik aktivitelerini, 

 MecA ve blaZ ilaç direnç genlerinin ekspresyon seviyeleri üzerindeki 

etkinliklerini, 

 Mikroorganizmanın slime (biofilm) üretimi üzerindeki etkinliklerini, 

 Deneysel olarak oluşturulmuş MRSA ile enfekte yaralarda bu biyolojik 

komponentlerin ve farklı kombinasyonlarının yara enfeksiyonları üzerindeki 

etkinliklerini araştırmayı amaçladık. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Staphylococcus aureus  

Staphylococcus aureus, gram pozitif, hareketsiz, koagülaz pozitif, kokoid, 

Firmicutes filumundan bir bakteridir. Staphylococcus cinsi 52 tür ve 28 alt tür 

(Adlandırmadaki Prokaryotik İsimlerin Listesi) içermesine rağmen, S. aureus klinikle 

en çok ilişkilendirilendir. S. aureus genel popülasyonun %20-40'ında nazal mukozanın 

insan kommensal mikrobiyotasında bulunur (2, 26). Bildirilen prevelanstaki 

değişkenlik, çalışmadaki popülasyonun boyutu ve demografik özellikleri, örnek 

kalitesi ve kullanılan kültür teknikleri arasındaki farklılıklara bağlıdır (27). Kronik cilt 

rahatsızlıkları, yara veya cerrahi operasyon nedeniyle kutanöz ve mukozal bariyerler 

bozulduğunda, S. aureus derin dokulara veya kan dolaşımına erişebilir ve enfeksiyona 

neden olabilir. İnvaziv tıbbi aletli (periferik ve santral venöz kateterler gibi) veya 

bağışıklık sistemi zayıf olan kişiler S. aureus enfeksiyonuna karşı özellikle 

savunmasızdır (28). 

Metisiline dirençli S. aureus (MRSA), ilk olarak 1961'de İngiltere'de, metisilin 

klinik uygulamaya girdikten kısa bir süre sonra tanımlanmıştır. Metisilin başlangıçta 

yaygın olarak kullanılmıştır; ancak, toksisitesi nedeniyle artık insan kullanımı 

sınırlıdır ve yerini oksasilin, flukloksasilin ve dikloksasilin gibi benzer, daha kararlı 

penisilinler almıştır (29). Yine de metisiline dirençli S. aureus terimi kullanılmaya 

devam etmektedir. Tanımını izleyen ilk on yılda, MRSA dünyanın birçok yerinde 

hastane salgınlarından (sağlık bakımıyla ilişkili MRSA (HA-MRSA)) sorumlu hale 

gelmiştir (10). Daha önce sağlık hizmeti ile teması olmayan kişilerde (toplum kaynaklı 

MRSA (CA-MRSA) olarak adlandırılır ) özellikle 1980'lerde Avustralya'daki (30) 

yerli nüfus ve 1990'larda Amerika Birleşik Devletleri'ndeki çocuklar da dahil olmak 

üzere sağlıklı kişilerde (31) MRSA epidemiyolojisinde önemli bir değişiklik 

gözlenmiştir. 2000'li yılların ortalarından bu yana, aynı zamanda çiftlik hayvanlarına 

maruziyet ile de ilişkilendirilmiştir (Hayvancılıkla ilişkili MRSA (LA-MRSA)) (32). 

mecA veya mecC genlerini kodlayan, metisilin ve dolayısıyla çoğu β-laktam 

antibiyotiğe direnç kazandıran mobil bir genetik element stafilokokal kaset 
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kromozomu mec (SCCmec) dir (33). MRSA sıklıkla diğer birçok antibiyotik sınıfına 

da dirençlidir. Gerçekten de S. aureus, herhangi bir antibiyotiğe direnç kazanma 

konusunda dikkate değer bir yeteneğe sahip olup bu patojen için mevcut ve gelecekteki 

tedavi seçenekleri için önemli bir tehdittir (10). 

MRSA kolonizasyonu veya taşıyıcılığı (yani, saptanabilir bir konakçı 

bağışıklık yanıtına, hücresel hasara veya enfeksiyonun klinik belirti ve semptomlarına 

neden olmayan bakterilerin varlığı) olan bireylerde enfeksiyon gelişme riski mevcut 

olup taşıyıcılar kişiden kişiye bulaş kaynağıdırlar. Sağlık tesisleri enfeksiyona yatkın 

kişileri barındırmaktadır. Özellikle hastaneler antibiyotik kullanımının yüksek olduğu 

alanlar olup kişiler arasında sık temasın olduğu ortamlardır. Bu koşullar hastanelerde 

MRSA'nın salgın olarak yayılmasını kolaylaştırmaktadır. MRSA halen dünyada 

birçok sağlık tesisinde endemik olup global enfeksiyon kontrol komitelerinin odak 

noktası haline gelmiştir. 

 

HA‑MRSA 

HA-MRSA hastanede yatan hastalarda bakteriyemi, pnömoni ve daha az 

yaygın olarak SSTI'lerin (özellikle cerrahi yaralar veya vasküler erişim bölgelerindeki 

invaziv prosedürlerle ilgili) bir nedenidir (34). Organizma genellikle, biyofilm 

oluşturma ve hayatta kalma kapasitesi nedeniyle intravasküler kateterler, endotrakeal 

tüpler ve idrar sondaları gibi invaziv cihazlarla ilişkilidir (35). Uzun süre hastanede 

yatan, yoğun bakım ünitesine kabul edilen, bakım evinde ikamet eden, antibiyotik 

maruziyeti (özellikle sefalosporinler ve florokinolonlara, önde gelen antibiyotik seçim 

baskısına kadar), cerrahi, hemodiyaliz, kronik yaralar veya kalıcı invaziv cihazlar, HA-

MRSA ile enfeksiyon riskinde artışa sebep olmaktadır (36).  
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CA‑MRSA 

Toplum kökenli MRSA için en yaygın klinik, sıklıkla apse veya irin oluşumu 

ile görülen ve vakaların ~%90'ını oluşturan yara enfeksiyonlarıdır (37). CA-MRSA 

özellikle virülan enfeksiyonlara neden olabilir. Nekrotizan pnömoni ve nekrotizan 

fasiit (deri altı dokuların sekonder nekrozu ile fasyanın hızla ilerleyen enfeksiyonu) 

gibi CA-MRSA suşları ile fulminan enfeksiyonlar bildirilmiştir. CA-MRSA suşları ile 

gözlenen virülans artışı için en önemli sebep, Agr sistemleri ve PVL (Panton-Valentine 

lökosidin) üretiminin olduğu bildirilmektedir. Bununla birlikte, PVL'nin varlığı suştan 

suşa değiştiğinden, bu duruma diğer virülans faktörlerinin de katkıda bulunduğunu 

düşündürmektedir (10). CA-MRSA enfeksiyonu olan bireyler genellikle HA-MRSA 

suşları ile ilişkili risk faktörlerinden yoksundur. CA-MRSA enfeksiyonu salgınlarının 

rapor edildiği popülasyonlar veya ortamlar arasında spor takımları, askeri personel ve 

hapishaneler gibi alanlar olarak bildirilmektedir (38, 39). MRSA taşıyıcılarıyla yakın 

temas (evlerde veya diğer ortak yaşam ortamlarında), paylaşılan ekipman veya kişisel 

eşyalar ve cilt travması (enjekte ederek uyuşturucu kullanımı veya vücut traşından 

kaynaklanan travma dahil) artan CA-MRSA enfeksiyonu riskiyle ilişkilendirilebilir. 

Bununla birlikte, CA-MRSA yükünün yüksek olduğu bazı ülkelerde, CA-MRSA 

suşlarının bulaşmasının sağlık bakım ortamlarında gözlemlenmesiyle birlikte, CA-

MRSA ve HA-MRSA arasındaki ayrım giderek karmaşıklaşmaktadır (40).  

 

LA‑MRSA (Livestock-associated methicillin- resistant Staphylococcus 

aureus) 

LA-MRSA, apseler ve yara enfeksiyonları dahil, otit gibi lokalize 

enfeksiyonların yanı sıra bakteriyemi, pnömoni, osteoartiküler enfeksiyonlar ve 

endokardit gibi ciddi ve invaziv enfeksiyonlarla ilişkilendirilmektedir (41). LA-

MRSA, ağırlıklı olarak çiftlik hayvanları (sığır, at, tavuk ve hindiler dahil ancak 

özellikle domuzlar dahil) ile doğrudan teması olan bireyleri ve hane içinde bulaşarak 

hane üyelerini kolonize ve enfekte etmektedir (42). Ancak, hayvancılıkla bağlantısı 

olmayan bireylerde de LA-MRSA bildirimleri vardır, bu vakaların çevresel 
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kontaminasyon yoluyla yayıldığı veya daha az yaygın olarak da gıda kaynaklı bulaşma 

olduğu varsayılmaktadır (42). 

 

2.1.1. Kolonizasyon 

S. aureus kolonizasyonu çoğu durumda enfeksiyon gelişiminden önce gelir 

(43). Nadiren de olsa enfeksiyon, kolonizasyon oluşmadan da ortaya çıkabilmektedir. 

Örneğin sağlık çalışanlarının yetersiz enfeksiyon kontrol uygulamaları nedeniyle 

kateterlerin veya yaraların kontaminasyonunun bir sonucu olarak enfeksiyon 

gelişebilir. S. aureus kolonizasyonunun başlıca yeri burundur, ancak boğaz ve perine 

gibi diğer bölgelerde de kolonizasyon meydana gelebilir (44). Çalışmalarda 

S.aureus'un (hem MSSA hem de MRSA dahil) geçici üç kolonizasyon paterninin 

olduğu bildirilmektedir (45). Bireylerin ~%15'inde (kalıcı taşıyıcılar) sürekli, 

%70'inde intermitten S. aureus kolonizasyonu (bu bireylerin çoğunluğunun tekrar 

tekrar S. aureus kapabileceği ve spontan olarak temizlenebileceği anlamına gelir), ve 

%15'inin de S. aureus taşıyıcısı olmadığı bildirilmiştir (45). Taşıyıcılık durumunun 

konağa ait faktörlere bağlı olduğu bildirilmiştir. Özellikle MRSA için kolonizasyon 

süresi değişken olup antibiyotik tedavisine göre süre değişmektedir. Konak 

faktörlerinin yanı sıra, patojenin kendisi ve nazal mikrobiyota ile ilişkili faktörler, 

konakçı taşıyıcı durumunu etkileyebilmektedir. 

S. aureus kolonizasyonu sırasında, konakçının epitel hücrelerine ilk bakteri 

adezyonuna hücre duvarındaki teikoik asit aracılık eder, oysa adeziv matriks 

moleküllerini tanıyan mikrobiyal yüzey bileşenleri, nazal kolonizasyonun daha 

sonraki bir aşamasında rol oynamaktadır (46). S. aureus kümelenme faktör B (ClfB) 

ile ilgili çeşitli in-vitro ve insan gönüllülerinde çalışmalar yapılmış vahşi suş ve tek 

lokus clfB hasarlı varyantı burna inoküle edildiğinde hasarlı varyantın vahşi suştan 

önemli derecede daha hızlı temizlendiği tespit edilmiştir. Bu çalışma mikrobiyal yüzey 

bileşenlerinin mikrobiyal kolonizasyonda önemli olduğunu göstermektedir. 

Konak ve patojen faktörlerinin yanı sıra, S. aureus’un nazal kanalada diğer 

kolonize türlerle (örneğin, Corynebacterium spp., Propionibacterium acnes 

Staphylococcus lugdunensis ve Staphylococcus epidermidis) etkileşiminin de S.aureus 

kolonizasyonunda rol oynadığı bildirilmiştir. Nazal mikrobiyota çalışmaları, bazı 
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türlerin varlığının S. aureus'un varlığı veya yokluğu ile ilişkili olduğunu göstermiştir 

(örneğin, S. epidermidis, S. aureus'un varlığı ile pozitif olarak ilişkilendirilmiştir) (47). 

Nazal mikrobiyotanın mikroorganizmaları birbirleriyle rekabet halindedir. Örneğin, 

adezyon alanları ve besinler için rekabet hat safhadadır. İnsan burnunda düşük 

miktarda besin mevcuttur. S. aureus, muhtemelen metabolizma farklılıkları nedeniyle, 

koagülaz negatif stafilokoklardan daha düşük besin seviyelerine sahip ortamlarda 

hayatta kalabildiğinden (48) insan burnuna daha kolay adaptasyon gösterebilmektedir. 

Bununla birlikte, taşıyıcılar ve taşıyıcı olmayanlar arasında besin düzeylerinde bir fark 

gözlenmemiştir (48).  

Mikrobiyota türleri ayrıca antibiyoz ile yani mikrobiyal rakiplerini engelleyen 

antimikrobiyal moleküller üreten bazı suşlarla da rekabet eder. Örneğin S.lugdunensis, 

muhtemelen bakteriyel enerji kaynaklarının bozulmasına yol açan in-vitro ve bir fare 

modelinde S. aureus'u (MRSA dahil) inhibe eden lugdunin adlı bir antimikrobiyal 

bileşik üretir (49). İnsanlarda, S. lugdunensis ile nazal kolonizasyon, S. aureus ile 

kolonizasyon riskinin altı kat daha düşük olması ile ilişkilendirilmiştir. S. lugdunensis 

kolonizasyonu genel popülasyonun yalnızca %9-26'sında rapor edildiğinden, 

taşıyıcılık modellerinin yalnızca küçük bir kısmını açıklamaktadır (49, 50). S. aureus 

konak savunmasının uyarılmasıyla da rekabet eder, yani S. aureus'a diğer kommensal 

bakterilerden daha az zararlı olan konakçı antimikrobiyal proteinlerin üretimini de 

indüklediği bildirilmiştir (51).  

 

2.1.2. Virülans 

S. aureus, çeşitli virülans faktörlerine (adeziv, konak hücreye zarar veren ve 

immünomodülatör moleküller dahil) sahip olup değişen virülans faktörlerin varlığı 

veya özgüllükleri (52, 53) enfeksiyon çeşitliliğini yansıtmaktadır (54, 55) Mobil 

genetik elementler üzerinde birçok virülans geni bulunur; bu nedenle, bunların 

kombinasyonları klonlar arasında ve hatta yakından ilişkili suşlar arasında büyük 

ölçüde farklılık gösterir. 
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2.1.3. S. aureus Adezinleri 

 S. aureus'un kolonizasyon sürecini başlatan konakçı hücre yüzeyine 

bağlanmasına birkaç adezin aracılık eder.  S. aureus adhezinlerinin majör sınıflarından 

biri, hücre peptidoglikanlarına kovalent olarak bağlanmış proteinleri içerir. Bu 

proteinler plazma veya hücre dışı matriks (ECM) bileşenlerine spesifik olarak 

bağlanan ve yapışkan matriks moleküllerini (MSCRAMM'ler) tanıyan, mikrobiyal 

yüzey bileşeni olarak adlandırılırlar (56-58). Bu moleküller, fibrinojen, fibronektin ve 

kollajenler dahil olmak üzere ECM'nin veya kan plazmasının en belirgin bileşenlerini 

tanır (28, 59-61). MSCRAMM ailesinin tipik üyeleri stafilokokal protein A (SpA), 

fibronektin bağlayıcı proteinler A ve B (FnbpA ve FnbpB), kollajen bağlayıcı protein 

ve kümelenme faktörü (Clf) A ve B proteinleridir (28, 56). 

 

2.1.4. Toksinler 

S. aureus α-toksin, β-toksin ve PVL, pnömoni ve akciğer hasarında önemli bir 

rol oynar. Hem a-toksin hem de PVL, proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu 

indükleyerek ve ek inflamatuar mediatörleri serbest bırakarak konakçı inflamatuar 

yanıtını arttıran porlar oluştururlar. Bu nedenle, bu toksinlerin akciğer hasarına yol 

açmak için hem doğrudan hem de dolaylı yolları vardır (62, 63). Bununla birlikte, bu 

toksinlerin S. aureus'un neden olduğu pnömoni ve akciğer hasarındaki önemi hakkında 

çok az şey bilinmektedir.  

 

α-Toksin  

S. aureus tarafından salınan başlıca sitotoksik ajandır ve por oluşturucu olarak 

tanımlanan ilk bakteriyel ekzotoksindir. Duyarlı konak hücre zarlarında por oluşumu, 

iyon gradyanlarındaki değişiklikleri, membran bütünlüğünün kaybını, stres sinyal 

yollarının aktivasyonunu ve hücre ölümünü tetikler (64). S. aureus α-toksininin 

stafilokok hastalıklarının patogenezinde önemli bir rol oynamaktadır. hla içermeyen 

S. aureus mutantları ile oluşturulan invaziv hastalık modellerinde virülansın azaldığı 
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bildirilmiştir (65). α-toksin, konakçı hücrelerde bir glikoprotein reseptörüne 

bağlanarak hücre içi sinyalizasyon aktivasyonu ve çeşitli proçeslerin modülasyonu 

gibi biyolojik fonksiyonları da bulunmaktadır (63, 66, 67). Ayrıca α-toksininin 

kemokinlerin hava yoluna salgılanmasını kolaylaştırdığı ve nötrofil aracılı inflamatuar 

akciğer hasarını tetiklediği bildirilmiştir (68). 

 

β-Toksin (β-Hemolizin) 

β-toksinin çoğu konak hücre tipini parçalamadığı ancak α-toksin ve PVL gibi 

bir dizi başka litik ajanlara karşı duyarlı hale getirdiği bildirilmektedir (69) β-toksinin 

sitotoksik etkisi hücre tipine ve türe özgü değişmektedir. Bu primer virülans aktivitesi 

konakçı hücreleri doğrudan öldürmek yerine patogenezi etkileyen konakçı süreçleri 

modüle etmek olarak değerlendirilmektedir (69). Bir çalışmada, S. aureus β-toksinin, 

sitotoksik aktivitesiyle değil, daha ziyade sindekan-1'e bağlı bir şekilde PMN 

infiltrasyonunu artırma kapasitesiyle akciğer hasarını maksimuma çıkardığı 

gösterilmiştir (69). Ayrıca, bu toksin, NF-κB ve p38 MAPK sinyal kaskadları yoluyla 

c-Fos ekspresyonunun indüklenmesinde, henüz bilinmeyen farklı hücre sinyal 

yollarını aktive edebileceği düşünülmektedir (64, 70). Hem alfa hem de beta toksin 

nötrofil infiltrasyonunu arttırma kapasitesi aracılığıyla akciğer hasarını ve 

inflamasyonu arttırmaktadır (68, 69). Bu nedenle, α- ve β-toksinlerin aracılık ettiği 

sindekan-1'in salınımının çok çeşitli akut inflamatuar bozuklukların gelişiminde kritik 

bir mekanizma olabileceği düşünülmektedir. 

 

Panton-Valentine Lökosidin 

Panton-Valentine Lökosidin S. aureus tarafından üretilen birkaç hücre dışı 

sitotoksinden biridir. İlk tanımlandığı yıllarda toksinin cilt ve yumuşak doku 

enfeksiyonu ile ilişkili olduğu düşünülse de PVL'nin nekrotizan hastalıklarda bir 

virülans faktörü olduğu bilinmektedir (71). 
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 PVL’nin hücrelerde por formasyonu oluşumunu tetiklediği bildirilmektedir 

(72).  Ayrıca, miyeloid hücrelerin PVL'nin düşük konsantrasyonlarda apoptozu 

indüklerken artan konsantrasyonlarda nötrofillerin lizisine yol açtığı bildirilmiştir (73).  

 Por formasyonu için toksinin iki bileşeni olan LukS-PV ve LukF-PV'nin varlığı 

gerekmektedir. Saflaştırılmış PVL'nin sublitik konsantrasyonlarının bazofillerinden 

histamin salınımını indüklediği ve nötrofil enzimleri (β-glukuronidaz ve lizozim), 

kemotaktik bileşenleri (lökotrien-B4 ve IL-8) ve oksijen metabolitlerinin salınımını 

uyardığı bildirilmektedir (74).  

 

2.2. Stafilokoklarda Biyofilm Oluşumu ve Tıbbi Önemi 

İmplante edilebilir tıbbi cihazlar modern sağlık hizmetlerinde devrim 

yaratırken biyofilm oluşumuna ve yabancı cisim ilişkili enfeksiyonlara yol açan 

yüzeye yapışan bakteriler tarafından bu yabancı cisimlere bağlanarak morbidite ve 

mortaliteyi önemli ölçüde etkilemektedir. Stafilokoklar yabancı cisim 

enfeksiyonlarının en yaygın etiyolojik ajanları arasında yer almaktadır ve biyofilm ile 

ilişkili enfeksiyonların en sık nedeni olarak kabul edilmektedir (75). Biyofilmlerle 

ilişkili enfeksiyonların tedavisi zordur çünkü bakterilerin biyofilm matriksi ve 

fenotipik özellikleri, konakçının bağışıklık yanıtına ve antimikrobiyal direncine neden 

olmaktadır (76). 

İnsan vücuduna implante edilen tüm tıbbi cihazlar stafilokok kolonizasyonuna 

karşı duyarlıdır ve stafilokokkal biyofilm ile ilişkili enfeksiyonlar, implante edilmiş 

kateterlerden protez kalp kapakçıklarına, kalp pillerine, kontakt lenslere, beyin 

omurilik sıvısı şantlarına, eklem replasmanlarına ve intravasküler ekipmana kadar 

çeşitli cihazlarla ilişkilendirilmiştir (77).  Hasarlı doku biyofilmle ilişkili enfeksiyon 

gelişimi için bir risk faktörüdür. Normal cilt florasının bir parçası olan S. aureus, 

sözgelimi yanık veya ameliyat sonrası yaralarda derine yerleşmiş cilt enfeksiyonlarına 

neden olabilen fırsatçı patojenlerdir (78). Deforme kalp kapakçıklarında biyofilmler 

oluşturarak yaşamı tehdit eden enfektif endokarditin gelişmesine yol açtığı 

bilinmektedir (79).  

