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(074

Timpanostomi tlpl konulduktan sonra gelisen otorelerden, en ¢ok tiip yiizeyinde olusan bakteriyel
biyofilm sorumlu tutulmaktadir. Bu durumun &nlenebilmesi icin ¢cok degisik yontemler denenmis ve bu
yontemlerin bazilariyla da degisen oranlarda basari elde edilebilmistir. Ancak yontemlerin hicbiri biyo-
film olusumunu tamamen Onleyememistir. Son zamanlarda yapilan bazi calismalarda, Curcuma longa
(zerdecal)'nin fenolik formu olan kurkuminin Pseudomonas aeruginosa’nin virlilans faktorlerini etkiledigine
dikkat cekilmistir. Bu calismanin amaci, kurkuminin, in vitro ortamda, silikon timpanostomi tiplerinin
ylizeyinde P.aeruginosa biyofilminin olusumuna engel olup olmadiginin arastirilmasidir. Bu amacla, azalan
konsantrasyonlarda kurkumin iceren kuyucuklar icerisinde 48 saatlik bir inkiibasyonu takiben, timpanos-
tomi tiipleri ylizeyinde olusan P.ageruginosa biyofilminin kalitatif ve kantitatif analizleri yapilmistir. Kalitatif
analiz icin, tuipler cevresel taramali elektron mikroskobu ile incelenerek biyofilm varligi acisindan degerlen-
dirilmistir. Kantitatif analiz icin, oncelikle tlip ylizeyinde tutunmus olan bakteriler vorteksleme ve sonikasyon
islemleri kullanilarak tiip ylzeylerinden ayristiriimis; elde edilen bakteri sollisyonlarinin seri (10°un katlari
olacak sekilde) dilisyonlari yapilmistir. Seri diltisyonlardan kalibre 6zeler kullanilarak koyun kanl agarlara
sayim plagi seklinde ekim yapilmis ve 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda kiiltiirler degerlendirilerek sayim
sonuglari koloni olusturan birim (CFU)/mL olarak kaydedilmistir. Cevresel taramali elektron mikroskobu
gorintileri 100 ug/mlL'lik kurkumin konsantrasyonun biyofilm olusumunu &nleyebildigini ortaya koymus-
tur. Daha duistik konsantrasyonlarda, kurkuminin biyofilm olusumunu azalttigi, ancak tamamen 6nleyeme-
digi gorilmustir. Kantitatif analiz sonuclar da, kuyucuklardaki kurkumin konsantrasyonu azaldik¢a, CFU/
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mL degerlerinde anlamli bir artig oldugunu gostermistir. 100 pg/mL ve 12.5 pg/mL gruplarindaki CFU/
mL degerleri sirasiyla, 35 + 7.07 ve 650 + 494 olarak tespit edilmistir. Kurkuminin in vitro ortamda,
minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) degerlerinden daha diisiik konsantrasyonlarda timpanostomi
tuplerinin ylizeyinde P.aeruginosa biyofilminin olusumunu engelledigi saptanmistir. Calismamizin bulgu-
lar1, kurkuminin lokal olarak uygulanmasinin, timpanostomi tiipii konulmasi sonrasi stipiratif otitis media
gelisimine engel olabilecegini, tliplin [imeninin acik kalmasini saglayabilecegini ve tedavi basarisizlik
oranlarini azaltabilecegini diistindiirmektedir. Sonug olarak, kurkuminin in vitro kosullarda saptadigimiz
P.aeruginosa’nin biyofilm olusumunu 6nleyici etkisinin in vivo calismalarla da desteklenmesi gerektigi
kanisina varilimistir.

Anahtar sézciikler: Biyofilm; kurkumin; otore; P.aeruginosa; timpanostomi tipdi.

