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VIl OZET

MRSA ETKENLi YARA ENFEKSiYONLARINDA YENI TEDAVi
STRATEJILERININ ARASTIRILMASI

Amag: Bu calismada Nisin, Kumarin ve Kapsaisin’in in-vitro ve in-vivo olarak
MRSAya karsi etkinliginin arastirilmasi amaglandi. Bu amagla in-vitro deneylerde bu
biyolojik komponentlerin hiicre adezyonu ve invazyonu, canlilik, biyofilm olusturma
kapasitesi ve mecA ve blaz ilag diren¢ genlerinin ekspresyon seviyeleri tzerindeki
etkinlikleri degerlendirildi. Calismada farelerde deneysel olarak olusturulan MRSA ile
enfekte yaralarda bu bilesiklerin ve farkli kombinasyonlarinin yara iyilesmesi
tzerindeki etkinliklikleri de arastirilmustir.

Materyal ve Yontem: Deneylerde dncelikle Nisin, Kumarin ve Kapsaisin’in Vero
hicre hattinda MTT yontemiyle non-sitotoksik konsantrasyonlar1 tespit edildi.
Etkinlik ¢alismalar1 non-sitotoksik konsantrasyonlar dahilinde gergeklestirildi. Bu ii¢
biyolojik komponentin tekli ve farkli kombinasyonlarinin hiicre adezyonu ve
invazyonu uzerindeki etkinlikleri, biyofilm Gretimi (zerindeki roli ve RT-PCR
yontemiyle de blaZ ve mecA gen ekspresyonu tzerindeki etkinlikleri degerlendirildi.
Ayrica yara iyilesmesi tizerindeki etkinlikleri histopatolojik degerlendirmelerle
gerceklestirildi.

Bulgular: Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in non-toksik konsantrasyonlari sirastyla
15.6pg/ml, <50 ug/ml, ve <0.65 mg/ml olarak tespit edildi. En gii¢lii antibakteriyel
etkinlik sirastyla Nisin, Kumarin ve Kapsaisin tedavi gruplarinda tespit edildi. Nisin’in
anti-MRSA etkinligi Mupirosin’in etkinligi ile kiyaslandiginda anlaml1 derecede daha
yuksek bulundu (p=0.042). Nisin art1 Mupirosin kombine kullaniminin anti-MRSA
aktivitesi tekli Mupirosin kullanimindan anlamli derecede daha yuksekti (p=0.046).
Kapsaisin artt Mupirosin, Kumarin arti Mupirosin tedavi gruplarmin etkinligi tekli
Mupirosin’in etkinliginden anlamli derecede yuksek idi (p=0.049). En gii¢lii etkinligin
Nisin art1 Kapsaisin arti Kumarin artt Mupirosin kombinasyonuyla elde edildi
(p=0.046). Kumarin art1 Nisin artt Mupirosin ve Kapsaisin artt Kumarin art1 Nisin art1
Mupirosin kombinasyonlarinin mikroorganizmanin slime tretimi Uzerinden etkili
oldugu, anlamli diizeyde slime olusumunu inhibe ettigi saptand1 (p<0.01). Kapsaisin
arti Kumarin art1 Nisin arti Mupirosin tedavi grubunda bakterinin hlicre adezyonu
tizerindeki etkinligi en giiclii diizeyde saptanirken, Nisin artt Mupirosin, Kapsaisin arti
Nisin art1 Mupirosin, Kumarin artt Nisin artt Mupirosin ve Kapsaisin arti Kumarin arti
Nisin arti Mupirosin tedavi gruplarinda hiicresel invazyonun Mupirosinle
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kiyaslandiginda anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05). Nisin,
Kumarin ve Kapsaisin’in hem mecA hem de blaZ gen ekspresyonu Uzerindeki
etkinlikleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda ekspresyon seviyeleri daha diisiik,
etkinlik anlamli derecede daha yiiksek idi. Ayrica Kapsaisin artt Kumarin arti Nisin
artt Mupirosin tedavi grubunda yara iyilesmesinin Mupirosin tedavi grubuyla
kiyaslandiginda antimikrobiyal etkinligin daha giiclii, yara iyilesmenin daha hizl
oldugu tespit edildi.

Sonug: Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in birbirleriyle ve Mupirosinle farkli
kombinasyonlarinin MRSA’ya kars1 giiclii etkinlikler ve sinerjiler olusturdugu tespit
edildi. Kapsaisin artt Kumarin art1 Nisin arti Mupirosin kombinasyonunun S.aureus’un
hem ila¢ direncinin hem de slime iiretimine karsi giiclii bir etkinlik sergiledigi oldukga
onemli bir alternatif olabilecegini diisinmekteyiz. Bu komponentlerin ve
kombinasyonlarinin ilag direncine bagli tiim diinyada artan morbidite ve mortaliteye
karg1 onemli alternatif segenekler olarak kullanilabilecegi 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
15.6pg/ml, <50 ug/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 “blaZz” 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. GIRIS VE AMAC

Staphylococcus aureus (S.aureus) Gram-pozitif, hareketsiz, koagiilaz pozitif
kokoid formda bir bakteridir. S. aureus genel nifusun %20-40’inda insan kommensal
nazal mukoza mikrobiyotasinda bulunur (1, 2). S.aureus kokenlerinde ilag direnci
ciddi bir halk saglig1 sorunu olup, her gecen giin artan ilag direnci 6zellikle de metisilin
direngli kokenlerin ortaya c¢ikmasindan bu yana sorun daha Onemli boyutlara
ulagsmistir. Yaklagik 60 yildir metisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA)
izolatlarinin varlig1 bilinmektedir. MRSA ortaya ¢iktig1 ilk giinden bugiine kadar tiim
diinyada bir¢ok hastaligin etiyolojisinde rol oynayan g¢ok Onemli morbidite ve
mortalite etkeni haline gelmistir. Son yillarda S.aureus tim diinyada hem hastane hem
de toplum kokenli bakteriyel enfeksiyonlarin en 6nemli sebeplerinden biri olarak
gosterilmektedir (3). Stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde hiicre duvari sentezi,
niikleik asit sentezi ve protein sentezinin inhibisyonunda rol oynayan [-laktam
(penisilinaz direncli) grubu ilaclar, Vankomisin, Teikoplanin gibi antibiyotikler
kullanilabilmektedir. Bununla birlikte, metisilin direngli stafilokoklarin sebep oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi giderek artan bir sorun haline gelmektedir. Antibiyotik
direnci, hedef hiicre degisikligi, enzimatik inaktivasyon, artan efliks pompasi ve ilag
gecirgenliginde degisiklik (4) gibi ¢esitli farkli mekanizmalarla ortaya ¢ikmakta ve
direncin yayilmasinda ¢ok sayida mobil genetik eleman (5) rol oynayabilmektedir.

Penisiline direncgli S. aureus izolatlari, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi i¢in
penisilinin verilmesinden kisa bir siire sonra ortaya ¢ikmis ve ortalama 20 yil
icerisinde, suslarin yaklasik %80 beta-laktamaz enzimini kodlayan blaZ geninin
kazanilmasiyla kritik beta-laktam halkasinin hidrolizasyonuyla direncli hale gelmistir
(6, 7). Bu direng geni (blaZ) transpoze edilebilir kromozoma entegre olabilen, diger
antibiyotik direnc genlerinden farkli olarak civa ve diger agir metallere direng gosteren
blyuk konjugatif plazmidler tizerinde bulunan bir genetik elemandir (8-11).
Gunimuzde klinik S. aureus suslariin % 99’u penisiline direnglidir (12).

MRSA suslart ¢ogu beta-laktam antibiyotik icin diisiik afiniteli alternatif bir
transpeptidaz olan PBP2a'y1 kodlayan mecA geninin horizontal olarak kazanilmasi

yoluyla metisiline direngli olup ayn1 zamanda genis beta-laktam siifinin hemen



hemen tlim Gyelerine de direnclidir (12). Antibiyotik direnci diinya ¢apinda artan ciddi
bir tehlikedir. Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde Onemli sorunlara neden
olmaktadir. Geleneksel antibiyotiklerin klinik etkinligini biiyiik dl¢lide zayiflatan bu
sorunun giderilmesi i¢in yeni ilaglarin kesfi ve gelistirilmesi gerekmektedir (13). Bu
amagcla ¢esitli dogal ve sentetik aktif molekiil arayislari devam etmektedir. Bitkisel ya
da mikrobiyal metabolik {irtinler ozellikle saglikli hiicreler iizerindeki diisiik
toksisiteleri nedeniyle dikkat ¢eken farmakolojik iirlinler arasinda yer almaktadir.

Bu dogal metabolik ekstrelerden biri Nisin’dir. Nisin, Lactococcus lactis
tarafindan iiretilen bir bakteriyosin olup 6nemli patojenlere (Listeria, Clostridium,
Staphylococcus ve Bacillus) karst etkinligi bildirilmis bir dogal iiriindiir. Hatta
Nisin’in antisporosidal etkilerinin de oldugu bildirilmistir. Bunun yaninda immun-
modiilator olarak da islev yaptigi bildirilmis ve kanser hiicrelerine karsi selektif
sitotoksisiteye sahip oldugu gosterilmistir (14). Calismalar Nisin’in  diger
antibiyotiklerle kombinasyonunun Gram-negatif patojenlere karsi etkili olabilecegini
ve bazi biyomiihendislik ¢alismalar1 sonucu Uretilen Nisin tirevlerinin hem Gram-
pozitif hem de Gram-negatif patojenlere karsi aktivitesini arttirabildigini gostermistir
(15). Ayrica biyoteknolojideki son gelismelerle birlikte arastirmacilar, yeni Nisin
tirevlerinin insan enfeksiyonlar1 i¢in terapotik potansiyele sahip oldugunu
bildirmislerdir (16, 17).

Dogal iiriinler arasinda Kumarin de farmakolojik o6zellikleri bakimindan
oldukga potent bir trindir. Kumarin 1820'de ilk izole edildigi kaynaklardan biri olan
Tonka fasulyesi, coumarou, Dipteryx odorata (Coumarouna odorata) tohumlari
(Fabaceae/Leguminosae) oldugu igin Fransizca bir terimden gelmektedir. Kokusu,
yeni bicilmis ot kokusunu andirmakta olup bu nedenle kozmetik sanayinde de yaygin
olarak kullanilmaktadir. Yenilmesini caydirmak igin bitkiler tarafindan kimyasal bir
savunma olarak tiretildigi diisiiniilmektedir (18). Yapisinin basitligi ve ¢ok yonliiliigi
Kumarin’i ¢esitli uygulamalar igin cazip hale getirmektedir (19, 20). Kumarin’in
ekstraksiyonu sentezi ve degerlendirilmesi oldukc¢a dikkat ¢ekici ve hizla gelisen bir
konu haline gelmistir (21,22). Ayrica cesitli farmakolojik aktiviteleri, diisiik toksisitesi
ve diisiik yan etkileri, diisiik ilag direnci, yiiksek biyoyararlanimi, genis spektrumu,
daha 1yi kiiratif etkisi olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle ilaglar i¢in aday olarak ¢ok

sayida Kumarin bilesigi aktif olarak incelenmektedir (23). Antikoagtlan, antioksidan,



antimikrobiyal (anti-viral, antifungal ve anti-paraziter), antikanser, anti-diyabetik,
analjezik, antindrodejeneratif ve anti-inflamatuar ajanlarin gelistirilmesi igin
Kumarin’in etkinligi ile ilgili gesitli ¢alismalar yiiriitilmiistiir. Ayrica, kendine has ve
oksijen igeren heterosiklik yapist Kumarin bilesiklerinin tibbi kimyada énemli bir yer
tutmasini saglamaktadir (24). Tibbi ilaglar olarak Kumarin bilesikleri hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisindeki temel katkilart nedeniyle giderek daha fazla ilgi
cekmektedir (22).

Genis farmakolojik etkilerinden dolayr en dikkat ¢ekici bitkisel aktif
bilesenlerden biri de Kapsaisin’dir. Kapsaisin (8-metil-N-vanilil-6-nonenamid),
capsicum tiirii bitkilerde (chili peppers) bulunan aktif bir bilesen olup biberlerin neden
oldugu “yanma” hissinden sorumlu maddedir. Kapsaisin’in halk tibbinda yaygin
olarak kullanildig1 bilinmektedir. Gegmiste Kapsaisin’in ameliyat edilecek hastalarda
anestezik ve analjezik madde olarak dahi kullanildigi bildirilmistir. Karakteristik
yapisi nedeniyle ozellikle son yillarda Kapsaisin’in antimikrobiyal etkinligi ile ilgili
cesitli caligmalara da rastlamak mimkiindiir (25).

Biz bu ¢alismada bitkisel kaynakli fitokimyasallar olan Kumarin ve Kapsaisin
ile mikroorganizma metabolik Grtinlerinden Nisin’in tekli ve kombine kullanimlarinin;

e Metisilin direncgli S.aureus kokenlerinin hiicre adezyonu ve invazyonu
uzerindeki etkinliklerini,

e Bu biyolojik komponentlerin Mupirosin ile sinerjik aktivitelerini,

e MecA ve blaz ila¢ direng genlerinin ekspresyon seviyeleri Uzerindeki
etkinliklerini,

e Mikroorganizmanin slime (biofilm) liretimi iizerindeki etkinliklerini,

e Deneysel olarak olusturulmus MRSA ile enfekte yaralarda bu biyolojik
komponentlerin ve farkli kombinasyonlarinin yara enfeksiyonlar: {izerindeki

etkinliklerini arastirmay1 amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, gram pozitif, hareketsiz, koagllaz pozitif, kokoid,
Firmicutes filumundan bir bakteridir. Staphylococcus cinsi 52 tir ve 28 alt tir
(Adlandirmadaki Prokaryotik Isimlerin Listesi) igermesine ragmen, S. aureus Kklinikle
en ¢ok iliskilendirilendir. S. aureus genel populasyonun %20-40"ida nazal mukozanin
insan kommensal mikrobiyotasinda bulunur (2, 26). Bildirilen prevelanstaki
degiskenlik, calismadaki populasyonun boyutu ve demografik Ozellikleri, 6rnek
kalitesi ve kullanilan kiiltiir teknikleri arasindaki farkliliklara baglidir (27). Kronik cilt
rahatsizliklari, yara veya cerrahi operasyon nedeniyle kutanéz ve mukozal bariyerler
bozuldugunda, S. aureus derin dokulara veya kan dolasimina erisebilir ve enfeksiyona
neden olabilir. Invaziv tibbi aletli (periferik ve santral vendz kateterler gibi) veya
bagisiklik sistemi zayif olan kisiler S. aureus enfeksiyonuna kars1 Ozellikle
savunmasizdir (28).

Metisiline direncli S. aureus (MRSA), ilk olarak 1961'de Ingiltere'de, metisilin
klinik uygulamaya girdikten kisa bir siire sonra tanimlanmistir. Metisilin baglangicta
yaygin olarak kullamlmistir; ancak, toksisitesi nedeniyle artik insan kullanimi
sinirlidir ve yerini oksasilin, flukloksasilin ve dikloksasilin gibi benzer, daha kararl
penisilinler almistir (29). Yine de metisiline direncli S. aureus terimi kullanilmaya
devam etmektedir. Tanimini izleyen ilk on yilda, MRSA diinyanin bir¢ok yerinde
hastane salginlarindan (saglik bakimiyla iliskili MRSA (HA-MRSA)) sorumlu hale
gelmistir (10). Daha dnce saglik hizmeti ile temasi olmayan kisilerde (toplum kaynakl
MRSA (CA-MRSA) olarak adlandirilir ) 6zellikle 1980'1erde Avustralya'daki (30)
yerli niifus ve 1990'larda Amerika Birlesik Devletleri'ndeki ¢ocuklar da dahil olmak
tizere saglikli kisilerde (31) MRSA epidemiyolojisinde onemli bir degisiklik
gbzlenmistir. 2000'li yillarin ortalarindan bu yana, ayn1 zamanda ¢iftlik hayvanlarina
maruziyet ile de iliskilendirilmistir (Hayvancilikla iliskili MRSA (LA-MRSA)) (32).

mecA veya mecC genlerini kodlayan, metisilin ve dolayisiyla ¢ogu p-laktam

antibiyotige diren¢ kazandiran mobil bir genetik element stafilokokal kaset



kromozomu mec (SCCmec) dir (33). MRSA siklikla diger bir¢ok antibiyotik sinifina
da direnclidir. Gercekten de S. aureus, herhangi bir antibiyotige direng kazanma
konusunda dikkate deger bir yetenege sahip olup bu patojen i¢in mevcut ve gelecekteki
tedavi secenekleri icin dnemli bir tehdittir (10).

MRSA kolonizasyonu veya tasiyiciligi (yani, saptanabilir bir konakci
bagisiklik yanitina, hiicresel hasara veya enfeksiyonun klinik belirti ve semptomlarina
neden olmayan bakterilerin varlig1) olan bireylerde enfeksiyon gelisme riski mevcut
olup tastyicilar kisiden kisiye bulas kaynagidirlar. Saglik tesisleri enfeksiyona yatkin
kisileri barindirmaktadir. Ozellikle hastaneler antibiyotik kullamminin yiiksek oldugu
alanlar olup kisiler arasinda sik temasin oldugu ortamlardir. Bu kosullar hastanelerde
MRSA'nin salgin olarak yayilmasmi kolaylastirmaktadir. MRSA halen diinyada
bir¢ok saglik tesisinde endemik olup global enfeksiyon kontrol komitelerinin odak

noktasi haline gelmistir.

HA-MRSA

HA-MRSA hastanede yatan hastalarda bakteriyemi, pnémoni ve daha az
yaygin olarak SSTI'lerin (6zellikle cerrahi yaralar veya vaskiiler erisim bolgelerindeki
invaziv prosedurlerle ilgili) bir nedenidir (34). Organizma genellikle, biyofilm
olusturma ve hayatta kalma kapasitesi nedeniyle intravaskiiler kateterler, endotrakeal
tiipler ve idrar sondalar1 gibi invaziv cihazlarla iligkilidir (35). Uzun slre hastanede
yatan, yogun bakim iinitesine kabul edilen, bakim evinde ikamet eden, antibiyotik
maruziyeti (0zellikle sefalosporinler ve florokinolonlara, 6nde gelen antibiyotik se¢gim
baskisina kadar), cerrahi, hemodiyaliz, kronik yaralar veya kalic1 invaziv cihazlar, HA -

MRSA ile enfeksiyon riskinde artisa sebep olmaktadir (36).



CA-MRSA

Toplum kokenli MRSA i¢in en yaygin klinik, siklikla apse veya irin olusumu
ile goriilen ve vakalar ~%90'n1 olusturan yara enfeksiyonlaridir (37). CA-MRSA
Ozellikle virtlan enfeksiyonlara neden olabilir. Nekrotizan pnémoni ve nekrotizan
fasiit (deri alt1 dokularin sekonder nekrozu ile fasyanin hizla ilerleyen enfeksiyonu)
gibi CA-MRSA suslari ile fulminan enfeksiyonlar bildirilmistir. CA-MRSA suslari ile
gozlenen viriilans artist igin en 6nemli sebep, Agr sistemleri ve PVL (Panton-Valentine
I6kosidin) Uretiminin oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte, PVL'nin varligi sustan
susa degistiginden, bu duruma diger viriilans faktorlerinin de katkida bulundugunu
diisindiirmektedir (10). CA-MRSA enfeksiyonu olan bireyler genellikle HA-MRSA
suslari ile 1liskili risk faktorlerinden yoksundur. CA-MRSA enfeksiyonu salginlarinin
rapor edildigi popiilasyonlar veya ortamlar arasinda spor takimlari, askeri personel ve
hapishaneler gibi alanlar olarak bildirilmektedir (38, 39). MRSA tasiyicilariyla yakin
temas (evlerde veya diger ortak yasam ortamlarinda), paylasilan ekipman veya kisisel
esyalar ve cilt travmasi (enjekte ederek uyusturucu kullanimi veya viicut tragindan
kaynaklanan travma dahil) artan CA-MRSA enfeksiyonu riskiyle iligkilendirilebilir.
Bununla birlikte, CA-MRSA yiikiiniin yiiksek oldugu bazi iilkelerde, CA-MRSA
suslarinin bulagsmasinin saglik bakim ortamlarinda gézlemlenmesiyle birlikte, CA-

MRSA ve HA-MRSA arasindaki ayrim giderek karmagiklagsmaktadir (40).

LA-MRSA (Livestock-associated methicillin- resistant Staphylococcus

aureus)

LA-MRSA, apseler ve yara enfeksiyonlart dahil, otit gibi lokalize
enfeksiyonlarin yani sira bakteriyemi, pnomoni, osteoartikiiler enfeksiyonlar ve
endokardit gibi ciddi ve invaziv enfeksiyonlarla iliskilendirilmektedir (41). LA-
MRSA, agirlikli olarak ¢iftlik hayvanlar1 (sigir, at, tavuk ve hindiler dahil ancak
ozellikle domuzlar dahil) ile dogrudan temast olan bireyleri ve hane iginde bulasarak
hane Gyelerini kolonize ve enfekte etmektedir (42). Ancak, hayvancilikla baglantisi

olmayan bireylerde de LA-MRSA bildirimleri vardir, bu vakalarin ¢evresel



kontaminasyon yoluyla yayildig1 veya daha az yaygin olarak da gida kaynakli bulasma
oldugu varsayilmaktadir (42).

2.1.1. Kolonizasyon

S. aureus kolonizasyonu ¢ogu durumda enfeksiyon gelisiminden once gelir
(43). Nadiren de olsa enfeksiyon, kolonizasyon olusmadan da ortaya ¢ikabilmektedir.
Ornegin saglik ¢alisanlarmin yetersiz enfeksiyon kontrol uygulamalar1 nedeniyle
kateterlerin veya yaralarin kontaminasyonunun bir sonucu olarak enfeksiyon
gelisebilir. S. aureus kolonizasyonunun baslica yeri burundur, ancak bogaz ve perine
gibi diger bolgelerde de kolonizasyon meydana gelebilir (44). Calismalarda
S.aureus'un (hem MSSA hem de MRSA dahil) gecici ¢ kolonizasyon paterninin
oldugu bildirilmektedir (45). Bireylerin ~%15'inde (kalici tasiyicilar) siirekli,
%70'inde intermitten S. aureus kolonizasyonu (bu bireylerin ¢ogunlugunun tekrar
tekrar S. aureus kapabilecegi ve spontan olarak temizlenebilecegi anlamina gelir), ve
%15'inin de S. aureus tasiyicisi olmadigi bildirilmistir (45). Tastyicilik durumunun
konaga ait faktdrlere bagli oldugu bildirilmistir. Ozellikle MRSA i¢in kolonizasyon
siiresi degisken olup antibiyotik tedavisine goére siire degismektedir. Konak
faktorlerinin yam sira, patojenin kendisi ve nazal mikrobiyota ile iliskili faktorler,
konake1 tastyict durumunu etkileyebilmektedir.