S. aureus'un implante edilmiş tıbbi cihazlar veya hasarlı doku üzerinde 

biyofilm oluşturma yeteneği, bu patojen için önemli bir virülans faktördür (80). 
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Biyofilm oluşumunun en çok çalışılan mekanizmaları arasında icaADBC operon kodlu 

polisakkarit hücreler arası yapışma özelliği veya poli-N-asetilglukozamin (PNAG) 

üretimi yer almaktadır (81). ica operonundan bağımsız biyofilm oluşumu hem S. 

epidermidis hem de S. aureus'ta da tanımlanmıştır (82, 83). 

 

2.2.1. Metisiline Duyarlı S. aureus Tarafından Biyofilm Oluşumu 

S. aureus’taki biyofilm oluşumunun ilk açıklanan mekanizması, daha önce S. 

epidermidis'te tarif edilmiş olan PIA/PNAG üretimini  içermektedir (84, 85). PIA, 

hücreler arası agregasyonu ve hücrelerin inert yüzeylere bağlanmasını destekleyen 

pozitif yüke sahip β-1,6-bağlı 2-asetamido-2-deoksi-D-glukopiranozil rezidülerinin 

bir glikanıdır (86).  

ica operonu, icaA, icaD, icaB ve icaC olmak üzere dört biyosentez geninden 

ve farklı şekilde kopyalanmış bir supressor icaR'den oluşur (87). ica lokusunun 

aktivitesi üzerine araştırmaların çoğu S.epidermidis'te yapılmıştır ancak belirtilmelidir 

ki S. epidermidis ve S. aureus'un ica lokusları arasında yüksek nükleotid dizi 

benzerliği ve amino asit seviyesinde %78 özdeşlik bulunmaktadır (88). 

Bir çalışmada S.epidermidis'in ica operonundaki bir transpozon mutasyonunun 

biyofilm oluşumunu ve PIA üretimini bozduğunu göstermiştir (85). Sonraki çalışmalar 

S. aureus'un ayrıca biyofilm oluşum mekanizması olarak icaADBC tarafından 

kodlanmış PIA'yı da yaygın olarak kullandığını göstermiştir (84, 88). ica lokusunun 

taşınması, çoğu klinik S. aureus suşunda bulunan bir özelliktir (88, 89). 

PNAG'dan bağımsız S. aureus biyofilm üretiminin ilk raporlarından biri, 

biyofilm ile ilişkili protein (Bap) ile biyofilm oluşturan sığır mastiti izolatlarında 

tanımlanmıştır (90). İnsan S. aureus izolatı UAMS-1 ile yapılan bir çalışma, in-vitro 

ve in-vivo koşullar altında icaADBC'den bağımsız bir biyofilm fenotipini de ortaya 

çıkarmıştır (91). Biyofilm oluşumunun PIA'ya bağlı ve PIA'dan bağımsız 

mekanizmalarına yönelik araştırmalar, S. aureus'ta metisilin duyarlılığı ile biyofilm 

arasında bir korelasyon olduğunu göstermiştir (83, 92-94). β-laktam duyarlılığı ve 

biyofilm fenotipi arasındaki bu ilişki ilk olarak S. epidermidis'te, Mempel ve 

arkadaşları değişken PIA üretimi düzeylerinin fenotipik varyantlarda farklı β-laktam 

duyarlılığı düzeyleri ile önemli ölçüde ilişkili olduğunu bildirmişlerdir (95, 96). 
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S.aureus'ta metisilin duyarlılığı ile ica'ya bağımlı biyofilm oluşumu arasındaki anlamlı 

ilişki, ilk olarak MSSA tarafından biyofilm oluşumu için PIA üretiminin gerekli 

olduğu ancak MRSA tarafından gerekli olmadığı bildirilmiştir (93). MSSA 

biyofilmleri ica operon ekspresyonunu aktive ettiği bilinen NaCl ile desteklenmiş 

büyüme ortamında önemli ölçüde indüklenmektedir (93, 97). Ayrıca MSSA 

biyofilmleri sodyum metaperiyodat işlemine (polisakkarit bağlarını oksitleyen) 

duyarlıdır ve proteinaz K ile işleme dirençlidir (93). ica lokusunun silinmesi (sarA 

mutasyonunun sebep olduğu gibi) genetik manipülasyona uygun klinik MSSA 

izolatları arasında biyofilm oluşturma yeteneğini ortadan kaldırmıştır (93).  

 

2.2.2. Metisiline Dirençli S. aureus Tarafından Biyofilm Oluşumu 

MSSA klinik izolatları tarafından eksprese edilen NaCl ile indüklenen 

biyofilmden farklı olarak, MRSA izolatları tarafından biyofilm oluşumunun, kültür 

ortamının asitlenmesiyle ilişkili olan büyüme ortamına glikoz eklenmesiyle 

indüklenme olasılığı önemli ölçüde daha yüksek olduğu bildirilmiştir (Resim 1) (93).  

  MRSA biyofilmleri, sodyum metaperiyodat işlemine dirençlidir ancak 

proteinaz K işlemine karşı duyarlıdır, bu biyofilm fenotipi protein adezinleri içerir  

(93). MSSA izolatlarında olduğu gibi, sarA'daki mutasyon, klinik MRSA izolatları 

tarafından biyofilm oluşumunu da ortadan kaldırmaktadır (91, 93). sarA, sspA, sspB, 

aur ve scpA (98) dört majör ekstraselüler proteazın supressörü olarak bilinmektedir. 

MRSA sarA mutantları tarafından bozulmuş glikoz kaynaklı biyofilm oluşumunun, S. 

aureus biyofilm üretimini engelleyebilen proteaz aktivitesinin yukarı regülasyonu ile 

ilişkili olabileceği düşünülmektedir (99).  

Aksesuar gen düzenleyici (Agr) sisteminde bir silinme, klinik MRSA suşları 

tarafından biyofilm oluşumunu arttırmaktayken, MSSA suşları tarafından oluşturulan 

biyofilmler üzerinde önemli bir etkisinin olmadığı bildirilmiştir (93). sarA'nın aksine, 

Agr, dört ana proteazın ekspresyonunu pozitif olarak düzenlemektedir (100).  
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Resim 1. MSSA ve MRSA’da biyofilm oluşumu. 

MSSA suşları ica’ya bağımlı, PIA aracılı biyofilmler oluşturulmaktadır. 
A) MRSA suşları PIA’dan bağımsız biyofilmler oluşturmaktadırlar. MRSA’da yüzeylerin 
kolonizasyonu ve biyofilm birikimi için fibronektin bağlayıcı proteinler ve yüzey 

proteinlerine ihtiyaç duyulur. 
B) %4 NaCl içeren BHI besiyerinde MSSA suşunda biyofilm oluşumu (101). 

 

2.2.3. Metisilin Direnci Biyofilm Fenotipi ve Virülansı İlişkisi   

MRSA ve MSSA biyofilm fenotipleri ve sırasıyla polisakkarit ve protein 

adezinlerinin kullanımı arasındaki ilişkiyi destekleyen mekanizma(lar) tam bilinmese 

de beta-laktam antibiyotiklere direnç seviyesi, biyofilm fenotipi için önemli 

görünmektedir. Örneğin, hastane MRSA suşu BH1CC'den SCCmec elementi 

eksizyonu, muhtemelen yukarı-regüle proteaz aktivitesi nedeniyle FnBP aracılı 

biyofilm oluşumunun azalmasıyla ilişkilendirilmektedir (102, 103)  Metisilin direnci 

ve biyofilm arasındaki ilişki, MRSA suşlarının metisiline karşı düşük düzeyde 
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heterojen direnç (HeR) veya yüksek düzeyde homojen direnç (HoR) gösterebildiği 

gözlemiyle daha da karmaşık hale gelmektedir (104, 105). Tek başına mecA geninin 

taşınması HoR fenotipini oluşması için yeterli olmamakta ek genetik olaylara da 

ihtiyaç duyulmaktadır (102, 105, 106). Laboratuvarda, HeR suşlarından homojen 

olarak dirençli suşların izolasyonu, klinik olarak kullanılan metisilin türevi bileşiklerin 

besiyerine yüksek konsantrasyonlarda (100μg/ml) katılmasıyla elde edilebilmektedir  

(102, 106). Diğer yandan MRSA'daki yüksek seviyeli PBP2a ifadesi, agr kuorum 

sensing operonunun baskılanması ile ilişkilidir (102, 103). MRSA'daki agr 

baskılanması, doğrudan mecA ekspresyonu ile bağlantılıdır ve hücre duvarı 

mimarisindeki değişikliklere, azaltılmış sitotoksin üretimi ve zayıflatılmış virülans 

eşlik eder. agr'nin baskılanması, in-vitro bakteri çoğalmasını sonraki aşamalarında 

toksin ve enzim salgılanmasını koordineli olarak bloke eder ve hücrenin agr 

düzenleyici döngüsünün yüzey protein ekspresyonu aşamasında blokasyonuna neden 

olur (103). Yukarıda belirtildiği gibi, artan yüzey protein ekspresyonu ve ekstrasellüler 

proteaz üretiminin baskılanması da protein aracılı MRSA biyofilm fenotipi ile 

tutarlıdır (102).  

 

  2.3. Enfeksiyon Oluşumu  

S. aureus SSTI'ler genellikle ana rezervuar burundan (muhtemelen el teması 

yoluyla) derideki açık mikro lezyon ve yaralara bakteri transferi gerçekleşmektedir 

(107) (Resim 2a). Böylece, mikroorganizma, açık yaralar yoluyla derin dokulara ulaşır 

ve S. aureus yüzey proteinleri (örneğin, fibronektin bağlayıcı protein A (FnBPA), 

FnBPB, kümelenme faktörü A (ClfA), ClfB ve kollajen adezin (Cna)) ile hücre dışı 

matriks proteinlerine bağlanır, bakterilerin yaralı dokuya adezyonu  gerçekleşir ve 

üremeye başlar (108). Staphylococcus aureus ayrıca PMN kemotaksisinin 

aktivatörlerini ve inhibitörlerini içeren yollarla polimorfonükleer lökosit (PMN) 

akışını kısmen düzenleyebilmektedir (109). PSM (fenolde çözünür modülin) peptitleri 

ayrıca Toll benzeri reseptör 2'yi (TLR2) aktive ederek ve lokal inflamasyona yol 

açmaktadır. S. aureus mikroorganizma ile ilişkili moleküler patern (MAMP) 

molekülleri olan proinflamatuar lipoproteinlerin salınımını tetiklemektedir (Resim 

2a). 
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 S. aureus'un yapay plastik veya metal yüzeylere adezyon özellikleri ve bu 

cisimler üzerinde biyofilm oluşturma kapasitesi, S.aureus'u kateterle ilişkili 

enfeksiyonların veya ventilatörle ilişkili pnömoninin sık görülen bir nedeni 

yapmaktadır (35).  

 

Resim 2. Staphylococcus aureus enfeksiyonunun aşamaları (110). 

 

 S. aureus koagülaz proteinleri fibrin oluşturarak bakterileri ve infiltre eden 

PMN'leri çevreleyen bir yalancı kapsül oluşumuna neden olmakta ve daha fazla lökosit 

akışını önlemektedir (111) (Resim 2b). S. aureus bir polisakkarit mikrokapsül (55) 

üretimiyle ve kompleman (112) inhibisyonu ile opsonizasyonu engelleyebilmektedir. 

PMN'ler tarafından fagosite edilen bakteriler, hem PMN öldürme mekanizmalarına 

(52, 113) karşı koyarak, hem de sitolitik toksinlerin yardımıyla onları kademeli olarak 

yok ederek de hayatta kalabilmektedirler. Sözgelimi birçok CA-MRSA suşu, porlar 

oluşturan peptit ve konak türe özgü olan ve konak lökosit membranlarına bağlanan 

protein toksinleri, α-toksin (α-hemolizin olarak da bilinir) ve Panton-Valentine 

Lökosidin (PVL) üreterek hücre membranında porların oluşmasına ve litik hücre 

ölümüne neden olmaktadır (10, 72) Bu durum bakteriyel virülansı arttırmaktadır. 

Ayrıca, stafilokok kompleman inhibitörü (SCIN), fibrinojen bağlayıcı protein (Efb), 

ekstrasellüler kompleman bağlayıcı protein (Ecb) veya stafilokokal süperantijen 

benzeri protein 7 (SSL7) gibi küçük düzeyde salgılanan inhibitörler tarafından 
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kompleman sinyal yolunu inhibe edebilir. Fagosite edilmiş bakteriler, katalaz, 

süperoksit dismutaz, stafilokokal peroksidaz inhibitörü, stafiloksantin ve hücre dışı 

adezyon proteini üreterek ve çoklu peptit direnç faktörü ve d-alanin transfer proteinleri 

DltA, DltB, DltC ve DltD'nin aracılık ettiği hücre zarfı modifikasyonları üreterek 

PMN'ler içinde hayatta kalabilmekte defensinlere karşı korunmaktadır. Aktive veya 

nekrotik PMN'lerin neden olduğu masif inflamasyon, antijen sunan hücrelerin MHC 

sınıf II'ye bağlanan ve T hücrelerinin büyük bir kısmını spesifik olmayan şekilde 

aktive eden S. aureus süperantijenleri (Toksik şok sendromu toksini 1 (TSST1), 

enterotoksin tip A (SEA), stafilokokal enterotoksin benzeri X (SEIX) vs.) tarafından 

daha da arttırmakta, 'sitokin fırtınası' olarak bilinen sistemik hiperinflamasyona neden 

olmaktadır (114). 

 

2.3.1. Sistemik Enfeksiyon 

  Apseler daha sonraki aşamalarda patlayarak patojenin cilt yüzeyine ya da kan 

dolaşımına yayılarak bakteriyemiye sebep olabilmektedir (Resim 2c). S. aureus 

endotel yüzeylerine ve trombositlere yapışabilmekte (115, 116) bu adezyon 

endokarditi başlatabilmektedir. Bu durum metastatik apse oluşumunu teşvik 

edebilmekte veya antibiyotik ve konak savunma molekülleri ile ulaşmanın zor olduğu 

endotel hücrelerine bakteri bulaşını indükleyebilmektedir (117). Koagülazların 

aglütinasyon aktivitesi bakterilerin endovasküler yayılımını kontrol altına alamıyorsa 

sistemik kan pıhtılaşmasına yol açar ve süperantijen toksininin indüklediği sitokin 

fırtınaları ile mikroorganizma ilişkili moleküllerinin büyük miktarda salınımı sonucu 

fulminan sistemik inflamasyon, sepsis ve çoklu organ yetmezliğine yol açabilmektedir  

(118). 
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2.4. Sessiz Salgınlar: Yaralar 

Yaraların çeşitli nedenleri olabilmektedir. Bazıları cerrahi müdahaleden 

kaynaklanır, bazıları travma sonucu oluşurken bazıları da basınç veya kesme gibi dış 

faktörlerin veya diyabet, damar hastalığı gibi altta yatan durumların bir sonucudur. 

Genellikle altta yatan nedenlere bağlı olarak cerrahi yaralar ve yanık yaraları akut yara, 

bacak ülserleri, diyabetik ayak ülserleri (DFU'lar) ve basınç ülserleri gibi yaralar 

kronik yara olarak sınıflandırılmaktadır (119). Sebebi ne olursa olsun yaraların, 

sahiplerinde, bakıcıları ve sağlık sistemi üzerinde önemli ancak çoğu zaman fark 

edilmeyen bir etkisi vardır. Aslında, yara fenomeni 'Sessiz Salgın' olarak 

adlandırılmaktadırlar (120). Bir yara ile yaşamak yaşam kalitesi üzerinde derin bir 

etkiye sahip olabilir (121). Yaraların ağrı, sosyal izolasyon, kaygı, hastanede kalma 

süresinin uzaması, kronik morbidite ve hatta mortalite sebebi olabildikleri 

bilinmektedir. Bütün bunların yanında tedavileri için de ciddi maliyetler 

gerektirmektedir. Bu sorunların çoğu önlenebilir sorunlardır (122). Hastanın yaşı ve 

kronik komorbiditelerin varlığı gibi altta yatan faktörler nedeniyle bazı yaralar normal 

iyileşme sürecini takip etmez. Bu 'iyileşmesi zor' yaralar (düzenli ve zamanında 

'standart tedavi' ile iyileşmeyen yaralar) (123) yaşam kalitesinde bozulmaya neden 

olmakta ve sağlık sistemi üzerindeki yükü de arttırmaktadır. Bazen, yara yönetiminin 

finansal maliyetinin sadece sargı, bandaj veya topikal antiseptikler gibi kullanılan 

malzemelerin maliyeti olduğu düşünülmektedir. Oysa maliyetin çoğu hastanede kalış 

süresinin uzamasıyla artan maliyetle ilgilidir. Avrupa’da (Birleşik Krallık ve 

Danimarka) yapılan prevalans çalışmalarında 1000 kişide 3-4 yara vakasının olduğu 

bildirilmiştir (124-126). Bu yaraların çoğunun "kronik" hal aldığı, bunların %15 

kadarının ise tedavilerinin 1 yıldan fazla sürdüğü (124) ve bu durumun hastalara, 

ailelerine ve sağlık sistemlerine uzun süreli bir yük getirdiği bildirmektedir. Bu 

rakamlardan yola çıkarak 1 milyonluk bir nüfusta yaklaşık 3500 kişinin yarayla 

yaşayacağı ve bunlardan 525'inin yarasının 1 yıldan fazla süreceği tahmin 

edilmektedir. Kronik yaraların çoğu klinik veya evde sağlık hizmeti gibi akut olmayan 

sağlık bakım ortamlarında tedavi edilmektedir (124, 126). Çalışmalar yara 

yönetiminde Avrupa ortamlarındaki toplum sağlığı hemşiresi kaynaklarının yarısından 

fazlasının görev aldığını göstermektedir (122, 127). Bununla birlikte önemli sayıda 

yaralı kişi bir aşamada hastanede tedaviye ihtiyaç duymakta ve bu da bakım 
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maliyetlerini önemli ölçüde artırmaktadır (122, 128). Literatürde hastane yataklarının 

%27-50'sinin bir çeşit yara tedavisi gerektiren hastalar tarafından doldurulduğu 

bildirilmiştir (122). 

 

2.4.1. Yaraların Prevelansı 

Avrupa genelinde yaklaşık 1.5-2 milyon insanın kronik bir yaradan müzdarip 

olduğu tahmin edilmektedir (129).  ABD'de ise kronik yaralı insan sayısının yaklaşık 

6.5 milyon olduğu tahmin edilmektedir (130). Avrupa’da evde bakımda tedavi edilen 

yaraların %64'ünün kronik yara olduğu bildirilmiştir (124). Bu kronik yaraların 

%24'ünün yaralarıyla 6 ay veya daha uzun süredir yaşadığı ve yaklaşık %16'sının bir 

yıl veya daha uzun süredir iyileşmediği bildirilmiştir (126). Hastaneden alınan 

verilerde ise yatarak tedavi gören hastaların %50'sinin yara enfeksiyonu olduğu 

bildirilmiştir. Batı Avustralya’da yapılan bir araştırmada hastanede yatan 5800 

hastanın %49'unda yara enfekiyonu bulunduğu bildirilmiştir. Hastaların %31'inde akut 

yara, %9'unda basınç ülseri ve %8'inde cilt rüptürü rapor edilmiştir. Bu yaraların ise 

dörtte birinin önlenebilecek potansiyelde olduğu bildirilmiştir (131). ABD’de ise 

yoğun bakımda tedavi gören hastaların %22'lik bir bölümünün basınç ülserine sahip 

olduğu bildirilmiştir (130). Avrupa ise bu oranın Amerika’daki oranlara çok yakın 

olduğu rapor edilmiştir (122, 132). 

  

 2.5. Yara İyileşmesinin Aşamaları 

 Yara iyileşmesi çevrenin de olaya dahil olduğu oldukça komplike olaylar 

zinciridir. Deri koruyucu bir organ olup termoregülasyon, nem regülasyonu, hissetme 

ve iletim gibi hayati işlevleri sağlamaktadır. Onarım ve yenilenme yeteneği bu 

işlevlerin merkezinde yer alır. Yara onarımı, hücre tipi ve mikro çevreye bağlı olaylar 

dizisidir. 
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 2.5.1 Enflamasyon Fazı 

 Bir yara meydana geldiğinde kanamayı sınırlayan ve sitokin sinyallizasyonun 

başladığı bir trombosit tıkacı oluşmaktadır. Böylece koagülasyon kaskadı başlamakta 

ve cansız dokuların debridmanı için hücre amplifikasyonunu ve iyileşmesini teşvik 

etmektedir. Trombositler açığa çıkan kollajene yanıt olarak tıkacı oluşturur, bu da 

devam eden trombosit agregasyonunu destekleyen ADP'yi serbest bırakır. 

Agregasyona, kandaki nötrofiller için kemotaktik olan platelet derive kaynaklı 

büyüme faktörü (PDGF) ve transforme büyüme faktörü beta (TGF-b)’nın salınımı 

eşlik etmektedir (133, 134). PDGF'ye yanıt olarak nötrofiller trombosit tıkacına gelir 

ve burada tutulur (133). Debridman sırasındaki ilk temizleyicilerdir. Başlangıçta ölü 

doku ve bakteri partiküllerini fagosite etmeye ve reaktif oksijen türlerini kullanarak 

bakterilere uygun olmayan bir yara oluşturmaya çalışırlar.  Nötrofiller ayrıca, anahtar 

bir proinflamatuar sitokin olan ve keratinositlerin proliferasyonunu uyaran interlökin 

(IL)-1 in salınımını sağlamaktadırlar (135). Bu sırada lokal değişiklikler de 

oluşmaktadır. Başlangıçta, katekolamin salınımıyla şiddetli vazokonstriksiyon 

mevcuttur ancak vazokonstriksiyon kısa bir süre sonra azalmakta ve dolaşımdaki mast 

hücrelerinden histamin salınımına yanıt olarak daha sonra vazodilatasyon 

gerçekleşmektedir (136, 137) (Resim 3).  