ABSTRACT

Formation of bacterial biofilm on the surface of tympanostomy tubes are held responsible in the
pathogenesis of post-tympanostomy tube otorrhea. To prevent the formation of biofilm, various methods
were employed and varying degrees of success have been achieved. In some recent studies curcumin,
which is the fenolic form of Curcuma longa (turmeric), has been pointed out to have inhibitory effects
on virulence factors of Pseudomonas aeruginosa. The aim of this study was to investigate whether the
administration of curcumin is able to prevent the formation of Paeruginosa biofilm on the surface of
silicone tympanostomy tubes in vitro conditions. For this purpose, qualitative and quantitative analysis
of Paeruginosa biofilm created on the surface of the tympanostomy tubes were performed following a
period of 48 hours incubation in microplate wells that contained decreasing concentrations of curcumin.
For qualitative analysis, specimens were evaluated with an environmental scanning electron microscope for
the existence of biofilm. For the quantitative analysis, bacteria attached to the tube surface was detached
using a combination of vortexing and sonication. Following serial dilutions, the obtained solution was then
inoculated on the sheep blood agar plates using calibrated loop, incubated for 24 hours and the colony
forming unit (CFU) per mL were recorded. Environmental scanning electron microscope analysis revealed
that 100 pg/mL of curcumin could prevent formation of the biofilm. Lower concentrations of curcumin
could not prevent the biofilm formation. Qualitative analysis also revealed that when the concentrations of
curcumin in the wells were decreased, the number of CFU/mL was increased significantly. Mean number
of CFU in 100 pg/mL and 12.5 pg/mL groups were 35 + 7.07 and 650 + 494, respectively. Curcumin
could prevent formation of Paeruginosa biofilm on the surface of tympanostomy tubes in vitro with
concentrations lower than the MIC value. The results of the present study show that local administration of
curcumin may prevent suppurative otitis media following tympanostomy tube insertion, keep the patency
of the tube and decrease the rate of treatment failure. In vivo studies are needed to support the in vitro
anti-biofilm action of curcumin on tympanostomy tubes.

Keywords: Biofilm; curcumin; otorrhea; P.aeruginosa; tympanostomy tube.

GiRig

Tibbi tedaviye yanit alinamayan eflizyonlu otitis media olgulan icin genellikle cerra-
hi bir girisime ihtiya¢ duyulabilmektedir. Olasi yapisal ve fonksiyonel komplikasyonlar
nedeniyle, rekiiren veya persistan eflizyonlu otitis media tanisi ile izlenen hastalarin bu-
yuk bir cogunlugu, timpanostomi tiipt (TT) yerlestirilmesi ve eflizyonun cerrahi olarak
uzaklastinlmasi amaciyla kulak burun bogaz hekimlerine yénlendirilmektedir'. Bununla
beraber, cerrahi tedavinin kendisinin de bir dizi komplikasyon ile iliskili oldugu bilin-
mektedir. Bu komplikasyonlar arasinda en ¢ok 6ne cikan, “timpanostomi tlipl sonrasi
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otore”(TTSO) adi verilen durumdur. Operasyonu takiben hastalarin %5-38’inde bu du-
rumun gelisebildigi bildirilmistir>. TTSO, tedavi basarisini olumsuz bir sekilde etkilemek-
te, hasta memnuniyetini azaltmakta ve saglhk bakim harcamalarini artirmaktadir. Etiyolo-
jide; Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Streptococcus pneumoniae’nin
da dahil oldugu bir dizi patojen sorumlu tutulmaktadir®. Bu patojenlerin arasinda 6zel-
likle Paeruginosa’nin cocuklarda yas veya mevsim farki gozetmeksizin etken olarak izole
edilebildigi ve TTSO’nun ampirik tedavisinin planlanmasinda mutlaka g6z 6niinde bu-
lundurulmasi gerektigi bildirilmistir*.

TTSO’nun 6nlenmesi ve tedavi edilmesi icin lokal veya sistemik yollarla kullanilabilen
cesitli tedavi secenekleri énerilmistir’. Minimum ototoksisite potansiyelleri ve kulak pa-
tojenlerine kargi genis etkinlik spektrumlari nedeniyle, topikal florokinolonlar TTSO'nun
tedavisinde tercih edilmektedir. Buna ragmen, bu ilaglarin asiri kullanimi ile iliskili olarak
bakteriyel direncin induklenebildigi ve bu durumun da tedavi basarisiziigini artirabildigi
bildirilmistir®.