S. aureus kolonizasyonu sirasinda, konak¢inin epitel hiicrelerine ilk bakteri
adezyonuna hiicre duvarindaki teikoik asit aracilik eder, oysa adeziv matriks
molekiillerini taniyan mikrobiyal ylizey bilesenleri, nazal kolonizasyonun daha
sonraki bir asamasinda rol oynamaktadir (46). S. aureus kiimelenme faktor B (CIfB)
ile ilgili gesitli in-vitro ve insan goniilliilerinde ¢alismalar yapilmis vahsi sus ve tek
lokus clfB hasarli varyant1 burna inokiile edildiginde hasarli varyantin vahsi sustan
O6nemli derecede daha hizli temizlendigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma mikrobiyal ylizey
bilesenlerinin mikrobiyal kolonizasyonda énemli oldugunu gostermektedir.

Konak ve patojen faktorlerinin yani sira, S. aureus’un nazal kanalada diger
kolonize tiirlerle (6rnegin, Corynebacterium spp., Propionibacterium acnes
Staphylococcus lugdunensis ve Staphylococcus epidermidis) etkilesiminin de S.aureus

kolonizasyonunda rol oynadigi bildirilmistir. Nazal mikrobiyota ¢alismalari, bazi



tlrlerin varliginin S. aureus'un varligt veya yoklugu ile iliskili oldugunu gostermistir
(6rnegin, S. epidermidis, S. aureus'un varligi ile pozitif olarak iliskilendirilmistir) (47).
Nazal mikrobiyotanin mikroorganizmalari birbirleriyle rekabet halindedir. Ornegin,
adezyon alanlar1 ve besinler igin rekabet hat sathadadir. Insan burnunda diisiik
miktarda besin mevcuttur. S. aureus, muhtemelen metabolizma farkliliklari nedeniyle,
koagiilaz negatif stafilokoklardan daha diisiik besin seviyelerine sahip ortamlarda
hayatta kalabildiginden (48) insan burnuna daha kolay adaptasyon gosterebilmektedir.
Bununla birlikte, tastyicilar ve tasiyict olmayanlar arasinda besin diizeylerinde bir fark
gbzlenmemistir (48).

Mikrobiyota tiirleri ayrica antibiyoz ile yani mikrobiyal rakiplerini engelleyen
antimikrobiyal molekiiller {ireten bazi suslarla da rekabet eder. Ornegin S.lugdunensis,
muhtemelen bakteriyel enerji kaynaklarinin bozulmasina yol agan in-vitro ve bir fare
modelinde S. aureus'u (MRSA dahil) inhibe eden lugdunin adli bir antimikrobiyal
bilesik iiretir (49). Insanlarda, S. lugdunensis ile nazal kolonizasyon, S. aureus ile
kolonizasyon riskinin alt1 kat daha diisiik olmasi ile iliskilendirilmistir. S. lugdunensis
kolonizasyonu genel popiilasyonun yalnizca %9-26'sinda rapor edildiginden,
tastyicilik modellerinin yalnizca kiigiik bir kismini agiklamaktadir (49, 50). S. aureus
konak savunmasinin uyarilmasiyla da rekabet eder, yani S. aureus'a diger kommensal
bakterilerden daha az zararli olan konakg¢1 antimikrobiyal proteinlerin {iretimini de

indiikledigi bildirilmistir (51).

2.1.2. Virtulans

S. aureus, cesitli viriilans faktorlerine (adeziv, konak hiicreye zarar veren ve
immiinomodiilatér molekiiller dahil) sahip olup degisen viriilans faktorlerin varlig
veya Ozgullikleri (52, 53) enfeksiyon ¢esitliligini yansitmaktadir (54, 55) Mobil
genetik elementler iizerinde bir¢ok viriilans geni bulunur; bu nedenle, bunlarin
kombinasyonlar1 klonlar arasinda ve hatta yakindan iliskili suslar arasinda biiyiik

oOlciide farklilik gosterir.



2.1.3. S. aureus Adezinleri

S. aureus'un kolonizasyon siirecini baslatan konak¢i hiicre ylizeyine
baglanmasina birkag adezin aracilik eder. S. aureus adhezinlerinin major siniflarindan
biri, hiicre peptidoglikanlarina kovalent olarak baglanmis proteinleri igerir. Bu
proteinler plazma veya hiicre dist matriks (ECM) bilesenlerine spesifik olarak
baglanan ve yapiskan matriks molekiillerini (MSCRAMM'ler) tanityan, mikrobiyal
yiizey bileseni olarak adlandirilirlar (56-58). Bu molekduller, fibrinojen, fibronektin ve
kollajenler dahil olmak tizere ECM'nin veya kan plazmasinin en belirgin bilesenlerini
tanir (28, 59-61). MSCRAMM ailesinin tipik Uyeleri stafilokokal protein A (SpA),
fibronektin baglayici proteinler A ve B (FnbpA ve FnbpB), kollajen baglayici protein
ve kiimelenme faktoru (CIf) A ve B proteinleridir (28, 56).

2.1.4. Toksinler

S. aureus o-toksin, B-toksin ve PVL, pndmoni ve akciger hasarinda 6nemli bir
rol oynar. Hem a-toksin hem de PVL, proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu
indiikleyerek ve ek inflamatuar mediatorleri serbest birakarak konake¢i inflamatuar
yanitin1 arttiran porlar olustururlar. Bu nedenle, bu toksinlerin akciger hasarma yol
a¢gmak i¢in hem dogrudan hem de dolayli yollar1 vardir (62, 63). Bununla birlikte, bu
toksinlerin S. aureus'un neden oldugu pnémoni ve akciger hasarindaki 6nemi hakkinda

cok az sey bilinmektedir.

a-Toksin

S. aureus tarafindan salinan baslica sitotoksik ajandir ve por olusturucu olarak
tanimlanan ilk bakteriyel ekzotoksindir. Duyarli konak hiicre zarlarinda por olusumu,
iyon gradyanlarindaki degisiklikleri, membran biitlinliigiiniin kaybini, stres sinyal
yollarinin aktivasyonunu ve hiicre olimiinii tetikler (64). S. aureus a-toksininin
stafilokok hastaliklarinin patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir. hla igermeyen

S. aureus mutantlar ile olusturulan invaziv hastalik modellerinde viriilansin azaldig1



bildirilmistir (65). a-toksin, konakgi hiicrelerde bir glikoprotein reseptoriine
baglanarak hiicre i¢i sinyalizasyon aktivasyonu ve ¢esitli proceslerin modilasyonu
gibi biyolojik fonksiyonlari da bulunmaktadir (63, 66, 67). Ayrica a-toksininin
kemokinlerin hava yoluna salgilanmasini kolaylastirdigi ve nétrofil aracili inflamatuar

akciger hasarini tetikledigi bildirilmistir (68).

B-Toksin (f-Hemolizin)

B-toksinin ¢ogu konak hiicre tipini par¢alamadigi ancak a-toksin ve PVL gibi
bir dizi bagka litik ajanlara kars1 duyarl hale getirdigi bildirilmektedir (69) B-toksinin
sitotoksik etkisi hiicre tipine ve tiire 6zgli degismektedir. Bu primer viriilans aktivitesi
konakg1 hiicreleri dogrudan 6ldiirmek yerine patogenezi etkileyen konakg siirecleri
module etmek olarak degerlendirilmektedir (69). Bir ¢alismada, S. aureus B-toksinin,
sitotoksik aktivitesiyle degil, daha ziyade sindekan-1'e bagli bir sekilde PMN
infiltrasyonunu artirma kapasitesiyle akciger hasarini maksimuma ¢ikardigi
gosterilmistir (69). Ayrica, bu toksin, NF-kB ve p38 MAPK sinyal kaskadlart yoluyla
c-Fos ekspresyonunun indiiklenmesinde, heniiz bilinmeyen farkli hiicre sinyal
yollarini aktive edebilecegi diisiiniilmektedir (64, 70). Hem alfa hem de beta toksin
notrofil infiltrasyonunu arttirma kapasitesi araciligiyla akciger hasarim1  ve
inflamasyonu arttirmaktadir (68, 69). Bu nedenle, a- ve B-toksinlerin aracilik ettigi
sindekan-1'in salintminin ¢ok ¢esitli akut inflamatuar bozukluklarin gelisiminde kritik

bir mekanizma olabilecegi diisiiniilmektedir.

Panton-Valentine Lokosidin

Panton-Valentine Lokosidin S. aureus tarafindan iiretilen birka¢ hiicre disi
sitotoksinden biridir. Ilk tanimlandigi yillarda toksinin cilt ve yumusak doku
enfeksiyonu ile iliskili oldugu diisiiniilse de PVL'nin nekrotizan hastaliklarda bir

virtilans faktorii oldugu bilinmektedir (71).
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PVL’nin hiicrelerde por formasyonu olusumunu tetikledigi bildirilmektedir
(72). Ayrica, miyeloid hiicrelerin PVL'nin diisik konsantrasyonlarda apoptozu
indiiklerken artan konsantrasyonlarda notrofillerin lizisine yol agtig1 bildirilmistir (73).

Por formasyonu i¢in toksinin iki bileseni olan LukS-PV ve LUKF-PV'nin varligi
gerekmektedir. Saflastirllmis PVL'nin sublitik konsantrasyonlarinin bazofillerinden
histamin salinimini indiikledigi ve nétrofil enzimleri (B-glukuronidaz ve lizozim),
kemotaktik bilesenleri (16kotrien-B4 ve IL-8) ve oksijen metabolitlerinin salinimini
uyardigi bildirilmektedir (74).

2.2. Stafilokoklarda Biyofilm Olusumu ve Tibbi Onemi

Implante edilebilir tibbi cihazlar modern saglik hizmetlerinde devrim
yaratirken biyofilm olusumuna ve yabanci cisim iliskili enfeksiyonlara yol agan
ylizeye yapisan bakteriler tarafindan bu yabanci cisimlere baglanarak morbidite ve
mortaliteyi 6nemli  Olglide  etkilemektedir.  Stafilokoklar yabanci cisim
enfeksiyonlarmin en yaygin etiyolojik ajanlari arasinda yer almaktadir ve biyofilm ile
iliskili enfeksiyonlarin en sik nedeni olarak kabul edilmektedir (75). Biyofilmlerle
iliskili enfeksiyonlarin tedavisi zordur ¢iinkii bakterilerin biyofilm matriksi ve
fenotipik 6zellikleri, konak¢inin bagisiklik yanitina ve antimikrobiyal direncine neden
olmaktadir (76).

Insan viicuduna implante edilen tiim tibbi cihazlar stafilokok kolonizasyonuna
karst duyarlidir ve stafilokokkal biyofilm ile iliskili enfeksiyonlar, implante edilmis
kateterlerden protez kalp kapakgiklarina, kalp pillerine, kontakt lenslere, beyin
omurilik sivist santlarina, eklem replasmanlarina ve intravaskiiler ekipmana kadar
cesitli cihazlarla iligkilendirilmistir (77). Hasarli doku biyofilmle iliskili enfeksiyon
gelisimi igin bir risk faktoriidiir. Normal cilt florasinin bir pargasi olan S. aureus,
sozgelimi yanik veya ameliyat sonrasi yaralarda derine yerlesmis cilt enfeksiyonlarina
neden olabilen firsatg1 patojenlerdir (78). Deforme kalp kapakgiklarinda biyofilmler
olusturarak yasamu tehdit eden enfektif endokarditin gelismesine yol agtig1
bilinmektedir (79).

S. aureus'un implante edilmis tibbi cihazlar veya hasarli doku iizerinde

biyofilm olusturma yetenegi, bu patojen i¢in onemli bir viriilans faktordir (80).
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Biyofilm olusumunun en ¢ok ¢alisilan mekanizmalar1 arasinda icaADBC operon kodlu
polisakkarit hiicreler arasi yapisma ozelligi veya poli-N-asetilglukozamin (PNAG)
tretimi yer almaktadir (81). ica operonundan bagimsiz biyofilm olusumu hem S.

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

2.2.1. Metisiline Duyarh S. aureus Tarafindan Biyofilm Olusumu

S. aureus’taki biyofilm olusumunun ilk agiklanan mekanizmasi, daha 6nce S.
epidermidis'te tarif edilmis olan PIA/PNAG iiretimini icermektedir (84, 85). PIA,
hiicreler aras1 agregasyonu ve hiicrelerin inert ylizeylere baglanmasini1 destekleyen
pozitif yiike sahip B-1,6-bagh 2-asetamido-2-deoksi-D-glukopiranozil rezidilerinin
bir glikanidir (86).

ica operonu, icaA, icaD, icaB ve icaC olmak Uzere dort biyosentez geninden
ve farkli sekilde kopyalanmis bir supressor icaR'den olusur (87). ica lokusunun
aktivitesi lizerine arastirmalarin gogu S.epidermidis'te yapilmistir ancak belirtilmelidir
ki S. epidermidis ve S. aureus'un ica lokuslar1 arasinda yiiksek niikleotid dizi
benzerligi ve amino asit seviyesinde %78 6zdeslik bulunmaktadir (88).

Bir galismada S.epidermidis'in ica operonundaki bir transpozon mutasyonunun
biyofilm olusumunu ve PIA iiretimini bozdugunu gostermistir (85). Sonraki ¢aligmalar
S. aureus'un ayrica biyofilm olusum mekanizmasi olarak icaADBC tarafindan
kodlanmig PIA'y1 da yaygin olarak kullandigim gostermistir (84, 88). ica lokusunun
taginmasi, ¢ogu klinik S. aureus susunda bulunan bir 6zelliktir (88, 89).

PNAG'dan bagimsiz S. aureus biyofilm iiretiminin ilk raporlarindan biri,
biyofilm ile iligkili protein (Bap) ile biyofilm olusturan sigir mastiti izolatlarinda
tanimlanmistir (90). Insan S. aureus izolatt UAMS-1 ile yapilan bir ¢alisma, in-vitro
ve in-vivo kosullar altinda icaADBC'den bagimsiz bir biyofilm fenotipini de ortaya
cikarmigtir  (91). Biyofilm olusumunun PIA'ya bagh ve PIA'dan bagimsiz
mekanizmalarina yonelik arastirmalar, S. aureus'ta metisilin duyarlilig1 ile biyofilm
arasinda bir korelasyon oldugunu gostermistir (83, 92-94). B-laktam duyarlilig1 ve
biyofilm fenotipi arasindaki bu iliski ilk olarak S. epidermidis'te, Mempel ve
arkadaglar1 degisken PIA iiretimi diizeylerinin fenotipik varyantlarda farkli B-laktam

duyarliligi diizeyleri ile 6nemli Olgiide iliskili oldugunu bildirmislerdir (95, 96).
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S.aureus'ta metisilin duyarliligi ile ica'ya bagimli biyofilm olusumu arasindaki anlamli
iliski, ilk olarak MSSA tarafindan biyofilm olusumu icin PIA {iretiminin gerekli
oldugu ancak MRSA tarafindan gerekli olmadigi bildirilmistir (93). MSSA
biyofilmleri ica operon ekspresyonunu aktive ettigi bilinen NaCl ile desteklenmis
biyiime ortaminda O6nemli Olgiide indiikklenmektedir (93, 97). Ayrica MSSA
biyofilmleri sodyum metaperiyodat islemine (polisakkarit baglarini oksitleyen)
duyarlidir ve proteinaz K ile isleme direnglidir (93). ica lokusunun silinmesi (sarA
mutasyonunun sebep oldugu gibi) genetik manipiilasyona uygun klinik MSSA

izolatlar1 arasinda biyofilm olusturma yetenegini ortadan kaldirmustir (93).

2.2.2. Metisiline Direngli S. aureus Tarafindan Biyofilm Olusumu

MSSA klinik izolatlar1 tarafindan eksprese edilen NaCl ile indiiklenen
biyofilmden farkli olarak, MRSA izolatlar tarafindan biyofilm olusumunun, kiiltiir
ortaminin asitlenmesiyle iligskili olan biiylime ortamina glikoz eklenmesiyle
indiiklenme olasilig1 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Resim 1) (93).

MRSA biyofilmleri, sodyum metaperiyodat islemine direnglidir ancak
proteinaz K islemine karst duyarhidir, bu biyofilm fenotipi protein adezinleri igerir
(93). MSSA izolatlarinda oldugu gibi, sarA'daki mutasyon, klinik MRSA izolatlari
tarafindan biyofilm olusumunu da ortadan kaldirmaktadir (91, 93). sarA, sspA, sspB,
aur ve scpA (98) dort major ekstraseliiler proteazin supressorii olarak bilinmektedir.
MRSA sarA mutantlar1 tarafindan bozulmus glikoz kaynakli biyofilm olusumunun, S.
aureus biyofilm iiretimini engelleyebilen proteaz aktivitesinin yukari regiilasyonu ile
iliskili olabilecegi diistiniilmektedir (99).

Aksesuar gen dizenleyici (Agr) sisteminde bir silinme, klinik MRSA suslari
tarafindan biyofilm olusumunu arttirmaktayken, MSSA suslar1 tarafindan olusturulan
biyofilmler tizerinde dnemli bir etkisinin olmadigi bildirilmistir (93). sarA'nin aksine,

Agr, dort ana proteazin ekspresyonunu pozitif olarak diizenlemektedir (100).
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« Medikal Cihazlarin Yiizeyi

Resim 1. MSSA ve MRSA’da biyofilm olusumu.

MSSA suglari ica’ya bagimli, PIA aracili biyofilmler olusturulmaktadir.

A) MRSA suslar1 PIA’dan bagimsiz biyofilmler olusturmaktadirlar. MRSA’da yiizeylerin
kolonizasyonu ve biyofilm birikimi i¢in fibronektin baglayici proteinler ve ylizey
proteinlerine ihtiyac¢ duyulur.

B) %4 NaCl i¢eren BHI besiyerinde MSSA susunda biyofilm olusumu (101).

2.2.3. Metisilin Direnci Biyofilm Fenotipi ve Viriilansi Tliskisi

MRSA ve MSSA biyofilm fenotipleri ve sirasityla polisakkarit ve protein
adezinlerinin kullanimi arasindaki iliskiyi destekleyen mekanizma(lar) tam bilinmese
de beta-laktam antibiyotiklere direng seviyesi, biyofilm fenotipi icin 6nemli
gorinmektedir. Ornegin, hastane MRSA susu BHI1CC'den SCCmec elementi
eksizyonu, muhtemelen yukari-regiile proteaz aktivitesi nedeniyle FnBP aracili
biyofilm olusumunun azalmasiyla iliskilendirilmektedir (102, 103) Metisilin direnci

ve biyofilm arasindaki iliski, MRSA suslarinin metisiline karsi diisik dlzeyde
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heterojen diren¢ (HeR) veya yliksek diizeyde homojen direng (HoR) gosterebildigi
gbzlemiyle daha da karmasik hale gelmektedir (104, 105). Tek basina mecA geninin
tasinmasi HoR fenotipini olusmasi i¢in yeterli olmamakta ek genetik olaylara da
ihtiya¢ duyulmaktadir (102, 105, 106). Laboratuvarda, HeR suslarindan homojen
olarak direncli suslarin izolasyonu, klinik olarak kullanilan metisilin tiirevi bilesiklerin
besiyerine ylksek konsantrasyonlarda (100pg/ml) katilmasiyla elde edilebilmektedir
(102, 106). Diger yandan MRSA'daki yuksek seviyeli PBP2a ifadesi, agr kuorum
sensing operonunun baskilanmasi ile iliskilidir (102, 103). MRSA'daki agr
baskilanmasi, dogrudan mecA ekspresyonu ile baglantilidir ve hiicre duvar
mimarisindeki degisikliklere, azaltilmis sitotoksin {iretimi ve zayiflatilmis viriilans
eslik eder. agr'nin baskilanmasi, in-vitro bakteri ¢ogalmasini sonraki asamalarinda
toksin ve enzim salgilanmasini koordineli olarak bloke eder ve hiicrenin agr
diizenleyici dongiisiiniin yiizey protein ekspresyonu asamasinda blokasyonuna neden
olur (103). Yukarida belirtildigi gibi, artan yiizey protein ekspresyonu ve ekstraselliiler
proteaz lretiminin baskilanmasi da protein aracili MRSA biyofilm fenotipi ile

tutarhdir (102).

2.3. Enfeksiyon Olusumu

S. aureus SSTI'ler genellikle ana rezervuar burundan (muhtemelen el temasi
yoluyla) derideki agik mikro lezyon ve yaralara bakteri transferi gerceklesmektedir
(107) (Resim 2a). Boylece, mikroorganizma, agik yaralar yoluyla derin dokulara ulagir
ve S. aureus yiizey proteinleri (0rnegin, fibronektin baglayici protein A (FnBPA),
FnBPB, kiimelenme faktort A (CIfA), CIfB ve kollajen adezin (Cna)) ile hiicre dist
matriks proteinlerine baglanir, bakterilerin yarali dokuya adezyonu gerceklesir ve
iremeye baglar (108). Staphylococcus aureus ayrica PMN kemotaksisinin
aktivatorlerini ve inhibitorlerini iceren yollarla polimorfonukleer I6kosit (PMN)
akisini kismen diizenleyebilmektedir (109). PSM (fenolde ¢ozinur modiilin) peptitleri
ayrica Toll benzeri reseptor 2'yi (TLR2) aktive ederek ve lokal inflamasyona yol
acmaktadir. S. aureus mikroorganizma ile iliskili molekiiler patern (MAMP)
molekiilleri olan proinflamatuar lipoproteinlerin salimmini tetiklemektedir (Resim
2a).
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S. aureus'un yapay plastik veya metal yizeylere adezyon 6zellikleri ve bu
cisimler tizerinde biyofilm olusturma kapasitesi, S.aureus'u Kkateterle iliskili
enfeksiyonlarin veya ventilatorle iliskili pndmoninin sik goriilen bir nedeni

yapmaktadir (35).
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Resim 2. Staphylococcus aureus enfeksiyonunun asamalari (110).

S. aureus koagiilaz proteinleri fibrin olusturarak bakterileri ve infiltre eden
PMN'leri cevreleyen bir yalanci kapsiil olusumuna neden olmakta ve daha fazla I6kosit
akigim onlemektedir (111) (Resim 2b). S. aureus bir polisakkarit mikrokapsil (55)
uretimiyle ve kompleman (112) inhibisyonu ile opsonizasyonu engelleyebilmektedir.
PMN'ler tarafindan fagosite edilen bakteriler, hem PMN 6ldiirme mekanizmalarina
(52, 113) kars1 koyarak, hem de sitolitik toksinlerin yardimiyla onlar1 kademeli olarak
yok ederek de hayatta kalabilmektedirler. Sézgelimi bircok CA-MRSA susu, porlar
olusturan peptit ve konak tlire 6zgii olan ve konak lokosit membranlarina baglanan
protein toksinleri, o-toksin (a-hemolizin olarak da bilinir) ve Panton-Valentine
Lokosidin (PVL) iireterek hiicre membraninda porlarin olugsmasina ve litik hiicre
Oliimiine neden olmaktadir (10, 72) Bu durum bakteriyel viriilansi arttirmaktadir.
Ayrica, stafilokok kompleman inhibitorii (SCIN), fibrinojen baglayici protein (Efb),
ckstraselliiler kompleman baglayici protein (Ecb) veya stafilokokal stperantijen

benzeri protein 7 (SSL7) gibi kulglk dizeyde salgilanan inhibitérler tarafindan

16



kompleman sinyal yolunu inhibe edebilir. Fagosite edilmis bakteriler, katalaz,
stiperoksit dismutaz, stafilokokal peroksidaz inhibitorii, stafiloksantin ve hiicre dis1
adezyon proteini Ureterek ve coklu peptit direncg faktori ve d-alanin transfer proteinleri
DItA, DItB, DItC ve DItD'nin aracilik ettigi hiicre zarfi modifikasyonlar: iireterek
PMN'ler icinde hayatta kalabilmekte defensinlere karsi korunmaktadir. Aktive veya
nekrotik PMN'lerin neden oldugu masif inflamasyon, antijen sunan hiicrelerin MHC
sinif II'ye baglanan ve T hiicrelerinin biiyiik bir kismini spesifik olmayan sekilde
aktive eden S. aureus slperantijenleri (Toksik sok sendromu toksini 1 (TSST1),
enterotoksin tip A (SEA), stafilokokal enterotoksin benzeri X (SEIX) vs.) tarafindan
daha da arttirmakta, 'sitokin firtinast' olarak bilinen sistemik hiperinflamasyona neden
olmaktadir (114).