 İnflamatuar faz ilerledikçe makrofajlar 24-72 saat içinde baskın hücre tipi 

haline gelir. Makrofajların yara iyileşmesinin düzenlenmesindeki rolleri kritik olup 

iyileşme gerçekleştikçe değişir (138-140). Makrofajların iyileşmede temel rol 

oynadığı homeostazı sağlamada ve patolojik inflamasyonu önlemek için inflamatuar 

durumu kontrol altına alan anahtar bir rolü olduğu kabul edilmektedir (Resim 4). 
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Resim 3. Enflamatuar faz. Enflamatuar fazda fibrin pıhtısı yaradaki ilk hücre olan nötrofilleri 

yakalamakta iyileşme sürecine makrofajları davet etmektedirler. FGF, fibroblast büyüme 

faktörü; KGF, keratinosit büyüme faktörü; VEGF, damar endotelyal büyüme faktörü  (141) 

 

Resim 4. Makrofajın yaradaki rolü. Makrofajın debridman, antimikrobiyal etki, yara 

regülasyonu, sitokinler aracılığıyla hücresel aktivasyon ve büyüme faktörleri aracılığıyla 

anjiyogenez gibi birçok etkisi mevcuttur. Yaradaki en kritik hücrelerdir ve makrofajların etkisi 

olmadan yara iyileşmesinden söz edilemez. bFGF, temel fibroblast büyüme faktörü (142) 
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2.5.2 Proliferasyon Fazı 

Proliferatif faz; 4.-21. günler arasında meydana gelmekte ve anjiyogenez, 

ekstrasellüler matriks (ECM) oluşumu ve epitelizasyonun görüldüğü evredir (142, 

143). Yara iyileşmesinin aşamaları arasında önemli bir örtüşme olmasına rağmen, bir 

sonraki aşamaya geçiş yeteneği, bir yaranın uygun şekilde iyileşip iyileşmediğini 

belirlemektedir. ECM oluşumu muhtemelen trombosit degranülasyonu ile 

başlamaktadır. Çünkü PDGF, proteoglikan ve kollajen oluşumunun bilinen bir 

uyaranıdır. Lokal fibroblastlar, PDGF'ye yanıt olarak kollajen üretmekte ve yara 

kontraksiyonu için miyofibroblastlara dönüşmektedir. Fibroblastlar ayrıca 

keratinositlerden epitelizasyonu uyaran keratinosit kaynaklı büyüme faktörü (KGF) 

salgılamaktadır (144). Endotel hücreleri vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) 

üretmekte ve temel fibroblast büyüme faktörü (bFGF) kan damarların oluşumunu 

stimüle etmektedir. Normal yara iyileşme fizyolojisinin ayırt edici özelliği, yaklaşık 

21 günde maksimum birikim ile devam eden kollajen üretimini durdurma yeteneğidir 

(Resim 5). 

 

Resim 5. Yaralanma sonrası kollajen miktarı ve gerilim kuvvetinin zaman ile ilişkisi.  

Kollajen birikimi yaralanmadan 3 hafta sonrasına kadar sürekli olarak artmaktadır. Bununla 
birlikte kollajen liflerinin çapraz bağlanmasına ve hizalanmasına ikincil olarak 3 hafta sonra 
yara kapanmasının gücü artmaya devam etmekte, altıncı haftada %70 seviyesine ulaşmakta ve 

tam olgunlaşmada yaklaşık %80-90 dolaylarında olmaktadır (145). 
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2.5.3 Maturasyon Fazı 

Yaranın yeniden şekillenme fazı yaralanmadan üç hafta ile 1 yıl arasında 

gerçekleşmektedir. Yara kontraksiyonu ve kollajen şekillenmesi ile karakterizedir. 

Makrofajlar proliferasyonda temel hücre tipi olup fibroblastlar yeniden şekillenmede 

temel hücre tipidir. Ayırt edici süreç tip III kollajenin tip I'e dönüştürülmesidir (146). 

Tip I ve tip III arasındaki denge yaklaşık 30 gün sonra oluşmakta ve maksimum 

mukavemet kabaca 42-60 gün sonra ortaya çıkmaktadır. Geleneksel altı haftalık 

aktivite kısıtlaması tavsiyesi bu nedenledir. Başarılı yara iyileşmesi, yara 

kenarlarındaki dokunun yeterli oksijenlenmesine bağlıdır. Yetersiz oksijenasyon 

genellikle aşırı gerilimden veya distal dokulara yetersiz oksijen iletiminden 

kaynaklanan lokal boğulmaya bağlanabilir. Doku hareketliliğini iyileştirmek için lokal 

önlemler alınabilir, çünkü aşırı gerilim, başarısızlığa yol açan klinik bir yanlış 

hesaplamadır. 

 

2.6. Kapsaisin 

 Geleneksel bir baharat olan biber (Capsicum. annuum.), vitaminler, mineraller, 

karotenoidler ve kapsaisinoidler açısından zengin olup, küresel ekonomik tarımda en 

önemli bitkisel ürünlerden biridir. Güney Amerika'ya özgüdür ve dünya nüfusunun 

dörtte biri her gün kırmızı biber tüketir (147). Meksika menşeli acı biber, muhtemelen 

MÖ. 7000 kadar erken bir tarihte Meksika Kızılderilileri’nin diyetinin bir parçası 

olmuştur. Biber sadece ekonomik öneminden dolayı değil, aynı zamanda meyvelerinin 

ve baharatların gıda boyası ve tatlandırıcı olarak kullanılan besinsel ve tıbbi değeri 

nedeniyle de popüler olarak kullanılmaktadır. Dünyanın biber üretimi son 20 yılda 

1993'te 12 milyon tondan 2013'te 31 milyon tonun üzerine çıkmıştır (148). Şimdiye 

kadar Çin dünyanın en büyük biber üreticisi haline gelmiştir Çin’i Meksika, Türkiye 

ve Endonezya izlemektedir. Amerika ve Hindistan sırasıyla en büyük ithalatçı ve 

ihracatçı ülkelerdir (149). 

 Kapsaisin (trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamid, C18H27NO3), yanma ve 

tahriş edici sonuçlardan sorumlu olan, biberlerden elde edilen uçucu ve keskin bir 

bileşiktir. İlk olarak 1876 yılında bulunmuş ve keskinliği ile tanınmış, daha sonra kesin 
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kimyasal yapısı 1923 yılında belirlenmiştir (150)  son olarak 1930'da Spath ve Darling 

tarafından kimyasal olarak sentezlemişlerdir (151). Kapsaisin bir benzen halkası ve 

polar bir amid grubu ile uzun bir hidrofobik karbon kuyruğundan oluşur (152). 

Kapsaisin kapsaisinoidlerdeki en yüksek içeriklerden biridir ve bunu sırasıyla %69, 

%22 ve %7 ile dihidrokapsaisin ve nordihidrokapsaisin takip etmektedir (153). Son 

yıllarda, çok sayıda çalışma, Kapsaisin’in antioksidan ve antienflamatuar özellikler, 

kan basıncını düşürme, kilo verme, ağrı kesici ve kanseri önlemedeki yararlı rolünü 

ortaya koymuştur (154).   

Sekonder bitki metabolitleri, gıda katkı maddesi, pigment, farmasötik ve 

biyopestisit gibi farklı alanlarda kullanılan önemli bir ekonomik grubu oluşturur (155). 

Capsicum annum L. türünün biyolojik olarak aktif bileşenlerinden türetilen ikincil 

metabolit grubundaki en önemli bileşen, alkaloid-kapsaisinid grubudur. 

Kapsaisinoidler benzilamin türevleridir. Yapılarındaki farklılıklar esas olarak 

açil kısımlarına bağlı olup üç yapısal eleman söz konusudur: İlki, açil zinciri (C8-C13), 

daha sonra sonlanma yolu (doğrusal, iso veya anteiso-serileri) ve ω -3 (Kapsaisin tip) 

veya ω -4 karbon atomunda (homoKapsaisin tip I ve II) doymamışlık varlığı veya 

yokluğu (156). 

Homovanillik asit türevi (8-metil--N-vanilil-6-nonenamid), Kapsaisin, kırmızı 

biberin aktif bir bileşenidir. Mevsim biberindeki Kapsaisin seviyesinin % 0.025 ve acı 

biber ise bu oranın % 0.25 dolaylarında olduğu bildirilmektedir (157). 

Kapsaisin olağanüstü çok yönlü bir ajan olup çok çeşitli farmakolojik 

özelliklere sahiptir. Bunun yanında nütrisyondan, kimyasal silahlarda dahi kullanım 

alanları bulunmaktadır. Hatta Kapsaisin’in köpekbalığı kovucu olarak dahi 

kullanıldığı bildirilmiştir. Kapsaisin, kapsasinoidler grubunun %69’unu, 

dihidrokapsasinoidler %22’sini, nordihidrokapsasinoidler %7’sini ve homokapsaisin 

ve homohidrokapsaisin ise sadece %1’lik kısmını oluşturmaktadır. Kapsaisin ve 

dihidrokapsaisin, nordihidrokapsaisin ve homokapsaisin'den yaklaşık iki kat daha 

keskin olup, biberin acılığından asıl sorumlu olan komponentlerdir (156).  
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 2.6.1. Kapsaisin’in Biyoaktivitesi, Farmakolojik Etkileri ve 

Mekanizmaları  

 Gıda, tarım, kimya mühendisliği ve tıp alanında geniş bir uygulama alanına 

sahip olan Kapsaisin’in çeşitli mikroorganizmalara karşı antimikrobiyal etkisi olduğu 

da bildirilmiştir (158). Kapsaisin-kitosan karışımı filmler, gıda paketleme materyali 

olarak ve cilt yaralarını iyileştirmede de kullanılmıştır (159). Yenilebilen Kapsaisin-

kitosan filmlerinin çeşitli gıda ve insan patojen mikroorganizmalarına karşı 

antimikrobiyal aktiviteleri bildirilmiştir (159). Tüm mikroorganizmaların inhibisyon 

zon çapları artan Kapsaisin miktarı ile doğru orantılı olarak artmıştır. Ayrıca, 

Kapsaisin umut verici bir ilaç gibi görünmektedir, bazı hastalıklar üzerinde terapötik 

etkili olduğu bildirilmiştir. Zaman ve konsantrasyona bağlı olarak çalışmalarda 

Helicobacter pylori'nin üremesini spesifik olarak inhibe ettiği bildirilmiştir. Bu 

nedenle Kapsaisin, organizmanın büyümesini ve kolonizasyonunu inhibe ederek 

H.pylori ile ilişkili hastalıkta terapötik bir etkiye sahip olabileceği düşünülmüştür  

(160). Kapsaisin, H. pylori kaynaklı gastrik mukozal hasarı önlemek için bir 

antiinflamatuar ilaç gibi gastrik epitel hücreleri tarafından salınan IL-8 üretimini 

inhibe edebilmiştir (161). Kapsaisin Streptococcus mutans’ın biyofilm oluşumunu ve 

asit üretimini azaltmış ve a-hemolitik streptokoklara karşı anti-karyojenik etkilerinin 

olduğu gösterilmiştir. Bu da diş çürüğünün patogenezinin önlenmesinde Kapsaisin’in 

etkili olabileceğini düşündürmektedir (162). Kapsaisin ayrıca, sırasıyla 16 mg/L ve 64 

mg/L minimum inhibitör konsantrasyon ve minimum bakterisidal konsantrasyon ile 

Porphyromonas gingivalis üremesinin inhibisyonuna ve ayrıca periodontitisin 

yardımcı tedavisinde kullanılabileceği, P.gingivalis biyofilm oluşumunun 

inhibisyonunu sağladığı da saptanmıştır (163). Kapsaisin’in bakteriler üzerindeki 

inhibitör etkisi, yapısıyla ilgili olabilir. Fenolik grubu hidrofobikliği nedeniyle 

membran stabilitesini azaltarak bakterilerin üremesini baskılamaktadır (164). Ayrıca, 

doymamış doğal alkamitler ile Kapsaisin yapısının mikroorganizmalar için toksik 

olduğu, gram pozitif ve gram negatif bakteriler arasında toksisite açısından bazı 

farklılıklar gösterdiği bildirilmiştir (165). Olası antimikrobiyal mekanizmalar, ozmotik 

stres ve plazma membran hasarı oluşturabilmektedir (166). 
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 2.7. Nisin 

 Nisin, Lactococcus ve Streptococcus gibi bazı gram-pozitif bakteriler 

tarafından üretilen antimikrobiyal bir peptiddir (167). Nisin ilk olarak 1928'de 

fermente süt kültürlerinde tanımlanmış, 1953'te İngiltere'de antimikrobiyal bir ajan 

olarak pazarlanmıştır (168). Nisin FAO / WHO tarafından 1969 yılında güvenli bir 

gıda katkı maddesi olarak onaylanmıştır. Şu anda Nisin 50'den fazla ülkede lisanslı ve 

gıda endüstrisinde farklı gıda türleri için doğal bir biyo-koruyucu olarak 

kullanılmaktadır (167). Amerika Birleşik Devletleri'nde, Nisin Gıda ve İlaç İdaresi 

tarafından 1988'de onaylanarak genellikle işlenmiş peynirlerde kullanımının güvenli 

olduğu kabul edilmiştir (169). 

Bir Nisin varyantı olarak tanımlanan Nisin A, 34 amino asitten oluşmakta ve 

Lactococcus lactis tarafından sentezlenmektedir (170). Nisin, Tip A (I) lantibiyotikler 

olarak adlandırılan bir grup antimikrobiyal katyonik peptit grubuna aittir (171). Nisin, 

güçlü ve geniş spektrum aktiviteleri, antimikrobiyal konsantrasyonda bakteriyel direnç 

gelişimini teşvik etme ve hücresel sitotoksisite ihtimalinin düşük olması sebebiyle 

önemli ve dikkat çekici bir metabolik üründür (172). Diğer lantibiyotikler gibi Nisin 

enzimatik post-translasyonel modifikasyonların bir sonucu olarak birkaç olağandışı 

amino asit içermektedir (173).  

Nisin, diğer lantibiyotiklerin de karakteristiği olan beş lanthionine halkası 

oluşturan tiyoeter amino asitleri ve dehidrate amino asit rezidüleri (serin ve treonin) 

içermektedir (174). Nisin gıdalardaki çoğunlukla gram-pozitif bakterilere karşı geniş 

spektrumlu bir bakteriyosin olarak kullanılmaktadır (175). Araştırmalar Nisin’in 

sadece gıdalarla ilişkili olan mikroorganizmalara karşı etkili olmadığını göstermiştir  

(172). Çalışmalarda pürifiye Nisin ve Nisin’in diğer antibiyotiklerle 

kombinasyonunun gram-negatif patojenlere karşı etkili olabileceğini ve bazı 

biyomühendislik ürünü Nisin varyantlarının hem gram-pozitif hem de gram-negatif 

patojenlere karşı aktivitesini artırabildiği gösterilmiştir (15). Buna ek olarak, 

biyoteknolojideki son gelişmelerle birlikte araştırmacılar, biyomühendisliğini 

yaptıkları yeni Nisin varyantlarının insan hastalıkları için terapötik potansiyele sahip 

olduğunu görmüşlerdir (16).  

Nisin, keşfinden bu yana gıda endüstrisinde alternatif bir biyo-koruyucu olarak 

önem kazanmıştır. Bununla birlikte, son 40 yıldaki güvenirliği ile, Nisin kullanımı, 
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biyomedikal alan gibi çok çeşitli farklı alanlarda kullanılmaya başlanmıştır. Birçok 

lantibiyotiğin (ve daha geniş olarak, diğer bakteriyosinlerin) antimikrobiyal 

aktivitesinin ötesinde ek biyolojik aktivitelere sahip oldukları bildirilmiştir (176). 

Örneğin, Nisin, bakteriyel enfeksiyonlar, kanser, oral hastalıklar ve daha fazlası dahil 

olmak üzere biyomedikal uygulamalarda yararlı özelliklere sahiptir. 

 

2.8. Kumarin 

Fitokimyasallar bitki dünyasında doğal olarak bulunan kimyasal bileşiklerdir. 

Bazıları, içinde bulundukları doğal kaynakların organoleptik özelliklerinden 

sorumludur. Fitokimyasal denince genellikle karotenoidler, flavonoidler, kumarinler 

veya kromonlar gibi biyolojik önemi olan kimyasallar akla gelmektedir. Günümüzde 

fitokimyasalların tamamı temel besin maddeleri olarak belirlenmemiştir. Kanser, 

metabolik veya dejeneratif hastalıklar gibi çeşitli hastalıklara karşı potansiyel 

aktiviteye sahip 4.000'e kadar farklı fitokimyasal olduğu bildirilmiştir. Bunlar arasında 

Kumarin’ler, doğada yaygın olarak bulunan bir benzopiron (1,2-benzopiron veya 2H-

1-benzopiran-2-on) ailesidir. Kumarin’ler tipik bir benzopiron yapısı taşıyan doğal 

olarak oluşan ve/veya oksijen içeren sentetik heterosikliklerin önemli bir ailesini 

temsil etmektedirler (177). 

Doğal bir ürün olarak tanımlanan Kumarin’in ismi 1820'de ilk kez tanımlandığı 

bitkiden gelmektedir (Tonka fasulyesi, coumarou, Dipteryx odorata (Coumarouna 

odorata) tohumları (Fabaceae/Leguminosae)). Kokusu, yeni biçilmiş ot kokusu olarak 

tanınlanmaktadır. Kumarin 1882'den beri parfümlerde de kullanılmaktadır. 

Yenilmesini caydırmak için bitkiler tarafından kimyasal bir savunma ürünü olarak 

salgılandığı düşünülmektedir (18). 

Kumarinik bileşikler, alfa piron halkasına kaynaşmış bir benzen halkası 

tarafından yapısal olarak inşa edilmiş bir lakton sınıfı olup esasen zengin elektron ve 

yük taşıma özelliklerine sahip konjüge sisteme sahiptir (178). Kumarin yapısının 

basitliği ve çok yönlülüğü onu çeşitli uygulamalar için dikkat çekici bir hale 

getirmektedir (19). Kumarinler parfüm, kozmetik ve endüstriyel katkı maddeleri 

içeriğinde kullanılmaktadırlar. Türevlerinin bir kısmı tütünlere ve bazı alkollü 

içeceklere aroma veren madde olarak katılmaktadırlar (179). Ancak en uygun rolü 
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doğal ürünler, organik kimya ve tıbbi kimyada tanımlanmaktadır (180). Kumarinlerin 

çeşitli farmakolojik aktivitesi, düşük toksisite ve yan etkileri, düşük ilaç direnci, 

yüksek biyoyararlanımı, geniş spektrumu gibi özelliklerinden dolayı ilaç sanayinde 

çok sayıda Kumarin bileşiği aktif olarak incelenmektedir (23). 

Kumarin esaslı antikoagülan, antimikrobiyal (anti-viral, antifungal ve anti-

parazitik), antioksidan (179), , antikanser (181), anti-diyabetik, analjezik, 

antinörodejeneratif ve anti-enflamatuar (179) ajanların geliştirilmesi konusunda yoğun 

çalışılan doğal ürünlerden birisidir. Ayrıca, eşsiz ve çok yönlü oksijen içeren 

heterosiklik yapı Kumarin bileşiklerinin tıbbi önemini arttırmaktadır (182). 

Kumarinler biyoaktif ajanlar olmasının (24) yanı sıra, supramoleküler tıbbi ilaçlar, 

diagnostik ajanlar ve patolojik ve biyolojik boyalar (183) gibi çeşitli çalışmalarda da 

araştırılmışlardır. Özellikle, Kumarinik halkasındaki, elektronca zengin ve yük taşıma 

özelliklerine sahip olan büyük konjuge sistem, bu yapının moleküller ve iyonlarla 

etkileşimi açısından önemli bulunmaktadır.  

Kumarin ilk olarak 1868'de sentezlenmiş ve ilaç endüstrisinde, dicoumarol 

(mevcut tedaviden çıkarıldı) ile başlayan bir dizi sentetik antikoagülan farmasötik 

maddenin sentezinde bir öncü olarak kullanılmıştır (184). Günümüze kadar, bazı 

Kumarin bazlı antikoagülan ilaçlar kliniklerde yaygın olarak kullanılmaktadır (185). 

Kumarinler bir tür K vitamini antagonistidir (186). Günümüzde birçok ülkede de 

kullanılmakta olan varfarin, acenocumarol ve phenprocoumon en çok dikkat çekenler 

arasındadır (187). Warfarin, daha uzun yarılanma ömrü (36 saat) nedeniyle 

acenocumarolden daha sık kullanılmaktadır, teorik olarak daha stabil antikoagülasyon 

sağlar ve acenocumarol tedavisi sırasında potansiyel olarak ortaya çıkan faktör VII 

dalgalanmalarını önler (yarı ömür 10 saat) (188). Günümüzde bazı Kumarinlerin 

nörodejeneratif hastalıklarda büyük potansiyele sahip enzimatik inhibitör ajan 

[monoamin oksidaz (MAO) inhibitörleri, asetilkolinesteraz (AChE) inhibitörleri ve 

bütiril kolinesteraz (BuChE) inhibitörleri] oldukları gösterilmiştir (189).   
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 Bu çalışma 17.02.2020-15.12.2021 tarihleri arasında Hatay Mustafa Kemal 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalında yapılmıştır. 

Çalışmada fitokimyasallardan Kapsaisin, Kumarin ve bir mikrobiyal ürün olan Nisin 

kullanılmış olup bu kimyasal maddeler laboratuvar kullanımına hazır şekilde ticari 

olarak temin edilmiştir. Proje kimyasal bileşiklerin non-toksik konsantrasyonlarının 

belirlendiği ve in-vitro antibakteriyel etkinliklerinin değerlendirildiği hücre kültürü 

çalışmalarını ve bu bileşiklerin deneysel olarak oluşturulmuş fare yara modelinde 

araştırıldığı hayvan deneyleri çalışmalarını kapsamaktadır. Bu çalışma için Hatay 

Mustafa Kemal Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 23/03/2020 tarih 

ve 2020/03-12 numaralı etik kurul onayı alınmıştır. İn-vitro deneylerde hücre kültürü 

olarak Vero (Afrika yeşil maymun böbrek hücre hattı) hücre hattı kullanılmıştır. 