Tedavi basarisiziginin diger bir nedeni olarak, enfeksiyon bolgesinde biyofilm treten
bakterilerin kolonize oldugu 6ne strilmustur. Biyofilm icerisindeki bakterilerin, cesitli fi-
ziksel ve kimyasal mekanizmalari kullanarak, antimikrobiyaller tarafindan yok edilmeye
karsi koyabildikleri gosterilmistir’. Otitis media, tonsillit ve rinosiniizit gibi bircok enfek-
siyonun kroniklesmesinden biyofilm (ireten bakterilerin varligi sorumlu tutulmaktadir®.
TTSO’nun ortaya cikmasi ile tlip ylizeyinde bakteriyel patojenler tarafindan biyofilm olus-
turulmasi arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir”. Pediatrik hasta grubunda yapilan bir
calismada, siprofloksasin iceren kulak damlalari ile tedavi edilmeye calisilan TTSO’larda
P.aeruginosa’nin olusturdugu biyofilm, tedaviye yanitsizligin sorumlusu olarak saptan-
mustir'®. Timpanostomi tiipleri yiizeyindeki matiir biyofilmleri eradike etmek veya tiip
yuzeyinde biyofilm olusumunu 6nleyebilmek amaciyla, timpanostomi tliplerinin icerisine
cesitli topikal ilaglar damlatilmig veya tip yapisina dahil edilmistir. Ayrica tlp ylzeylerinin
fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilarak modifiye edilmesi gibi bircok metot kullaniimis
ve bunlarin degisen oranlarda anti-biyofilm etkinlik gésterdigi belirtilmistir''"'2. Bununla
beraber, Wang ve arkadaslari'?, yakin zamanda yayinladiklari bir derlemede, bakterilerin
ylzeyine tutunamayacadi ideal bir timpanosotomi tipunin olmadigi gerceginin altini
cizmis ve biyofilm ile miicadele icin yeni stratejiler gelistiriimesi gerektigini vurgulamistir.

Toksik olmayan diyetsel bir fitokimyasal ve diferuloilmetan olan kurkuminin,
P.aeruginosa’ya karsi antibakteriyel etkinligi oldugu bildirilmistir'*'S. Kurkumin, zerdega-
lin (Curcuma longa) aktif bilesenidir ve bakterisidal aktivitesinin yaninda, biyofilm olusu-
muna da engel olabilme yetenegi vardir. Kurkuminin bu etkisinin, bakterinin viriilans fak-
torlerini azaltarak, hiicreler arasi haberlesme mekanizmalarini (quorum sensing) inhibe
ederek ve biyofilm baglatma genlerini baskilayarak gerceklestirebildigi 6ne strtlmustr.
Kurkuminin, minimal inhibitér konsantasyon (MiK) degerlerinden daha diisiik dozlar-
da bile uygulanmasi durumunda, biyofilm olusumunu inhibe edebildigi gosterilmis-
tir'®. Bu calismada, in vitro ortamda kurkuminin silikon timpanostomi tiipleri yiizeyinde
P.aeruginosa’nin biyofilm olusturmasini engelleyebilme yeteneginin arastirlmasi ve bu
etkiyi saglayabilecek minimum kurkumin konsantrasyonunun saptanmasi amaclanmistir.
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Kurkuminin P.aeruginosa’nin biyofilm olusturmasina etkisi, hem kalitatif hem de kantitatif
yontemler kullanilarak degerlendirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Silikon timpanostomi tiipleri (TT), steril bistiri ile dikdortgen seklinde 2x5 mm boyut-
larinda pargalara ayrildi. Bu arastirmada kontrol susu olarak P.aeruginosa ATCC 27853
kullanildi. Mikroskopik analiz icin, cevresel taramali elektron mikroskobu (environmental
scanning electron microscope; ESEM) (Quanta 250 FEG, ESEM, Fei Company, Oregon)
kullanildi. Tuplerin vortekslenmesi icin vorteks cihazi (Ika Vortex 1, Almanya) ve sonikas-
yonlari icin ultrasonik banyo (Banderin Sonorex Digital 10P, Almanya) kullanildi.

Deneyler diiz tabanl kuyucuklu steril mikroplaklar kullanilarak ve Rudrappa T ve ar-
kadaslarinin'® yéntemi modifiye edilerek yapildi. Birinci mikroplakta, ilk sirasindaki alti
kuyucugun icerisine, kesilerek hazirlanmis olan TT parcalari yerlestirildi. Daha sonra ku-
yucuklara 100 ug Mueller-Hinton sivi besiyeri eklendi. Hazirlanan kurkumin sollisyonu
ilk kuyucuga eklendi ve seri dillsyonlar yapilarak iki, ¢ ve dordiinci kuyucuklara da
konuldu. P.aeruginosa’nin ATCC 27853 susu kullanilarak, biyofilm olusumunun incelen-
mesi 24 saatlik inklibasyonu takiben 0.5 McFarland yogunlugunda bakteri sollisyonu
elde edildi. Soliisyon 100 kat diltie edilerek 106 CFU (koloni olusturan tnite)/mL bakteri
icerecek sekilde hazirlandi. Mikroplagin ilk sirasindaki ilk bes kuyucugun icerisine bu so-
lisyondan 100’er pL eklendi. Boylece ilk dort kuyucuktaki kurkumin konsantrasyonunun
sirastyla 100, 50, 25, ve 12,5 pg/mL olmasi saglandi. P.aeruginosa soliisyonu iceren ancak
kurkumin icermeyen besinci kuyucuk pozitif kontrol; P.aeruginosa solisyonu ve kurkumin
icermeyen altinci kuyucuk ise negatif kontrol olarak degerlendirildi. Ayni islemler ilk
mikroplagdin ikinci sirasinda bulunan alti kuyucuk icin de uygulandi. Analitik hatalar en
aza indirebilmek adina, iki mikroplak kullanilarak yukaridaki deney protokolii ikinci kez
gerceklestirildi.