2.3.1. Sistemik Enfeksiyon

Apseler daha sonraki agsamalarda patlayarak patojenin cilt ylizeyine ya da kan
dolagimina yayilarak bakteriyemiye sebep olabilmektedir (Resim 2c). S. aureus
endotel yiizeylerine ve trombositlere yapisabilmekte (115, 116) bu adezyon
endokarditi baslatabilmektedir. Bu durum metastatik apse olusumunu tesvik
edebilmekte veya antibiyotik ve konak savunma molekiilleri ile ulasmanin zor oldugu
endotel hiicrelerine bakteri bulasmni indiikleyebilmektedir (117). Koagiilazlarin
aglutinasyon aktivitesi bakterilerin endovaskiiler yayilimini kontrol altina alamiyorsa
sistemik kan pihtilagsmasina yol agar ve siiperantijen toksininin indiikledigi sitokin
firtinalar1 ile mikroorganizma iliskili molekiillerinin biiyiik miktarda salinimi sonucu
fulminan sistemik inflamasyon, sepsis ve ¢coklu organ yetmezligine yol agabilmektedir
(118).
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2.4. Sessiz Salginlar: Yaralar

Yaralarin ¢esitli nedenleri olabilmektedir. Bazilar1 cerrahi miidahaleden
kaynaklanir, bazilari travma sonucu olusurken bazilar1 da basing veya kesme gibi dis
faktorlerin veya diyabet, damar hastalig1 gibi altta yatan durumlarin bir sonucudur.
Genellikle altta yatan nedenlere bagli olarak cerrahi yaralar ve yanik yaralar1 akut yara,
bacak iilserleri, diyabetik ayak iilserleri (DFU'lar) ve basing iilserleri gibi yaralar
kronik yara olarak siniflandirilmaktadir (119). Sebebi ne olursa olsun yaralarin,
sahiplerinde, bakicilar1 ve saglik sistemi lizerinde 6nemli ancak ¢ogu zaman fark
edilmeyen bir etkisi vardir. Aslinda, yara fenomeni 'Sessiz Salgin' olarak
adlandirilmaktadirlar (120). Bir yara ile yasamak yasam kalitesi iizerinde derin bir
etkiye sahip olabilir (121). Yaralarin agri, sosyal izolasyon, kaygi, hastanede kalma
siresinin uzamasi, kronik morbidite ve hatta mortalite sebebi olabildikleri
bilinmektedir. Biitiin bunlarin yaninda tedavileri igin de ciddi maliyetler
gerektirmektedir. Bu sorunlarin ¢ogu 6nlenebilir sorunlardir (122). Hastanin yasi ve
kronik komorbiditelerin varlig: gibi altta yatan faktorler nedeniyle bazi yaralar normal
iyilesme siirecini takip etmez. Bu 'iyilesmesi zor' yaralar (diizenli ve zamaninda
'standart tedavi' ile iyilesmeyen yaralar) (123) yasam kalitesinde bozulmaya neden
olmakta ve saglik sistemi tlizerindeki yiikii de arttirmaktadir. Bazen, yara yonetiminin
finansal maliyetinin sadece sargi, bandaj veya topikal antiseptikler gibi kullanilan
malzemelerin maliyeti oldugu diisiiniilmektedir. Oysa maliyetin ¢ogu hastanede kalis
siresinin uzamasiyla artan maliyetle ilgilidir. Avrupa’da (Birlesik Krallik ve
Danimarka) yapilan prevalans ¢alismalarinda 1000 kiside 3-4 yara vakasinin oldugu
bildirilmistir (124-126). Bu yaralarin ¢ogunun "kronik" hal aldigi, bunlarin %15
kadarimin ise tedavilerinin 1 yildan fazla siirdiigii (124) ve bu durumun hastalara,
ailelerine ve saglik sistemlerine uzun siireli bir yiik getirdigi bildirmektedir. Bu
rakamlardan yola ¢ikarak 1 milyonluk bir niifusta yaklasik 3500 kisinin yarayla
yasayacagl ve bunlardan 525'inin yarasmin 1 yildan fazla silirecegi tahmin
edilmektedir. Kronik yaralarin ¢gogu klinik veya evde saglik hizmeti gibi akut olmayan
saglik bakim ortamlarinda tedavi edilmektedir (124, 126). Calismalar yara
yonetiminde Avrupa ortamlarindaki toplum saglig1 hemsiresi kaynaklarinin yarisindan
fazlasinin gorev aldigim gostermektedir (122, 127). Bununla birlikte 6nemli sayida

yarali kisi bir asamada hastanede tedaviye ihtiyag duymakta ve bu da bakim
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maliyetlerini 6nemli 6l¢lide artirmaktadir (122, 128). Literatiirde hastane yataklarinin
%27-50'sinin bir ¢esit yara tedavisi gerektiren hastalar tarafindan dolduruldugu

bildirilmistir (122).

2.4.1. Yaralarin Prevelansi

Avrupa genelinde yaklagik 1.5-2 milyon insanin kronik bir yaradan miizdarip
oldugu tahmin edilmektedir (129). ABD'de ise kronik yarali insan sayisinin yaklagik
6.5 milyon oldugu tahmin edilmektedir (130). Avrupa’da evde bakimda tedavi edilen
yaralarin %64'iniin kronik yara oldugu bildirilmistir (124). Bu kronik yaralarin
%?24'iniin yaralariyla 6 ay veya daha uzun siiredir yasadig1 ve yaklasik %16'sinin bir
yil veya daha uzun siiredir iyilesmedigi bildirilmistir (126). Hastaneden alinan
verilerde ise yatarak tedavi goren hastalarn %50'sinin yara enfeksiyonu oldugu
bildirilmistir. Bati Avustralya’da yapilan bir arastirmada hastanede yatan 5800
hastanin %49'unda yara enfekiyonu bulundugu bildirilmistir. Hastalarin %3 1'inde akut
yara, %9'unda basing iilseri ve %8'inde cilt riiptiirii rapor edilmistir. Bu yaralarin ise
dortte birinin onlenebilecek potansiyelde oldugu bildirilmistir (131). ABD’de ise
yogun bakimda tedavi goren hastalarin %22'lik bir béliimiiniin basing iilserine sahip
oldugu bildirilmistir (130). Avrupa ise bu oranin Amerika’daki oranlara ¢ok yakin
oldugu rapor edilmistir (122, 132).

2.5. Yara lyilesmesinin Asamalar

Yara iyilesmesi ¢evrenin de olaya dahil oldugu olduk¢a komplike olaylar
zinciridir. Deri koruyucu bir organ olup termoregulasyon, nem regiilasyonu, hissetme
ve iletim gibi hayati islevleri saglamaktadir. Onarim ve yenilenme yetenegi bu
islevlerin merkezinde yer alir. Yara onarimi, hiicre tipi ve mikro ¢evreye bagli olaylar

dizisidir.
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2.5.1 Enflamasyon Faz

Bir yara meydana geldiginde kanamayi sinirlayan ve sitokin sinyallizasyonun
basladig bir trombosit tikaci olugmaktadir. Boylece koagiilasyon kaskad1 baslamakta
ve cansiz dokularin debridman icin hiicre amplifikasyonunu ve iyilesmesini tesvik
etmektedir. Trombositler agiga ¢ikan kollajene yanit olarak tikaci olusturur, bu da
devam eden trombosit agregasyonunu destekleyen ADP'yi serbest birakir.
Agregasyona, kandaki nétrofiller icin kemotaktik olan platelet derive kaynakli
blytme faktorti (PDGF) ve transforme biytime faktori beta (TGF-b)’min salinimi
eslik etmektedir (133, 134). PDGF'ye yanit olarak nétrofiller trombosit tikacina gelir
ve burada tutulur (133). Debridman sirasindaki ilk temizleyicilerdir. Baslangigta 6lii
doku ve bakteri partikillerini fagosite etmeye ve reaktif oksijen turlerini kullanarak
bakterilere uygun olmayan bir yara olusturmaya ¢alisirlar. Notrofiller ayrica, anahtar
bir proinflamatuar sitokin olan ve keratinositlerin proliferasyonunu uyaran interlokin
(IL)-1 in salimmim saglamaktadirlar (135). Bu sirada lokal degisiklikler de
olusmaktadir. Baslangigta, katekolamin salimmuyla siddetli vazokonstriksiyon
mevcuttur ancak vazokonstriksiyon kisa bir siire sonra azalmakta ve dolagimdaki mast
hicrelerinden histamin salimmina yanit olarak daha sonra vazodilatasyon
gergeklesmektedir (136, 137) (Resim 3).

Inflamatuar faz ilerledikge makrofajlar 24-72 saat iginde baskin hiicre tipi
haline gelir. Makrofajlarin yara iyilesmesinin diizenlenmesindeki rolleri kritik olup
iyilesme gergeklestikge degisir (138-140). Makrofajlarin iyilesmede temel rol
oynadig1 homeostazi saglamada ve patolojik inflamasyonu 6nlemek icin inflamatuar

durumu kontrol altina alan anahtar bir rolii oldugu kabul edilmektedir (Resim 4).
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Resim 3. Enflamatuar faz. Enflamatuar fazda fibrin pihtist yaradaki ilk hiicre olan nétrofilleri
yakalamakta iyilesme siirecine makrofajlar1 davet etmektedirler. FGF, fibroblast blytme
faktoru; KGF, keratinosit buytime faktori; VEGF, damar endotelyal biyiime faktorii (141)
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Resim 4. Makrofajin yaradaki rolii. Makrofajin debridman, antimikrobiyal etki, yara
regiilasyonu, sitokinler araciligiyla hiicresel aktivasyon ve biiyiime faktorleri araciligiyla
anjiyogenez gibi bir¢ok etkisi mevcuttur. Yaradaki en kritik hiicrelerdir ve makrofajlarin etkisi
olmadan yara iyilesmesinden sz edilemez. bFGF, temel fibroblast biytime faktori (142)
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2.5.2 Proliferasyon Faz

Proliferatif faz; 4.-21. giinler arasinda meydana gelmekte ve anjiyogenez,
ekstraselliiler matriks (ECM) olusumu ve epitelizasyonun goriildiigii evredir (142,
143). Yara iyilesmesinin asamalari arasinda dnemli bir 6rtlisme olmasina ragmen, bir
sonraki asamaya gecis yetenegi, bir yaranin uygun sekilde iyilesip iyilesmedigini
belirlemektedir. ECM olusumu muhtemelen trombosit degraniilasyonu ile
baslamaktadir. Ciinkii PDGF, proteoglikan ve kollajen olusumunun bilinen bir
uyaranidir. Lokal fibroblastlar, PDGF'ye yanit olarak kollajen {iretmekte ve yara
kontraksiyonu i¢in miyofibroblastlara donlismektedir. Fibroblastlar ayrica
keratinositlerden epitelizasyonu uyaran keratinosit kaynakli biiyiime faktorii (KGF)
salgilamaktadir (144). Endotel hiicreleri vaskiler endotelyal biytime faktori (VEGF)
iretmekte ve temel fibroblast biiylime faktorii (bFGF) kan damarlarin olusumunu
stimiile etmektedir. Normal yara iyilesme fizyolojisinin ayirt edici 6zelligi, yaklasik
21 giinde maksimum birikim ile devam eden kollajen tiretimini durdurma yetenegidir
(Resim 5).

100

Gerilme Kuvveti (%)

Kollajen Miktar

7 14 21 28 35 Q 49 % 63 N0 77 %

Zaman(Yaralanmadan sonraki giinler)

Resim 5. Yaralanma sonrasi kollajen miktar1 ve gerilim kuvvetinin zaman ile iligkisi.

Kollajen birikimi yaralanmadan 3 hafta sonrasina kadar siirekli olarak artmaktadir. Bununla
birlikte kollajen liflerinin ¢apraz baglanmasina ve hizalanmasina ikincil olarak 3 hafta sonra
yara kapanmasinin giicii artmaya devam etmekte, altinc1 haftada %70 seviyesine ulagmakta ve
tam olgunlagsmada yaklasik %80-90 dolaylarinda olmaktadir (145).
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2.5.3 Maturasyon Faz

Yaranin yeniden sekillenme fazi yaralanmadan ii¢ hafta ile 1 yil arasinda
gergeklesmektedir. Yara kontraksiyonu ve kollajen sekillenmesi ile karakterizedir.
Makrofajlar proliferasyonda temel hiicre tipi olup fibroblastlar yeniden sekillenmede
temel hiicre tipidir. Ayirt edici siireg tip III kollajenin tip I'e doniistiiriilmesidir (146).
Tip I ve tip III arasindaki denge yaklagik 30 giin sonra olugmakta ve maksimum
mukavemet kabaca 42-60 giin sonra ortaya ¢ikmaktadir. Geleneksel alti haftalik
aktivite kisitlamas1 tavsiyesi bu nedenledir. Basarili yara iyilesmesi, yara
kenarlarindaki dokunun yeterli oksijenlenmesine baghdir. Yetersiz oksijenasyon
genellikle asir1 gerilimden veya distal dokulara yetersiz oksijen iletiminden
kaynaklanan lokal bogulmaya baglanabilir. Doku hareketliligini iyilestirmek icin lokal
Onlemler alinabilir, ¢iinkii asir1 gerilim, basarisizliga yol acan klinik bir yanlis

hesaplamadir.

2.6. Kapsaisin

Geleneksel bir baharat olan biber (Capsicum. annuum.), vitaminler, mineraller,
karotenoidler ve kapsaisinoidler agisindan zengin olup, kiiresel ekonomik tarimda en
onemli bitkisel Grtnlerden biridir. Guiney Amerika'ya 6zgudur ve diinya nifusunun
dortte biri her giin kirmiz1 biber tiiketir (147). Meksika menseli ac1 biber, muhtemelen
MO. 7000 kadar erken bir tarihte Meksika Kizilderilileri’nin diyetinin bir parcasi
olmustur. Biber sadece ekonomik éneminden dolay1 degil, ayn1 zamanda meyvelerinin
ve baharatlarin gida boyasi ve tatlandirici olarak kullanilan besinsel ve tibbi degeri
nedeniyle de popiiler olarak kullanilmaktadir. Diinyanin biber tiretimi son 20 yilda
1993'te 12 milyon tondan 2013'te 31 milyon tonun tizerine ¢ikmustir (148). Simdiye
kadar Cin diinyanin en biiyiik biber iireticisi haline gelmistir Cin’1 Meksika, Tiirkiye
ve Endonezya izlemektedir. Amerika ve Hindistan sirasiyla en biiyiik ithalat¢r ve
ihracatci tilkelerdir (149).

Kapsaisin (trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamid, C18H27NO3), yanma ve
tahris edici sonuglardan sorumlu olan, biberlerden elde edilen ucucu ve keskin bir

bilesiktir. I1k olarak 1876 yilinda bulunmus ve keskinligi ile taninnus, daha sonra kesin
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kimyasal yapist 1923 yilinda belirlenmistir (150) son olarak 1930'da Spath ve Darling
tarafindan kimyasal olarak sentezlemislerdir (151). Kapsaisin bir benzen halkasi ve
polar bir amid grubu ile uzun bir hidrofobik karbon kuyrugundan olusur (152).
Kapsaisin kapsaisinoidlerdeki en yiiksek igeriklerden biridir ve bunu sirasiyla %69,
%22 ve %7 ile dihidrokapsaisin ve nordihidrokapsaisin takip etmektedir (153). Son
yillarda, ¢ok sayida ¢alisma, Kapsaisin’in antioksidan ve antienflamatuar ozellikler,
kan basincini diisiirme, kilo verme, agr1 kesici ve kanseri dnlemedeki yararli roliinii
ortaya koymustur (154).

Sekonder bitki metabolitleri, gida katki maddesi, pigment, farmasotik ve
biyopestisit gibi farkli alanlarda kullanilan 6nemli bir ekonomik grubu olusturur (155).
Capsicum annum L. tlrinin biyolojik olarak aktif bilesenlerinden tiiretilen ikincil
metabolit grubundaki en 6nemli bilesen, alkaloid-kapsaisinid grubudur.

Kapsaisinoidler benzilamin tiirevleridir. Yapilarindaki farkliliklar esas olarak
acil kistmlarina bagli olup ii¢ yapisal eleman s6z konusudur: I1ki, acil zinciri (C8-C13),
daha sonra sonlanma yolu (dogrusal, iso veya anteiso-serileri) ve o -3 (Kapsaisin tip)
veya o -4 karbon atomunda (homoKapsaisin tip I ve II) doymamislik varligi veya
yoklugu (156).

Homovanillik asit tirevi (8-metil--N-vanilil-6-nonenamid), Kapsaisin, kirmizi
biberin aktif bir bilesenidir. Mevsim biberindeki Kapsaisin seviyesinin % 0.025 ve ac1
biber ise bu oranin % 0.25 dolaylarinda oldugu bildirilmektedir (157).

Kapsaisin olaganiistii ¢ok yonlii bir ajan olup ¢ok ¢esitli farmakolojik
ozelliklere sahiptir. Bunun yaninda niitrisyondan, kimyasal silahlarda dahi kullanim
alanlar1 bulunmaktadir. Hatta Kapsaisin’in kopekbaligi kovucu olarak dahi
kullanildigr  bildirilmistir. ~ Kapsaisin, kapsasinoidler ~ grubunun %69’ unu,
dihidrokapsasinoidler %22 ’sini, nordihidrokapsasinoidler %7’sini ve homokapsaisin
ve homohidrokapsaisin ise sadece %]1°lik kismini olusturmaktadir. Kapsaisin ve
dihidrokapsaisin, nordihidrokapsaisin ve homokapsaisin‘'den yaklasik iki kat daha

keskin olup, biberin aciligindan asil sorumlu olan komponentlerdir (156).

24



2.6.1. Kapsaisin’in  Biyoaktivitesi, Farmakolojik  Etkileri  ve

Mekanizmalari

Gida, tarim, kimya miihendisligi ve tip alaninda genis bir uygulama alanina
sahip olan Kapsaisin’in ¢esitli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkisi oldugu
da bildirilmistir (158). Kapsaisin-kitosan karisimi filmler, gida paketleme materyali
olarak ve cilt yaralarini iyilestirmede de kullanilmistir (159). Yenilebilen Kapsaisin-
kitosan filmlerinin ¢esitli gida ve insan patojen mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal aktiviteleri bildirilmistir (159). Tiim mikroorganizmalarin inhibisyon
zon caplar1 artan Kapsaisin miktar1 ile dogru orantili olarak artmistir. Ayrica,
Kapsaisin umut verici bir ilag gibi goriinmektedir, baz1 hastaliklar {izerinde terapotik
etkili oldugu bildirilmistir. Zaman ve konsantrasyona bagli olarak caligmalarda
Helicobacter pylori'nin iiremesini spesifik olarak inhibe ettigi bildirilmistir. Bu
nedenle Kapsaisin, organizmanin buylmesini ve kolonizasyonunu inhibe ederek
H.pylori ile iligkili hastalikta terapdtik bir etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmiistiir
(160). Kapsaisin, H. pylori kaynakli gastrik mukozal hasari 6nlemek igin bir
antiinflamatuar ilag gibi gastrik epitel hiicreleri tarafindan salinan 1L-8 Uretimini
inhibe edebilmistir (161). Kapsaisin Streptococcus mutans’mn biyofilm olusumunu ve
asit liretimini azaltmig ve a-hemolitik streptokoklara karsi anti-karyojenik etkilerinin
oldugu gosterilmistir. Bu da dis ciirliglinlin patogenezinin dnlenmesinde Kapsaisin’in
etkili olabilecegini diistindiirmektedir (162). Kapsaisin ayrica, sirasiyla 16 mg/L ve 64
mg/L minimum inhibitér konsantrasyon ve minimum bakterisidal konsantrasyon ile
Porphyromonas gingivalis tiremesinin inhibisyonuna ve ayrica periodontitisin
yardimcit  tedavisinde kullanilabilecegi, P.gingivalis biyofilm olusumunun
inhibisyonunu sagladigi da saptanmistir (163). Kapsaisin’in bakteriler tzerindeki
inhibitor etkisi, yapisiyla ilgili olabilir. Fenolik grubu hidrofobikligi nedeniyle
membran stabilitesini azaltarak bakterilerin iiremesini baskilamaktadir (164). Ayrica,
doymamis dogal alkamitler ile Kapsaisin yapisinin mikroorganizmalar i¢in toksik
oldugu, gram pozitif ve gram negatif bakteriler arasinda toksisite agisindan bazi
farkliliklar gosterdigi bildirilmistir (165). Olast antimikrobiyal mekanizmalar, ozmotik

stres ve plazma membran hasar1 olusturabilmektedir (166).
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2.7. Nisin

Nisin, Lactococcus ve Streptococcus gibi bazi gram-pozitif bakteriler
tarafindan iretilen antimikrobiyal bir peptiddir (167). Nisin ilk olarak 1928'de
fermente siit kiiltiirlerinde tanimlannus, 1953'te ingiltere'de antimikrobiyal bir ajan
olarak pazarlanmistir (168). Nisin FAO / WHO tarafindan 1969 yilinda giivenli bir
gida katki maddesi olarak onaylanmistir. Su anda Nisin 50'den fazla iilkede lisansh ve
gida endiistrisinde farkli gida tiirleri i¢in dogal bir biyo-koruyucu olarak
kullanilmaktadir (167). Amerika Birlesik Devletleri'nde, Nisin Gida ve Ilag Idaresi
tarafindan 1988'de onaylanarak genellikle islenmis peynirlerde kullaniminin giivenli
oldugu kabul edilmistir (169).

Bir Nisin varyanti olarak tanimlanan Nisin A, 34 amino asitten olugmakta ve
Lactococcus lactis tarafindan sentezlenmektedir (170). Nisin, Tip A (1) lantibiyotikler
olarak adlandirilan bir grup antimikrobiyal katyonik peptit grubuna aittir (171). Nisin,
giiclii ve genis spektrum aktiviteleri, antimikrobiyal konsantrasyonda bakteriyel direnc
gelisimini tesvik etme ve hiicresel sitotoksisite ithtimalinin diisiik olmasi sebebiyle
onemli ve dikkat cekici bir metabolik Grindir (172). Diger lantibiyotikler gibi Nisin
enzimatik post-translasyonel modifikasyonlarin bir sonucu olarak birkac olagandisi
amino asit icermektedir (173).