 

3.1. Araç ve Gereçler 

 Karbondioksitli İnkübatör (Heal Force HF90, Çin) 

 Düz Tabanlı Mikroplaklar (12, 24, 48 ve 96’lık) (TPP, Europe/Switzerland)  

 Klas II Güvenlik Kabini (Heal Force, Çin) 

 Bidistile Su Cihazı (Elix Essential 10 UV, Almanya) 

 İnverted Mikroskop (Soıf, Çin) 

 Santrifüj (NF 048; Nüve, Türkiye) 

 Hassas Terazi (Ohous Corp., NJ USA) 

 Thoma lamı (Isolab, Almanya) 

 Otomatik Pipetler (Discovery, Transferpette, Almanya) 

 Benmari (Gesellschaft Für Labortechnik, Almanya) 

 Buzdolabı (Indesit TN 5 FNF-İtalya) 

 Otoklav (Nuve OT 90L, Almanya) 
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 PCR sarfları 

o Taq polimeraz enzimi 

o dNTP’s 

o Primer dizinleri 

o Solüsyonlar ve Bufferlar 

 

3.2. Kimyasal maddeler 

 RPMI-1640 Besiyeri (Sigma, ABD) 

 Fetal Bovin Serum (Capricorn Scientific, Güney Amerika) 

 Tripsin Enzimi (Biological İndustries, İsrail) 

 Dimetil Sülfoksit (Merck Kgaa, Almanya) 

 Kanlı Agar (Biomeurieux, Fransa) 

 Muller Hinton Broth (Merck, Almanya) 

 Metisilin dirençli S. aureus ATCC 33592 

 Kongo Kırmızısı Besiyeri 

 Triton -X-100 

 Fosfat Tuz Solüsyonu (PBS)  

 Etil Alkol (Merck, Almanya)  

 Tripan Mavisi (Sigma, ABD) 

 Nisin (Sigma, ABD) 

 Kapsaisin (Biovision, ABD) 

 Kumarin (Sigma, ABD) 

 

 3.2.1. RPMI-1640 Besiyeri  

 Besiyeri ticari olarak toz (powder) olarak temin edildi. Laboratuvarda 2 gr 

Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) 1 lt besiyeri için hazır paket halindeki toz besiyerine 

eklendi ve 1 lt distile su ile erlenmayer içinde karıştırıldı. Homojenize olması için 

erlenmayerin ağzı kapatılıp karıştırıcıda 30 dk kadar karıştırıldı. Homojen hale gelen 

karışımın filtrasyon yöntemiyle sterilizasyonu gerçekleştirildi.  
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 3.2.2. Versen-Tripsin Solüsyonunun Hazırlanması  

 8 gr NaCl, 0.2 gr KCl, 2.37 gr Na2HPO4 12 H2O, 0.2 g KH2PO4, 1 g titriplex lll 

(versen) ve 1.25 gr tripsin 1 lt distile su ile erlenmayer içinde karıştırıldı. Erlenmayerin 

ağzı kapatılarak karıştırıcıda 30 dk. karıştırılıp homojenize edildi. Homojen hale gelen 

karışımın filtrasyon yöntemiyle sterilizasyonu gerçekleştirildi. 

 

 3.2.3. PBS hazırlanması  

 Son hacim 1 litre olacak şekilde 8 gr. NaCl, 0.2 gr. KCl, 2.37 gr. Na2HPO4 12 

H2O ve 0.2 gr. KH2PO4 tartılarak bidistile su ile erlenmayer içinde karıştırıldı. 

Erlenmayerin ağzı kapatılarak karıştırıcıda 30 dk karıştırılıp homojenize edildi. 121 ⁰C 

15 psi 15 dk otoklavda sterilizasyonu yapıldı. 

 

 3.3. Tripan Mavisi ile Hücre Canlılığı Tayini 

 Hücre canlılığı tespitinde tripan mavisi yöntemi kullanıldı. Ölü hücrelerin 

membran bütünlüğünde bozulma olması nedeniyle boya ölü hücrelerin içine girer ve 

hücreleri boyar. Mikroskopta bakıldığında mavi boyanan hücreler ölü, boya almamış 

(mavi boyanmamış) hücreler canlı olarak tespit yorumlanır. Hücre canlılığı tespit için 

tripan mavisi boyası PBS ile %1 oranında karıştırıldı. Versen -Tripsin çözeltisi ile 

toplanan hücreler hazırlanan tripan mavisi boyası ile 1:1 olacak şekilde karıştırıldı. 

Oda ısısında 15 dk. bekletildikten sonra mikroskopta incelenerek hücre canlılığı tayini 

ve hücre sayımı yapıldı. 

 

 3.4. Stok Solüsyonların Hazırlanması 

 3.4.1. Kumarin Solüsyonu  

 Ticari olarak temin edilen (Sigma, ABD) Kumarin’in çözülmesi için solvent 

olarak dimetil sülfoksit kullanıldı. Kumarin’in stok solüsyonu 50 mg/ml olacak şekilde 
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hazırlandı. Deneylerde aktivite çalışmaları için kullanımdan hemen önce hazırlanan 

solüsyonun ışıkta kalmamasına dikkat edildi. 

 

  3.4.2. Kapsaisin Solüsyonu  

 Ticari olarak temin edilen (Biovision, ABD) Kapsaisin’in çözülmesi için 

solvent olarak etanol kullanıldı. Kapsaisin’in stok solüsyonu 2 mg/ml olacak şekilde 

hazırlandı. Deneylerde aktivite çalışmaları için kullanımdan hemen önce hazırlanan 

solüsyonun ışıkta kalmamasına dikkat edildi. 

 

  3.4.3. Nisin Solüsyonu 

 Ticari olarak temin edilen (Sigma, ABD; 20.000-40.000 IU/mL 0.02N HCl 

içinde çözünmüş kullanıma hazır solüsyon) Nisin’in deneylerde aktivite 

çalışmalarından hemen önce PBS ile dilüe edilen 10.000 IU/mL konsantrasyonu 

hazırlandı. Stok solüsyonun ışıktan korundu.  

 

 3.4.4. Mupirosin Solüsyonu 

 Ticari olark temin edilen (Balaban %2 pomad) Mupirosin’den 1 g tartılarak 1 

ml PBS içinde çözülerek homojenize edildi. Aktivite çalışmalarında solüsyonun taze 

hazırlanmasına ve hazırlanan solüsyonun ışıktan korunmasına özen gösterildi. 

 

 3.5. Kongo Kırmızısı Besiyerinin Hazırlanması 

 Ticari olarak temin edilen Brain-Hearth infusion (BHI) broth besiyerinden 37 

g, 10 gr agar, 50 gr sükroz, 800 mg Kongo kırmızısı hassas terazide tartılıp 

erlenmayer içine konuldu. Bidistile suyla 1 litreye tamamlandı. Manyetik 

karıştırıcıda homojenize edildikten sonra sterilizasyon işlemi için otoklavize edildi. 

Sterilizasyon işlemini takiben petri kaplarına dökülerek soğumaya bırakıldı.  
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 3.6. Çalışmada Kullanılan Suşlar 

 Deneylerde Hatay Mustafa Kemal Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı bakteri kültür koleksiyonumuzda bulunan Metisiline 

dirençli Staphylococcus aureus suşu (ATCC 33592) suşu kullanıldı.  

 

 3.7. Hücre Kültürü ve Kimyasal Bileşikler 

 Çalışmada gerek sitotoksisite testleri için gerekse de in-vitro etkinlik testleri 

için kullanılan Vero hücre hattı Hatay Mustafa Kemal Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı kültür kültür koleksiyonundan, Kapsaisin, Nisin ve 

Kumarin ise ticari olarek temin edilmiştir.  

 Çalışmada hücre hücre kültürü deneylerinde hücrelerin çoğaltılması ve idamesi 

için içerisinde %10 oranında fetal dana serumu, 10 mM HEPES, 4 mM glutaminli 100 

IU/ml penisilin/streptomisin ihtiva eden RPMI 1640 sıvı besiyeri kullanıldı. 

Hücrelerin inkübasyonu 37C, %5 CO2 ve %95 hava bulunduran inkübatörde 

gerçekleştirildi. Hücrelerin üretilmesi için 1x106 hücre/ml olacak şekilde farklı 

hacimlerde (100, 250 ve 500 ml’lik) kültür kaplarına kültür kabının yüzde 10’u 

nispetinde besiyeri bulunan kaplarda inkübe edildi. Hücrelerin çoğalması için 3-7 gün 

arasında üreme günlük takip edilerek hücreler kültür kabı yüzeyinde monolayer tarzda 

ürediklerinde pasaj işlemleri gerçekleştirildi. İnkübasyon süresi içinde besiyeri 

pH’ında değişme gözlemlendiğinde besiyeri değişimi yapıldı. Hücreler kültür 

kabından, hazırlanan tripsinizasyon solüsyonu ile kaldırılarak 50 ml’lik santrifüj 

tüplerine alınıp 1500 rpm’de 15 dk. santrifüj edilerek hücre pelleti toplandı. Hücre 

canlılığı ve sayısı %0,9’luk NaCl içinde hazırlanmış %1’lik tripan mavisi ile 

hemositometrede mikroskop altında belirlendi. 

 Aktivite deneyleri 24, 48 ve 96 kuyucuklu düz tabanlı mikroplaklarda yapıldı.  

Kuyucuklara içerisinde %10 oranında fetal dana serumu bulunan RPMI 1640 besiyeri 

ile ml’sinde 1x106 hücre olacak şekilde hücre inoküle edildi. Çalışmada Kapsaisin, 

Nisin ve Kumarin bileşiklerini çözmek için kullanılan dimetil sulfokside (DMSO) 

(Sigma, MI, USA) ve etanolün seçilen konsantrasyonları negatif kontrol olarak 

kullanıldı. DMSO ve etanolün non-toksik konsantrasyonlarının belirlenmesi testleri 
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Vero hücre hattı kullanılarak gerçekleştirildi. Vero hücreleri 1x106 hücre/ml olacak 

şekilde mikroplaklara inoküle edildi. Mikroplakların kuyucuklarına DMSO ve 

etanolün değişik konsantrasyonları (%8, 4, 2, 1 ve 0.5) üzerinde non-toksik 

konsantrasyon belirlenerek toksik olmayan bu konsantrasyon solvent olarak seçildi.  

 

 3.7.1. Hücre Canlılık Tayini  

 Çalışmada hücre canlılığı tayini, tripan mavisi boyama yöntemiyle 

gerçekleştirildi. Boyama yönteminin esası Tripan mavisi boyasına maruz bırakılan ölü 

hücreleri membran bütünlüklerinin bozulmasına bağlı olarak boyanmasına 

dayanmaktadır. Gerek Vero hücrelerinin pasajlanması ve gerekse de aktivite 

çalışmaları sırasında tripsinizasyon işlemi ile kaldırılan hücreler tripan mavisi ile 

muamele oda ısısında boya ile inkübe edildikten sonra mikroskobik olarak 

değerlendirildi. Boya alan (mavi boyanan) hücreler ölü olarak, boya almayan (açık 

renkte/maviye boyanmamış olan) hücreler ise canlı olarak değerlendirildi. Yüzde 1’lik 

tripan mavisi boyası PBS çözeltisi içinde hazırlandı. %0.25’lik versen-tripsin 

solüsyonu ile kültür kaplarından toplanan hücreler 1:1 oranında tripan mavisi ve hücre 

süspansiyonu olacak şekilde boyandı. Oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edilen 

karışım mikroskopta incelenerek canlılık tespiti yapıldı. Hemositometre (Thoma lamı) 

ile hücre sayımı gerçekleştirildi. 
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 3.7.2. Aktivite Çalışmaları  

 Hücre Kültürünün Hazırlanması 

 Öncelikle Kapsaisin, Nisin ve Kumarin’in Vero hücre kültüründe non-toksik 

konsantrasyonları belirlendi. Aktivite çalışmaları bu non-toksik konsantrasyonlar 

dahilinde gerçekleştirildi. Sitotoksik etki belirlenmesine yönelik çalışmalar aşağıda 

açıklandığı gibi MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) yöntemiyle yapıldı. Aktivite çalışmaları için Vero hücreleri her bir ml’sinde 

1x106 hücre olacak şekilde hücre kültürleri hazırlandı. Hücre adezyonu için 6 saat 

inkübasyondan sonra kültür besiyerine kimyasal bileşiklerin farklı konsantrasyonlarını 

içeren miktarları (100; 75; 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56 ve 0.78 μg/ml) eklendi. 

 Kontrol grubu olarak, içerisinde sadece solvent olarak kullanılan miktarda 

DMSO ve etanol ihtiva eden kültürler deney grubuyla aynı anda kültive edildi. Ayrıca, 

negatif kontrol olarak içerisinde kimyasal bileşen bulunmayan kültürler ve pozitif 

kontrol olarak da Mupirosin’in farklı konsantrasyonlarını (0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25, 

50, 100 mM) içeren hücre kültürleri kullanıldı. Tüm deneyler üç kopya halinde 2 kez 

tekrarlanarak yapıldı. 

 İnkübasyondan sonra kültür kabı yüzeyine yapışarak çoğalmasına devam eden 

hücreler %0.25’lik tripsinizasyon solüsyonu ile muamele edilerek santrifüj tüplerine 

alındı. Hücreler soğutmalı santrifüjde (+4 C’de) 1500 rpm’de 10 dakika santrifüj 

edilerek toplandı ve hücre canlılığı tayini yapıldı.  

 

 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

Yöntemi 

 

 MTT yöntemi ile kültive edilen canlı hücreler kolorimetrik ve kantitatif olarak 

saptanabilmektedir. Bu yöntem sağlam mitokondrianın MTT boyasının tetrazolium 

halkasını parçalayabilmesi ilkesine dayanmaktadır. İlk olarak Mosmann tarafından 

tanımlanan ve daha sonra Alley ve ark. (190) tarafından geliştirilen 3-(4,5-

dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromid (MTT) yöntemi hücre canlılığının 

belirlenmesi için sıkça kullanılan pratik bir yöntemdir). MTT, hücrelere aktif olarak 
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absorbe olan ve mitokondriye bağlı bir reaksiyon ile renkli, suda çözünmeyen 

formazana indirgenen bir maddedir (191). Hücrelerin MTT indirgeme özelliği hücre 

canlılığının ölçütü olarak alınır ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya yoğunluğu 

canlı hücre sayısı ile korelasyon gösterir. Çalışmada değişik konsantrasyonlarda 

(3200; 1600; 800; 400; 200; 100; 75; 50 ve 25 μg/ml olacak şekilde) Kapsaisin, Nisin 

ve Kumarin ile muamele edilen hücre kültürlerinde hücre proliferasyonu üzerindeki 

etkileri MTT hücre yöntemiyle araştırıldı. 

 Kapsaisin, Nisin ve Kumarin’in monolayer tarzda üreyen Vero hücreleri ile 

muamelesini takiben hücre sitotoksisitelerinin belirlenebilmesi için 

methylthiazolyldiphenyltetrazolium bromide muamelesinden sonra 37 C’de 4 saat 

inkübe edildi. Daha sonra ölen hücrelerdeki formozan kristallerinin çözünebilmesi için 

dimetil sülfoksit eklenerek, 10 dakika bekletildi. 

 Ardından optik yoğunluk tayini spektrofotometrik (ThermoFisher Scientific, 

USA) olarak ölçülerek değerlendirildi. Tüm testler üç tekrarlı olacak şekilde 

gerçekleştirildi.  

 

3.8. Vero Hücre Hattında Kapsaisin, Nisin ve Kumarin Varlığında S. aureus 

Üremesinin İncelenmesi 

 Çalışmada yukarıda belirtilen konak koşulları sağlandığında iki bakterinin ayrı 

ayrı üremelerindeki değişimleri belirlemek için Vero hücreleri 96 kuyucuklu plaklara 

inoküle edildi. 

 24 saat boyunca adezyon ve çoğalmaları için beklenilen hücrelere kimyasal 

bileşikler ilave edilerek 1 saat 37 ⁰C’de inkübe edildi. 

 Sonra S. aureus’un 24 saatlik taze kültürlerinden 1x106 bakteri içeren 

süspansiyonlar hazırlandı. 

 Bu süspansiyonlardan kimyasalların inoküle edildiği hücre kültürleri 

üzerine aktarılarak ve 3 saat 37 ⁰C’de inkübe edildi.  

 Mikroorganizmaların üreme yoğunluklarının belirlenmesi için hem 

absorbans ölçümü gerçekleştirildi hem de her bir kuyucuktan alınan 

numunelerin Mueller-Hinton agara ekimleri yapılarak ve 24 saat 37 ⁰C’de 

inkübe edildi. Koloni sayımları cfu/ml olarak hesaplandı. Kimyasal 
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bileşiklerin mikroorganizmalar üzerindeki etkinlikleri kantitasyon 

yapılarak değerlendirilmiş oldu. 

 

 

 3.9. Kapsaisin, Nisin ve Kumarin’in S. aureus’un Hücre Adezyonu ve 

İnvazyonu Üzerindeki Etkinliklerinin Değerlendirilmesi 

 

 Kimyasal bileşiklerin hücresel adezyon ve invazyon etkinliklerini incelemek 

için deneyler 12-24 kuyucuklu düz tabanlı pleytlerde gerçekleştirildi.  

 Bu amaç için S. aureus’un Mueller-Hinton agara pasajlanan taze kültürleri 

kullanıldı. Bu işlemlerden önce ise Vero hücre hattı her bir ml’sinde 1x106 

hücre olacak şekilde hazırlanmış ve en az %80 oranında kültür kabı 

yüzeyini kaplamış hücreler üzerine Kapsaisin, Nisin ve Kumarin non-

toksik konsantrasyonlarda hücrelere inoküle edildi. İnokülasyonu takiben 

2 saat 37 ⁰C’de inkübe edildi. 

 Daha sonra ise S. aureus’un 24 saatlik taze kültürlerinden hazırlanan 1x10⁸ 

yoğunluktaki bakteri solüsyonu kimyasal bileşiklerle muamele edilen 

hücre kültür besiyerlerine ilave edildi. 

 Adezyon deneylerinin sonuçlandırılması için 37 ⁰C’de 3 saat inkübasyonu 

gerçekleştirildi. Pleytin kuyucuklarına PBS solüsyonu ilave edilerek 

nazikçe aspire edildi. Bu işlem 3 kez tekrarlanarak hücrelerin yıkama 

işlemleri gerçekleştirildi. 

 Adezyon tesleri için bu aşamadan sonra; hücreler 0.025% Triton X-100 ile 

muamele edilerek ve bu solüsyon ile en 5 dakika oda sıcaklığında inkübe 

edildi.  

 İnkübasyon sonunda hücreler ve mikroorganizmalardan oluşan karışım 

homojenize edilerek ve pleytin her bir kuyucuğundan alınan örnekler 

Mueller-Hinton agara ekimleri gerçekleştirildi. İnkübasyondan 24 saat 

sonra bakteri koloni sayımları gerçekleştirildi. 
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 3.9.1. İnvazyon Deneyi 

 Yukarıda bahsedildiği gibi hücre kültürlerinde Kapsaisin, Nisin ve 

Kumarin ile muamele bakterilerin hücrelere adezyon testleri için pleytin 

kuyucuklarına Gentamisin çözeltisi (200 µg/mL) hazırlanarak ilave edildi. 

Antibiyotik solüsyonun ilavesinden sonra kültür pleytleri 37 C’de kısa 

süreliğine (yaklaşık 10 dk) inkübasyona bırakıldı. Bu süre zarfından hücre 

yüzeyi ve ortamdaki bakteriler inaktive edilmiş oldu.  

 Ardından pleytin kuyucuklarına PBS solüsyonu ilave edilerek yukarıda 

adezyon deneylerinde olduğu gibi hücre yüzeyleri 3 kez yıkandı. 

 Bu aşamadan sonra benzer şekilde hücrelerin üzerine 0.025% Triton X-100 

ilave edilerek oda ısısında yaklaşık 5 dakika inkübe edildi.  

 Kuyucuklarda oluşan lizat hoomojenize edilerek her bir kuyucuktan alınan 

örneğin Mueller-Hinton agara ekimleri yapılarak 37 C’de 24 saat 

inkübasyonu takiben koloni sayımları gerçekleştirildi. 

 

3.10. Slime Üretimi  

 

Kapsaisin, Nisin ve Kumarin’in S.aureus’un slime üretimi üzerindeki etkisinin 

varlığı fenotipik yöntemlerden Kongo-kırmızısı yöntemiyle değerlendirildi. Bu 

kimyasal bileşiklere ve bu bileşiklerin farklı kombinasyonlarına maruz bırakılan 

bakterilerden Kongo-kırmızısı besiyerine ekim yapılarak slime üretimi slime pozitif 

S.aureus kökenleriyle karşılaştırıldı. Mikroorganizma inokülasyonunu takiben 37 °C 

48 saatlik inkübasyon sonrası yapılan değerlendirmede Kongo-kırmısısı besiyerinde 

siyah renkte kolonilerin varlığı slime üretimi pozitif, açık renkli kolonilerin varlığı ise 

slime üretimi negatif olarak değerlendirildi. 
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 3.11. Total RNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi 

 3.11.1. RNA Ekstraksiyonu 

 Total RNA izolasyonu ticari kit protokolüne uygun olarak gerçekleştirildi 

(ZymoResearch, USA). Nisin, Kapsaisin, Kumarin ve Mupirosin tedavi gruplarından 

bakteriler (S. aureus) ependorflara alındı ve 15.000 g x 2 dk santifrüj edildi. 

Supernatan atıldı ve üzerine 800 µl RNA lizis buffer eklendi. Karışım ZR bashingBead 

lizis tüplerine aktarıldı. Beadbeater vorteks cihazında 15 dk S. aureus ‘un hücre duvarı 

parçalanması için vortekslendi. Hemen sonra santifrüje alındı ve 15.000 g x 30 sn 

santifrüj edildi. Santifrüj sonrası supernatandan 400 µl Zymo-spin IIICG column 

tüpüne aktarıldı ve altına toplayıcı tüp yerleştirilerek filtrasyon gerçekleştirmek üzere 

15.000 g x 30 sn santifrüj uygulandı. Filtrasyondan altındaki toplayıcı tüpe geçen sıvı 

ile işlemlere devam edildi. Elde edilen sıvıya eşit hacimde %95-100 etanol karıştırıldı. 

Bu karışım Zymo-spin IICR column tüpüne alında ve altında bir toplayıcı tüple 15.000 

g x 30 sn santifrüj uygulandı. Bundan sonraki işlemlerde toplayıcı tüplerdeki sıvılar 

atıldı.  Column içindeki materyale 400 µl RNA Prep Buffer eklendi ve 15.000 g x 30 

sn santifrüj edildi. 700 µl RNA Wash Buffer eklendi ve 15.000 g x 30 sn santifrüj 

edildi. 400 µl RNA Wash Buffer ile 15.000 g x 1 dk satifrüj uygulandı. Son olarak da 

50 µl DNase/RNase Free Water eklendi ve santifrüj 15.000 g x 30 sn uygulandı. 

RNA’ların saflık ve konsantrasyonları nükleik asit ölçer (Merinton, SMA-1000 UV 

Spectrophotometer, China)’de kontrol edildi. Bu adıma ek olarak, rRNA alt üniteleri 

(28S ve 18S) kontrol etmek için %1’lik agaroz jel hazırlanarak 100 V’da 30 dakika 

süreyle yürütülerek kontrol edildi. Daha sonra örnekler pellet hacimlerine göre 30-100 

µl nükleaz içermeyen distile su ile sulandırılarak spektrofotometrede (Merinton, SMA-

1000 UV Spectrophotometer, China) saflık ve konsantrasyonları belirlendi. 

 

 3.11.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi 

 Çalışmada genomik DNA kontaminasyonunu önlemek için DNA sindirim 

işlemi ticari kit yardımıyla (Abmgood, CANADA) kit prosedürüne uygun olarak 

gerçekleştirildi. Bu işlem sonrasında RNA örnekleri ticari kit yardımıyla (Abmgood, 

CANADA) kit protokolüne uygun olarak cDNA’ya dönüştürüldü. cDNA eldesi; 55 
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C’de 30 dakika ve 85 C’de 5 dakika inkübe edilerek gerçekleştirildi. Reaksiyon 

sonrasında örnek hacimleri nükleaz içermeyen su ile 200 µl olacak şekilde ayarlandı.  

 

 3.12. RT-qPCR Deneyleri 

 Çalışmada cDNA sentezi işlemini takiben mecA, blaZ ve internal kontrol 

olarak 16srRNA genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlendi. Hedef genin 

amplifikasyonu her örnekten 1 µl cDNA örneği kullanılarak gerçekleştirildi. RT-qPCR 

analizlerinde BRYT Green boyası içeren kit (Promega, GoTaq PCR Mastermiks, 

USA) kullanıldı. Reaksiyon protokolü: 95 C’de 2 dakika, 95 C’de 15 saniye, 60 

C’de 60 saniye olarak 40 döngü şeklinde uygulandı (Anatolia Montana 4896 

RT_PCR). Her örnek dublike çalışıldı ve referans gen olarak ise GAPDH geni seçildi. 

Kullanılan primerlerin forward ve reverse sekansları Tablo 1.’de verilmiştir.  

 

Tablo 1. Çalışmada kullanılan oligonükleotit dizileri ve baz büyüklükleri. 

Primers Forward ve Reverse Primer Sekansları (5′-3′) Ürün 
Boyutu 
(bp) 

Referans 

GAPDH 
 

Forward TCAACGATTTAACAGATGACGCA 77 
 

Chovanová ve 
ark., 2016 (192) Reverse TTCGTCTTTGAAACGACCTTGTG 

mecA 

 

Forward TCCACCCTCAAACAGGTGAA 

Reverse TGGAACTTGTTGAGCAGAGGT 

139 Chovanová ve 

ark, 2016 (192) 

blaZ 
 

Forward TCCTAAGGGCCAATCTGAACC 105 Chovanová ve 
ark., 2016 (192) Reverse ACACTCTTGGCGGTTTCACT 

16S 
rRNA  

Forward GGGACCCGCACAAGCGGTGG 191 Jiang ve ark., 
2021 (193) Reverse GGGTTGCGCTCGTTGCGGGA 

 

 16S rRNA gen bölgesi için; program ve döngü sayısı; 95 ºC’de 2 dk. sonra 40 

siklus olmak üzere PCR için ısı döngüsü: 95⁰C’de 15 sn. denatürasyon, 60⁰C 

annealing ve uzama olarak uygulandı. 

 MecA gen bölgesi için; program ve döngü sayısı; 95 ºC’de 2 dk. sonra 40 siklus 

olmak üzere PCR için ısı döngüsü: 95 ⁰C’de 15 sn. denatürasyon, 60⁰C annealing ve 

uzama olarak uygulandı. 
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 blaZ gen bölgesi için; program ve döngü sayısı; 95 ºC’de 2 dk. sonra 40 siklus 

olmak üzere PCR için ısı döngüsü: 95 ⁰C’de 15 sn. denatürasyon, 60⁰C annealing ve 

uzama olarak uygulandı. 

 

 3.13. Deney Hayvanları Çalışmaları  

 Bu çalışma için Hatay Mustafa Kemal Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurulunun 23/03/2020 tarih ve 2020/03-12 numaralı etik kurul onayı alınmıştır. 

Hayvan deneyleri Hatay Mustafa Kemal Üniversitesi Deneysel Araştırma ve 

Uygulama Merkezinde gerçekleştirildi. Deneylerde Wistar Albino türü erkek sıçanlar 

kullanıldı. Sıçanlar randomize olarak gruplara ayrıldı. Çalışmada tüm sıçanlar 

deneyler süresince standart diyet ve su ile ad libitum olarak beslendi. Sıçanlar bir grup 

tedavi verilmeyen kontrol olmak üzere toplamda 12 farklı gruba ayrıldı. Ayrıca 3 

sıçandan oluşan 1 standart ilaç (Mupirosin) tedavi grubu da oluşturuldu.  

 

 3.13.1. Çalışma Grupları 

 Deney grupları aşağıda verilmiştir. Bu deneylerde kontrol gruplarıyla birlikte 

toplam 12 grup yer aldı. Gruplar 3 adet sıçan ile oluşturuldu (Tablo 2). Sıçanların sırt 

yüzeyi traşlandıktan sonra steril şartlarda her sıçanda 2 adet 1x1 cm flep kaldırılarak 

yara oluşturuldu (Resim 6) ve 1x10⁶ bakteri inoküle edilerek yara enfekte edildi. 

İnfeksiyonu takiben 3.günde tüm gruplarda (kontrol grubu dışında) tedaviye başlandı.  
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Tablo 2. Deney grupları Fare sayısı Tekrar sayısı 

Grup 1 (Nisin tedavi grubu) 3 2x3 

Grup 2 (Kapsaisin tedavi grubu) 3 2x3 

Grup 3 (Kumarin tedavi grubu) 3 2x3 

Grup 4 (Kumarin artı Mupirosin tedavi grubu) 3 2x3 

Grup 5 (Nisin artı Mupirosin tedavi grubu) 3 2x3 

Grup 6 (Kapsaicin artı Mupirosin tedavi grubu) 3 2x3 

Grup 7 (Kapsaisin artı Nisin artı Mupirosin tedavi grubu) 3 2x3 

Grup 8 (Kumarin artı Nisin artı Mupirosin tedavi grubu) 3 2x3 

Grup 9 Kapsaisin artı Kumarin artı Mupirosin tedavi grubu) 3 2x3 

Grup 10 (Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı Mupirosin tedavi 

grubu) 
3 

2x3 

Grup 11 (Mupirosin tedavi grubu) 3 2x3 

Grup 12 (Kontrol grubu) 3 2x3 

Toplam hayvan sayısı 36         2x36 

 

 

  

Resim 6. Farelerde deneysel olarak oluşturulan MRSA enfekte yara dokusu. 
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 3.13.2. Tedavi  

 Sıçanlar gruplara ayrıldıktan sonra sırt bölgesine 1x1 cm2 lik yara oluşturuldu 

ve S. aureus ile enfekte edildi. 3 gün sonra etkin bulunan konsantrasyonlarda tedaviye 

başlandı ve tedavi 10 gün 2x1 şeklinde uygulandı. Yara yeri gelişimleri günlük takip 

edildi. 

 

 3.13.3. Tedavi Sonrası Doku Örneklerinin Değerlendirilmesi 

 Dekaptitasyon işlemini takiben yara örneklerinden alınan doku parçacıkları bir 

histopatolojik değerlendirmeler için kullanıldı.  

 

 3.13.4. Histolojik Değerlendirmeler 

 Tedavi sonunda sıçanlar ketamin/ksilazin (150/9 mg/kg, i.p.) ile anestezi 

yapıldıktan sonra doku disseksiyonları gerçekleştirildi. Projede Histolojik-Patolojik 

değerlendirmeler HMKÜ Veteriner Fakültesi Patoloji Anabilim Dalı’nda 

gerçekleştirildi. Bu aşamada yara iyileşmesi histopatolojisi değerlendirilmek üzere 

alınan dokular %10’luk formaldehid çözeltisi içine kondu. 

 Alınan organ ve dokulardan preperat hazırlamak için kasetlere yerleştirme, 

fiksasyon, parafin blokları oluşturma, kesit alma ve Hematoksilen-Eosin ile boyama 

gibi gereken tüm prosedürler ve mikroskobik inceleme işlemleri HMKÜ Veteriner 

Fakültesi Patoloji Anabilim Dalı laboratuvarında gerçekleştirildi. 

 

 3.14. İstatistiksel analiz 

 Tüm istatiksel analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences, 

Windows v. 23, Chicago, IL) programı kullanılarak yapıldı. Her deney verisi 

tanımlayıcı istatistik analiz tablosu ile Kruskal-Wallis testi kullanılarak belirtildi. 

Çalışmada ikili grup verilerinin karşılaştırılmaları Mann-Whitney U kullanılarak 

yapıldı. Tüm analizlerde farklar p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

  4.1. DMSO/Etanol’ün Non-Toksik Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

 Çalışmada Kapsaisin, Nisin ve Kumarin’in besiyerinde çözülmesi için 

kullanılan solventlerin (DMSO ve Etanol) hücreler üzerindeki non-toksik 

konsantrasyonları belirlendi. DMSO ve etanolün farklı konsantrasyonları monolayer 

tarzda üremiş olan Vero hücreleri (inokülasyon konsantrasyonu; 1x106 hücre/ml) ile 

muamele edildi.  1x105 hücre/ml olacak şekilde Vero hücreleri muamele edildi. 

Deneylerde DMSO ≤%2 (w/v) etanol ≤%3 (w/v) konsantrasyonlarında Vero hücre 

üremesine, canlılığına herhangi bir toksisite oluşturmadığı hem morfolojik hem de 

hücre canlılığı tespitiyle gerçekleştirildi. Deneylerde fitokimyasalların besiyerinde 

çözülmesi amacıyla solvent olarak kullanılan hem DMSO hem de etanolün %1’lik 

konsantrasyonları seçildi. 

 

 

 Şekil 1. DMSO'nun Vero hücre hattında non-toksik konsantrasyonunun 

belirlenmesi 
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Şekil 2. Etanol'ün Vero hücre hattında non-toksik konsantrasyonunun belirlenmesi 

 

Hücre kültürü çalışmalarında %2’nin üzerindeki DMSO konsantrasyonunun 

inkübasyon süresine bağlı olarak hücrelerde atipik görünüm ve canlılığında da 

istatiksel olarak anlamlı düzeyde azalma meydana geldiği tespit edilmiştir. Bu durum 

bu ve üzeri konsantrasyonların hücre proliferasyonu üzerinde etkili olabileceği, 

toksisite yaratabildiği şeklinde değerlendirilmiştir (Şekil 1; p<0.05).  

 Etanol için ise %3 ve daha yüksek konsantrasyonlarda 72. saatten sonra 

hücrelerde morfolojik değişimler meydana gelmiş canlılıkta da istatiksel olarak olmasa 

da azalma tespit edilmiştir. İnkübasyon süresi 96 saate kadar uzadığında ise hücre 

canlılığında anlamlı azalmaların olduğu tespit edildi (Şekil 2).  

 Aktivite çalışmalarında, Vero hücreleri için DMSO’nun %2 etanolün ise %3 

ve daha düşük konsantrasyonlarda hücre üremesi üzerinde herhangi bir toksisite 

oluşturmadığı tespit edildi. Bu testlerle hücrelerin üremesi 96 saat takip edildi. Bu süre 

zarfında DMSO ve etanol ihtiva eden Vero hücrelerinde morfolojik olarak kontrol 

grubu hücreleriyle kıyaslandığında agregasyon, füzyon, piknozis gibi sitopatolojik 

değişimlerin oluşmadığı tespit edildi (Resim 7-11). Bunun yanında yine kontrol 

grubuyla kıyaslandığında 96.saat sonunda toplanan hücre canlılıklarının anlamlı 

olmadığı saptanmıştır (p>0.05).  
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A B 

 

Resim 7. Vero Hücreleri. A. 96 saat inkübasyondan sonra içerisinde DMSO bulunmayan 
hücre kültürünün mikroskobik görüntüsü. B: İçerisinde ≤ %2 DMSO bulunan hücre 
kültürünün morfolojik görünümü (10X). 
 
 
 

  
A B 

 

Resim 8. Vero Hücreleri. A. 96 saat inkübasyondan sonra içerisinde %70 etanol bulunmayan 
hücre kültürünün mikroskobik görüntüsü. B: içerisinde ≤ %3 etanol (%70’lik) bulunan hücre 
kültürünün morfolojik görünümü (10X) 
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2600 µg/ml 1300 µg/ml 

 

 

650 µg/ml 325 µg/ml 

  
162.5 µg/ml 81.25 µg/ml 

  
40.6 µg/ml 20.3 µg/ml 

 
Resim 9. Vero hücreleri üzerinde inkübasyonun 96.saatinde Kumarin’in farklı 
konsantrasyonlarda hücre morfolojileri üzerinde etkisi (10X). 
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124.8 µg/ml 62.4 µg/ml 

  
31.2 µg/ml 15.6 µg/ml 

  

7.8 µg/ml 3.9 µg/ml 

 

 

1.95 µg/ml 0.975 µg/ml 
 

Resim 10. Vero hücreleri üzerinde inkübasyonun 96.saatinde Nisin’in farklı 

konsantrasyonlarda hücre morfolojileri üzerinde etkisi (10X). 
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200 µg/ml 100 µg/ml 

  

50 µg/ml 25 µg/ml 

  

12.5 µg/ml 6.25 µg/ml 

 

 

3.125 µg/ml 1.562 µg/ml 
Resim 11. Vero hücreleri üzerinde inkübasyonun 96.saatinde Kapsaisin’in farklı 
konsantrasyonlarda hücre morfolojileri üzerinde etkisi (10X).  
 
 

 4.2. MTT Sonuçları 

 Kapsaisin, Nisin ve Kumarin’in Vero hücre hattında sitotoksisite testlerinin 

yapıldığı bu yöntemde deneyler 96 kuyucuklu düz tabanlı mikropleytler kullanılarak 
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gerçekleştirildi. Hücreler (1x106 hücre/ml konsantrasyonda) inoküle edildikten sonra 

karbondioksitli etüvde 37 C’de 8 saat inkübe edilerek hücrelerin metabolik 

fonksiyonlarını düzenlemelerine imkan sağlandı. Metabolik fonksiyonlarını 

düzenleyen hücrelerin kültür medyumu içerisine kültür medyumu ile dilüe edilen 

farklı konsantrasyonlardaki kimyasallar eklenerek 96 saat inkübasyona kaldırıldı. 

İnkübasyon sonunda spektrofotometre 570 nm dalga boyunda okutularak Kapsaisin, 

Nisin ve Kumarin’in non-toksik konsantrasyonları belirlendi (Şekil 3-6).  

 

Şekil 3. Mupirosin’in Vero hücre kültüründe non-toksik konsantrasyonunun 

belirlenmesi. 

 

Şekil 3’te Mupirosin’in Vero hücre kültüründe non-toksik konsantrasyonu ile 

ilgili test sonuçları görülmektedir. Şekil 3’ten de anlaşılacağı gibi 0.625 µg/ml 

düzeyinde ve daha düşük konsantrasyonlarda Mupirosin hücrelerde herhangi bir 

toksisite meydana getirmemiştir. Benzer şekilde Nisin, Kapsaisin ve Kumarin de Vero 

hücreleri üzerinde non-toksik konsantrasyonları belirlenmiş olup Nisin, Kapsaisin ve 

Kumarin’in non-toksik konsantrasyonları sırasıyla 15,6 µg/ml, ≤50 µg/ml, ve ≤0,65 

mg/ml olarak tespit edilmiştir (Şekil 4-6). 
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Şekil 4. Nisin’in Vero hücre kültüründe non-toksik konsantrasyonunun belirlenmesi. 

 

Şekil 5. Kapsaisin’in Vero hücre kültüründe non-toksik konsantrasyonunun belirlenmesi. 

 

Şekil 6. Kumarin’in Vero hücre kültüründe non-toksik konsantrasyonunun belirlenmesi. 
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4.3. Nisin, Kapsaisin, Kumarin’in Antibakteriyel Etkinliklerinin 

Değerlendirilmesi  

 

 

Şekil 7. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus'a karşı antibakteriyel etkinliği. 

P değerleri   

Kontrol&Nisin: p=0.037 Kontrol&Kapsaisin p=0.048 Kontrol&Kumarin p=0.046 
 

Antibakteriyel etkinlik çalışmalarında Nisin, Kapsaisin, Kumarin ve bu 

bileşiklerin farklı kombinasyonlarının S. aureus’a karşı etkinlikleri incelendi. Şekil 

7’de non-toksik konsantrasyonlar dahilinde Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus’ 

un üremesi üzerinde etkinliği kontrol grubuyla kıyaslı olarak verilmiştir. Deneylerde 

en güçlü antibakteriyel etkinlik sırasıyla Nisin, Kumarin ve Kapsaisin olarak tespit 

edilmiştir (Resim 12-16). Kontrol grubuyla kıyaslandığında her üç komponentin de 

istatistiksel olarak anlamlı derecede S. aureus’un üremesini inhibe ettiği tespit 

edilmiştir (Şekil 7). 
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Resim 12. Nisin’in S. aureus’a karşı 

antibakteriyel etkinliği. 1/100 dilüsyon 

Resim 13. Kapsaisin’in S. aureus’a karşı 

antibakteriyel etkinliği, 1/1000 dilüsyon 

  
Resim 14. Kumarin’in S. aureus’a karşı 

antibakteriyel etkinliği, 1/1000 dilüsyon 

Resim 15. Kontrol grubu, 1/1000 dilüsyon 

  

Resim 16. Mupirosin’in S. aureus’a karşı 

antibakteriyel etkinliği, 1/1000 dilüsyon 
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 Şekil 8. S. aureus'a karşı Nisin’in etkinliğinin Mupirosin ile kıyaslanması. 

P değerleri   

Mupirosin&Nisin: p=0.042 Mupirosin&Nisin artı Mupirosin p=0.046  
 

 Şekil 8,9,10’da Nisin, Kapsaisin ve Kumarin gruplarının Mupirosin grubuyla 

S.aureus’a karşı etkinliklerinin karşılaştırılması verilmiştir. 

Nisin’in etkinliğinin S. aureus’a karşı standart ilaç olarak seçilen Mupirosin ile 

kıyaslandığı deneylerde Nisin tedavi grubunda bakteri sayısının Mupirosin tedavi 

grubundaki bakteri sayılarından istatistiksel olarak anlamlı derecede daha düşük 

olduğu tespit edildi. S. aureus bakteri kantitasyonu dikkate alındığında Nisin’in 

Mupirosin ile kombine kullanımının tek başına Mupirosin’in S. aureus‘a etkinliğinden 

anlamlı derecede daha yüksek olduğu bulundu (Şekil 8; P=0.046).  
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Şekil 9. Kapsaisin’in S. aureus'a karşı Mupirosin ile etkinliğinin kıyaslanması. 

P değerleri   

Mupirosin&Kapsaisin: p=0.042 Kapsaisin&Kapsaisin artı Mupirosin: p=0.042  

 

Kapsaisin’in etkinliği Mupirosinle kıyaslandığında yalnız Kapsaisin’in 

etkinliğinin hem Mupirosin hem de Kapsaisin artı Mupirosin kombinasyonunun 

etkinliği ile kıyaslandığında çok düşük düzeyde kaldığı tespit edildi (Şekil 9; P=0.037). 

 

Şekil 10. Kumarin’in S. aureus'a karşı Mupirosin ile etkinliğinin kıyaslanması. 

P değerleri   
Mupirosin&Kumarin: p=0.042 Kumarin&Kumarin artı Mupirosin: p=0.042  

 

Kapsaisin tedavi grubunda olduğu gibi Kumarin’in S aureus’a karşı in-vitro 

etkinliğini araştırdığımız deneylerde tek başına Kumarin etkinliğinin Mupirosin ve 
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Kumarin artı Mupirosin etkinliğinden anlamlı derecede düşük olduğu tespit edildi 

(Şekil 10; P=0.042). 

 

Şekil 11. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus'a karşı Mupirosin ile kombine 
etkinliklerinin değerlendirilmesi 

P değerleri   

Mupirosin&Nisin artı 
Mupirosin: p=0.046 

Mupirosin&Kapsaisin artı 
Mupirosin: p=0.049 

Mupirosin&Kumarin artı 
Mupirosin: p=0.049 

 

Şekil 11 ve 12’de kombinasyon gruplarının Mupirosin grubuyla S.aureus’a 

karşı etkinliklerinin karşılaştırılması verilmiştir. 

Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in Mupirosin ile kombine edilerek ya da farklı 

kombinasyonlarının S. aureus’a karşı etkinliklerinin değerlendirilmesi de yapılmıştır. 