Nisin, diger lantibiyotiklerin de karakteristigi olan bes lanthionine halkasi
olusturan tiyoeter amino asitleri ve dehidrate amino asit rezidiileri (serin ve treonin)
icermektedir (174). Nisin gidalardaki ¢ogunlukla gram-pozitif bakterilere karst genis
spektrumlu bir bakteriyosin olarak kullanilmaktadir (175). Arastirmalar Nisin’in
sadece gidalarla iligkili olan mikroorganizmalara karsi etkili olmadigin1 gostermistir
(172). Calismalarda purifiye Nisin ve Nisin’in diger antibiyotiklerle
kombinasyonunun gram-negatif patojenlere karst etkili olabilecegini ve bazi
biyomuhendislik Grind Nisin varyantlarinin hem gram-pozitif hem de gram-negatif
patojenlere karsi aktivitesini artirabildigi gosterilmistir (15). Buna ek olarak,
biyoteknolojideki son gelismelerle birlikte arastirmacilar, biyomiihendisligini
yaptiklar1 yeni Nisin varyantlarinin insan hastaliklari igin terapotik potansiyele sahip
oldugunu gérmiislerdir (16).

Nisin, kesfinden bu yana gida endiistrisinde alternatif bir biyo-koruyucu olarak

onem kazanmistir. Bununla birlikte, son 40 yildaki giivenirligi ile, Nisin kullanimu,
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biyomedikal alan gibi ¢ok ¢esitli farkli alanlarda kullanilmaya baslanmistir. Birgok
lantibiyotigin (ve daha genis olarak, diger bakteriyosinlerin) antimikrobiyal
aktivitesinin 6tesinde ek biyolojik aktivitelere sahip olduklar1 bildirilmistir (176).
Ornegin, Nisin, bakteriyel enfeksiyonlar, kanser, oral hastaliklar ve daha fazlasi dahil

olmak iizere biyomedikal uygulamalarda yararl 6zelliklere sahiptir.

2.8. Kumarin

Fitokimyasallar bitki diinyasinda dogal olarak bulunan kimyasal bilesiklerdir.
Bazilari, i¢inde bulunduklar1 dogal kaynaklarin organoleptik o6zelliklerinden
sorumludur. Fitokimyasal denince genellikle karotenoidler, flavonoidler, kumarinler
veya kromonlar gibi biyolojik 6nemi olan kimyasallar akla gelmektedir. Ginimizde
fitokimyasallarin tamami temel besin maddeleri olarak belirlenmemistir. Kanser,
metabolik veya dejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklara karst potansiyel
aktiviteye sahip 4.000'e kadar farkl fitokimyasal oldugu bildirilmistir. Bunlar arasinda
Kumarin’ler, dogada yaygin olarak bulunan bir benzopiron (1,2-benzopiron veya 2H-
1-benzopiran-2-on) ailesidir. Kumarin’ler tipik bir benzopiron yapisi tasiyan dogal
olarak olusan ve/veya oksijen igeren sentetik heterosikliklerin 6nemli bir ailesini
temsil etmektedirler (177).

Dogal bir iiriin olarak tanimlanan Kumarin’in ismi 1820'de ilk kez tanimlandig:
bitkiden gelmektedir (Tonka fasulyesi, coumarou, Dipteryx odorata (Coumarouna
odorata) tohumlar1 (Fabaceae/Leguminosae)). Kokusu, yeni bigilmis ot kokusu olarak
taninlanmaktadir. Kumarin 1882'den beri parfimlerde de kullanilmaktadir.
Yenilmesini caydirmak igin bitkiler tarafindan kimyasal bir savunma urunu olarak
salgilandig1 distiniilmektedir (18).

Kumarinik bilesikler, alfa piron halkasina kaynagmis bir benzen halkasi
tarafindan yapisal olarak insa edilmis bir lakton smifi olup esasen zengin elektron ve
yiik tasima Ozelliklerine sahip konjlige sisteme sahiptir (178). Kumarin yapisinin
basitligi ve ¢ok yonliiliigli onu ¢esitli uygulamalar igin dikkat cekici bir hale
getirmektedir (19). Kumarinler parfim, kozmetik ve endistriyel katki maddeleri
iceriginde kullanilmaktadirlar. Tirevlerinin bir kismu tiitlinlere ve bazi alkollii

iceceklere aroma veren madde olarak katilmaktadirlar (179). Ancak en uygun roli
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dogal tirtinler, organik kimya ve tibbi kimyada tanimlanmaktadir (180). Kumarinlerin
cesitli farmakolojik aktivitesi, diisiik toksisite ve yan etkileri, diisiik ila¢ direnci,
yiiksek biyoyararlanimi, genis spektrumu gibi 6zelliklerinden dolay1 ilag sanayinde
cok sayrda Kumarin bilesigi aktif olarak incelenmektedir (23).

Kumarin esash antikoagiilan, antimikrobiyal (anti-viral, antifungal ve anti-
parazitik), antioksidan (179), , antikanser (181), anti-diyabetik, analjezik,
antindrodejeneratif ve anti-enflamatuar (179) ajanlarin gelistirilmesi konusunda yogun
calisilan dogal iirlinlerden birisidir. Ayrica, essiz ve ¢ok yonlii oksijen igeren
heterosiklik yapi Kumarin bilesiklerinin tibbi 6nemini arttirmaktadir (182).
Kumarinler biyoaktif ajanlar olmasinin (24) yan sira, supramolekiiler tibbi ilaglar,
diagnostik ajanlar ve patolojik ve biyolojik boyalar (183) gibi ¢esitli calismalarda da
arastirilmislardir. Ozellikle, Kumarinik halkasindaki, elektronca zengin ve yiik tasima
Ozelliklerine sahip olan biiyiik konjuge sistem, bu yapinin molekiiller ve iyonlarla
etkilesimi agisindan 6nemli bulunmaktadir.

Kumarin ilk olarak 1868'de sentezlenmis ve ila¢ endiistrisinde, dicoumarol
(mevcut tedaviden ¢ikarildi) ile baslayan bir dizi sentetik antikoagiilan farmasdétik
maddenin sentezinde bir Oncili olarak kullanilmistir (184). Giiniimiize kadar, bazi
Kumarin bazli antikoagiilan ilaglar kliniklerde yaygin olarak kullanilmaktadir (185).
Kumarinler bir tir K vitamini antagonistidir (186). Gunumizde birgok Ulkede de
kullanilmakta olan varfarin, acenocumarol ve phenprocoumon en ¢ok dikkat ¢ekenler
arasindadir (187). Warfarin, daha uzun yarilanma Omrii (36 saat) nedeniyle
acenocumarolden daha sik kullanilmaktadir, teorik olarak daha stabil antikoagiilasyon
saglar ve acenocumarol tedavisi sirasinda potansiyel olarak ortaya ¢ikan faktor VII
dalgalanmalarin1 Onler (yar1 omiir 10 saat) (188). Giiniimiizde bazi Kumarinlerin
norodejeneratif hastaliklarda biiyiik potansiyele sahip enzimatik inhibitor ajan
[monoamin oksidaz (MAO) inhibitorleri, asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorleri ve
biitiril kolinesteraz (BuChE) inhibitorleri] olduklar1 gosterilmistir (189).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma 17.02.2020-15.12.2021 tarihleri arasinda Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda yapilnustir.
Calismada fitokimyasallardan Kapsaisin, Kumarin ve bir mikrobiyal trtin olan Nisin
kullanilmis olup bu kimyasal maddeler laboratuvar kullanimina hazir sekilde ticari
olarak temin edilmistir. Proje kimyasal bilesiklerin non-toksik konsantrasyonlarinin
belirlendigi ve in-vitro antibakteriyel etkinliklerinin degerlendirildigi hiicre kiiltiirii
calismalarin1 ve bu bilesiklerin deneysel olarak olusturulmus fare yara modelinde
arastirildigi hayvan deneyleri caligsmalarini kapsamaktadir. Bu caligma i¢in Hatay
Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 23/03/2020 tarih
ve 2020/03-12 numarali etik kurul onay1 alinmstir. /n-vitro deneylerde hiicre kiiltiirii

olarak Vero (Afrika yesil maymun bobrek hiicre hatti) hiicre hatt1 kullanilmustir.

3.1. Arag ve Geregler

e Karbondioksitli Inkiibatér (Heal Force HF90, Cin)

e Diiz Tabanli Mikroplaklar (12, 24, 48 ve 96°lik) (TPP, Europe/Switzerland)
o Kilas Il Guvenlik Kabini (Heal Force, Cin)

e Bidistile Su Cihaz1 (Elix Essential 10 UV, Almanya)

e Inverted Mikroskop (Soif, Cin)

e Santrifuj (NF 048; Nive, Turkiye)

e Hassas Terazi (Ohous Corp., NJ USA)

e Thoma lam (Isolab, Almanya)

e Otomatik Pipetler (Discovery, Transferpette, Almanya)
e Benmari (Gesellschaft Fur Labortechnik, Almanya)

e Buzdolabi (Indesit TN 5 FNF-italya)

e Otoklav (Nuve OT 90L, Almanya)
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Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) 1 It besiyeri i¢in hazir paket halindeki toz besiyerine
eklendi ve 1 It distile su ile erlenmayer icinde karigtirildi. Homojenize olmasi igin

erlenmayerin agz kapatilip karistiricida 30 dk kadar karistirildi. Homojen hale gelen

PCR sarflar1
o Taq polimeraz enzimi
o dNTP’s
o Primer dizinleri

o Sollsyonlar ve Bufferlar

3.2. Kimyasal maddeler

RPMI-1640 Besiyeri (Sigma, ABD)

Fetal Bovin Serum (Capricorn Scientific, Guney Amerika)
Tripsin Enzimi (Biological Industries, Israil)
Dimetil Stlfoksit (Merck Kgaa, Almanya)
Kanli Agar (Biomeurieux, Fransa)

Muller Hinton Broth_(Merck, Almanya)
Metisilin direncli S. aureus ATCC 33592
Kongo Kirmizis1 Besiyeri

Triton -X-100

Fosfat Tuz Sollsyonu (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

karigimin filtrasyon yontemiyle sterilizasyonu gergeklestirildi.
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3.2.2. Versen-Tripsin Soliisyonunun Hazirlanmasi

8 gr NaCl, 0.2 gr KCI, 2.37 gr Na2HPO4 12 H20, 0.2 g KH2PO4, 1 g titriplex Il
(versen) ve 1.25 gr tripsin 1 It distile su ile erlenmayer i¢inde karistirildi. Erlenmayerin
agz1 kapatilarak karistiricida 30 dk. karistirilip homojenize edildi. Homojen hale gelen

karisimin filtrasyon yontemiyle sterilizasyonu gergeklestirildi.

3.2.3. PBS hazirlanmasi

Son hacim 1 litre olacak sekilde 8 gr. NaCl, 0.2 gr. KCI, 2.37 gr. Na:HPO. 12
H20 ve 0.2 gr. KH2PO.4 tartilarak bidistile su ile erlenmayer iginde karistirildi.
Erlenmayerin agz kapatilarak karistiricida 30 dk karistirilip homojenize edildi. 121 °C
15 psi 15 dk otoklavda sterilizasyonu yapildi.

3.3. Tripan Mavisi ile Hiicre Canhihgi Tayini

Hiicre canliligi tespitinde tripan mavisi yontemi kullanildi. Olii hiicrelerin
membran biitiinliiglinde bozulma olmasi nedeniyle boya 6lii hiicrelerin icine girer ve
hiicreleri boyar. Mikroskopta bakildiginda mavi boyanan hiicreler 6lii, boya almamis
(mavi boyanmamus) hiicreler canli olarak tespit yorumlanir. Hiicre canliligi tespit i¢in
tripan mavisi boyast PBS ile %1 oraninda karistirildi. Versen -Tripsin ¢ozeltisi ile
toplanan hiicreler hazirlanan tripan mavisi boyasi ile 1:1 olacak sekilde karistirildi.
Oda 1sisinda 15 dk. bekletildikten sonra mikroskopta incelenerek hiicre canlilig: tayini

ve hiicre sayimi yapildi.

3.4. Stok Soliisyonlarin Hazirlanmasi

3.4.1. Kumarin Solusyonu

Ticari olarak temin edilen (Sigma, ABD) Kumarin’in ¢6zilmesi i¢in solvent

olarak dimetil siilfoksit kullanildi. Kumarin’in stok sollisyonu 50 mg/ml olacak sekilde
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hazirlandi. Deneylerde aktivite ¢alismalart i¢in kullanimdan hemen 6nce hazirlanan

sollisyonun 151kta kalmamasina dikkat edildi.

3.4.2. Kapsaisin Soltsyonu

Ticari olarak temin edilen (Biovision, ABD) Kapsaisin’in ¢6zulmesi icin
solvent olarak etanol kullanildi. Kapsaisin’in stok soliisyonu 2 mg/ml olacak sekilde
hazirlandi. Deneylerde aktivite ¢alismalart i¢in kullanimdan hemen 6nce hazirlanan

sollisyonun 151kta kalmamasina dikkat edildi.

3.4.3. Nisin Solusyonu

Ticari olarak temin edilen (Sigma, ABD; 20.000-40.000 IU/mL 0.02N HCI
icinde ¢Oziinmiis kullanima hazir soliisyon) Nisin’in  deneylerde aktivite
calismalarindan hemen once PBS ile diliie edilen 10.000 IU/mL konsantrasyonu

hazirlandi. Stok soliisyonun 1siktan korundu.

3.4.4. Mupirosin Solusyonu

Ticari olark temin edilen (Balaban %2 pomad) Mupirosin’den 1 g tartilarak 1
ml PBS icinde ¢oziilerek homojenize edildi. Aktivite ¢aligmalarinda soliisyonun taze

hazirlanmasina ve hazirlanan soliisyonun 1siktan korunmasina 6zen gosterildi.

3.5. Kongo Kirmuzis1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen Brain-Hearth infusion (BHI) broth besiyerinden 37
g, 10 gr agar, 50 gr sikroz, 800 mg Kongo kirmizisi hassas terazide tartilip
erlenmayer igine konuldu. Bidistile suyla 1 litreye tamamlandi. Manyetik
karistiricida homojenize edildikten sonra sterilizasyon islemi igin otoklavize edildi.

Sterilizasyon islemini takiben petri kaplarina dokilerek sogumaya birakildi.
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3.6. Calismada Kullanilan Suslar

Deneylerde Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali bakteri kiiltiir koleksiyonumuzda bulunan Metisiline
direncli Staphylococcus aureus susu (ATCC 33592) susu kullanildi.

3.7. Hiicre Kiiltiirii ve Kimyasal Bilesikler

Calismada gerek sitotoksisite testleri i¢in gerekse de in-vitro etkinlik testleri
i¢in kullanilan Vero hiicre hatt1 Hatay Mustafa Kemal Universitesi T1p Fakiiltesi T1bbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir kiiltiir koleksiyonundan, Kapsaisin, Nisin ve
Kumarin ise ticari olarek temin edilmistir.

Calismada hiicre hiicre kiiltiirii deneylerinde hiicrelerin gogaltilmasi ve idamesi
i¢in igerisinde %10 oraninda fetal dana serumu, 10 mM HEPES, 4 mM glutaminli 100
IU/ml penisilin/streptomisin ihtiva eden RPMI 1640 sivi besiyeri kullanild.
Hicrelerin inklbasyonu 37°C, %5 CO. ve %95 hava bulunduran inkubatérde
gerceklestirildi. Hiicrelerin iiretilmesi i¢in 1x108 hiicre/ml olacak sekilde farkl
hacimlerde (100, 250 ve 500 ml’lik) kiiltiir kaplarina kiiltiir kabinin yiizde 10’u
nispetinde besiyeri bulunan kaplarda inkiibe edildi. Hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in 3-7 gun
arasinda tireme giinliik takip edilerek hiicreler kiiltiir kab1 yiizeyinde monolayer tarzda
trediklerinde pasaj islemleri gergeklestirildi. Inkiibasyon siiresi iginde besiyeri
pH’inda degisme goézlemlendiginde besiyeri degisimi yapildi. Hiicreler kiiltiir
kabindan, hazirlanan tripsinizasyon soliisyonu ile kaldirilarak 50 ml’lik santrifiij
tiiplerine alimip 1500 rpm’de 15 dk. santrifiij edilerek hiicre pelleti toplandi. Hiicre
canliligt ve sayist %0,9’luk NaCl i¢inde hazirlanmis %]1°lik tripan mavisi ile
hemositometrede mikroskop altinda belirlendi.

Aktivite deneyleri 24, 48 ve 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplaklarda yapildi.
Kuyucuklara igerisinde %10 oraninda fetal dana serumu bulunan RPMI 1640 besiyeri
ile ml’sinde 1x108 hiicre olacak sekilde hiicre inokiile edildi. Calismada Kapsaisin,
Nisin ve Kumarin bilesiklerini ¢ozmek igin kullanilan dimetil sulfokside (DMSO)
(Sigma, MI, USA) ve etanoliin secilen konsantrasyonlar1 negatif kontrol olarak

kullanildi. DMSO ve etanoliin non-toksik konsantrasyonlarinin belirlenmesi testleri
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Vero hiicre hatti kullanilarak gerceklestirildi. Vero hiicreleri 1x10° hiicre/ml olacak
sekilde mikroplaklara inokiile edildi. Mikroplaklarin kuyucuklarma DMSO ve
etanoliin degisik konsantrasyonlar1 (%8, 4, 2, 1 ve 0.5) iizerinde non-toksik

konsantrasyon belirlenerek toksik olmayan bu konsantrasyon solvent olarak secildi.

3.7.1. Hiicre Canhlik Tayini

Calismada hiicre canlhiligi tayini, tripan mavisi boyama yontemiyle
gergeklestirildi. Boyama yonteminin esast Tripan mavisi boyasina maruz birakilan 61i
hiicreleri membran biitiinliiklerinin  bozulmasina bagli olarak boyanmasina
dayanmaktadir. Gerek Vero hiicrelerinin pasajlanmasi ve gerekse de aktivite
calismalar1 sirasinda tripsinizasyon islemi ile kaldirilan hiicreler tripan mavisi ile
muamele oda 1sisinda boya ile inkiibe edildikten sonra mikroskobik olarak
degerlendirildi. Boya alan (mavi boyanan) hiicreler 6lii olarak, boya almayan (acik
renkte/maviye boyanmamus olan) hiicreler ise canli olarak degerlendirildi. Yuzde 1°lik
tripan mavisi boyasi PBS ¢ozeltisi i¢inde hazirlandi. %0.25°1ik versen-tripsin
soliisyonu ile kiiltiir kaplarindan toplanan hiicreler 1:1 oraninda tripan mavisi ve hiicre
stispansiyonu olacak sekilde boyandi. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilen
karigim mikroskopta incelenerek canlilik tespiti yapildi. Hemositometre (Thoma lami)

ile hiicre sayimi gergeklestirildi.
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3.7.2. Aktivite Calismalari

Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Oncelikle Kapsaisin, Nisin ve Kumarin’in Vero hiicre kiiltiirinde non-toksik
konsantrasyonlar1 belirlendi. Aktivite ¢alismalari bu non-toksik konsantrasyonlar
dahilinde gerceklestirildi. Sitotoksik etki belirlenmesine yonelik caligsmalar asagida
aciklandigt  gibi  MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) yontemiyle yapildi. Aktivite ¢alismalari i¢in Vero hiicreleri her bir ml’sinde
1x108 hiicre olacak sekilde hiicre kiiltiirleri hazirlandi. Hiicre adezyonu igin 6 saat
inkiibasyondan sonra kiiltiir besiyerine kimyasal bilesiklerin farkli konsantrasyonlarini
iceren miktarlar1 (100; 75; 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56 ve 0.78 ug/ml) eklendi.

Kontrol grubu olarak, igerisinde sadece solvent olarak kullanilan miktarda
DMSO ve etanol ihtiva eden kiiltiirler deney grubuyla ayni anda kiiltive edildi. Ayrica,
negatif kontrol olarak igerisinde kimyasal bilesen bulunmayan kiiltiirler ve pozitif
kontrol olarak da Mupirosin’in farkli konsantrasyonlarini (0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25,
50, 100 mM) igeren hiicre kiiltiirleri kullanildi. Tiim deneyler ti¢ kopya halinde 2 kez
tekrarlanarak yapildi.

Inkiibasyondan sonra kiiltiir kab1 yiizeyine yapisarak cogalmasina devam eden
hiicreler %0.25’1ik tripsinizasyon soliisyonu ile muamele edilerek santrifiij tiiplerine
alindi. Hiicreler sogutmali santrifiijde (+4 °C’de) 1500 rpm’de 10 dakika santrifij

edilerek toplandi ve hiicre canlilig1 tayini yapildi.

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

Y ontemi

MTT yontemi ile kiiltive edilen canli hiicreler kolorimetrik ve kantitatif olarak
saptanabilmektedir. Bu yontem saglam mitokondrianin MTT boyasinin tetrazolium
halkasin1 parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Ilk olarak Mosmann tarafindan
tammmlanan ve daha sonra Alley ve ark. (190) tarafindan gelistirilen 3-(4,5-
dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi hiicre canliliginin

belirlenmesi i¢in sik¢a kullanilan pratik bir yontemdir). MTT, hiicrelere aktif olarak
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absorbe olan ve mitokondriye bagli bir reaksiyon ile renkli, suda ¢6ziinmeyen
formazana indirgenen bir maddedir (191). Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi hiicre
canliliginin 6l¢iitii olarak alinir ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu
canli hiicre sayisi ile korelasyon gosterir. Calismada degisik konsantrasyonlarda
(3200; 1600; 800; 400; 200; 100; 75; 50 ve 25 pg/ml olacak sekilde) Kapsaisin, Nisin
ve Kumarin ile muamele edilen hiicre kulttrlerinde hiicre proliferasyonu tizerindeki
etkileri MTT hiicre yontemiyle arastirild.

Kapsaisin, Nisin ve Kumarin’in monolayer tarzda treyen Vero hicreleri ile
muamelesini  takiben  hicre  sitotoksisitelerinin  belirlenebilmesi icin
methylthiazolyldiphenyltetrazolium bromide muamelesinden sonra 37 C’de 4 saat
inklbe edildi. Daha sonra 6len hucrelerdeki formozan kristallerinin ¢oztinebilmesi igin
dimetil sulfoksit eklenerek, 10 dakika bekletildi.

Ardindan optik yogunluk tayini spektrofotometrik (ThermoFisher Scientific,
USA) olarak olgiilerek degerlendirildi. Tim testler ii¢ tekrarli olacak sekilde
gergeklestirildi.