Şekil 11’de görüldüğü gibi Nisin artı Mupirosin, Kapsaisin artı Mupirosin ve Kumarin 

artı Mupirosin kombinasyonları Mupirosin’in etkinliği ile karşılaştırıldı. Her üç grup 

da istatistiksel olarak anlamlı derecede kombinasyonların daha yüksek düzeyde etkili 

olduğu saptanmış olup en güçlü kombine etkinlik sırasıyla Nisin artı Mupirosin, 

Kapsaisin artı Mupirosin ve Kumarin artı Mupirosin kombine tadavi gruplarında tespit 

edildi (Şekil 11). 
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Şekil 12. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus'a karşı Mupirosin ile kombine 
etkinliklerinin değerlendirilmesi. 
P Değerleri   

Mupirosin&Kapsaisin 
artı Kumarin artı 
Mupirosin: p=0.184 
 

Mupirosin&Nisin 
artı Kumarin artı 
Mupirosin : 
p=0.046 
 

Mupirosin&Kapsaisin 
artı Nisin artı 
Mupirosin: p=0.049 
 

Mupirosin&Nisin 
artı Kapsaisin artı 
Kumarin artı 
Mupirosin : 
p=0.046 

 

 

Şekil 12’de görüldüğü gibi kombinasyonlarda komponent sayısı üç ve dört 

olarak uygulandığında antibakteriyel etkinliğin de arttığı komponentlerin güçlü 

sinerjizm oluşturdukları tespit edildi.  Üçlü ya da dörtlü kombinasyonlarda etkinliğin 

ikili kombinasyonlara kıyasla Mupirosin’in etkinliğinden anlamlı derecede yüksek 

olduğu tespit edilmiştir (p<0.05). Deneylerde Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı 

Mupirosin kombinasyonun S. aureus’a karşı en potent etkiyi gösterdiği tespit 

edilmiştir (Şekil 12). 
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4.4. Nisin, Kapsaisin, Kumarin’in S.aureus’un Slime(Biyofilm) Üretme 

Özelliğine Etkisi

 

Şekil 13. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus'un slime oluşturma kapasitesi 
üzerindeki etkinliklerinin karşılaştırılması. 

P Değerleri  

Kontrol&Kumarin artı Nisin artı Mupirosin p<0.01 

Kontrol&Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı Mupirosin p<0.01 

Mupirosin&Kumarin artı Nisin artı Mupirosin  p<0.01 

Mupirosin&Kapsaisin artı Nisin artı Kumarin artı Mupirosin p<0.01 

 

Deneylerde Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus’un en önemli patojenite 

faktörlerinden biri olarak gösterilen slime üretme kapasitesi üzerindeki etkinlikleri de 

kontrol grubuyla ve Mupirosin ile karşılaştırıldı (Resim17-22). Şekil 13’te kontrol ve 

Mupirosin tedavi grubunda bakterilerde slime üretimi tüm denemelerde pozitif olarak 

tespit edilirken, Mupirosin’in Nisin, Kapsaisin ve Kumarin ile kombine kullanımları 

durumunda S. aureus kökenlerinde slime üretiminin anlamlı düzeyde azalmalar 

gösterdiği tespit edildi. Slime oluşumunu önleyen en iyi kombinasyon Kumarin artı 

Nisin artı Mupirosin kombinasyonu olup Kontrol grubu ve Mupirosin grubuna göre 

anlamlı derecede slime üretme kapasitesinde azalmalar olduğu bu azalmanın benzer 

şekilde Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı Mupirosin tedavi grubunda da görüldüğü 

tespit edildi. Bunun yanında diğer kombinasyonlarla tedavi gruplarında ise bakterinin 
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slime üretme kapasitesinde kontrol ve Mupirosin grubuyla kıyaslandığında bir azalma 

sözkonusu olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlamlı değildi (Şekil 13). 

  
Resim 17. Slime üretimi, Nisin grubu. Resim 18. Slime üretimi, Kapsaisin grubu. 

 
 

Resim 19. Slime üretimi, Kumarin grubu. Resim 20. Slime üretimi, kontrol grubu.  

 

 

Resim 21. Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin 
artı Mupirosin kombine tedavi grubunun 

slime üretimi üzerindeki etkisi. 

Resim 22. Kumarin artı Nisin artı Mupirosin 
kombine tedavi grubunun slime üretimi 

üzerindeki etkisi. 
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4.5. Nisin, Kapsaisin, Kumarin’in S.aureus’un Hücre Adezyon ve 

İnvazyonuna Etkisi 

 

Şekil 14. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in Vero hücrelerine adezyon sonuçlarının 

Mupirosin grubuyla kıyaslanması. 

P değerleri   

Mupirosin&Nisin: P=0.037 Mupirosin&Kapsaisin: P=0.537 Mupirosin&Kumarin: P=0.827 

 

Şekil 14’te Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in Vero hücreleri üzerinde hücre 

adezyonuna karşı etkinlikleri görülmektedir. Kapsaisin ve Kumarin’in etkinliği 

Mupirosin’in etkinliğinden istatiksel olarak anlamlı derecede farklı bulunmazken, 

Nisin’in etkinliği Mupirosin ile kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı düzeyde 

S.aureus’un hücre adezyonunu inhibe ettiği tespit edildi (Şekil 14). 
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Şekil 15. Nisin, Kapsaisin, Kumarin ve farklı kombinasyonlarının S. aureus'un hücre 
adezyonu üzerindeki etkilerinin Mupirosin ile kıyaslanması.  

P Değerleri  

Mupirosin&Kumarin artı Mupirosin p=0.827 

Mupirosin&Nisin artı Mupirosin p=0.049 

Mupirosin&Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı Mupirosin p=0.049 

Mupirosin&Kapsaisin artı Nisin artı Kumarin artı Mupirosin p=0.037 

Mupirosin &Kumarin artı Nisin artı Mupirosin p=0.046 

Mupirosin&Kapsaisin artı Kumarin artı Mupirosin p=0.658 

 

Kimyasal bileşikler Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in farklı kombinasyonlarının 

ve hem Mupirosin hem de kendi aralarındaki kombinasyonlarının S. aureus’un hücre 

adezyonu üzerindeki etkinlikleri şekil 15’te görülmektedir. Burada en güçlü aktivite 

Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı Mupirosin tedavi grubunda elde edilirken bunu 

Kumarin artı Nisin artı Mupirosin, Kapsaisin artı Nisin artı Mupirosin 

kombinasyonlarının takip ettiği gösterilmiştir. Ayrıca Nisin artı Mupirosin 

kombinasyonu S. aureus adezyonunu Mupirosine kıyasla anlamlı derecede inhibe 

ettiği gösterilmiştir (Şekil 15, p=0.049).  
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Şekil 16. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in Vero hücrelerine invazyon sonuçlarının 
Mupirosin ve kontrol grubuyla kıyaslanması. 

P değerleri   

Kontrol&Kumarin: p=0.083 Kontrol&Nisin: p=0.014 Kontrol&Kapsaisin:p=0.021 

Kontrol&Mupirosin: p=0.149 Mupirosin&Kumarin:p=0.468 Mupirosin&Nisin:p=0.014 

Mupirosin&Kapsaisin:p=0.021   

 

Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in, Mupirosin ve kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığı S. aureus’un hücrelere invazyon yeteneği üzerindeki etkinlikleri şekil 

16’ da verilmiştir. S. aureus’un invazyonunda en etkili molekülün Nisin ve Kumarin 

olduğu tespit edilirken Kapsaisin’in hücresel invazyonu etkilemediği tespit edildi. 

Nisin’in etkinliği Mupirosinden anlamlı derecede daha güçlü idi (p=0.014). 

Kumarin’in etkinliği ise Mupirosin’in etkinliğinden daha güçlü olmasına rağmen 

anlamlı derecede farklı değildi (Şekil 16).  
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Şekil 17. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin ve farklı kombinasyonlarının S. aureus'un 

hücre invazyonu üzerindeki etkinlikleri. 

P Değerleri  

Mupirosin&Nisin p=0.014 

Mupirosin&Kumarin artı Nisin artı Mupirosin p=0.021 

Mupirosin&Kapsaisin artı Nisin artı Mupirosin p=0.021 

Mupirosin&Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı Mupirosin p=0.020 

Mupirosin&Nisin artı Mupirosin p=0.021 

 

Şekil 17’de de Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in tek ve kombine etkinliklerinin 

standart ilaçla karşılaştırmalı olarak S. aureus’un hücre invazyonu üzerindeki 

etkinlikleri verilmiştir. Grafikten de anlaşılacağı üzere Nisin tedavi grubunda, Nisin 

artı Mupirosin, Kapsaisin artı Nisin artı Mupirosin, Kumarin artı Nisin artı Mupirosin 

ve Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı Mupirosin tedavi gruplarında hücresel 

invazyon inhibisyonu Mupirosin’in etkinliğinden istatiksel olarak anlamlı derecede 

daha güçlü olduğu saptandı (Şekil 17, P<0.05). 

  

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

B
ak

te
ri

 s
ay

ıs
ı 

(c
fu

/m
l)



 

64 

4.6. Real-Time PCR Sonuçları 

Fitokimyasallar (Nisin, Kapsaisin, Kumarin) ve standart ilaçla (Mupirosin) 

muamele edilen S. aureus bakterileri inkübasyon sonunda mecA, blaZ ve 16S rRNA 

genlerinin ekspresyon seviyelerinin belirlenebilmesi için RNA izolasyonu ve cDNA 

sentezi gerçekleştirildi. cDNA aşamasına geçmeden önce her grup hücreden izole 

edilen RNA konsantrasyonu optimize edildi ve jel elektroforezinde yürütülerek 

kontrolleri gerçekleştirildi (Resim 23). Yeterli konsantrasyonlarda RNA izolasyonu 

yapılan hücrelerde daha sonra cDNA sentezleri gerçekleştirildi. 

 

Resim 23. RNA izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi görüntüsü.  

 

RNA izolasyonu sonrası örneklerin saflık, konsantrasyon ve kalite bakımından 

cDNA dönüşümü için uygun olduğu tespit edildi. RT-qPCR reaksiyonu ile elde edilen 

Ct ve “melting curve” (erime eğrisi) grafikleri Resim 24-31’de verilmiştir. 
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Resim 24. Nisin’in Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafiği.  

 

 

  

Resim 25. Kumarin’in Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafiği.  
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Resim 26. Kapsaisin’in Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafiği.  

 

 

  

Resim 27. Mupirosin’in Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafiği.  
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Resim 28. mecA Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafiği.  

 

 

 

 

Resim 29. blaZ Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafiği.  
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Resim 30. 16S rRNA Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafiği.  

 

  

Resim 31. Pozitif kontrol. Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafiği.  
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Şekil 18. Kapsaisin, Nisin ve Kumarin’in mecA ve blaZ geni ekspresyon düzeyleri 
üzerindeki etkinlikleri. 

Deneylerde Kapsaisin, Nisin, Kumarin’in mecA ve blaZ direnç genleri 

ekspresyon seviyeleri üzerindeki etkinlikleri kontrol grubuyla kıyaslamalı olarak 

verildi. Şekilde de görüldüğü gibi Mupirosin bu iki gen ekspresyonu üzerinde oldukça 

yüksek etkinlik gösterdi. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin kontrol grubuyla 

kıyaslandığında bu iki gen ekspresyonunda ciddi azalma meydana getirdi. mecA gen 

ekspresyonu üzerinde Mupirosin’in etkinliğinden Kapsaisin’in etkinliği oldukça 

yüksek, Nisin’in etkinliği ise düşük bulunurken, Kumarin’in mecA geni üzerindeki 

etkinliği Mupirosin ile kıyaslandığında fark tespit edilmemiştir. Nisin, Kapsaisin ve 

Kumarin’in blaZ gen ekspresyonu seviyeleri üzerindeki etkinlikleri Mupirosin ile 

kıyaslandığında ise her üç kimyasal bileşiğin de bu genin ekspresyonunu inhibe ettiği 

ancak Mupirosin’in etkinliği kadar güçlü olmadığı tespit edildi (Şekil 18).   

 

4.7. Dokuların Histopatalojik Değerlendirilmesi 

Histopatalojik incelemeler sonucu yapılan değerlendirmelerde Nisin tedavi 

grubunda polimorf çekirdekli hücre infiltrasyonunun olmadığı, ödem ve yangı 

bulgularına rastlanmadığı tespit edilmiştir. Bu tedavi grubunda damarlanma ve 
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kollajen birikiminin oldukça yüksek olduğu, histopatolojik olarak iyileşmenin oldukça 

güçlü olduğu tespit edildi. Nisin tedavi grubunda olduğu gibi Kumarin artı Mupirosin 

ve Kapsaisin artı Mupirosin kombine tedavi gruplarında histopatolojik 

değerlendirmeler sonucunda yara iyileşmesinin oldukça başarılı olduğu tespit 

edilmiştir. Bu tedavi gruplarındaki hayvanların yaralarında ödem ve yangı bulgularına 

rastlanmazken, damarlaşma ve kollajen birikimi de oldukça belirgin olarak tespit 

edildi. Bu üç tedavi grubunda yer alan sıçanların yara dokuları tedavi sonunda sağlıklı 

hayvan dokusu gibi histopatolojik görünüme sahip olup tedavi başarısı oldukça yüksek 

olarak bulundu (Resim 32-34).  

Kapsaisin tedavi grubundaki hayvan dokularından hazırlanan preperatların 

histopatolojik değerlendirmeleri sonucunda yara dokusunda kollajen birikimi varlığı 

tespit edilirken dokuda ödem ve yangı hücrelerinin olması, damarlaşma ve kollajen 

birikiminin de düşük olarak tespit edilmesi yalnızca Kapsaisin tedavisi verilen grupta 

tedavi başarısı Nisin grubundaki kadar etkili olmadığı tespit edildi (Resim 35).  

Kumarin tedavi grubunda ise yara dokusunda damarlaşma, kollajen birikimi, 

düşük düzeyde tespit edilirken, ödem ve yangıya yol açan monosit hücre 

infiltrasyonunun olduğu, bununla birlikte bu dokularda yüksek düzeyde re-

epitelizasyonun saptanması tedavi başarısı şeklinde yorumlanabilir (Resim 36,37). 

Nisin artı Mupirosin tedai grubundan hazırlanan preparatların histopatolojik 

değerlendirmesinde ödem, mononükleer hücre infltrasyonu ve kollajen birikimi 

gözlenmiştir (Resim 38).    

Kapsaisin artı Nisin artı Mupirosin tedavi grubundan hazırlanan preperatların 

histopatolojik değerlendirmelerinde reepitelizasyon ve kollajen birikimi oldukça 

yüksek olarak bulunurken, mononükleer hücre infiltrasyonun varlığı da tespit 

edilmiştir (Resim 39). 

Kumarin artı Nisin artı Mupirosin tedavi grubunda damar oluşumu 

(damarlanma) ve yüksek kollajen birikimi varlığı yanında düşük düzeyde ödem ve 

yangı bulguları tespit edilmiştir. Bu tedavi grubunda reepitelizasyon bulgularına 

rastlanılmamıştır (Resim 40).  

Kapsaisin artı Kumarin artı Mupirosin tedavi grubunda reepitilizasyonun 

oldukça belirgin, kollajen liflerinin de saptanmasına rağmen, mononükleer hücre 

infiltrasyonu, ödem ve yangı tespit edilmiştir (Resim 41,42).  
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Mupirosin artı Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin dörtlü kombinasyon ile tedavi 

edilen fare dokularının histopatalojik değerlendirilmesinde yüksek epitelizasyon 

varlığı, kollajen birikimi tespit edilirken mononükleer hücre infiltrasyonun da 

varlığının devam ettiği saptanmıştır (Resim 43). 

Standart ilaç tedavi tedavi grubunda ise Mupirosin ile tedavi sonrası 

hayvanların dokularının hitopatolojik değerlendirmeleri sonucunda kanama ve 

mononükller hücre infiltrasyonu varlığı tespit edilirken, damar oluşumunun varlığı da 

gözlenmiştir (Resim 44,45). Mupirosin tedavi grubunda histopatolojik olarak iyileşme 

bulgularının diğer tedavi grupları ile kıyaslandığında yara iyileşmesinin daha başarılı 

olmadığı tespit edilmiştir.  

Kontrol grubundaki farelerin dokularında ise yüksek düzeyde mononükler 

hücre infiltrasyonu, kanama ve ödem varlığı tespit edilirken kollojen liflerinin varlığı 

da tespit edilmemiştir (Resim 46,47). 

 

 

 

Resim 32. Nisin tedavi grubu. Normal histolojik yapıda deri dokusu, 10×, H&E.  
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Resim 33. Kumarin artı Mupirosin tedavi grubu. Normal histolojik yapıda deri dokusu, 10×, 
H&E. 

 

 

Resim 34. Kapsaisin artı Mupirosin tedavi grubu. Normal histolojik yapıda deri dokusu, 10×, 

H&E. 
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Resim 35. Kapsaisin tedavi grubu. Kollajen birikimi (ok), ödem(yıldız), 10×, H&E. 

 

 

  

Resim 36. Kumarin tedavi grubu. Ödem 

(yıldızlar), mononükleer hücre 
infltrasyonu(oklar), 40×, H&E. 

Resim 37. Kumarin tedavi grubu. 

Reepitelizasyon(ok), 4×, H&E. 
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Resim 38. Nisin artı Mupirosin tedavi grubu. Ödem ve mononükleer hücre infiltrasyonu 

(yıldızlar), kollajen birikimi (oklar), 10×, H&E. 

 

 
Resim 39. Kapsaicin artı Nisin artı Mupirosin tedavi grubu. Reepitelizasyon(oklar), 

kollajen birikimi, mononükleer hücre infiltrasyonu (yıldızlar), 10×, H&E. 

 



 

75 

 
Resim 40. Kumarin artı Nisin artı Mupirosin tedavi grubu. Damarlaşma (yıldızlar) kolajen 

birikimi (oklar), 40×, H&E. 

 

  
Resim 41. Kapsaisin artı Kumarin artı Mupirosin 
tedavi grubu. Reepitelizasyon (ok), mononükleer 

hücre infiltrasyonu, ödem, yangı (yıldız), 4×, 
H&E. 

Resim 42. Kapsaisin artı Kumarin artı 
Mupirosin tedavi grubu. Reepitelizasyon 
(ok), mononükleer hücre infiltrasyonu, 

ödem, yangı (yıldız), 40×, H&E. 
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Resim 43. Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı Mupirosin tedavi grubu. Mononükleer 

hücre infltrasyonu (yıldız), reepitelizasyon(ok), 10×, H&E. 

 

  

Resim 44. Mupirosin tedavi grubu. 
Damarlaşma (yıldız), 10x, H&E. 

 

Resim 45. Mupirosin tedavi grubu. Kanama 
(yıldızlar), mononükleer hücre infiltrasyonu 
(oklar), 40x, H&E. 

  



 

77 

  

Resim 46. Kontrol grubu. Kanama (oklar), 
ödem(yıldızlar), 40×, H&E. 

Resim 47. Kontrol grubu. Damarlaşma 
(yıldızlar) 10×, H&E.  
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5. TARTIŞMA 

 

Staphylococcus aureus enfeksiyonlarına dünyanın tüm ülkelerinde sık 

rastlanılan ciddi morbidite ve mortalite etkenlerinden biridir. Bu patojen basit yüzeyel 

cilt enfeksiyonlarından orta veya şiddetli yara/cilt enfeksiyonlarına, mortal seyirli 

pnömoni ve sepsise kadar çok çeşitli hastalıklara yol açabilmektedir. S. aureus 

enfeksiyonlarının tedavisi antibiyotik direnci nedeniyle komplike olup enfeksiyonlara 

karşı etkin bir aşısı mevcut değildir. S. aureus'un ürettiği çok sayıda toksin ve diğer 

virülans faktörleri sebebiyle konakta ciddi tahribatlara yol aç abilirken, ilaç direnci de 

tedavide zorlukların en önemli sebeplerindendir (194).  

Staphylococcus aureus her yıl dünya çapında komplike ya da komplike 

olmayan milyonlarca cilt enfeksiyonuna, şiddetli ve invaziv enfeksiyonlara yol açan 

yaygın bakteriyel patojenlerden biridir (195). Pnömoni ve diğer solunum yolu 

enfeksiyonları, cerrahi alan, protez eklem ve kardiyovasküler enfeksiyonların yanı sıra 

hastane bakteriyemisinde önde gelen etkenlerden biridir (196). S. aureus 

bakteriyemisinin yılda 20- 50 vaka/100.000 arasında değişen bir insidans oranına sahip 

olduğu ve bu hastaların %10-30'unun enfeksiyon sebebiyle kaybedildiği bildirilmiştir 

(197).  Amerika’da yapılan bir çalışmada da S. aureus bakteriyemisine bağlı yıllık 

ölüm sayısının 20.000 olduğu bildirilmiştir (198). S. aureus bakteriyemisi sebebiyle 

kaybedilen insan sayısının AIDS, tüberküloz ve viral hepatitlerin toplamından daha 

yüksek ölüme yol açtığı oldukça çarpıcı olup S. aureus infeksiyonlarının önemini 

ortaya koymaktadır (197). Fronkül, apseler ve yara enfeksiyonları dahil olmak üzere 

orta derecede şiddetli cilt enfeksiyonları gibi diğer S. aureus enfeksiyonları genellikle 

yaşamı tehdit etmeyen önemli morbidite sebebi olarak seyredebileceği gibi derin doku 

enfeksiyonlarına ve bakteriyemiye de evrilmesi bakımında oldukça önemlidir (199). 

Ayrıca, S. aureus atopik dermatit gelişimi ile de ilişkili önemli patojenler arasında yer 

almaktadır (200). 
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S. aureus enfeksiyonlarında izolatlarda sıklıkla görülen antibiyotik direnci 

nedeniyle ciddi sorunlar yaşanmaktadır, bunların arasında klinik olarak en önemlisi 

MRSA (metisiline dirençli S. aureus)’ dır (201). Metisiline duyarlı S. aureus'un 

(MSSA) neden olduğu enfeksiyonlara kıyasla MRSA enfeksiyonlarında mortalite, 

morbidite ve hastanede kalış süresi artmaktadır (202). Klinik izolatlar arasındaki 

metisilin direnci oranları, İskandinav ülkelerindeki gibi tek haneli oranlardan, ABD ve 

Çin'deki gibi %50'nin üzerine kadar, ülkeden ülkeye büyük farklılıklar göstermektedir 

(203). Hastaneye bağlı MRSA enfeksiyonları ABD, Avrupa, Çin ve diğer birçok 

ülkede muhtemelen artan hijyen ve sürveyans önlemleri sebebiyle azalış gösterirken 

(204), Afrika gibi az gelişmiş ülkelerde hala yüksek trendi göstermektedir (205).  

Ayrıca, Amerika gibi gelişmiş bir ülkede bile MRSA'nın neden olduğu ölüm oranı 

herhangi bir antibiyotiğe dirençli patojen için en yüksek olmaya devam etmektedir. 