3.8. Vero Hiicre Hattinda Kapsaisin, Nisin ve Kumarin Varhginda S. aureus

Uremesinin incelenmesi

Calismada yukarida belirtilen konak kosullar1 saglandiginda iki bakterinin ayr1
ayri1 tremelerindeki degisimleri belirlemek i¢in Vero hicreleri 96 kuyucuklu plaklara
inokdile edildi.

e 24 saatboyuncaadezyon ve ¢ogalmalar1 i¢in beklenilen hiicrelere kimyasal

bilesikler ilave edilerek 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

e Sonra S. aureus’un 24 saatlik taze kiiltiirlerinden 1x10° bakteri iceren

stispansiyonlar hazirlandi.

e Bu sispansiyonlardan kimyasallarin inokiile edildigi hiicre kiiltiirleri

lizerine aktarilarak ve 3 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

e Mikroorganizmalarin ireme yogunluklarinin belirlenmesi igin hem

absorbans Olglimii gergeklestirildi hem de her bir kuyucuktan alinan
numunelerin Mueller-Hinton agara ekimleri yapilarak ve 24 saat 37 °C’de

inkiibe edildi. Koloni sayimlari cfu/ml olarak hesaplandi. Kimyasal
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bilesiklerin mikroorganizmalar {izerindeki etkinlikleri kantitasyon

yapilarak degerlendirilmis oldu.

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

invazyonu Uzerindeki Etkinliklerinin Degerlendirilmesi

Kimyasal bilesiklerin hiicresel adezyon ve invazyon etkinliklerini incelemek

icin deneyler 12-24 kuyucuklu diiz tabanli pleytlerde gergeklestirildi.

Bu amag i¢in S. aureus’un Mueller-Hinton agara pasajlanan taze kultdrleri
kullanild1. Bu islemlerden 6nce ise Vero hiicre hatt1 her bir ml’sinde 1x10°
hiicre olacak sekilde hazirlanmis ve en az %80 oraninda kiiltiir kabi
yuzeyini kaplamis hiicreler tizerine Kapsaisin, Nisin ve Kumarin non-
toksik konsantrasyonlarda hiicrelere inokiile edildi. Inokiilasyonu takiben
2 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

Daha sonra ise S. aureus’un 24 saatlik taze kiiltiirlerinden hazirlanan 1x108
yogunluktaki bakteri soliisyonu kimyasal bilesiklerle muamele edilen
hlcre kaltar besiyerlerine ilave edildi.

Adezyon deneylerinin sonuglandirilmasi icin 37 °C’de 3 saat inkiibasyonu
gerceklestirildi. Pleytin kuyucuklarma PBS soliisyonu ilave edilerek
nazikce aspire edildi. Bu islem 3 kez tekrarlanarak hiicrelerin yikama
islemleri gerceklestirildi.

Adezyon tesleri i¢in bu asamadan sonra; hiicreler 0.025% Triton X-100 ile
muamele edilerek ve bu soliisyon ile en 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda hiicreler ve mikroorganizmalardan olusan karisim
homojenize edilerek ve pleytin her bir kuyucugundan alinan o6rnekler
Mueller-Hinton agara ekimleri gerceklestirildi. Inkiibasyondan 24 saat

sonra bakteri koloni sayimlar1 gerceklestirildi.
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3.9.1. invazyon Deneyi

e Yukarida bahsedildigi gibi hiicre kiiltiirlerinde Kapsaisin, Nisin ve
Kumarin ile muamele bakterilerin hlcrelere adezyon testleri icin pleytin
kuyucuklarina Gentamisin ¢ozeltisi (200 pg/mL) hazirlanarak ilave edildi.
Antibiyotik solisyonun ilavesinden sonra kultur pleytleri 37 °C’de kisa
stireligine (yaklasik 10 dk) inkiibasyona birakildi. Bu siire zarfindan hiicre
yiizeyi ve ortamdaki bakteriler inaktive edilmis oldu.

e Ardindan pleytin kuyucuklarina PBS soliisyonu ilave edilerek yukarida
adezyon deneylerinde oldugu gibi hiicre yiizeyleri 3 kez yikandi.

e Buasamadan sonra benzer sekilde hiicrelerin tizerine 0.025% Triton X-100
ilave edilerek oda 1s1sinda yaklasik 5 dakika inkiibe edildi.

e Kuyucuklarda olusan lizat hoomojenize edilerek her bir kuyucuktan alinan
ornegin Mueller-Hinton agara ekimleri yapilarak 37 °C’de 24 saat

inkiibasyonu takiben koloni sayimlar1 ger¢eklestirildi.

3.10. Slime Uretimi

Kapsaisin, Nisin ve Kumarin’in S.aureus’un slime Uretimi Uzerindeki etkisinin
varligi fenotipik yontemlerden Kongo-kirmizisi yontemiyle degerlendirildi. Bu
kimyasal bilesiklere ve bu bilesiklerin farkli kombinasyonlarina maruz birakilan
bakterilerden Kongo-kirmizisi besiyerine ekim yapilarak slime Uretimi slime pozitif
S.aureus kokenleriyle karsilastirildi. Mikroorganizma inokiilasyonunu takiben 37 °C
48 saatlik inkiibasyon sonrasi yapilan degerlendirmede Kongo-kirmisisi besiyerinde
siyah renkte kolonilerin varlig1 slime iiretimi pozitif, acik renkli kolonilerin varlig: ise

slime tliretimi negatif olarak degerlendirildi.
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3.11. Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi
3.11.1. RNA Ekstraksiyonu

Total RNA izolasyonu ticari kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi
(ZymoResearch, USA). Nisin, Kapsaisin, Kumarin ve Mupirosin tedavi gruplarindan
bakteriler (S. aureus) ependorflara alindi ve 15.000 g x 2 dk santifrij edildi.
Supernatan atildi ve tizerine 800 Pl RN A lizis buffer eklendi. Karisim ZR bashingBead
lizis tiiplerine aktarildi. Beadbeater vorteks cihazinda 15 dk S. aureus ‘un hiicre duvari
parcalanmasi i¢in vortekslendi. Hemen sonra santifriije alindi ve 15.000 g x 30 sn
santifrij edildi. Santifrij sonrasi supernatandan 400 pl Zymo-spin IHICG column
tiipiine aktarild1 ve altina toplayic tiip yerlestirilerek filtrasyon gergeklestirmek iizere
15.000 g x 30 sn santifriij uygulandi. Filtrasyondan altindaki toplayici tiipe gegen sivi
ile islemlere devam edildi. Elde edilen siviya esit hacimde %95-100 etanol karistirildi.
Bu karisim Zymo-spin [ICR column tiipiine alinda ve altinda bir toplayici tiiple 15.000
g x 30 sn santifriij uygulandi. Bundan sonraki islemlerde toplayici tiiplerdeki sivilar
atildi. Column i¢indeki materyale 400 pl RNA Prep Buffer eklendi ve 15.000 g x 30
sn santifrij edildi. 700 pl RNA Wash Buffer eklendi ve 15.000 g x 30 sn santifrij
edildi. 400 pl RNA Wash Buffer ile 15.000 g x 1 dk satifriij uygulandi. Son olarak da
50 pl DNase/RNase Free Water eklendi ve santifrij 15.000 g x 30 sn uygulandi.
RNA’larin saflik ve konsantrasyonlar: niikleik asit dlger (Merinton, SMA-1000 UV
Spectrophotometer, China)’de kontrol edildi. Bu adima ek olarak, rRNA alt {initeleri
(28S ve 18S) kontrol etmek i¢in %]1’°lik agaroz jel hazirlanarak 100 V’da 30 dakika
stireyle yurtulerek kontrol edildi. Daha sonra 6rnekler pellet hacimlerine gére 30-100
plniikleaz icermeyen distile su ile sulandirilarak spektrofotometrede (Merinton, SMA -

1000 UV Spectrophotometer, China) saflik ve konsantrasyonlar1 belirlendi.

3.11.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Calismada genomik DNA kontaminasyonunu onlemek i¢cin DNA sindirim
islemi ticari kit yardimiyla (Abmgood, CANADA) kit prosedirine uygun olarak
gerceklestirildi. Bu islem sonrasinda RNA o6rnekleri ticari kit yardimiyla (Abmgood,
CANADA) kit protokoliine uygun olarak cDNA’ya doniistiiriildii. cDNA eldesi; 55
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°C’de 30 dakika ve 85 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek gerceklestirildi. Reaksiyon

sonrasinda 6rnek hacimleri niikleaz icermeyen su ile 200 ul olacak sekilde ayarlandi.

3.12. RT-gqPCR Deneyleri

Calismada ¢cDNA sentezi islemini takiben mecA, blaZ ve internal kontrol
olarak 16srRNA genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlendi. Hedef genin
amplifikasyonu her 6rnekten 1 pul cDNA 6rnegi kullanilarak gergeklestirildi. RT-gPCR
analizlerinde BRYT Green boyasi igeren kit (Promega, GoTaq PCR Mastermiks,
USA) kullanildi. Reaksiyon protokolii: 95 °C’de 2 dakika, 95 °C’de 15 saniye, 60
°C’de 60 saniye olarak 40 dongii seklinde uygulandi (Anatolia Montana 4896
RT_PCR). Her 6rnek dublike calisildi ve referans gen olarak ise GAPDH geni secildi.

Kullanilan primerlerin forward ve reverse sekanslart Tablo 1.”de verilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan oligoniikleotit dizileri ve baz biiyUkIlUKleri.

Primers | Forward ve Reverse Primer Sekanslar1 (5'-3") Uriin Referans
Boyutu
(bp)
GAPDH | Forward TCAACGATTTAACAGATGACGCA 77 Chovanova ve
Reverse TTCGTCTTTGAAACGACCTTGTG ark., 2016 (192)
mecA Forward TCCACCCTCAAACAGGTGAA 139 Chovanova ve
Reverse TGGAACTTGTTGAGCAGAGGT ark, 2016 (192)
blaz Forward TCCTAAGGGCCAATCTGAACC 105 Chovanova ve
Reverse ACACTCTTGGCGGTTTCACT ark., 2016 (192)
16S Forward GGGACCCGCACAAGCGGTGG 191 Jiang ve ark.,
rRNA Reverse GGGTTGCGCTCGTTGCGGGA 2021 (193)

16S rRNA gen bolgesi i¢in; program ve dongii sayist; 95 °C’de 2 dk. sonra 40
siklus olmak iizere PCR igin 1s1 dongiisii: 95°C’de 15 sn. denatlirasyon, 60°C
annealing ve uzama olarak uygulandu.

MecA gen bolgesi icin; program ve déngu sayisi; 95 °C’de 2 dk. sonra 40 siklus
olmak iizere PCR igin 1s1 dongiisii: 95 °C’de 15 sn. denatiirasyon, 60°C annealing ve
uzama olarak uygulandi.
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blaZ gen bolgesi igin; program ve dongii sayist; 95 °C’de 2 dk. sonra 40 siklus
olmak iizere PCR igin 1s1 dongust: 95 °C’de 15 sn. denatiirasyon, 60°C annealing ve
uzama olarak uygulandi.

3.13. Deney Hayvanlar1 Calismalari

Bu calisma i¢in Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulunun 23/03/2020 tarih ve 2020/03-12 numarali etik kurul onay1 alinmustir.
Hayvan deneyleri Hatay Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezinde gergeklestirildi. Deneylerde Wistar Albino tiri erkek siganlar
kullanild1. Sicanlar randomize olarak gruplara ayrildi. Calismada tiim siganlar
deneyler stresince standart diyet ve su ile ad libitum olarak beslendi. Si¢anlar bir grup
tedavi verilmeyen kontrol olmak {izere toplamda 12 farkli gruba ayrildi. Ayrica 3

sicandan olusan 1 standart ilag (Mupirosin) tedavi grubu da olusturuldu.

3.13.1. Cahisma Gruplar

Deney gruplar1 asagida verilmistir. Bu deneylerde kontrol gruplariyla birlikte
toplam 12 grup yer aldi. Gruplar 3 adet si¢an ile olusturuldu (Tablo 2). Siganlarin sirt
yiizeyi traglandiktan sonra steril sartlarda her siganda 2 adet 1x1 cm flep kaldirilarak
yara olusturuldu (Resim 6) ve 1x10° bakteri inokiile edilerek yara enfekte edildi.

Infeksiyonu takiben 3.giinde tiim gruplarda (kontrol grubu disinda) tedaviye basland.
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Tablo 2. Deney gruplari Fare sayisi Tekrar sayisi

Grup 1 (Nisin tedavi grubu) 3 2x3
Grup 2 (Kapsaisin tedavi grubu) 3 2x3
Grup 3 (Kumarin tedavi grubu) 3 2x3
Grup 4 (Kumarin artt Mupirosin tedavi grubu) 3 2x3
Grup 5 (Nisin arti Mupirosin tedavi grubu) 3 2x3
Grup 6 (Kapsaicin artt Mupirosin tedavi grubu) 3 2x3
Grup 7 (Kapsaisin art1 Nisin artt Mupirosin tedavi grubu) 3 2x3
Grup 8 (Kumarin artt Nisin art1 Mupirosin tedavi grubu) 3 2x3
Grup 9 Kapsaisin artt Kumarin artt Mupirosin tedavi grubu) 3 2x3
Grup 10 (Kapsaisin artt Kumarin art1 Nisin artt Mupirosin tedavi 3 2x3
grubu)

Grup 11 (Mupirosin tedavi grubu) 3 2x3
Grup 12 (Kontrol grubu) 3 2x3
Toplam hayvan sayisi 36 2x36

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

Siganlar gruplara ayrildiktan sonra sirt bolgesine 1x1 ¢cm? lik yara olusturuldu
ve S. aureus ile enfekte edildi. 3 giin sonra etkin bulunan konsantrasyonlarda tedaviye

baslandi ve tedavi 10 giin 2x1 seklinde uygulandi. Yara yeri gelisimleri giinliik takip
edildi.

3.13.3. Tedavi Sonrasi Doku Orneklerinin Degerlendirilmesi

Dekaptitasyon islemini takiben yara 6rneklerinden alinan doku parcaciklari bir

histopatolojik degerlendirmeler i¢in kullanildu.

3.13.4. Histolojik Degerlendirmeler

Tedavi sonunda sicanlar ketamin/ksilazin (150/9 mg/kg, i.p.) ile anestezi
yapildiktan sonra doku disseksiyonlar1 gerceklestirildi. Projede Histolojik-Patolojik
degerlendirmeler HMKU Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda
gerceklestirildi. Bu asamada yara iyilesmesi histopatolojisi degerlendirilmek iizere
alian dokular %10’luk formaldehid ¢ozeltisi i¢ine kondu.

Alman organ ve dokulardan preperat hazirlamak i¢in kasetlere yerlestirme,
fiksasyon, parafin bloklar1 olusturma, kesit alma ve Hematoksilen-Eosin ile boyama
gibi gereken tiim prosediirler ve mikroskobik inceleme islemleri HMKU Veteriner

Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.14. istatistiksel analiz

Tum istatiksel analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences,
Windows v. 23, Chicago, IL) programi kullanilarak yapildi. Her deney verisi
tamimlayici istatistik analiz tablosu ile Kruskal-Wallis testi kullanilarak belirtildi.
Calismada ikili grup verilerinin karsilastirilmalart Mann-Whitney U kullanilarak

yapildi. Tum analizlerde farklar p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

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

Calismada Kapsaisin, Nisin ve Kumarin’in besiyerinde c¢ozulmesi igin
kullanilan solventlerin (DMSO ve Etanol) hiicreler iizerindeki non-toksik
konsantrasyonlar1 belirlendi. DMSO ve etanoliin farkli konsantrasyonlart monolayer
tarzda iiremis olan Vero hiicreleri (inokiilasyon konsantrasyonu; 1x10° hiicre/ml) ile
muamele edildi. 1x10° hiicre/ml olacak sekilde Vero hiicreleri muamele edildi.
Deneylerde DMSO <%2 (w/v) etanol <%3 (w/v) konsantrasyonlarinda Vero hiicre
iremesine, canliligina herhangi bir toksisite olusturmadigi hem morfolojik hem de
hiicre canlilig: tespitiyle gergeklestirildi. Deneylerde fitokimyasallarin besiyerinde
¢oziilmesi amaciyla solvent olarak kullanilan hem DMSO hem de etanoliin %1 lik

konsantrasyonlar1 secildi.

2.50E+06
2.00E+06
Z
%‘ 1.50E+06
7]
<5}
1
.= 1.00E+06
=
5.00E+05
0.00E+00 ® g
Kontrol 0,50% 1% 2% 3% 4% 5%
=8—Baslangic =®=—24 h 48h =@=72h =®=96h

Sekil 1. DMSO'nun Vero hiicre hattinda non-toksik konsantrasyonunun

belirlenmesi
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Sekil 2. Etanol'iin Vero hiicre hattinda non-toksik konsantrasyonunun belirlenmesi

Hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda %2 ’nin tizerindeki DMSO konsantrasyonunun
inkiibasyon siiresine bagli olarak hiicrelerde atipik goriiniim ve canliliginda da
istatiksel olarak anlaml diizeyde azalma meydana geldigi tespit edilmistir. Bu durum
bu ve lizeri konsantrasyonlarin hiicre proliferasyonu {iizerinde etkili olabilecegi,
toksisite yaratabildigi seklinde degerlendirilmistir (Sekil 1; p<0.05).

Etanol icin ise %3 ve daha ylksek konsantrasyonlarda 72. saatten sonra
hucrelerde morfolojik degisimler meydana gelmis canlilikta da istatiksel olarak olmasa
da azalma tespit edilmistir. inkiibasyon siiresi 96 saate kadar uzadiginda ise hiicre
canliliginda anlamli azalmalarin oldugu tespit edildi (Sekil 2).

Aktivite ¢alismalarinda, Vero hiicreleri i¢cin DMSO’nun %2 etanoliin ise %3
ve daha diisik konsantrasyonlarda hiicre tremesi Uzerinde herhangi bir toksisite
olusturmadigi tespit edildi. Bu testlerle hiicrelerin Giremesi 96 saat takip edildi. Bu sire
zarfinda DMSO ve etanol ihtiva eden Vero hiicrelerinde morfolojik olarak kontrol
grubu hiicreleriyle kiyaslandiginda agregasyon, fiizyon, piknozis gibi sitopatolojik
degisimlerin olusmadigi tespit edildi (Resim 7-11). Bunun yaninda yine kontrol
grubuyla kiyaslandiginda 96.saat sonunda toplanan hiicre canliliklarinin anlaml

olmadig1 saptanmistir (p>0.05).
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Resim 7. Vero Hucreleri. A. 96 saat inkiibasyondan sonra igerisinde DMSO bulunmayan
hiicre kiltiiriiniin mikroskobik goriintiisii. B: Icerisinde < %2 DMSO bulunan hiicre
kiltirtinin morfolojik gérinimi (10X).
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Resim 8. Vero Hucreleri. A. 96 saat inkiibasyondan sonra icerisinde %70 etanol bulunmayan
hiicre kiiltiiriiniin mikroskobik goriintiisii. B: i¢erisinde < %3 etanol (%70’lik) bulunan hiicre
kalttrantn morfolojik gérintmi (10X)
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2600pg/ml 1300 ug/ml

650 pg/ml

162.5 ug/l

40.6 pg/ml | | 20.3 pg/ml

Resim 9. Vero hicreleri Uzerinde inkiibasyonun 96.saatinde Kumarin’in farkli
konsantrasyonlarda hiicre morfolojileri tizerinde etkisi (10X).
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1.95 pg/ml 0.975 pg/ml

Resim 10. Vero hcreleri Gzerinde inkilbasyonun 96.saatinde Nisin’in farkli
konsantrasyonlarda hiicre morfolojileri tizerinde etkisi (10X).
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200 pg/ml

3.125 pg/mi 1.562 pg/ml
Resim 11. Vero hucreleri Uzerinde inkubasyonun 96.saatinde Kapsaisin’in farkl
konsantrasyonlarda hiicre morfolojileri tizerinde etkisi (10X).

4.2. MTT Sonuglari

Kapsaisin, Nisin ve Kumarin’in Vero hiicre hattinda sitotoksisite testlerinin

yapildig1 bu yontemde deneyler 96 kuyucuklu diiz tabanli mikropleytler kullanilarak
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gerceklestirildi. Hiicreler (1x10° hiicre/ml konsantrasyonda) inokiile edildikten sonra
karbondioksitli etivde 37 °C’de 8 saat inkiibe edilerek hiicrelerin metabolik
fonksiyonlarin1  diizenlemelerine imkan saglandi. Metabolik fonksiyonlarini
dizenleyen hicrelerin kultir medyumu icerisine kultir medyumu ile diliie edilen
farkli konsantrasyonlardaki kimyasallar eklenerek 96 saat inklbasyona kaldirildu.
Inkiibasyon sonunda spektrofotometre 570 nm dalga boyunda okutularak Kapsaisin,

Nisin ve Kumarin’in non-toksik konsantrasyonlari belirlendi (Sekil 3-6).

|‘ II I‘ A__—_.=s W®_ B
0,325 0,625

1,25 2,5 5 pg/ml

2.50E+06
2.00E+06

1.50E+06

1.00E+06
5.00E+05
0.00E+00 M I n I

Huicre kontrol

Hiicre say1s1

¥ Baglangig m24h m48h m72h m96h

Sekil 3. Mupirosin’in Vero hicre Kkiltiriinde non-toksik konsantrasyonunun
belirlenmesi.

Sekil 3’te Mupirosin’in Vero hicre kulttriinde non-toksik konsantrasyonu ile
ilgili test sonuglar1 goriilmektedir. Sekil 3’ten de anlasilacagi gibi 0.625 pg/ml
diizeyinde ve daha diisiikk konsantrasyonlarda Mupirosin hiicrelerde herhangi bir
toksisite meydana getirmemistir. Benzer sekilde Nisin, Kapsaisin ve Kumarin de Vero
hlcreleri Gzerinde non-toksik konsantrasyonlar1 belirlenmis olup Nisin, Kapsaisin ve
Kumarin’in non-toksik konsantrasyonlar1 sirasiyla 15,6 pg/ml, <50 ug/ml, ve <0,65

mg/ml olarak tespit edilmistir (Sekil 4-6).
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Sekil 4. Nisin’in Vero hicre kultiiriinde non-toksik konsantrasyonunun belirlenmesi.
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Sekil 5. Kapsaisin’in Vero hticre kiltirinde non-toksik konsantrasyonunun belirlenmesi.
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Hiicre sayis1

Sekil 6. Kumarin’in Vero hiicre kilttriinde non-toksik konsantrasyonunun belirlenmesi.
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4.3. Nisin, Kapsaisin, Kumarin’in  Antibakteriyel  Etkinliklerinin

Degerlendirilmesi

6E+10
5E+10
4E+10
3E+10

2E+10

Bakteri sayis1 (cfu/ml)

1E+10

0 ®

Kontrol Nisin Kapsaicin Kumarin

Sekil 7. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus'a karst antibakteriyel etkinligi.