CDC verilerine göre Amerika’da her yıl yaklaşık 20.000 dolayında MRSA sebepli 

ölüm bildirilmiştir (198). Bunun yanında metisiline duyarlı S. aureus (MSSA) 

suşlarının klinik önemi giderek daha fazla bilinmektedir. MSSA suşlarının mortal 

enfeksiyonlara neden olan yüksek virülansa sahip mikroorganizmalar olabileceği 

çeşitli çalışmalarda bildirilmiştir (206). MSSA enfeksiyonları MRSA enfeksiyonları 

kadar yakından izlenmemekte olup son yıllarda MRSA’ya karşı koruyucu tedbirlerin 

uygulanması MSSA enfeksiyonlarında benzer bir azalmaya neden olmamıştır (207). 

S. aureus'ta diğer antibiyotiklere karşı direnç de yaygındır. Örneğin beta-

laktamaza duyarlı betalaktam antibiyotiklere (penisilin ve türevleri) direnç S. aureus'ta 

hemen hemen dünyanın her yerinde görülmektedir (208). Ayrıca S. aureus hemen 

hemen tüm mevcut antibiyotiklere karşı direnç gösterebilmektedir. Vankomisine 

direnç son yıllarda rastlanılır olsa da, vankomisin MRSA enfeksiyonları için son çare 

antibiyotik olmaya devam etmektedir (209). Bununla birlikte, vankomisine orta 

düzeyde dirençli S. aureus kökenlerine de rastlanmaktadır (210).  

Spesifik antibiyotik direncine ek olarak stafilokoklarda biyofilm oluşumu ile 

spesifik olmayan antibiyotik direnci birçok S. aureus enfeksiyonunda rol 

oynamaktadır (194). Bunlara protez eklem ve diğer tüm kalıcı tıbbi cihazla ilişkili 

enfeksiyonlar, endokardit, osteomiyelit, konjonktivit ve diğerleri dahildir. Son olarak 

mastit sığırlarda süt ve et endüstrileri için büyük bir problem oluşturan S. aureus aracılı 

biyofilm ile ilişkili bir enfeksiyondur (211). S. aureus çok sayıda toksin üretimi 
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gerçekleştirmekte olup birçok bakteriyel patojenden daha virülandır. Bu virülans 

faktörleri arasında çok sayıda toksinleri, bakteriyi immun sistemden koruyan faktörler 

ve enfeksiyon sırasında konak hücre kolonizasyonunu sağlayan çok çeşitli protein ve 

protein dışı faktörlerdir. S. aureus 19. yüzyılın sonunda önemli bir patojen olarak ilk 

kez kabul edildiğinden beri S. aureus virulansına büyük bir ilgi olsa da son yıllarda 

S.aureus virülans mekanizmalarına yönelik çalışmalar artarak sürmektedir. 

S. aureus enfeksiyonlarının çoğu genellikle asemptomatik kolonizasyondan 

kaynaklanır veya daha nadiren özellikle hastane ortamında, enfekte olmuş eşyalardan 

veya diğer bireylerden bulaşmaktadır (212).  Çalışmalarda farklı vücut bölgelerinin 

kolonizasyonuyla invaziv enfeksiyonlar arasındaki ilişki olduğu bildirilmiştir (213). 

Burun S. aureus’un ana kolonizasyon bölgesi olarak kabul edilse de S. aureus 

bağırsağa ek olarak birçok deri bölgesini de kolonize edebilmektedir. Popülasyonun 

yaklaşık %10-30’unda kalıcı kolonizasyon meydana geldiği bildirilmiştir. Genellikle 

farklı vücut bölgelerinin birlikte kolonizasyonu görülmektedir. Bunun sebebi olarak 

dokunma, burun karıştırma gibi davranışlarla ilişkili olabileceği düşünülmektedir 

(214). 

Staphylococcus aureus bakteriyel enfeksiyonların en önemli sebeplerinden biri 

olup özellikle çoklu ilaca dirençli (MDR) S. aureus'un yayılması dünya çapında ciddi 

bir klinik sorun ve önemli bir tehdit olmuştur (10). Dünya Sağlık Örgütü'nün yeni 

antibiyotik geliştirme öncelik listesinde olan ilaca dirençli S aureus; gram pozitif 

bakterilerde en üst sırada yer almaktadır (215) Bu nedenle sorunu çözmek ve yeni 

antistafilokok ajanları geliştirmek için acil ancak karşılanmamış bir ihtiyaç olduğu 

bildirilmektedir (216). 

Bakterilerde antibiyotik direnci küresel bir halk sağlığı problemidir. Pazara 

sunulan yeni antibiyotik tiplerinin sınırlamaları dikkate alındığında bakteriyel 

enfeksiyonlarla savaşmanın yeni antibiyotiklerden bağımsız yollarını keşfetmek 

vazgeçilmez bir gerekliliktir. Doğal bileşiklerin antibakteriyel özelliklerine 

farmakolojik bilimlerde ilgi giderek artmaktadır (217).  

Penisilin gibi güçlü antibiyotiklerin yanı sıra diğer antimikrobiyal maddelerin 

büyük çoğunluğu canlı organizmalar tarafından üretilen doğal bileşiklerdir (218). 

Bitkiler patojenlerle veya enfeksiyonlarla mücadele etmek, kendilerini korumak ve 

otçul avcılara karşı korunmak için birçok kimyasal molekül geliştirmişlerdir (218).  
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 Bakteriler antimikrobiyal ajanlara karşı kendilerini korumak için farklı direnç 

mekanizmaları geliştirmiş bu durum antibiyotiklere dirençli kökenlerin/varyantların 

ortaya çıkmasına yol açmıştır (218). Moleküler yıkım veya modifikasyon yoluyla 

antibiyotikleri inaktive eden enzimlerin üretilmesinin yanında, bakterilerin olağanüstü 

genom değişkenliği antimikrobiyallere karşı direncin temelini oluşturmaktadır (219). 

Bu durum direnç gelişiminin iki ana ilkesini oluşturur: Birincisi, antibiyotiğin 

aktivitesini etkileyen mutasyonun gerçeklemesiyle; antibiyotik molekülüne afinite 

azalması, ilaç alımının azalması, ilaç akışı artmasıyla veya farklı metabolik yollar ile 

gerçekleşebilir (219).  

İkinci olarak, plazmitler, bakteriyofajlar, transpozonlar ve “patojenite adaları” 

gibi büyük genom parçaları da dahil olmak üzere genetik elementlerin transferi yoluyla 

gerçekleşebilir (219, 220). Bu olay aynı veya farklı bakteriyel türler arasında meydana 

gelebilir (220). Bu nedenle “ana hücreden yavru hücreye” direnç aktarımı dikey 

transfer yoluyla, bakteriler arasında transformasyon, transdüksiyon veya konjugasyon 

aracılığıyla yatay gen transferi ile gerçekleşebilmektedir. Ayrıca, direnç genleri 

kommensal, fakültatif ve zorunlu patojen bakteriler arasında aktarılabilmektedir (221). 

İlk antibiyotiğin keşfinden bugüne kadar çok sayıda antibiyotik madde keşfedilmiştir. 

Ancak insanlığın günümüzde bakteriyel enfeksiyonlarla başarılı bir şekilde savaşmak 

için hala güçlü antimikrobiyal silahlardan yoksun olduğu söylenebilir (218).  Çok ilaca 

dirençli suşlar genellikle rasyonel olmayan antibiyotik kullanımı sebebiyle artış 

gösterdiğinden yeni antibiyotiklerden bağımsız yollar bulmak giderek daha zor hale 

gelmektedir (222). Günümüzde kullanılan antibiyotiklerin çoğu 1980'lerde veya çok 

daha önceki yıllarda keşfedilmiştir (223). Özellikle immunsuprese konaklarda çoklu 

ilaç dirençli bakteriler ciddi mortalite sebebi olmalarına rağmen yeni antibiyotik 

sınıflarının uygulanması, ilaç şirketleri için finansal olarak riskli ve daha az kazançlı 

bir yatırım haline geldiği için yakın gelecekte yeni antibiyotik sınıflarının uygulanması 

zor görünmektedir (219).  

Dünya Sağlık Örgütü orijinal yeni tip antibiyotiklerin üretilmeleri yerine, 

mevcut antibiyotik tiplerinin iyileştirilmesine odaklanılarak yeni ilaç geliştirme 

çalışmalarına yoğunlaşıldığını ve bu konudaki endişelerini bildirmektedir (224). İlaç 

endüstrisinin izlediği bu yaklaşım, şirketler ve yatırımcılar açısından daha güvenli bir 

yatırım olsa da çapraz direnç gelişebilmesi kolay olduğundan yeni geliştirilen 
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antibiyotiğe bakterilerin daha hızlı adaptasyonu kaçınılmaz olacaktır (224). Bu sebeple 

son yıllarda özellikle bakteriyel enfeksiyonlarla mücadele için yeni ve uygun maliyetli 

yollar bulmaya büyük önem verilmektedir. Bu yolların başında ise doğal bileşikleri tek 

başına veya halihazırda kurulmuş antibiyotiklerle sinerji içinde antimikrobiyal 

özellikleri açısından araştırmak gelmektedir (225). 

Kapsaisin, Capsicum cinsi bitkilerin meyvelerinde değişen konsantrasyonlarda 

üretilen bir alkaloiddir. Acı biberler de dahil olmak üzere hemen hemen tüm biberlerin 

keskinliğinden sorumlu Kapsaisin, laktik asit bakterileri tarafından üretilen doğal bir 

antimikrobiyal peptit olan Nisin ve sekonder bir bitkisel metabolit olan Kumarin 

zengin farmakolojik özelliklerinden dolayı üzerinde yoğun çalışmaların yapıldığı 

kimyasal bileşiklerdir.  

Kapsaisin türevlerinin aşırı acı ve yakıcı tadı bitkileri otçullardan 

korumaktadır. Dünyada gastronomilerde baharat olarak kullanımıyla popülerdir. 

Bunun yanında, Kapsaisin tıpta topikal ağrı kesici, yağ yakma ve kardiyoprotektif 

özellikleri sebebiyle faydalanılmaktadır (226). Acı biberlerin esas komponentleri 

arasında Kapsaisinoid, dihidrokapsaisin ve nordihidrokapsaisin yer almaktadır (227), 

Kapsaisin biber tiplerine göre değişmekle birlikte meyvenin toplam kütlesinin %1'i 

düzeyine kadar bulunabilmektedir ve tohum yakınındaki plasentanın epidermis 

hücrelerinde sentezlenir ve plasenta yüzeyinde "kabarcık" birikmektedir (226). 

Molekül TRPV1 (geçici reseptör potansiyeli vanilloid iyon kanalı reseptörü 1)’in 

güçlü bir agonisti gibi davranır ve kendine özgü acı, yakıcı tadı sağlamaktadır.  

Çoklu farmakolojik ve fizyolojik özellikleri ağrı kesici, antikanserojen etkisi, 

faydalı kardiyovasküler ve gastrointestinal etkileri (228) yanı sıra Kapsaisin, 

antimikrobiyal ve anti-virülans aktivitesi nedeniyle son zamanlarda büyük ilgi 

görmüştür. Helicobacter pylori ve Pseudomonas aeruginosa'ya (229) karşı 

bakterisidal bir etki tarif edilmişken, Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus 

ve  Porphyromonas karşı anti-virülans aktivitesinin olduğu bildirilmiştir (163).  

 Kumarinler biyolojik aktiviteleri ikame modellerine göre değişen sekonder 

bitki metabolitidir. Kumarinlerin antiplatelet agregasyon etkisi sergilediği (230), anti-

inflamatuar (231) ve güçlü anti-tümöral etkili olduğunu göstren çalışmalar mevcuttur 

(232). Kumarinlerin çeşitli patojenik bakterilere karşı antimikrobiyal, anti-kuorum 

sensing ve anti-biyofilm özelliklerinin olduğu bildirilmiştir. Bir çalışmada Salmonella 



 

83 

typhimurium’un biyofilm oluşumundan sorumlu genleri csgD, csgA ve adrA'nın 

ekspresyon seviyelerini azalttığı bildirilmiştir. Bunun yanında mikroorganizmanın 

hareket yeteneğini inhibe ettiği de gösterilmiştir (233). Bu nedenle yeni antibiyotikler 

acil bir ihtiyaçtır. Kumarin, bitki kaynaklı doğal bir üründür ve benzopiron yapısı, 

türevlerinin, zayıf bağ etkileşimleri yoluyla organizmalardaki çeşitli enzimler ve 

reseptörlerle kolayca etkileşime girmesini sağlar (234). Bu nedenle Kumarin türevleri, 

antiinflamatuar (235), antikanser (236), anti-Alzheimer (237), antimikobakteriyel 

(238), antifungal (239), antimalaryal (240), antiviral (241), antikoagülan (242) ve 

antibakteriyel aktiviteler (243) gibi çeşitli farmakolojik özelliklere sahiptir.   

 Bir çalışmada Kumarin türevlerinin antibakteriyel aktivitesinin, esas olarak 

bakterilerdeki DNA giraz B alt birimine bağlanma ve ATPaz aktivitesini bloke ederek 

DNA'nın supercoiling pozisyonunu inhibe etme yeteneklerinden kaynaklandığını 

gösterilmiştir (244). Birden fazla etki mekanizmasına sahip tek bir molekül oluşturmak 

için iki veya daha fazla farmakofor tarafından oluşturulan hibrit moleküller tıbbi 

kimyada şimdiden sıcak bir konu haline gelmiştir. Birden fazla etki mekanizmasına 

sahip tek bir molekül oluşturmak için iki veya daha fazla mevcut farmakofor tarafından 

oluşturulan hibrit moleküller son zamanlarda oldukça üzerinde durulan konular 

arasındadır. 

 Hibrit moleküllerin farmakoforları, çeşitli farklı hedefler üzerinde etki 

gösterebilir veya oluşan yan etkileri dengeleyebilir; bu nedenle hibrit moleküller, 

biyolojik spektrumunu genişletme, etkinliği iyileştirme, ilaç direncini kırma ve yan 

etkileri azaltma potansiyeline sahiptir (245). Kumarin’in diğer antibakteriyel 

farmakoforlarla hibridizasyonu yeni antibiyotikler için umut vericidir. Ayrıca, 

kumarimisin A1, klorobiyosin ve novobiyosin gibi Kumarin içeren birkaç hibrit, çeşitli 

bakteriyel enfeksiyonların tedavisi için klinikte zaten kullanılmaktadır (246), bu da 

Kumarin içeren hibritlerin yeni antibiyotiklerin geliştirilmesinde yararlı olabileceğini 

göstermektedir.  

 Nisin Lactococcus lactis tarafından üretilen, elektrostatik etkileşimlerle bakteri 

hücre yüzeyine bağlanarak antimikrobiyal aktivite gösteren katyonik ve amfifilik bir 

bakteriyosindir. Bu bakteriyosin, gıda endüstrisinde güvenli ve doğal bir koruyucu 

olarak kullanılmıştır (247). Nisin, Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes 

gibi gram pozitif bakterilere ve Clostridum spp, Bacillus spp. endosporlarına karşı 
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geniş inhibitör etkisi nedeniyle büyük ilgi görmüştür (247). Nisin, süt ürünleri, 

işlenmiş peynir ve konserve gıdalar dahil olmak üzere doğal bir gıda koruyucusu 

olarak çok sayıda uygulamaya sahiptir, bu nedenle birçok ülkede raf ömrü uzatıcı 

olarak kullanılmaktadır. Ayrıca antimikrobyal peptit olan Nisin’in termal stabilite, 

sindirim proteazlarına duyarlılık, toksisite olmaması ve gıda aromalarında istenmeyen 

değişikliklere neden olmaması diğer pozitif özelliklerindir (248). Bununla birlikte, 

gıda matriksinin bileşenleri ile istenmeyen etkileşimle ilgili bazı sınırlamalar Nisin ve 

diğer antimikrobiyal peptitlerin kullanımını kısıtlamaktadır (249). 

Antimikrobiyal peptitler de dahil olmak üzere, çeşitli umut verici antibiyofilm 

ajanları yıllar boyunca incelenmiştir. Nisin, laktik asit bakterileri tarafından üretilen 

doğal bir antimikrobiyal peptittir ve şimdiye kadar en çok çalışılan bakteriyosinlerden 

biridir (250). Nisin, biyofilmlere hızla nüfus edebilir ve membran hücrelerinde 

gözenek oluşturabilir (251). Kateterlerde, yaralarda ve yiyeceklerde bulunan gram 

pozitif organizmaların tek cins biyofilmlerine karşı etkili olduğu kanıtlanmıştır (252). 

Benzer şekilde, Nisin, kök kanal enfeksiyonlarında (253) yer alanlar dahil olmak üzere 

oral patojenlere  (250) karşı umut verici sonuçlar göstermiştir. Aslında, Nisin’in 

yüksek saflıktaki formunun (>%95 saflık), çok türlü oral biyofilmlere karşı düşük 

içerikli Nisinden (%2.5 saflık) daha güçlü olduğu bulunmuştur (172). Yüksek saflıkta 

Nisin, insan hücrelerine düşük seviyelerde sitotoksisite ile antibiyofilm aktivitesi 

sunduğundan, ağız hastalıklarını önlemek veya tedavi etmek için potansiyel bir 

terapötik ajan olarak kabul edilmiştir (172). Endodontik biyofilmleri yok etmek için 

yeni stratejilere ihtiyaç vardır. Bu nedenle, yüksek saflıkta Nisin’in tekli ve D-amino 

asitler ve klorheksidin ile kombinasyonu halinde “endodontik biyofilmler üzerinde 

etkinliğinin araştırıldığı bir çalışmada Nisin artı klorhekzidin kombinasyonu ile 

oldukça etkili sonuçlar alındığı bildirilmiştir (254). Bir çalışmada karvacrol, timol ve 

Nisin’in Staphylococcus aureus'a karşı birleşik etkisini araştırılmış, Karvakrol artı 

Timol artı Nisin kombinasyonlarının mikroorganizmanın MİK değerinde anlamlı 

azalışlar meydana getirdiği saptanmıştır (255). 

Çalışmamızda Nisin’in etkinliği Mupirosin’in etkinliğinden istatiksel olarak 

anlamlı derecede yüksek bulunmuş, yara iyileşmesi hazırlanan histopatolojik 

değerlendirmelerle de belirgin tespit edilmiştir. Ayrıca, Nisin’in Mupirosinle kombine 

kullanıldığı tedavi gruplarında in-vitro testlerde oldukça güçlü sinerjistik aktivite tespit 
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edilmiş, kombine kullanımda Nisin’in Mupirosin’in etkinliğini istatiksel olarak 

anlamlı düzeyde arttırdığı saptanmıştır (p=0.046). Kapsaisin’in etkinliği kontrol 

grubuyla kıyaslandığında bakteri sayısında anlamlı derecede azalma tespit edilirken, 

Kapsaisin artı Mupirosin kombine tedavi grubunda antibakteriyel etkinliğin yalnız 

Mupirosin’in etkinliğinden daha güçlü olduğu tespit edilmiştir (p<0.042). Kumarin’in 

S. aureus’a karşı etkinliğinin de Kapsaisin’in etkinliğine benzer olduğu bulunmuştur. 

Kumarin kontrol grubuyla kıyaslandığnda S. aureus sayısında anlamlı azalma 

meydana getirirken, tekli Kumarin’in etkinliğinin Mupirosin’in etkinliğinden daha 

güçlü olmadığı ancak, Mupirosin artı Kumarin tedavi grubunda Mupirosin 

etkinliğinden daha güçlü bir antibakteriyel etkinlik oluştuğu tespit edilmiştir. 

Deneylerde Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in non-toksik konsantrasyonlarda S.aureus’a 

karşı belirgin bir aktivite sergilediği, bu bileşiklerin Mupirosinle birlikte 

kullanıldığında Mupirosin’in etkinliğinden daha güçlü antibakteriyel etkinlik 

sergilediği tespit edilmiştir. 

Çalışmamızda kimyasal bileşiklerin ikili, üçlü ve dörtlü kombinasyonlarının 

S.aureus’a karşı etkinliklerinin araştırıldığı deneylerde Nisin, Kapsaisin ve 

Kumarin’in Mupirosin ile ayrı kombinasyonlarında tekli Mupirosin’in etkinliğinden 

anlamlı derecede güçlü sinerjistik aktivite gösterdikleri tespit edilmiştir (p<0.05) 

Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in Mupirosin ile kombine olarak kullanıldığı 

tedavi grubunun bakteri üremesini en yüksek düzeyde inhibe eden grup olduğu 

saptanmıştır. Bu dörtlü kombinasyonun S. aureus üzerinde diğer kombinasyonlardan 

daha etkili olduğu saptanmıştır. İkili, üçlü ve dörtlü kombinasyonlarda etkinliğin 

artmasını doğal bileşiklerin ve Mupirosin’in bakteri hücresi tarafından daha kolay 

hücre içine alınmasını tetiklediğini düşünmekteyiz.  

S. aureus'un konak hücrede enfeksiyon oluşturması ve/veya konak 

immunitesinden korunmasında en önemli mekanizmalardan birisi mikroorganizmanın 

biyofilm oluşturmasıdır (219). Stafilokoklar kalıcı tıbbi cihazların abiyotik materyali 

üzerinde vücuttaki yabancı cisimlerde biyofilm tabakası oluşturmasıyla 

karekteristiktir. Biyofilm oluşumu üç ana aşamada gelişir: Adezyon, 

olgunlaşma/çoğalma ve ayrılma. Adezyon yüzey proteinleri yoluyla insan matriks 

proteinlerine gerçekleşir (256). İkinci aşamada, hücreleri birbirine bağlayan ve 

S.aureus'ta PIA/PNAG ekzopolisakkarit (88), ekstrasellüler DNA (257), teikoik asitler  
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(258) ve genellikle amiloid oluşturan- SasG gibi proteinlerden oluşan bir biyofilm 

matriksi üretilir (259). Biyofilmler, PSM'lerin sürfaktan aktivitesi ve proteazlar gibi 

parçalayıcı ekzoenzimler tarafından oluşturulan kanallarla ayrı bir üç boyutlu yapıya 

sahiptir (260). Hücre kümelerinin biyofilmden ayrılması, bu biyofilm yapılandırıcı 

faktörlerin yoğun aktivitesi ile gerçekleşir. Enfeksiyon sırasında biyofilm oluşumunun 

ana rolü bakterileri fagosit saldırılarından korumaktır (261).  