P degerleri

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

Antibakteriyel etkinlik c¢aligmalarinda Nisin, Kapsaisin, Kumarin ve bu
bilesiklerin farkli kombinasyonlarinin S. aureus’a karsi etkinlikleri incelendi. Sekil
7’de non-toksik konsantrasyonlar dahilinde Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus’
un liremesi lizerinde etkinligi kontrol grubuyla kiyasli olarak verilmistir. Deneylerde
en giiglii antibakteriyel etkinlik sirasiyla Nisin, Kumarin ve Kapsaisin olarak tespit
edilmistir (Resim 12-16). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda her ii¢ komponentin de
istatistiksel olarak anlamli derecede S. aureus’un iiremesini inhibe ettigi tespit

edilmistir (Sekil 7).

52



o | S -
Resim 12. Nisin’in S. aureus’a karst Resim 13. Kapsaisin’in S. aureus’a karsi

antibakteriyel etkinligi. 1/100 dillisyon antibakteriyel etkinligi, 1/1000 dilisyon

Resim 14. Kumarin’in S. aureus’a karst Resim 15. Kontrol grubu, 1/1000 diltisyon
antibakteriyel etkinligi, 1/1000 diltisyon

Resim 16. Mupirosin’in S. aureus’a karst
antibakteriyel etkinligi, 1/1000 diliisyon
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1.00E+05

Nisin Mupirosin Nisin+Mupirosin

0.00E+00

Sekil 8. S. aureus'a kars1 Nisin’in etkinliginin Mupirosin ile kiyaslanmast.

P degerleri

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

Sekil 8,9,10°da Nisin, Kapsaisin ve Kumarin gruplarinin Mupirosin grubuyla
S.aureus’a kars1 etkinliklerinin karsilastirilmasi verilmistir.

Nisin’in etkinliginin S. aureus’a karsi standart ila¢ olarak secilen Mupirosin ile
kiyaslandig1 deneylerde Nisin tedavi grubunda bakteri sayisimin Mupirosin tedavi
grubundaki bakteri sayilarindan istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik
oldugu tespit edildi. S. aureus bakteri kantitasyonu dikkate alindiginda Nisin’in
Mupirosin ile kombine kullaniminin tek bagina Mupirosin’in S. aureus‘a etkinliginden
anlamli derecede daha yiiksek oldugu bulundu (Sekil 8; P=0.046).

54



2.50E+09

2.00E+09

1.50E+09

1.00E+09

Bakteri sayisi (cfu/ml)

5.00E+08

0.00E+00 - -
Kapsaicin Mupirosin Kapsaicin +Mupirosin

Sekil 9. Kapsaisin’in S. aureus'a kars1 Mupirosin ile etkinliginin kiyaslanmasi.

P degerleri

Mupirosin&Kapsaisin: p=0.042 Kapsaisin&Kapsaisin artt Mupirosin: p=0.042

Kapsaisin’in etkinligi Mupirosinle kiyaslandiginda yalniz Kapsaisin’in
etkinliginin hem Mupirosin hem de Kapsaisin arti Mupirosin kombinasyonunun
etkinligi ile kiyaslandiginda ¢ok diisiik diizeyde kaldig tespit edildi (Sekil 9; P=0.037).

1.40E+09
1.20E+09
1.00E+09
8.00E+08
6.00E+08

4.00E+08

Bakteri sayis1 (cfu/ml)

2.00E+08

0.00E+00
Kumarin Mupirosin Kumarin+Mupirosin

Sekil 10. Kumarin’in S. aureus'a karst Mupirosin ile etkinliginin kiyaslanmasi.

P degerleri

Mupirosin&Kumarin: p=0.042  Kumarin&Kumarin artt Mupirosin: p=0.042

Kapsaisin tedavi grubunda oldugu gibi Kumarin’in S aureus’a karsi in-vitro

etkinligini arastirdigimiz deneylerde tek basina Kumarin etkinliginin Mupirosin ve
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Kumarin artt Mupirosin etkinliginden anlaml derecede diisiik oldugu tespit edildi
(Sekil 10; P=0.042).
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Sekil 11. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus'a karsi Mupirosin ile kombine
etkinliklerinin degerlendirilmesi

P degerleri
Mupirosin&Nisin art Mupirosin&Kapsaisin arti Mupirosin&Kumarin arti
Mupirosin: p=0.046 Mupirosin: p=0.049 Mupirosin: p=0.049

Sekil 11 ve 12’de kombinasyon gruplarinin Mupirosin grubuyla S.aureus’a
kars1 etkinliklerinin karsilastirilmasi verilmistir.

Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in Mupirosin ile kombine edilerek ya da farkli
kombinasyonlarinin S. aureus’a karsi etkinliklerinin degerlendirilmesi de yapilmistir.
Sekil 11°de goriildiigi gibi Nisin artt Mupirosin, Kapsaisin artt Mupirosin ve Kumarin
art1 Mupirosin kombinasyonlar1t Mupirosin’in etkinligi ile karsilastirildi. Her ¢ grup
da istatistiksel olarak anlamli derecede kombinasyonlarin daha yuksek diizeyde etkili
oldugu saptanmis olup en giiglii kombine etkinlik sirasiyla Nisin artt Mupirosin,
Kapsaisin artt Mupirosin ve Kumarin artt Mupirosin kombine tadavi gruplarinda tespit
edildi (Sekil 11).
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Sekil 12. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus'a karst Mupirosin ile kombine
etkinliklerinin degerlendirilmesi.

P Degerleri
Mupirosin&Kapsaisin ~ Mupirosin&Nisin Mupirosin&Kapsaisin -~ Mupirosin&Nisin
artt Kumarin artt artt Kumarin artt art1 Nisin art1 art1 Kapsaisin arti
Mupirosin: p=0.184 Mupirosin : Mupirosin: p=0.049 Kumarin art1
p=0.046 Mupirosin :
p=0.046

Sekil 12°de goriildiigii gibi kombinasyonlarda komponent sayisi tic ve dort
olarak uygulandiginda antibakteriyel etkinligin de arttifi komponentlerin giiclii
sinerjizm olusturduklar1 tespit edildi. Uclii ya da dortlii kombinasyonlarda etkinligin
ikili kombinasyonlara kiyasla Mupirosin’in etkinliginden anlamli derecede yiiksek
oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Deneylerde Kapsaisin art1 Kumarin art1 Nisin arti
Mupirosin kombinasyonun S. aureus’a karsi en potent etkiyi gosterdigi tespit
edilmistir (Sekil 12).
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4.4. Nisin, Kapsaisin, Kumarin’in S.aureus’un Slime(Biyofilm) Uretme

Ozelligine Etkisi
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Sekil 13. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus'un slime olusturma kapasitesi
tizerindeki etkinliklerinin kargilagtiriimasi.

P Degerleri

Kontrol&Kumarin art1 Nisin art1 Mupirosin p<0.01
Kontrol&Kapsaisin arti Kumarin art1 Nisin arti Mupirosin p<0.01
Mupirosin&Kumarin art1 Nisin arti Mupirosin p<0.01

Mupirosin&Kapsaisin art1 Nisin arti1 Kumarin artt Mupirosin ~ p<0.01

Deneylerde Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus’un en 6nemli patojenite
faktorlerinden biri olarak gosterilen slime tretme kapasitesi izerindeki etkinlikleri de
kontrol grubuyla ve Mupirosin ile karsilastirildi (Resim17-22). Sekil 13’te kontrol ve
Mupirosin tedavi grubunda bakterilerde slime tretimi tim denemelerde pozitif olarak
tespit edilirken, Mupirosin’in Nisin, Kapsaisin ve Kumarin ile kombine kullanimlari
durumunda S. aureus kokenlerinde slime Gretiminin anlamli diizeyde azalmalar
gosterdigi tespit edildi. Slime olusumunu onleyen en iyi kombinasyon Kumarin arti
Nisin arti1 Mupirosin kombinasyonu olup Kontrol grubu ve Mupirosin grubuna goére
anlamli derecede slime iiretme kapasitesinde azalmalar oldugu bu azalmanin benzer
sekilde Kapsaisin arti Kumarin art1 Nisin art1 Mupirosin tedavi grubunda da goéruldigi

tespit edildi. Bunun yaninda diger kombinasyonlarla tedavi gruplarinda ise bakterinin

58



slime Uretme kapasitesinde kontrol ve Mupirosin grubuyla kiyaslandiginda bir azalma

sOzkonusu olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 13).

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

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

“':". — i . B
Resim 21. Kapsaisin artt Kumarin art1 Nisin - Resim 22. Kumarin artt Nisin art1 Mupirosin
arti Mupirosin kombine tedavi grubunun kombine tedavi grubunun slime Gretimi
slime Gretimi Gzerindeki etkisi. tizerindeki etkisi.
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4.5. Nisin, Kapsaisin, Kumarin’in S.aureus’un Hiicre Adezyon ve

invazyonuna Etkisi
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Sekil 14. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in Vero hiicrelerine adezyon sonuglarimn

Mupirosin grubuyla kiyaslanmasi.

P degerleri

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

Sekil 14°te Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in Vero hicreleri tzerinde hiicre
adezyonuna kars1 etkinlikleri gorilmektedir. Kapsaisin ve Kumarin’in etkinligi
Mupirosin’in etkinliginden istatiksel olarak anlamli derecede farkli bulunmazken,
Nisin’in etkinligi Mupirosin ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde

S.aureus’un hiicre adezyonunu inhibe ettigi tespit edildi (Sekil 14).
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Sekil 15. Nisin, Kapsaisin, Kumarin ve farkli kombinasyonlarinin S. aureus'un hiicre
adezyonu tizerindeki etkilerinin Mupirosin ile kiyaslanmasi.

P Degerleri

Mupirosin&Kumarin art1 Mupirosin p=0.827
Mupirosin&Nisin art1 Mupirosin p=0.049
Mupirosin&Kapsaisin arti Kumarin arti Nisin artt Mupirosin -~ p=0.049
Mupirosin&Kapsaisin art1 Nisin arti Kumarin artt Mupirosin p=0.037
Mupirosin &Kumarin art1 Nisin art1 Mupirosin p=0.046
Mupirosin&Kapsaisin arti Kumarin arti Mupirosin p=0.658

Kimyasal bilesikler Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in farkli kombinasyonlarinin
ve hem Mupirosin hem de kendi aralarindaki kombinasyonlarinin S. aureus’un hiicre
adezyonu tizerindeki etkinlikleri sekil 15°te gorulmektedir. Burada en gulcll aktivite
Kapsaisin arti1 Kumarin art1 Nisin artt Mupirosin tedavi grubunda elde edilirken bunu
Kumarin arti Nisin arti Mupirosin, Kapsaisin art1 Nisin artt Mupirosin
kombinasyonlarinin takip ettigi gosterilmistir. Ayrica Nisin arti  Mupirosin
kombinasyonu S. aureus adezyonunu Mupirosine kiyasla anlamli derecede inhibe

ettigi gosterilmistir (Sekil 15, p=0.049).
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Sekil 16. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in Vero hiicrelerine invazyon sonuglarimn
Mupirosin ve kontrol grubuyla kiyaslanmast.

P degerleri
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
karsilastirildigr S. aureus’un hiicrelere invazyon yetenegi lizerindeki etkinlikleri sekil
16’ da verilmistir. S. aureus’un invazyonunda en etkili molekiiltin Nisin ve Kumarin
oldugu tespit edilirken Kapsaisin’in hiicresel invazyonu etkilemedigi tespit edildi.
Nisin’in etkinligi Mupirosinden anlamli derecede daha gii¢lii idi (p=0.014).
Kumarin’in etkinligi ise Mupirosin’in etkinliginden daha gii¢lii olmasina ragmen

anlamli derecede farkli degildi (Sekil 16).
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Sekil 17. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin ve farkli kombinasyonlarinin S. aureus'un
hiicre invazyonu uzerindeki etkinlikleri.

P Degerleri

Mupirosin&Nisin p=0.014
Mupirosin&Kumarin art1 Nisin artt Mupirosin p=0.021
Mupirosin&Kapsaisin art1 Nisin artt Mupirosin p=0.021
Mupirosin&Kapsaisin arti Kumarin arti Nisin art1 Mupirosin -~ p=0.020
Mupirosin&Nisin art1 Mupirosin p=0.021

Sekil 17°de de Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in tek ve kombine etkinliklerinin
standart ilagla karsilastirmali olarak S. aureus’un hiicre invazyonu iizerindeki
etkinlikleri verilmistir. Grafikten de anlasilacagi iizere Nisin tedavi grubunda, Nisin
art1 Mupirosin, Kapsaisin arti1 Nisin artt Mupirosin, Kumarin art1 Nisin artt Mupirosin
ve Kapsaisin artt Kumarin arti Nisin arti Mupirosin tedavi gruplarinda hicresel
invazyon inhibisyonu Mupirosin’in etkinliginden istatiksel olarak anlamli derecede
daha giiclii oldugu saptandi (Sekil 17, P<0.05).
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4.6. Real-Time PCR Sonuclari

Fitokimyasallar (Nisin, Kapsaisin, Kumarin) ve standart ilagla (Mupirosin)
muamele edilen S. aureus bakterileri inklibasyon sonunda mecA, blaZ ve 16S rRNA
genlerinin ekspresyon seviyelerinin belirlenebilmesi icin RNA izolasyonu ve cDNA
sentezi gergeklestirildi. cDNA asamasina gegcmeden once her grup hiicreden izole
edilen RNA konsantrasyonu optimize edildi ve jel elektroforezinde yurutilerek
kontrolleri gergeklestirildi (Resim 23). Yeterli konsantrasyonlarda RNA izolasyonu

yapilan hiicrelerde daha sonra cDNA sentezleri gerceklestirildi.

165

- o3 - . 23S

Nisin Kapsaisin. Kumarin Mupirosin
grubu grubu grubu grubu

Resim 23. RNA izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi goriintiisi.

RNA izolasyonu sonrasi 6rneklerin saflik, konsantrasyon ve kalite bakimindan
c¢DNA doniisiimii i¢in uygun oldugu tespit edildi. RT-gPCR reaksiyonu ile elde edilen

Ct ve “melting curve” (erime egrisi) grafikleri Resim 24-31°de verilmistir.
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Resim 24. Nisin’in Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafigi.
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Resim 25. Kumarin’in Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafigi.
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Resim 26. Kapsaisin’in Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafigi.

aFataz
129723
423993
blaZd 113631
TERI44
143 rRNA T 163 rRNA
316493
|i3.nz
TEITE =
2
o 3428
109% w
93,37
138247
332,79
103498
17204
032749
— 1L
e S
2 4 & B 10 82 1& 1§ 18 20 22 24 2% 28 30 32 34 36 18 M ||4¢,4.*0 ry R TR ]

=]

Tamgamtum(T)

Resim 27. Mupirosin’in Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafigi.
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Resim 28. mecA Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafigi.
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Resim 29. blaZ Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafigi.
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Resim 30. 16S rRNA Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafigi.
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Resim 31. Pozitif kontrol. Real-Time PCR amplifikasyonu ve “melting curve” grafigi.
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Sekil 18. Kapsaisin, Nisin ve Kumarin’in mecA ve blaZ geni ekspresyon diizeyleri
uzerindeki etkinlikleri.

Deneylerde Kapsaisin, Nisin, Kumarin’in mecA ve blaZ diren¢ genleri
ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkinlikleri kontrol grubuyla kiyaslamali olarak
verildi. Sekilde de goriildiigii gibi Mupirosin bu iki gen ekspresyonu Gzerinde oldukca
yuksek etkinlik gosterdi. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin kontrol grubuyla
kiyaslandiginda bu iki gen ekspresyonunda ciddi azalma meydana getirdi. mecA gen
ekspresyonu uzerinde Mupirosin’in etkinliginden Kapsaisin’in etkinligi oldukga
yuksek, Nisin’in etkinligi ise diisitk bulunurken, Kumarin’in mecA geni Uzerindeki
etkinligi Mupirosin ile kiyaslandiginda fark tespit edilmemistir. Nisin, Kapsaisin ve
Kumarin’in blaZ gen ekspresyonu seviyeleri Gzerindeki etkinlikleri Mupirosin ile
kiyaslandiginda ise her li¢ kimyasal bilesigin de bu genin ekspresyonunu inhibe ettigi

ancak Mupirosin’in etkinligi kadar giiglii olmadigi tespit edildi (Sekil 18).

4.7. Dokularin Histopatalojik Degerlendirilmesi

Histopatalojik incelemeler sonucu yapilan degerlendirmelerde Nisin tedavi
grubunda polimorf c¢ekirdekli hiicre infiltrasyonunun olmadigi, 6dem ve yangi

bulgularina rastlanmadigi tespit edilmistir. Bu tedavi grubunda damarlanma ve
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kollajen birikiminin oldukga yiiksek oldugu, histopatolojik olarak iyilesmenin oldukca
giclii oldugu tespit edildi. Nisin tedavi grubunda oldugu gibi Kumarin artt Mupirosin
ve Kapsaisin art1 Mupirosin  kombine tedavi gruplarinda histopatolojik
degerlendirmeler sonucunda yara iyilesmesinin oldukca basarili oldugu tespit
edilmistir. Bu tedavi gruplarindaki hayvanlarin yaralarinda 6dem ve yangi bulgularina
rastlanmazken, damarlagsma ve kollajen birikimi de oldukca belirgin olarak tespit
edildi. Bu (¢ tedavi grubunda yer alan si¢anlarin yara dokular1 tedavi sonunda saglikli
hayvan dokusu gibi histopatolojik goriiniime sahip olup tedavi basarist oldukea yiiksek
olarak bulundu (Resim 32-34).

Kapsaisin tedavi grubundaki hayvan dokularindan hazirlanan preperatlarin
histopatolojik degerlendirmeleri sonucunda yara dokusunda kollajen birikimi varligt
tespit edilirken dokuda 6dem ve yangi hiicrelerinin olmasi, damarlagsma ve kollajen
birikiminin de diisiik olarak tespit edilmesi yalmizca Kapsaisin tedavisi verilen grupta
tedavi basaris1 Nisin grubundaki kadar etkili olmadig: tespit edildi (Resim 35).

Kumarin tedavi grubunda ise yara dokusunda damarlasma, kollajen birikimi,
diisik diizeyde tespit edilirken, 0dem ve yangiya yol agan monosit hiicre
infiltrasyonunun oldugu, bununla birlikte bu dokularda yiiksek duzeyde re-
epitelizasyonun saptanmasi tedavi basarisi seklinde yorumlanabilir (Resim 36,37).

Nisin arti Mupirosin tedai grubundan hazirlanan preparatlarin histopatolojik
degerlendirmesinde 6dem, mononiikleer hiicre infltrasyonu ve kollajen birikimi
gozlenmistir (Resim 38).

Kapsaisin art1 Nisin arti Mupirosin tedavi grubundan hazirlanan preperatlarin
histopatolojik degerlendirmelerinde reepitelizasyon ve kollajen birikimi oldukca
yuksek olarak bulunurken, mononikleer hiicre infiltrasyonun varligi da tespit
edilmistir (Resim 39).

Kumarin arti Nisin arti Mupirosin tedavi grubunda damar olusumu
(damarlanma) ve yuksek kollajen birikimi varligi yaninda diisiik diizeyde 6dem ve
yangi bulgular tespit edilmistir. Bu tedavi grubunda reepitelizasyon bulgularina
rastlanilmamugtir (Resim 40).

Kapsaisin arti Kumarin artt Mupirosin tedavi grubunda reepitilizasyonun
oldukca belirgin, kollajen liflerinin de saptanmasina ragmen, mononiikleer hiicre

infiltrasyonu, 6dem ve yangi tespit edilmistir (Resim 41,42).
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Mupirosin art1 Kapsaisin artt Kumarin art1 Nisin dortlii kombinasyon ile tedavi
edilen fare dokularinin histopatalojik degerlendirilmesinde yiiksek epitelizasyon
varligi, kollajen birikimi tespit edilirken mononikleer hicre infiltrasyonun da
varliginin devam ettigi saptanmistir (Resim 43).

Standart ila¢ tedavi tedavi grubunda ise Mupirosin ile tedavi sonrasi
hayvanlarin dokularinin hitopatolojik degerlendirmeleri sonucunda kanama ve
mononiikller hiicre infiltrasyonu varlig1 tespit edilirken, damar olusumunun varligi da
gozlenmistir (Resim 44,45). Mupirosin tedavi grubunda histopatolojik olarak iyilesme
bulgularinin diger tedavi gruplar ile kiyaslandiginda yara iyilesmesinin daha basarili
olmadig tespit edilmistir.

Kontrol grubundaki farelerin dokularinda ise yuksek duzeyde mononikler
hiicre infiltrasyonu, kanama ve 6dem varlig tespit edilirken kollojen liflerinin varligt

da tespit edilmemistir (Resim 46,47).

700 pm_|
Resim 32. Nisin tedavi grubu. Normal histolojik yapida deri dokusu, 10x, H&E.
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7100 um |

Resim 33. Kumarin artt Mupirosin tedavi grubu. Normal histolojik yapida deri dokusu, 10x,
H&E.

Resim 34. Kapsaisin artt Mupirosin tedavi grubu. Normal histolojik yapida deri dokusu, 10x,
H&E.
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Resim 35. Kapsaisin tedavi grubu. Kollajen birikimi (ok), 6dem(yildiz), 10x, H&E.

Resim 36. Kumarin tedavi grubu. Odem Resim 37. Kumarin tedavi grubu.
(y1ldizlar), mononiikleer hiicre Reepitelizasyon(ok), 4x, H&E.
infltrasyonu(oklar), 40x, H&E.
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A T R
Resim 38. Nisin art1 Mupirdsin tedavi Q'rubu. Odem ve monontikleer hiicre infiltrasyonu
(y1ldizlar), kollajen birikimi (oklar), 10x, H&E.

Resim 39. Kapsaicin arti in artt Mpiroin tedavi grubu. Reepitelizasyn(oklar),
kollajen birikimi, mononiikleer hiicre infiltrasyonu (yildizlar), 10x, H&E.
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Resim 40. Kumarin art1 Nisin art i\/lupirosin tedavi grubu. Damarla;ma (yildizlar) kolajen
birikimi (oklar), 40x, H&E.

Resim 41. Kapsaisin artt Kumarin artt Mupirosin

tedavi grubu. Reepitelizasyon (ok), mononikleer

hicre infiltrasyonu, 6dem, yangi (yildiz), 4x,
H&E.
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Resim 42. Kapsaisin artt Kumarin arti
Mupirosin tedavi grubu. Reepitelizasyon
(ok), mononukleer htcre infiltrasyonu,
0dem, yangi (yildiz), 40x, H&E.
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S N sy o T
Resim 43. Kapsaisin artt Kumarin art1 Nisin artt Mupirosin tedavi grubu. Mononikleer
hucre infltrasyonu (y1ldiz), reepitelizasyon(ok), 10x, H&E.

Resim 44, Mupirosin  tedavi grubu. Resim 45. Mupirosin tedavi grubu. Kanama
Damarlagma (yildiz), 10X, H&E. (yildizlar), mononiikleer hiicre infiltrasyonu
(oklar), 40x, H&E.
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Resim 46. Kontrol grubu. Kanama (oklar), Resim 47. Kontrol grubu. Damarlagsma
6dem(yildizlar), 40, H&E. (yildizlar) 10%, H&E.
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5. TARTISMA

Staphylococcus aureus enfeksiyonlarina diinyanin tiim ilkelerinde sik
rastlanilan ciddi morbidite ve mortalite etkenlerinden biridir. Bu patojen basit ylizeyel
cilt enfeksiyonlarindan orta veya siddetli yara/cilt enfeksiyonlarina, mortal seyirli
pnomoni ve sepsise kadar cok cesitli hastaliklara yol acabilmektedir. S. aureus
enfeksiyonlarimin tedavisi antibiyotik direnci nedeniyle komplike olup enfeksiyonlara
kars1 etkin bir asis1t mevcut degildir. S. aureus'un iirettigi ¢cok sayida toksin ve diger
virtilans faktorleri sebebiyle konakta ciddi tahribatlara yol a¢ abilirken, ilag direnci de
tedavide zorluklarin en 6nemli sebeplerindendir (194).

Staphylococcus aureus her yil diinya ¢apinda komplike ya da komplike
olmayan milyonlarca cilt enfeksiyonuna, siddetli ve invaziv enfeksiyonlara yol agan
yaygin bakteriyel patojenlerden biridir (195). Pnomoni ve diger solunum yolu
enfeksiyonlari, cerrahi alan, protez eklem ve kardiyovaskiiler enfeksiyonlarin yani sira
hastane bakteriyemisinde 0Onde gelen etkenlerden biridir (196). S. aureus
bakteriyemisinin yilda 20- 50 vaka/100.000 arasinda degisen bir insidans oranina sahip
oldugu ve bu hastalarin %10-30'unun enfeksiyon sebebiyle kaybedildigi bildirilmistir
(197). Amerika’da yapilan bir ¢alismada da S. aureus bakteriyemisine bagl yillik
oliim sayisinin 20.000 oldugu bildirilmistir (198). S. aureus bakteriyemisi sebebiyle
kaybedilen insan sayisinin AIDS, tiiberkiiloz ve viral hepatitlerin toplamindan daha
yiiksek Oliime yol agtig1 olduke¢a carpict olup S. aureus infeksiyonlarinin 6nemini
ortaya koymaktadir (197). Fronkiil, apseler ve yara enfeksiyonlar1 dahil olmak {izere
orta derecede siddetli cilt enfeksiyonlar1 gibi diger S. aureus enfeksiyonlar1 genellikle
yasamu tehdit etmeyen 6nemli morbidite sebebi olarak seyredebilecegi gibi derin doku
enfeksiyonlarina ve bakteriyemiye de evrilmesi bakiminda olduk¢a 6nemlidir (199).
Ayrica, S. aureus atopik dermatit gelisimi ile de iliskili onemli patojenler arasinda yer
almaktadir (200).
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S. aureus enfeksiyonlarinda izolatlarda siklikla goriilen antibiyotik direnci
nedeniyle ciddi sorunlar yasanmaktadir, bunlarin arasinda klinik olarak en dnemlisi
MRSA (metisiline direncli S. aureus)’ dir (201). Metisiline duyarli S. aureus'un
(MSSA) neden oldugu enfeksiyonlara kiyasla MRSA enfeksiyonlarinda mortalite,
morbidite ve hastanede kalis siiresi artmaktadir (202). Klinik izolatlar arasindaki
metisilin direnci oranlari, Iskandinav iilkelerindeki gibi tek haneli oranlardan, ABD ve
Cin'deki gibi %50'nin Gzerine kadar, Glkeden tlkeye bilyUlk farkliliklar gostermektedir
(203). Hastaneye bagli MRSA enfeksiyonlart ABD, Avrupa, Cin ve diger bircok
iilkede muhtemelen artan hijyen ve siirveyans onlemleri sebebiyle azalis gosterirken
(204), Afrika gibi az gelismis iilkelerde hala yiiksek trendi gostermektedir (205).
Ayrica, Amerika gibi gelismis bir lilkede bile MRSA'nin neden oldugu 6liim orani
herhangi bir antibiyotige direncli patojen i¢in en yiiksek olmaya devam etmektedir.
CDC verilerine gore Amerika’da her yil yaklasik 20.000 dolayinda MRSA sebepli
Olim bildirilmistir (198). Bunun yaninda metisiline duyarli S. aureus (MSSA)
suslarinin klinik 6nemi giderek daha fazla bilinmektedir. MSSA suslarinin mortal
enfeksiyonlara neden olan yiksek virtilansa sahip mikroorganizmalar olabilecegi
cesitli calismalarda bildirilmistir (206). MSSA enfeksiyonlart MRSA enfeksiyonlari
kadar yakindan izlenmemekte olup son yillarda MRSA’ya karsi koruyucu tedbirlerin
uygulanmasi MSSA enfeksiyonlarinda benzer bir azalmaya neden olmamustir (207).

S. aureus'ta diger antibiyotiklere kars1 diren¢ de yaygindir. Ornegin beta-
laktamaza duyarli betalaktam antibiyotiklere (penisilin ve tlirevleri) direng S. aureus'ta
hemen hemen diinyanimn her yerinde goriilmektedir (208). Ayrica S. aureus hemen
hemen tiim mevcut antibiyotiklere karsi direng gosterebilmektedir. Vankomisine
direng son yillarda rastlanilir olsa da, vankomisin MRSA enfeksiyonlari i¢in son ¢are
antibiyotik olmaya devam etmektedir (209). Bununla birlikte, vankomisine orta
diizeyde direngli S. aureus kokenlerine de rastlanmaktadir (210).

Spesifik antibiyotik direncine ek olarak stafilokoklarda biyofilm olusumu ile
spesifik olmayan antibiyotik direnci bircok S. aureus enfeksiyonunda rol
oynamaktadir (194). Bunlara protez eklem ve diger tiim kalici tibbi cihazla iligkili
enfeksiyonlar, endokardit, osteomiyelit, konjonktivit ve digerleri dahildir. Son olarak
mastit sigirlarda siit ve et endiistrileri i¢in biiylik bir problem olusturan S. aureus aracili

biyofilm ile iliskili bir enfeksiyondur (211). S. aureus ¢ok sayida toksin iiretimi
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gergeklestirmekte olup birgok bakteriyel patojenden daha viriilandir. Bu viriilans
faktorleri arasinda ¢ok sayida toksinleri, bakteriyi immun sistemden koruyan faktorler
ve enfeksiyon sirasinda konak hiicre kolonizasyonunu saglayan ¢ok gesitli protein ve
protein dis1 faktorlerdir. S. aureus 19. yilizyilin sonunda 6nemli bir patojen olarak ilk
kez kabul edildiginden beri S. aureus virulansina biiyiik bir ilgi olsa da son yillarda
S.aureus viriilans mekanizmalarma yonelik ¢alismalar artarak siirmektedir.

S. aureus enfeksiyonlarinin ¢ogu genellikle asemptomatik kolonizasyondan
kaynaklanir veya daha nadiren 6zellikle hastane ortaminda, enfekte olmus esyalardan
veya diger bireylerden bulagsmaktadir (212). Calismalarda farkli viicut bolgelerinin
kolonizasyonuyla invaziv enfeksiyonlar arasindaki iliski oldugu bildirilmistir (213).
Burun S. aureus’un ana kolonizasyon bolgesi olarak kabul edilse de S. aureus
bagirsaga ek olarak bircok deri bdlgesini de kolonize edebilmektedir. Populasyonun
yaklasik %10-30’unda kalic1 kolonizasyon meydana geldigi bildirilmistir. Genellikle
farkli viicut bolgelerinin birlikte kolonizasyonu goriilmektedir. Bunun sebebi olarak
dokunma, burun karigtirma gibi davranislarla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir
(214).

Staphylococcus aureus bakteriyel enfeksiyonlarin en 6nemli sebeplerinden biri
olup 6zellikle ¢oklu ilaca direncli (MDR) S. aureus'un yayilmasi diinya ¢apinda ciddi
bir klinik sorun ve énemli bir tehdit olmustur (10). Diinya Saglik Orgiitii'niin yeni
antibiyotik gelistirme Oncelik listesinde olan ilaca direngli S aureus; gram pozitif
bakterilerde en st sirada yer almaktadir (215) Bu nedenle sorunu ¢ézmek ve yeni
antistafilokok ajanlar1 gelistirmek icin acil ancak karsilanmamis bir ihtiya¢ oldugu
bildirilmektedir (216).

Bakterilerde antibiyotik direnci kiiresel bir halk sagligi problemidir. Pazara
sunulan yeni antibiyotik tiplerinin sinirlamalart dikkate alindiginda bakteriyel
enfeksiyonlarla savasmanin yeni antibiyotiklerden bagimsiz yollarin1 kesfetmek
vazgecilmez bir gerekliliktir. Dogal bilesiklerin antibakteriyel ozelliklerine
farmakolojik bilimlerde ilgi giderek artmaktadir (217).

Penisilin gibi gii¢lii antibiyotiklerin yan: sira diger antimikrobiyal maddelerin
biiyiik ¢ogunlugu canli organizmalar tarafindan iretilen dogal bilesiklerdir (218).
Bitkiler patojenlerle veya enfeksiyonlarla micadele etmek, kendilerini korumak ve

oteul avcilara karsi korunmak igin birgok kimyasal molekiil gelistirmislerdir (218).

80



Bakteriler antimikrobiyal ajanlara kars1 kendilerini korumak icin farkli direng
mekanizmalar1 gelistirmis bu durum antibiyotiklere direngli kdkenlerin/varyantlarin
ortaya ¢ikmasina yol agmistir (218). Molekiiler yikim veya modifikasyon yoluyla
antibiyotikleri inaktive eden enzimlerin iiretilmesinin yaninda, bakterilerin olaganiistii
genom degiskenligi antimikrobiyallere karsi direncin temelini olusturmaktadir (219).
Bu durum diren¢ gelisiminin iki ana ilkesini olusturur: Birincisi, antibiyotigin
aktivitesini etkileyen mutasyonun gerceklemesiyle; antibiyotik molekiline afinite
azalmasi, ilag aliminin azalmasi, ilag akist artmasiyla veya farkli metabolik yollar ile
gergeklesebilir (219).

Ikinci olarak, plazmitler, bakteriyofajlar, transpozonlar ve “patojenite adalar1”
gibi biiylik genom parcalar1 da dahil olmak lizere genetik elementlerin transferi yoluyla
gergeklesebilir (219, 220). Bu olay ayni veya farkli bakteriyel tiirler arasinda meydana
gelebilir (220). Bu nedenle “ana hiicreden yavru hiicreye” direng aktarimi dikey
transfer yoluyla, bakteriler arasinda transformasyon, transdiiksiyon veya konjugasyon
aracilifiyla yatay gen transferi ile gergeklesebilmektedir. Ayrica, direng genleri
kommensal, fakiiltatif ve zorunlu patojen bakteriler arasinda aktarilabilmektedir (221).
[lk antibiyotigin kesfinden bugiine kadar ¢ok sayida antibiyotik madde kesfedilmistir.
Ancak insanligin giiniimiizde bakteriyel enfeksiyonlarla basarili bir sekilde savasmak
icin hala giiglii antimikrobiyal silahlardan yoksun oldugu sdylenebilir (218). Cok ilaca
direngli suslar genellikle rasyonel olmayan antibiyotik kullanimi sebebiyle artis
gosterdiginden yeni antibiyotiklerden bagimsiz yollar bulmak giderek daha zor hale
gelmektedir (222). Giiniimiizde kullanilan antibiyotiklerin ¢ogu 1980'lerde veya gok
daha onceki yillarda kesfedilmistir (223). Ozellikle immunsuprese konaklarda ¢oklu
ilag direngli bakteriler ciddi mortalite sebebi olmalarina ragmen yeni antibiyotik
siniflarinin uygulanmasi, ilag sirketleri i¢in finansal olarak riskli ve daha az kazangh
bir yatirim haline geldigi i¢in yakin gelecekte yeni antibiyotik siniflarinin uygulanmasi
zor gortinmektedir (219).

Diinya Saglik Orgiitii orijinal yeni tip antibiyotiklerin iiretilmeleri yerine,
mevcut antibiyotik tiplerinin iyilestirilmesine odaklanilarak yeni ilag gelistirme
calismalarina yogunlasildigini ve bu konudaki endiselerini bildirmektedir (224). Ilag
endiistrisinin izledigi bu yaklasim, sirketler ve yatirnmcilar acisindan daha giivenli bir

yatirnm olsa da ¢apraz diren¢ gelisebilmesi kolay oldugundan yeni gelistirilen
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antibiyotige bakterilerin daha hizli adaptasyonu kaginilmaz olacaktir (224). Bu sebeple
son yillarda 6zellikle bakteriyel enfeksiyonlarla miicadele i¢in yeni ve uygun maliyetli
yollar bulmaya biiylik 6nem verilmektedir. Bu yollarin basinda ise dogal bilesikleri tek
bagina veya halihazirda kurulmus antibiyotiklerle sinerji icinde antimikrobiyal
ozellikleri agisindan arastirmak gelmektedir (225).

Kapsaisin, Capsicum cinsi bitkilerin meyvelerinde degisen konsantrasyonlarda
uretilen bir alkaloiddir. Aci biberler de dahil olmak tzere hemen hemen tlim biberlerin
keskinliginden sorumlu Kapsaisin, laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen dogal bir
antimikrobiyal peptit olan Nisin ve sekonder bir bitkisel metabolit olan Kumarin
zengin farmakolojik ozelliklerinden dolay1 iizerinde yogun calismalarin yapildigi
kimyasal bilesiklerdir.

Kapsaisin tiirevlerinin asir1 act ve yakici tadi bitkileri otcullardan
korumaktadir. Diinyada gastronomilerde baharat olarak kullanimiyla populerdir.
Bunun yaninda, Kapsaisin tipta topikal agr1 kesici, yag yakma ve kardiyoprotektif
Ozellikleri sebebiyle faydalanilmaktadir (226). Act biberlerin esas komponentleri
arasinda Kapsaisinoid, dihidrokapsaisin ve nordihidrokapsaisin yer almaktadir (227),
Kapsaisin biber tiplerine gore degismekle birlikte meyvenin toplam kiitlesinin %1'i
diizeyine kadar bulunabilmektedir ve tohum yakinindaki plasentanin epidermis
hiicrelerinde sentezlenir ve plasenta yiizeyinde "kabarcik" birikmektedir (226).
Molekiill TRPV1 (gegcici reseptor potansiyeli vanilloid iyon kanali reseptorii 1)’in
guclu bir agonisti gibi davranir ve kendine 6zgii ac1, yakici tadi saglamaktadir.

Coklu farmakolojik ve fizyolojik 6zellikleri agr kesici, antikanserojen etkisi,
faydali kardiyovaskiiler ve gastrointestinal etkileri (228) yam sira Kapsaisin,
antimikrobiyal ve anti-viriilans aktivitesi nedeniyle son zamanlarda buyuk ilgi
gormiistiir. Helicobacter pylori ve Pseudomonas aeruginosa'ya (229) karsi
bakterisidal bir etki tarif edilmisken, Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus
ve Porphyromonas karsi anti-viriilans aktivitesinin oldugu bildirilmistir (163).

Kumarinler biyolojik aktiviteleri ikame modellerine gore degisen sekonder
bitki metabolitidir. Kumarinlerin antiplatelet agregasyon etkisi sergiledigi (230), anti-
inflamatuar (231) ve gu¢li anti-timéral etkili oldugunu gostren ¢alismalar mevcuttur
(232). Kumarinlerin gesitli patojenik bakterilere karsi antimikrobiyal, anti-kuorum

sensing ve anti-biyofilm 6zelliklerinin oldugu bildirilmistir. Bir ¢aligmada Salmonella
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typhimurium’un biyofilm olusumundan sorumlu genleri csgD, csgA ve adrA'nin
ekspresyon seviyelerini azalttigr bildirilmistir. Bunun yaninda mikroorganizmanin
hareket yetenegini inhibe ettigi de gosterilmistir (233). Bu nedenle yeni antibiyotikler
acil bir ihtiyagtir. Kumarin, bitki kaynakli dogal bir iirlindiir ve benzopiron yapisi,
tiirevlerinin, zayif bag etkilesimleri yoluyla organizmalardaki cesitli enzimler ve
reseptorlerle kolayca etkilesime girmesini saglar (234). Bu nedenle Kumarin turevleri,
antiinflamatuar (235), antikanser (236), anti-Alzheimer (237), antimikobakteriyel
(238), antifungal (239), antimalaryal (240), antiviral (241), antikoagillan (242) ve
antibakteriyel aktiviteler (243) gibi ¢esitli farmakolojik 6zelliklere sahiptir.

Bir ¢alismada Kumarin tlrevlerinin antibakteriyel aktivitesinin, esas olarak
bakterilerdeki DNA giraz B alt birimine baglanma ve ATPaz aktivitesini bloke ederek
DNA'nin supercoiling pozisyonunu inhibe etme yeteneklerinden kaynaklandigini
gosterilmistir (244). Birden fazla etki mekanizmasina sahip tek bir molekiil olusturmak
icin iki veya daha fazla farmakofor tarafindan olusturulan hibrit molekiiller tibbi
kimyada simdiden sicak bir konu haline gelmistir. Birden fazla etki mekanizmasina
sahip tek bir molekiil olusturmak i¢in iki veya daha fazla mevcut farmakofor tarafindan
olusturulan hibrit molekiiller son zamanlarda oldukga iizerinde durulan konular
arasindadir.

Hibrit molekiillerin farmakoforlari, ¢esitli farkli hedefler tizerinde etki
gosterebilir veya olusan yan etkileri dengeleyebilir; bu nedenle hibrit molekiiller,
biyolojik spektrumunu genisletme, etkinligi iyilestirme, ilag direncini kirma ve yan
etkileri azaltma potansiyeline sahiptir (245). Kumarin’in diger antibakteriyel
farmakoforlarla hibridizasyonu yeni antibiyotikler icin umut vericidir. Ayrica,
kumarimisin Al, klorobiyosin ve novobiyosin gibi Kumarin i¢eren birkag hibrit, ¢esitli
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi i¢in klinikte zaten kullanilmaktadir (246), bu da
Kumarin igeren hibritlerin yeni antibiyotiklerin gelistirilmesinde yararli olabilecegini
gOstermektedir.

Nisin Lactococcus lactis tarafindan iiretilen, elektrostatik etkilesimlerle bakteri
hiicre yiizeyine baglanarak antimikrobiyal aktivite gosteren katyonik ve amfifilik bir
bakteriyosindir. Bu bakteriyosin, gida endiistrisinde giivenli ve dogal bir koruyucu
olarak kullanilmustir (247). Nisin, Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes

gibi gram pozitif bakterilere ve Clostridum spp, Bacillus spp. endosporlarina karsi
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genis inhibitor etkisi nedeniyle biyiik ilgi gérmiistiir (247). Nisin, sit drinleri,
islenmis peynir ve konserve gidalar dahil olmak {izere dogal bir gida koruyucusu
olarak ¢ok sayida uygulamaya sahiptir, bu nedenle bir¢ok iilkede raf omrii uzatici
olarak kullanilmaktadir. Ayrica antimikrobyal peptit olan Nisin’in termal stabilite,
sindirim proteazlarina duyarlilik, toksisite olmamasi ve gida aromalarinda istenmeyen
degisikliklere neden olmamasi diger pozitif 6zelliklerindir (248). Bununla birlikte,
gida matriksinin bilesenleri ile istenmeyen etkilesimle ilgili bazi sinirlamalar Nisin ve
diger antimikrobiyal peptitlerin kullanimini kisitlamaktadir (249).

Antimikrobiyal peptitler de dahil olmak {izere, ¢esitli umut verici antibiyofilm
ajanlar1 yillar boyunca incelenmistir. Nisin, laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen
dogal bir antimikrobiyal peptittir ve simdiye kadar en ¢ok calisilan bakteriyosinlerden
biridir (250). Nisin, biyofilmlere hizla niifus edebilir ve membran hiicrelerinde
gozenek olusturabilir (251). Kateterlerde, yaralarda ve yiyeceklerde bulunan gram
pozitif organizmalarin tek cins biyofilmlerine karsi etkili oldugu kanitlanmistir (252).
Benzer sekilde, Nisin, kok kanal enfeksiyonlarinda (253) yer alanlar dahil olmak tzere
oral patojenlere (250) karst umut verici sonuglar gostermistir. Aslinda, Nisin’in
yiiksek safliktaki formunun (>%95 saflik), c¢ok tiirlii oral biyofilmlere karsi diisiik
icerikli Nisinden (%2.5 saflik) daha giiclii oldugu bulunmustur (172). Yiiksek saflikta
Nisin, insan hiicrelerine diisiik seviyelerde sitotoksisite ile antibiyofilm aktivitesi
sundugundan, agiz hastaliklarin1 6nlemek veya tedavi etmek i¢in potansiyel bir
terapotik ajan olarak kabul edilmistir (172). Endodontik biyofilmleri yok etmek icin
yeni stratejilere ihtiyag vardir. Bu nedenle, yiiksek saflikta Nisin’in tekli ve D-amino
asitler ve klorheksidin ile kombinasyonu halinde “endodontik biyofilmler zerinde
etkinliginin arastirildigr bir ¢alismada Nisin arti klorhekzidin kombinasyonu ile
oldukga etkili sonuglar alindig1 bildirilmistir (254). Bir ¢alismada karvacrol, timol ve
Nisin’in Staphylococcus aureus'a karsi birlesik etkisini arastirilmis, Karvakrol arti
Timol art1 Nisin kombinasyonlarinin mikroorganizmanin MiK degerinde anlamli
azalislar meydana getirdigi saptanmustir (255).

Calismamizda Nisin’in etkinligi Mupirosin’in etkinliginden istatiksel olarak
anlamli derecede yiiksek bulunmus, yara iyilesmesi hazirlanan histopatolojik
degerlendirmelerle de belirgin tespit edilmistir. Ayrica, Nisin’in Mupirosinle kombine

kullanildigi tedavi gruplarinda in-vitro testlerde oldukga guiclu sinerjistik aktivite tespit
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edilmis, kombine kullanimda Nisin’in Mupirosin’in etkinligini istatiksel olarak
anlamli diizeyde arttirdigi saptanmustir (p=0.046). Kapsaisin’in etkinligi kontrol
grubuyla kiyaslandiginda bakteri sayisinda anlamli derecede azalma tespit edilirken,
Kapsaisin artt Mupirosin kombine tedavi grubunda antibakteriyel etkinligin yalniz
Mupirosin’in etkinliginden daha gii¢lii oldugu tespit edilmistir (p<0.042). Kumarin’in
S. aureus’a kars1 etkinliginin de Kapsaisin’in etkinligine benzer oldugu bulunmustur.
Kumarin kontrol grubuyla kiyaslandignda S. aureus sayisinda anlamli azalma
meydana getirirken, tekli Kumarin’in etkinliginin Mupirosin’in etkinliginden daha
gicli olmadigi ancak, Mupirosin artt Kumarin tedavi grubunda Mupirosin
etkinliginden daha gii¢lii bir antibakteriyel etkinlik olustugu tespit edilmistir.
Deneylerde Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in non-toksik konsantrasyonlarda S.aureus’a
kargt belirgin bir aktivite sergiledigi, bu bilesiklerin Mupirosinle birlikte
kullanildiginda Mupirosin’in etkinliginden daha giiglii antibakteriyel etkinlik
sergiledigi tespit edilmistir.