Dolayısıyla S. aureus’un en önemli virülans faktörlerinden biri olan biyofilm 

üretme potansiyelidir. Deneylerde Nisin artı Kumarin artı Mupirosin kombine tedavi 

grubunda biyofilm üretimi en düşük düzeyde olduğu tespit edilmiştir. Slime(Biyofilm) 

üretme potansiyeli üzerindeki en güçlü inhibitör etkinlik bu kombinasyonda tespit 

edilirken, slime üretiminin hem kontrol grubundan hem de Mupirosin tedavi 

grubundan anlamlı derecede düşük bulundu. Kapsaisin’in S. aureus’un slime 

oluşturma kapasitesi üzerindeki çalışmalarda tek başına Kapsaisin’in slime üretimi 

üzerinde anlamlı bir azalmaya yol açmazken, özellikle dörtlü kombinasyon tedavi 

grubu (Kapsaisin artı Nisin artı Kumarin artı Mupirosin)’nda bakterinin slime üretimi 

kapasitesini yaklaşık %80 nispetinde azalttığı tespit edilmiştir (P<0.01, Şekil 13).  

Bakterilerin hücre yüzeyine adezyonu konak hücre kolonizasyonu için son 

derece önemlidir. Bakterilerin konak hücreye tutunmasının inhibisyonu önemli bir 

basamak olarak değerlendirilmektedir. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in Vero 

hücrelerine adezyonunun araştırıldığı deneylerde Kumarin ve Kapsaisin’in hücre 

adezyonu üzerindeki etkinliği Mupirosin’in etkinliğinden düşük olsa da anlamlı bir 

fark tespit edilmemiştir (P>0.05). Fakat Nisin’in etkinliğinin Mupirosin’in 

etkinliğinden anlamlı ölçüde daha yüksek olduğu saptanmıştır (P=0.037).  

Kimyasal bileşiklerin hücre adezyonu üzerindeki etkinlikleri Kumarin artı 

Mupirosin, Kapsaisin artı Mupirosin ve Kapsaisin artı Kumarin artı Mupirosin 

gruplarında kontrol grubundan anlamlı derecede yüksek bulunurken, Mupirosin 

etkinliği ile kıyaslandığında anlamlı fark bulunamamıştır. Bunlar dışında dörtlü 

kombinasyonun etkinliği, Kumarin artı Nisin artı Mupirosin’in etkinliği, Kapsaisin artı 

Nisin artı Mupirosin ve Nisin artı Mupirosin’in etkinlikleri Mupirosin’in tekli etkinliği 

ile kıyaslandığında Mupirosin’inkinden anlamlı ölçüde daha yüksek bulunmuştur. 

Deneylerde S. aureus’un konak hücre adezyonu üzerindeki etkinliğinin Nisinden 

kaynaklandığı anlaşılmaktadır. Çalışmamızda Nisin bakteriyel adezyonun 
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inhibisyonunda güçlü bir etkinlik sergilemiştir. Bunun yanında Kapsaisin ve 

Kumarin’in Mupirosin ile kombinasyonları hücre adezyonunda etkin bulunmazken bu 

kombinasyonlara Nisin’in eklenmesi durumunda inhibisyonun arttığı tespit edilmiştir.  

Kapsaisin’in S. aureus’un Vero hücrelerine adezyonu üzerinde etkinliğini 

araştırdığımız kombine tedavi gruplarında Kapsaisin artı Mupirosin tedavi grubunda 

Mupirosin’in etkinliği ile kıyaslandığında anlamlı bir etkinlik tespit edilmese de, 

Kapsaisin artı Nisin artı Mupirosin tedavi grubu bakterilerin hücre adezyonunda 

anlamlı derecede inhibisyon tespit edilmiştir. Benzer şekilde Kapsaisin artı Kumarin 

artı Nisin artı Mupirosin kombine tedavi grubu hücre adezyonunun en etkili şekilde 

inhibe edildiği grup olarak tespit edilmiştir. Bu da güçlü bir sinerjistik etkinliğin varlığı 

olarak değerlendirilmiştir.   

Mikroorganizmanın konak hücreye adezyon yapması/tutunması doku hasarı 

için yeterli olmamaktadır. Konak hücreye adezyon yapan mikroorganizmanın konakta 

enfeksiyon oluşturabilmesi için hücre, doku ve organlara invaziv etki (yayılım) 

göstermesi gerekmektedir. Patojenin invazyonun engellenmesi de enfeksiyonun 

önlenebilmesi için bir diğer kritik basamaktır. Deneylerde Nisin’in hücre invazyonu 

Mupirosin ile kıyaslandığında Nisin’in anti-invazif etkinliğinin Mupirosinden 

istatiksel olarak anlamlı düzeyde daha yüksek olduğu tespit edilmiştir (P<0.05), 

Kumarin’in etkinliği Mupirosin’in etkinliğinden güçlü olsa da bu iki grup arasında 

anlamlı derecede fark bulunmamıştır. Kapsaisin’in etkinliği ise Mupirosin’in 

etkinliğinden ve kontrol grubundan anlamlı düzeyde düşük olarak saptanmıştır . 

Kapsaisin’in S. aureus’un konak hücre invazyonu üzerinde etkinliğinin olmadığı tespit 

edilmiştir.   

Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus’un hücre invazyonu üzerindeki 

etkinliklerinin araştırıldığı deneylerde Mupirosin ile ikili ve üçlü kombinasyonların 

tümünde istatiksel olarak anlamlı derecede daha yüksek etkinlik tespit edilmiştir 

(P<0.05). Hücre invazyonunun inhibisyonunda en dikkat çekici etkinlik dörtlü 

kombinasyonla elde edilmiştir. Bunu sırasıyla, Kumarin artı Nisin artı Mupirosin 

tedavi grubu, Kapsaisin artı Nisin artı Mupirosin tedavi grubu ve Nisin artı Mupirosin 

tedavi gruplarının takip ettiği tespit edilmiştir ki, bununla mikroorganizmanın hücre 

invazyonu üzerinde en etkili bileşiğin Nisin olduğu anlaşılmaktadır (Şekil 16,17). 
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Kapsaisin’in bakterinin hücre invazyonuna karşı en güçlü tedavi grubunun 

hücre adezyonunda olduğu gibi dörtlü kombinasyon (Kapsaisin artı Nisin artı Kumarin 

artı Mupirosin kombinasyonu) olduğu tespit edilmiştir (P=0.037). Bununla birlikte 

Kapsaisin artı Nisin artı Mupirosin kombine tedavi grubunda da benzer şekilde 

bakterinin invazyon yeteneğinde anlamlı bir azalma tespit edilmiştir (P=0.020). 

Betalaktam antibiyotikler stafilokok enfeksiyonları için birinci basamak 

tedavide verilmesi gereken ilaçlardır. Vankomisin, kinupristin-dalfopristin, tigesiklin, 

daptomisin ve linezolid gibi alternatif tedavi seçenekleri bulunmaktadır. Ancak, 

vankomisinin doku penetrasyonunun az olması, kinupristin-dalfopristin, tigesiklin, 

daptomisin ve linezolid’in yüksek maliyetli, rifampinin ise toksisitesinin yüksek 

olması gibi sebeplerden kullanımları sınırlı olup, özellikle bu noktada yeni tedavi 

seçeneklerine, yeni moleküllere veya yüksek etkinlikli, düşük toksisiteli kombine 

tedavi seçeneklerine ihtiyaç duyulmaktadır (262). 

Bakteri infeksiyonlarına karşı antimikrobiyellerin kullanımı en potent 

silahlardan biri olsa artan ilaç direnci sebebiyle patojenlerle mücadele daha zor bir hal 

almıştır. S. aureus’da ilaç direncinden sorumlu önemli iki gen metisilin ve penisilin 

direncinden sorumlu olan mecA ve blaZ genleridir. Tedavide bu genlerin eksprese 

edilmeleri ilaç direncinin en önemli mekanizmaları arasında yer almaktadır. Bu ilaç 

direnç genlerinin susturulması tedavide son derece önemlidir. Çalışmamızda kontrol 

grubuyla kıyaslandığında Mupirosin tedavi grubunda hem mecA hem de blaZ 

genlerinin ekspresyon düzeylerinin anlamlı düzeyde inhibe edildiği tespit edilmiştir . 

Nisin, Kumarin ve Kapsaisin’in bu iki gen ekspresyonu üzerindeki etkinlikleri kontrol 

grubundan anlamlı derecede düşük olarak tespit edilmiştir. blaZ gen ekspresyonu 

seviyeleri üzerindeki etkinlikleri Mupirosin ile kıyaslandığında her üç kimyasal 

bileşiğin de bu genin ekspresyonunu istatiksel olarak anlamlı düzeyde inhibe ettiği 

ancak Mupirosin’in etkinliği kadar güçlü olmadığı tespit edilmiştir. 

 mecA gen ekspresyonu üzerinde Mupirosin’in etkinliğinden Kapsaisin’in 

etkinliği anlamlı derecede yüksek, Nisin’in etkinliği ise düşük olduğu bulunmuştur. 

Kumarin’in mecA geni üzerindeki etkinliği Mupirosin ile kıyaslandığında ise anlamlı 

bir fark tespit edilmemiştir. mecA ve blaZ genlerinin ekspresyonları üzerinde 

etkinliklerinin değerlendirildiği testlerde antibiyotik direnciyle mücadele de oldukça 

önemli sonuçlar elde edilmiştir. 
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Antibiyotik direnci küresel bir sorun haline gelmiştir. S. aureus 

antimikrobiyallerin uyguladığı seçici baskı nedeniyle daha hızlı ilaçlara direnç 

geliştirme yeteneğine sahip bir mikroorganizmadır (263). Direnç kromozom veya 

plazmid aracılı olup transdüksiyon, transformasyon ve konjugasyonla olabilmektedir  

(264). S. aureus kökenlerindeki blaZ geni B-laktam grubu antibiyotiklere yani 

penisilin ve türevlerine karşı dirence aracılık etmektedir (265). mecA geni PBP’lerde 

değişikliklere yol açarak metisilin ve diğer betalaktam grubu antibiyotiklere dirençten 

sorumludur. Bunun yanında bazı Borderline Oksasilin dirençli S. aureus (BORSA) 

suşları ise hiper betalaktamaz üreticileri olup bakterinin mecA geni varlığına 

bakılmaksızın oksasilin direnci göstermesine sebep olmaktadır (264). Aminoglikozid 

direnci ribozomal genlerdeki mutasyonlar nedeniyle ortaya çıkabilmekte ve ribozomal 

proteinlerde antibiyotiğin bağlanma kapasitesini ve etkisini engelleyebilecek yapısal 

değişikliklere neden olabilmektedir. aacA-APHD geni tarafından kodlanan iki işlevli 

bir protein tarafından katalize edilen aminoglikozid asetiltransferazlar (AAC) veya 

aminoglikozid fosfotransferazlar (APH) gibi hücresel enzimlere bağlı olarak 

antibiyotik alımının azalması veya antibiyotik katyonunun değiştirilmesi de 

aminoglikozid direncinden sorumlu olabilmektedir (266). Tetrasiklin direnci, plazmit 

üzerinde bulunan tetK ve tetL genlerinden kaynaklanmaktadır. Bu genler aktif akışı 

kontrol eder. Ribozomal korumaya, transpozon veya kromozom üzerinde bulunan tetO 

veya tetM genleri aracılık eder. Orta düzeyde Vankomisin direnci, vraSR operon ve 

graS geninden kaynaklanmaktadır. Enterococci vanA geninin kazanılması VRSA 

gelişimine neden olabilir. Vankomisine maruz kalındığında değişen peptidoglikan 

sentezi, hücre duvarının kalınlığında bir artışa yol açarak ilacın bakteri hücresine 

difüzyonunu bozabilir. Makrolid antibiyotiğe karşı indüklenebilir direnç genellikle 

plazmit üzerinde bulunan ermC geninden kaynaklanır. ermA geninin aracılık ettiği 

direnç, kromozomal mutasyonlardan kaynaklanabilir. Esas dirence, plazmit üzerindeki 

ermB geni aracılık eder. Daha az yaygın olarak msrA, msrB, mphC, lnuA genleri bu 

antibiyotik direnci ile ilişkilidir. 

S. aureus’a karşı in-vitro etkinliklerini konak hücre adezyonu, invazyonu, 

direnç genleri ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi yöntemleriyle araştırdığımız 

çalışmada S. aureus ile oluşturulan yara modelinde in-vitro tedavi gruplarının deneysel 

yara modelinde etkinlikleri araştırılmıştır. Yara iyileşmesi çoklu hücrelerin, 
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sitokinlerin ve büyüme faktörlerinin görev yaptığı komplike bir süreçtir. Yara 

iyileşmesinde doku kaybının ve hasarının minimalize edilmesi, dokunun kanlanması 

ve oksijenizasyonu, hücrelere beslenmesi mutlak önemli olup yara gerilim kuvvetinin 

normale dönmesi büyük öneme sahiptir. Yaranın iyileşmesi yeniden şekillenme yani 

“remodelling” safhasında kollajen salınımı büyük öneme sahiptir. Yaranın gerilme 

kuvveti kollajen liflerinin varlığı ya da kalınlığı ile direkt ilişkilidir. Dolayısıyla 

kollajen salınımı yara iyileşmesinde önemlidir, varlığı önemli iyileşme göstergesi veya 

kriteridir. Yüksek kollajen liflerinin varlığı yırtılmalara karşı direncin arttığı anlamına 

gelmektedir. 

 Çalışmamızda Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı Mupirosin tedavi 

grubunda en hızlı yara iyileşmesi tespit edilmiştir. Bu gruptaki yara iyileşmesi standart 

ilaç tedavi grubu olan Mupirosin tedavi grubundan daha güçlü olarak tespit edilmiştir. 

Bu gruptaki farelerden alınan doku örneklerinin histo-patolojik incelemelerinde 

dokuda ödem ve yangı hücrelerine, damarlaşmaya rastlanılmazken yoğun kollajen 

birikimi ve epitelyal rejenerasyon varlığı tespit edilmiştir. Bunun yanında, Kapsaisin 

artı Kumarin artı Mupirosin tedavi grubunda da benzer olarak ödem ve yangı, 

damarlaşma, kollajen birikimi varlığı tespit edilirken, epitelyal rejenerasyon hızının da 

oldukça yüksek olduğu tespit edilmiştir.   

 İn-vitro deneylerde Kapsaisin’in tekli S. aureus’a karşı etkinliği yüksek 

bulunmamışken, Kapsaisin artı Mupirosin tedavi grubunda yara iyileşmesinin 

Mupirosin tedavi grubundan anlamlı derecede yüksek bulunması güçlü bir sinerjizm 

varlığı olarak değerlendirilmelidir. Benzer şekilde in-vivo güçlü sinerjistik ilişki 

varlığı Nisin artı Mupirosin tedavi grubunda ve Kumarin artı Mupirosin tedavi 

grubunda da tespit edilmiştir. Kimyasal bileşiklerden tekli Nisin tedavi grubunda 

invivo etkinliğin yüksek olduğu da tespit edilmiştir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Çalışmada öncelikle Nisin, Kumarin ve Kapsaisin’in Vero hücreleri (Afrika 

Yeşil Maymun Böbrek Hücre hattı) üzerinde non-sitotoksik konsantrasyonları tespit 

edilmiş, non-sitotoksik konsantrasyonlar dahilinde bu biyolojik komponentlerin 

MRSA üzerindeki in-vitro ve in-vivo etkinlikleri araştırılmıştır. 

Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in MRSA’ya karşı oldukça güçlü antibakteriyel 

etkinlik sergiledikleri tespit edilmiştir. Özellikle Nisin’in etkinliğinin MRSA’ya karşı 

standart ilaç olarak kullanılan Mupirosin’in etkinliğinden daha güçlü etkinlik 

sergilediği tespit edilmiştir. Bu üç komponentin antibakteriyel etkinliği yüksekten 

düşüğe sırasıyla Nisin, Kumarin ve Kapsaisin olarak saptanmıştır. 

Çalışmada Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in ilaç direnç genleri blaZ ve mecA 

genlerinin ekspresyonları üzerindeki etkinlikleri Real-Time PCR yöntemiyle 

araştırılmış, bileşiklerin etkinliği kontrol grubuyla kıyaslandığında bu genlerin 

ekspresyonlarını anlamlı derecede inhibe ettiği tespit edilmiştir. 

Bileşiklerin tekli kullanımından ziyade Mupirosin ile kombine kullanımı 

durumunda Nisin artı Mupirosin tedavi grubunda olduğu gibi Kapsaisin artı 

Mupirosin, Kumarin artı Mupirosin tedavi gruplarında da tekli Mupirosin’in anti-

MRSA etkinliğinden anlamlı derecede yüksek olduğu tespit edilmiştir (P=0.034). 

Bileşiklerin Mupirosin ile kullanıldığı üçlü ya da dörtlü kombinasyonlarda 

antibakteriyel etkinliğin anlamlı derecede arttığı tespit edilirken, en güçlü etkinliğin 

Nisin artı Kapsaisin artı Kumarin artı Mupirosin kombinasyonu ile elde edildiği 

saptanmıştır (P=0.049). 

S. aureus’un önemli patojenite faktörlerinden olan slime üretimi üzerindeki 

etkinlik testlerinden bu üç bileşiğin slime üretimi üzerindeki etkinlikleri fenotipik 

olarak araştırılmış, tekli Nisin, Kapsaisin, Kumarin ve Mupirosin’in slime üretimi 

üzerinde etkisiz olduğu tespit edilirken, kombinasyon tedavi gruplarında özellikle 

Kumarin artı Nisin artı Mupirosin kombine tedavi grubunda bakterinin slime 

üretiminin anlamlı derecede inhibe edildiği saptanmıştır (P<0.01). Benzer şekilde 
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Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı Mmupirosin kombinasyonunda da anlamlı 

derecede slime üretimi inhibe edilmiştir (P<0.01). 

Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus’un hücresel adezyon ve invazyona 

etkisi Vero hücreleri üzerinde araştırılmıştır. S. aureus’un hücre adezyonu üzerinde en 

güçlü etkinliğin Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı Mupirosin tedavi grubunda 

görüldüğü tespit edilmiştir (P=0.037). 

S. aureus’un invazyonunda ise en etkili molekülün Nisin olduğu (P=0.014), 

Kapsaisin’in ise hücresel invazyona etkinliği düşük olarak bulunmuş, Kumarin’in 

etkinliği ile Mupirosin’in etkinliği kıyaslandığında ise istatiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmamıştır (P>0.05). 

Nisin artı Mupirosin, Kapsaisin artı Nisin artı Mupirosin, Kumarin artı Nisin 

artı Mupirosin ve Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı Mupirosin tedavi gruplarında 

hücresel invazyonun Mupirosin’in etkinliğinden anlamlı derecede daha yüksek olduğu 

tespit edilmiştir (P<0.05). 

Kombine kullanımları bileşiklerin tekli kullanımlarından daha güçlü veya 

daha düşük etki gösterebilmektedir. Çalışmamızda gerek kimyasalların birbirleriyle ve 

standart ilaçla kombine etkinlikleri gerekse de sadece standart ilaçla kombine 

etkinliklerinin varlığını araştırdığımız deneylerde farklı sonuçlar alınmıştır.  

Çalışmada, Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in birbirleriyle ve Mupirosinle 

farklı kombinasyonlarının MRSA’ya karşı güçlü etkinlikler ve sinerjiler oluşturduğu 

tespit edilmiştir. Kapsaisin artı Kumarin artı Nisin artı Mupirosin kombinasyonunun 

S.aureus’un hem ilaç direncinin hem de slime üretimine karşı güçlü bir etkinlik 

sergilediği, çarpıcı bir aktivite gösterdiği tespit edilmiştir. 

Bu kombinasyonun MRSA etkenli yara enfeksiyonları başta olmak üzere 

diğer hastalıklara karşı oldukça önemli yeni alternatif formülasyon olabileceğini 

düşünmekteyiz. Bu komponentlerin ve kombinasyonların ilaç direncine bağlı tüm 

dünyada artan morbidite ve mortaliteye karşı önemli alternatif seçenekler olabileceği 

kanaatindeyiz.  

Antimikrobiyal direnç günümüzde oldukça ciddi bir sorun olup bu sorunu 

aşabilmek için yeni tedavi stratejilerine ihtiyaç duyulmaktadır. Artan ilaç direnci 

sebebiyle tüm antibiyotiklerin yetersiz kalabileceği tehlikesi tüm insanlık için ne yazık 

ki uzak görünmemektedir. Bu sebeple yeni ilaç araştırmaları veya eldeki ilaçların farklı 
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kimyasal bileşiklerle ve/veya doğal ürünlerle reformüle edilerek etkinliklerinin 

arttırılmaları, dirençli suşlara karşı etkili hale getirilmeleri son derece büyük öneme 

sahptir. Bu problemden hareketle planladığımız bu çalışma sonuçlarımızın 

desteklenecek ileriki çalışmalarla yeni ilaç formülayonları için oldukça değerli 

olabileceğini düşünmekteyiz. 
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84. Cramton SE, Ulrich M, Götz F, Döring G. Anaerobic conditions induce 

expression of polysaccharide intercellular adhesin in Staphylococcus aureus and 

Staphylococcus epidermidis. Infection and immunity. 2001 Jun 1;69(6):4079-85. 

 

85. Heilmann C, Schweitzer O, Gerke C, Vanittanakom N, Mack D, Götz F. 

Molecular basis of intercellular adhesion in the biofilm‐forming Staphylococcus 

epidermidis. Molecular microbiology. 1996 Jun;20(5):1083-91. 

 

86. Rohde H, Frankenberger S, Zähringer U, Mack D. Structure, function and 

contribution of polysaccharide intercellular adhesin (PIA) to Staphylococcus 

epidermidis biofilm formation and pathogenesis of biomaterial-associated infections. 

European journal of cell biology. 2010 Jan 1;89(1):103-11. 

 

87. Conlon KM, Humphreys H, O'Gara JP. icaR encodes a transcriptional repressor 

involved in environmental regulation of ica operon expression and biofilm formation 

in Staphylococcus epidermidis. Journal of bacteriology. 2002 Aug 15;184(16):4400-

8. 

 

88. Cramton SE, Gerke C, Schnell NF, Nichols WW, Götz F. The intercellular 
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