Calismamizda kimyasal bilesiklerin ikili, tiglii ve dortlii kombinasyonlarinin
S.aureus’a karst etkinliklerinin arastirildigi deneylerde Nisin, Kapsaisin ve
Kumarin’in Mupirosin ile ayr1 kombinasyonlarinda tekli Mupirosin’in etkinliginden
anlamli derecede giiglii sinerjistik aktivite gosterdikleri tespit edilmistir (p<0.05)

Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in Mupirosin ile kombine olarak kullanildigi
tedavi grubunun bakteri liremesini en yiiksek diizeyde inhibe eden grup oldugu
saptanmistir. Bu dortlii kombinasyonun S. aureus iizerinde diger kombinasyonlardan
daha etkili oldugu saptanmustir. Ikili, {i¢lii ve dértlii kombinasyonlarda etkinligin
artmasini dogal bilesiklerin ve Mupirosin’in bakteri hiicresi tarafindan daha kolay
hiicre igine alinmasin tetikledigini diisiinmekteyiz.

S. aureus'un konak hiicrede enfeksiyon olusturmast ve/veya konak
immunitesinden korunmasinda en 6nemli mekanizmalardan birisi mikroorganizmanin
biyofilm olusturmasidir (219). Stafilokoklar kalici tibbi cihazlarin abiyotik materyali
tizerinde viicuttaki yabanci cisimlerde biyofilm tabakasi olusturmasiyla
karekteristiktir. Biyofilm olusumu 1{i¢ ana asamada gelisir: Adezyon,
olgunlasma/¢ogalma ve ayrilma. Adezyon yiizey proteinleri yoluyla insan matriks
proteinlerine gergeklesir (256). Ikinci asamada, hiicreleri birbirine baglayan ve

S.aureus'ta PIA/PNAG ekzopolisakkarit (88), ekstraselliler DNA (257), teikoik asitler
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(258) ve genellikle amiloid olusturan- SasG gibi proteinlerden olusan bir biyofilm
matriksi Uretilir (259). Biyofilmler, PSM'lerin siirfaktan aktivitesi ve proteazlar gibi
parcalayici ekzoenzimler tarafindan olusturulan kanallarla ayr1 bir ti¢ boyutlu yapiya
sahiptir (260). Hiicre kiimelerinin biyofilmden ayrilmasi, bu biyofilm yapilandirict
faktorlerin yogun aktivitesi ile gerceklesir. Enfeksiyon sirasinda biyofilm olusumunun
ana rolii bakterileri fagosit saldirilarindan korumaktir (261).

Dolayistyla S. aureus’un en énemli viriilans faktorlerinden biri olan biyofilm
uretme potansiyelidir. Deneylerde Nisin artt Kumarin art1 Mupirosin kombine tedavi
grubunda biyofilm tiretimi en diisiik diizeyde oldugu tespit edilmistir. Slime(Biyofilm)
uretme potansiyeli tzerindeki en gicli inhibitor etkinlik bu kombinasyonda tespit
edilirken, slime dretiminin hem kontrol grubundan hem de Mupirosin tedavi
grubundan anlamli derecede diisilk bulundu. Kapsaisin’in S. aureus’un slime
olusturma kapasitesi iizerindeki ¢alismalarda tek basina Kapsaisin’in slime Gretimi
tizerinde anlaml1 bir azalmaya yol agmazken, 6zellikle dortli kombinasyon tedavi
grubu (Kapsaisin art1 Nisin arti Kumarin artt Mupirosin)’nda bakterinin slime tiretimi
kapasitesini yaklasik %80 nispetinde azalttig1 tespit edilmistir (P<0.01, Sekil 13).

Bakterilerin hiicre ylzeyine adezyonu konak hiicre kolonizasyonu icin son
derece onemlidir. Bakterilerin konak hiicreye tutunmasinin inhibisyonu énemli bir
basamak olarak degerlendirilmektedir. Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in Vero
hucrelerine adezyonunun arastirildigi deneylerde Kumarin ve Kapsaisin’in hicre
adezyonu uzerindeki etkinligi Mupirosin’in etkinliginden diisiik olsa da anlamli bir
fark tespit edilmemistir (P>0.05). Fakat Nisin’in etkinliginin Mupirosin’in
etkinliginden anlamli 6l¢iide daha yiiksek oldugu saptanmistir (P=0.037).

Kimyasal bilesiklerin hiicre adezyonu iizerindeki etkinlikleri Kumarin arti
Mupirosin, Kapsaisin arti Mupirosin ve Kapsaisin artt Kumarin artt Mupirosin
gruplarinda kontrol grubundan anlamli derecede yiiksek bulunurken, Mupirosin
etkinligi ile kiyaslandiginda anlamli fark bulunamamistir. Bunlar disinda dortlii
kombinasyonun etkinligi, Kumarin art1 Nisin art1 Mupirosin’in etkinligi, Kapsaisin arti
Nisin artt Mupirosin ve Nisin artt Mupirosin’in etkinlikleri Mupirosin’in tekli etkinligi
ile kiyaslandiginda Mupirosin’inkinden anlamli 6lgiide daha yiiksek bulunmustur.
Deneylerde S. aureus’un konak hiicre adezyonu iizerindeki etkinliginin Nisinden

kaynaklandigi anlasilmaktadir. Calismamizda Nisin  bakteriyel adezyonun
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inhibisyonunda gii¢lii bir etkinlik sergilemistir. Bunun yaninda Kapsaisin ve
Kumarin’in Mupirosin ile kombinasyonlari hiicre adezyonunda etkin bulunmazken bu
kombinasyonlara Nisin’in eklenmesi durumunda inhibisyonun arttig tespit edilmistir.

Kapsaisin’in S. aureus’un Vero hiicrelerine adezyonu iizerinde etkinligini
arastirdigimiz kombine tedavi gruplarinda Kapsaisin arti1 Mupirosin tedavi grubunda
Mupirosin’in etkinligi ile kiyaslandiginda anlamli bir etkinlik tespit edilmese de,
Kapsaisin artt Nisin artt Mupirosin tedavi grubu bakterilerin hiicre adezyonunda
anlamli derecede inhibisyon tespit edilmistir. Benzer sekilde Kapsaisin arti Kumarin
art1 Nisin arti Mupirosin kombine tedavi grubu hiicre adezyonunun en etkili sekilde
inhibe edildigi grup olarak tespit edilmistir. Bu da gii¢lii bir sinerjistik etkinligin varlig
olarak degerlendirilmistir.

Mikroorganizmanin konak hiicreye adezyon yapmasi/tutunmast doku hasari
icin yeterli olmamaktadir. Konak hiicreye adezyon yapan mikroorganizmanin konakta
enfeksiyon olusturabilmesi i¢in hiicre, doku ve organlara invaziv etki (yayilim)
gostermesi gerekmektedir. Patojenin invazyonun engellenmesi de enfeksiyonun
onlenebilmesi i¢in bir diger kritik basamaktir. Deneylerde Nisin’in hiicre invazyonu
Mupirosin ile kiyaslandiginda Nisin’in anti-invazif etkinliginin Mupirosinden
istatiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (P<0.05),
Kumarin’in etkinligi Mupirosin’in etkinliginden giiclii olsa da bu iki grup arasinda
anlamli derecede fark bulunmamistir. Kapsaisin’in etkinligi ise Mupirosin’in
etkinliginden ve kontrol grubundan anlamli diizeyde diisiikk olarak saptanmustir.
Kapsaisin’in S. aureus’un konak hiicre invazyonu iizerinde etkinliginin olmadigi tespit
edilmistir.

Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus’un hiicre invazyonu Uzerindeki
etkinliklerinin arastirildigi deneylerde Mupirosin ile ikili ve ii¢lii kombinasyonlarin
timiinde istatiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek etkinlik tespit edilmistir
(P<0.05). Hicre invazyonunun inhibisyonunda en dikkat cekici etkinlik dortli
kombinasyonla elde edilmistir. Bunu sirasiyla, Kumarin arti Nisin artt Mupirosin
tedavi grubu, Kapsaisin art1 Nisin art1 Mupirosin tedavi grubu ve Nisin artt Mupirosin
tedavi gruplarinin takip ettigi tespit edilmistir ki, bununla mikroorganizmanin hiicre

invazyonu iizerinde en etkili bilesigin Nisin oldugu anlasiimaktadir (Sekil 16,17).
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Kapsaisin’in bakterinin hiicre invazyonuna karsi en giiclii tedavi grubunun
hiicre adezyonunda oldugu gibi dortlii kombinasyon (Kapsaisin arti Nisin artt Kumarin
arti Mupirosin kombinasyonu) oldugu tespit edilmistir (P=0.037). Bununla birlikte
Kapsaisin arti Nisin arti Mupirosin kombine tedavi grubunda da benzer sekilde
bakterinin invazyon yeteneginde anlamli bir azalma tespit edilmistir (P=0.020).

Betalaktam antibiyotikler stafilokok enfeksiyonlar1 ig¢in birinci basamak
tedavide verilmesi gereken ilaglardir. Vankomisin, kinupristin-dalfopristin, tigesiklin,
daptomisin ve linezolid gibi alternatif tedavi segenekleri bulunmaktadir. Ancak,
vankomisinin doku penetrasyonunun az olmasi, kinupristin-dalfopristin, tigesiklin,
daptomisin ve linezolid’in yiiksek maliyetli, rifampinin ise toksisitesinin yiiksek
olmas1 gibi sebeplerden kullanimlar1 sinirli olup, 6zellikle bu noktada yeni tedavi
seceneklerine, yeni molekillere veya yiiksek etkinlikli, diisiik toksisiteli kombine
tedavi segeneklerine ihtiya¢ duyulmaktadir (262).

Bakteri infeksiyonlarina karst antimikrobiyellerin kullanimi en potent
silahlardan biri olsa artan ilag direnci sebebiyle patojenlerle miicadele daha zor bir hal
almistir. S. aureus’da ila¢ direncinden sorumlu 6nemli iki gen metisilin ve penisilin
direncinden sorumlu olan mecA ve blaZ genleridir. Tedavide bu genlerin eksprese
edilmeleri ilag direncinin en 6nemli mekanizmalari arasinda yer almaktadir. Bu ilag
diren¢ genlerinin susturulmasi tedavide son derece onemlidir. Calismamizda kontrol
grubuyla kiyaslandiginda Mupirosin tedavi grubunda hem mecA hem de blaz
genlerinin ekspresyon diizeylerinin anlamli diizeyde inhibe edildigi tespit edilmistir .
Nisin, Kumarin ve Kapsaisin’in bu iki gen ekspresyonu tizerindeki etkinlikleri kontrol
grubundan anlamli derecede diisiik olarak tespit edilmistir. blaZ gen ekspresyonu
seviyeleri Uzerindeki etkinlikleri Mupirosin ile kiyaslandiginda her ii¢ kimyasal
bilesigin de bu genin ekspresyonunu istatiksel olarak anlamli diizeyde inhibe ettigi
ancak Mupirosin’in etkinligi kadar giiclii olmadig: tespit edilmistir.

mecA gen ekspresyonu Uzerinde Mupirosin’in etkinliginden Kapsaisin’in
etkinligi anlamli derecede yiiksek, Nisin’in etkinligi ise diisiik oldugu bulunmustur.
Kumarin’in mecA geni iizerindeki etkinligi Mupirosin ile kiyaslandiginda ise anlamli
bir fark tespit edilmemistir. mecA ve blaZ genlerinin ekspresyonlar1 iizerinde
etkinliklerinin degerlendirildigi testlerde antibiyotik direnciyle miicadele de oldukga

onemli sonuglar elde edilmistir.
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Antibiyotik direnci kiiresel bir sorun haline gelmistir. S. aureus
antimikrobiyallerin uyguladig1 secici baski nedeniyle daha hizli ilaglara direng
gelistirme yetenegine sahip bir mikroorganizmadir (263). Diren¢ kromozom veya
plazmid aracili olup transdiiksiyon, transformasyon ve konjugasyonla olabilmektedir
(264). S. aureus kokenlerindeki blaZz geni B-laktam grubu antibiyotiklere yani
penisilin ve tiirevlerine karst dirence aracilik etmektedir (265). mecA geni PBP’lerde
degisikliklere yol agarak metisilin ve diger betalaktam grubu antibiyotiklere direngten
sorumludur. Bunun yaninda bazi Borderline Oksasilin direncli S. aureus (BORSA)
suslar1 ise hiper betalaktamaz dreticileri olup bakterinin mecA geni varligina
bakilmaksizin oksasilin direnci géstermesine sebep olmaktadir (264). Aminoglikozid
direnci ribozomal genlerdeki mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikabilmekte ve ribozomal
proteinlerde antibiyotigin baglanma kapasitesini ve etkisini engelleyebilecek yapisal
degisikliklere neden olabilmektedir. aacA-APHD geni tarafindan kodlanan iki islevli
bir protein tarafindan katalize edilen aminoglikozid asetiltransferazlar (AAC) veya
aminoglikozid fosfotransferazlar (APH) gibi hiicresel enzimlere bagli olarak
antibiyotik aliminin azalmasi veya antibiyotik katyonunun degistirilmesi de
aminoglikozid direncinden sorumlu olabilmektedir (266). Tetrasiklin direnci, plazmit
uzerinde bulunan tetK ve tetL genlerinden kaynaklanmaktadir. Bu genler aktif akis
kontrol eder. Ribozomal korumaya, transpozon veya kromozom (izerinde bulunan tetO
veya tetM genleri aracilik eder. Orta diizeyde Vankomisin direnci, vraSR operon ve
graS geninden kaynaklanmaktadir. Enterococci vanA geninin kazanilmast VRSA
gelisimine neden olabilir. Vankomisine maruz kalindiginda degisen peptidoglikan
sentezi, hiicre duvarinin kalinliginda bir artisa yol agarak ilacin bakteri hiicresine
diflizyonunu bozabilir. Makrolid antibiyotige karsi indiiklenebilir direng genellikle
plazmit Uzerinde bulunan ermC geninden kaynaklanir. ermA geninin aracilik ettigi
direng, kromozomal mutasyonlardan kaynaklanabilir. Esas dirence, plazmit Gizerindeki
ermB geni aracilik eder. Daha az yaygin olarak msrA, msrB, mphC, InuA genleri bu
antibiyotik direnci ile iliskilidir.

S. aureus’a karst in-vitro etkinliklerini konak hucre adezyonu, invazyonu,
direnc genleri ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi yOntemleriyle arastirdigimiz
calismada S. aureus ile olusturulan yara modelinde in-vitro tedavi gruplarinin deneysel

yara modelinde etkinlikleri arastirilmistir. Yara iyilesmesi c¢oklu hiicrelerin,
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sitokinlerin ve bilylme faktorlerinin gorev yaptigi komplike bir siiregtir. Yara
tyilesmesinde doku kaybinin ve hasarinin minimalize edilmesi, dokunun kanlanmasi
ve oksijenizasyonu, hiicrelere beslenmesi mutlak 6nemli olup yara gerilim kuvvetinin
normale donmesi blyiik 6neme sahiptir. Yaranin iyilesmesi yeniden sekillenme yani
“remodelling” sathasinda kollajen salinimi biiyiik 6neme sahiptir. Yaranin gerilme
kuvveti kollajen liflerinin varligi ya da kalinlig: ile direkt iliskilidir. Dolayisiyla
kollajen salinimi yara iyilesmesinde 6nemlidir, varligi dnemli iyilesme gostergesi veya
kriteridir. Yiksek kollajen liflerinin varligi yirtilmalara kars1 direncin arttigi anlamina
gelmektedir.

Calismamizda Kapsaisin arti Kumarin arti Nisin artt Mupirosin tedavi
grubunda en hizli yara iyilesmesi tespit edilmistir. Bu gruptaki yara iyilesmesi standart
ilag tedavi grubu olan Mupirosin tedavi grubundan daha giiglii olarak tespit edilmistir.
Bu gruptaki farelerden alinan doku Orneklerinin histo-patolojik incelemelerinde
dokuda 6dem ve yangi hiicrelerine, damarlagsmaya rastlanilmazken yogun kollajen
birikimi ve epitelyal rejenerasyon varligi tespit edilmistir. Bunun yaninda, Kapsaisin
artt Kumarin arti Mupirosin tedavi grubunda da benzer olarak ddem ve yangi,
damarlagma, kollajen birikimi varlig1 tespit edilirken, epitelyal rejenerasyon hizinin da
oldukea yiiksek oldugu tespit edilmistir.

In-vitro deneylerde Kapsaisin’in tekli S. aureus’a karsi etkinligi yiiksek
bulunmamigken, Kapsaisin arti Mupirosin tedavi grubunda yara iyilesmesinin
Mupirosin tedavi grubundan anlamli derecede yiiksek bulunmasi giiglii bir sinerjizm
varligi olarak degerlendirilmelidir. Benzer sekilde in-vivo giiglii sinerjistik iligki
varligr Nisin arti Mupirosin tedavi grubunda ve Kumarin arti Mupirosin tedavi
grubunda da tespit edilmistir. Kimyasal bilesiklerden tekli Nisin tedavi grubunda
invivo etkinligin yiiksek oldugu da tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismada oncelikle Nisin, Kumarin ve Kapsaisin’in Vero hiicreleri (Afrika
Yesil Maymun Bobrek Hiicre hattr) izerinde non-sitotoksik konsantrasyonlari tespit
edilmis, non-sitotoksik konsantrasyonlar dahilinde bu biyolojik komponentlerin
MRSA izerindeki in-vitro ve in-vivo etkinlikleri aragtirilmistir.

Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in MRSA’ya karst oldukga gui¢lu antibakteriyel
etkinlik sergiledikleri tespit edilmistir. Ozellikle Nisin’in etkinliginin MRSA’ya kars1
standart ilag olarak kullanilan Mupirosin’in etkinliginden daha giiclii etkinlik
sergiledigi tespit edilmistir. Bu {i¢c komponentin antibakteriyel etkinligi yiiksekten
diistige sirastyla Nisin, Kumarin ve Kapsaisin olarak saptanmustir.

Calismada Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in ilag direng genleri blaZ ve mecA
genlerinin ekspresyonlar1 tizerindeki etkinlikleri Real-Time PCR y0Ontemiyle
arastirilmug, bilesiklerin etkinligi kontrol grubuyla kiyaslandiginda bu genlerin
ekspresyonlarini anlamli derecede inhibe ettigi tespit edilmistir.

Bilesiklerin tekli kullanimindan ziyade Mupirosin ile kombine kullanimi
durumunda Nisin arti Mupirosin tedavi grubunda oldugu gibi Kapsaisin arti
Mupirosin, Kumarin arti Mupirosin tedavi gruplarinda da tekli Mupirosin’in anti-
MRSA etkinliginden anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (P=0.034).

Bilesiklerin Mupirosin ile kullanildig1 tiglii ya da dortlii kombinasyonlarda
antibakteriyel etkinligin anlamli derecede arttig1 tespit edilirken, en gii¢lii etkinligin
Nisin art1 Kapsaisin arti Kumarin arti Mupirosin kombinasyonu ile elde edildigi
saptanmustir (P=0.049).

S. aureus’un 6nemli patojenite faktorlerinden olan slime tiretimi tizerindeki
etkinlik testlerinden bu ii¢ bilesigin slime iiretimi iizerindeki etkinlikleri fenotipik
olarak arastirilmis, tekli Nisin, Kapsaisin, Kumarin ve Mupirosin’in slime iiretimi
tizerinde etkisiz oldugu tespit edilirken, kombinasyon tedavi gruplarinda o6zellikle
Kumarin artt Nisin artt Mupirosin kombine tedavi grubunda bakterinin slime

dretiminin anlamli derecede inhibe edildigi saptanmistir (P<0.01). Benzer sekilde
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Kapsaisin arti Kumarin arti Nisin artt Mmupirosin kombinasyonunda da anlamli
derecede slime Uretimi inhibe edilmistir (P<0.01).

Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in S. aureus’un hiicresel adezyon ve invazyona
etkisi Vero hiicreleri tizerinde arastirilmistir. S. aureus’un hiicre adezyonu iizerinde en
gliclii etkinligin Kapsaisin artt Kumarin art1 Nisin art1 Mupirosin tedavi grubunda
gorildiugi tespit edilmistir (P=0.037).

S. aureus’un invazyonunda ise en etkili molekiiliin Nisin oldugu (P=0.014),
Kapsaisin’in ise hiicresel invazyona etkinligi diisiik olarak bulunmus, Kumarin’in
etkinligi ile Mupirosin’in etkinligi kiyaslandiginda ise istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (P>0.05).

Nisin artt Mupirosin, Kapsaisin art1 Nisin artt Mupirosin, Kumarin art1 Nisin
art1 Mupirosin ve Kapsaisin artt Kumarin art1 Nisin artt Mupirosin tedavi gruplarinda
hlcresel invazyonun Mupirosin’in etkinliginden anlaml1 derecede daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir (P<0.05).

Kombine kullanimlar1 bilesiklerin tekli kullanimlarindan daha giiclii veya
daha diisiik etki gosterebilmektedir. Calismamizda gerek kimyasallarin birbirleriyle ve
standart ilacla kombine etkinlikleri gerekse de sadece standart ilagla kombine
etkinliklerinin varligini arastirdigimiz deneylerde farkli sonuglar alinmustir.

Calismada, Nisin, Kapsaisin ve Kumarin’in birbirleriyle ve Mupirosinle
farkli kombinasyonlarinin MRS A’ya karsi giiclii etkinlikler ve sinerjiler olusturdugu
tespit edilmistir. Kapsaisin arti Kumarin art1 Nisin art1 Mupirosin kombinasyonunun
S.aureus’un hem ila¢ direncinin hem de slime iiretimine karst giiglii bir etkinlik
sergiledigi, carpici bir aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Bu kombinasyonun MRSA etkenli yara enfeksiyonlar1 basta olmak iizere
diger hastaliklara karsi olduk¢a Onemli yeni alternatif formiilasyon olabilecegini
diisiinmekteyiz. Bu komponentlerin ve kombinasyonlarin ila¢ direncine bagl tiim
diinyada artan morbidite ve mortaliteye karsi 6nemli alternatif segenekler olabilecegi
kanaatindeyiz.

Antimikrobiyal direng¢ glinimiizde oldukca ciddi bir sorun olup bu sorunu
asabilmek icin yeni tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Artan ilag direnci
sebebiyle tiim antibiyotiklerin yetersiz kalabilecegi tehlikesi tiim insanlik i¢in ne yazik

ki uzak goriinmemektedir. Bu sebeple yeni ilag arastirmalari veya eldeki ilaglarin farkli
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kimyasal bilesiklerle ve/veya dogal {iriinlerle reformiile edilerek etkinliklerinin
arttirtlmalar1, direngli suslara karsi etkili hale getirilmeleri son derece biiyiik 6neme
sahptir. Bu problemden hareketle planladigimiz bu ¢alisma sonug¢larimizin
desteklenecek ileriki caligmalarla yeni ilag formiilayonlart i¢in oldukca degerli

olabilecegini diisiinmekteyiz.
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