Mikroplaklar, 48 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra TT’ler planktonik
bakterileri uzaklastirmak amaciyla i¢ kez steril fosfat tamponu (PBS) ile yikand.. ilk sira-
da bulunan kuyucuklarin icerisindeki tiip parcalari, ESEM kullanilarak biyofilmin kalitatif
analizinin yapilmasi amaciyla incelendi. ikinci siradaki érnekler ise kantitatif analiz icin
mikrobiyoloji laboratuvarina gonderildi.

Kalitatif Analiz

Tuplerin Gzerindeki biyofilm tabakasi ESEM kullanilarak dehidrate edilmeden incelen-
di. Yiksek vakum icin FEG iyon pompalari kullanildi. Gortintiiler 100 Pa’lik bir basingta
vakum modunda kaydedildi. TT ytizeyi, biyofilm matriksi ve bakterilerin mikrokolonileri-
nin morfolojisi degerlendirildi.

Kantitatif Analiz

Deney gruplarindaki tiipler, 0.5 mL PBS iceren ependorf tiiplere konularak 2800 rpm’de
vortekslendi. Takiben, ependorf tiipleri ultrasonik banyo icerisine konularak, 37°C’de 35
kHz’de sonikasyon yapildi. Sonikasyon sonrasi 6rnekler bir dakika daha vortekslendi. Tu-
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tunmus bakterilerin tiip ylizeyinden ayrilmalari saglandiktan sonra, ependorf tipler icin-
deki solisyonlar 10° kat diliie edildi. Seri diliisyonlarla elde edilen soliisyonlardan 100’er
pL alinarak koyun kanli agara inokuilasyon yapildi. Yirmi dort saatlik inkiibasyon sonrasi
koloniler sayildi. Elde edilen rakamlar 10 ile carpilarak CFU/mL degerleri kaydedildi. Elde
edilen veriler, ortalama deger * standart deviasyon (SD) olarak sunuldu.

BULGULAR

Tuplerin ESEM kullanilarak dehidrate edilmeden ve kaplanmadan analizi sayesinde,
tlp yuzeyindeki biyofilmin dogal halinin incelenebilmesi mimkin olmustur. Yizeyin
diizguinligt, mikrokolonilerin varligi ve biyofilm matriksi kalitatif olarak degerlendirilebil-
mistir. Pozitif kontrol grubundaki tiiplerde kalin bir biyofilm matriksi ve cok sayida yogun
P.aeruginosa kolonileri izlenmistir. Belirgin ve kompleks biyofilm yapisi ve mikrokolonile-
rin olusturdugu “kule”ler incelenen alanlarin tamaminda izlenmistir (Resim 1). Negatif
kontrol grubuna ait 6rneklerde ise bakteri kimelenmesi veya biyofilm olusumuna dair
herhangi bir kanit saptanmamugtir (Resim 2).

Kurkuminin 100 pg/mUL’lik grubunda yer alan 6rneklerin incelenmesinde, tiip ylizeyini
orten bir bakteri kolonisi veya biyofilm matriksi gézlenmemistir. incelenen alanlarda tiip
yuizeyinin oldukca diizgiin oldugu gortlmustir (Resim 3). 50 pg/mL kurkumin grubun-
da yer alan tiplerin yiizeylerinin yogun bir biyofilm tabakasi ile kapli oldugu ve bu taba-
kanin icerisinde ve ylzeyinde ¢ok sayida bakteriyel mikrokoloninin oldugu gorilmiustir.
incelenen alanlarin %50-60"inda, {izerindeki biyofilm tabakasi nedeniyle silikon tiip yii-
zeyi gorulememistir (Resim 4). 25 pyg/mL kurkumin grubunda yer alan tiplerin, pozitif
kontrol grubundaki orneklere benzer sekilde, yogun bir matriks ve mikrokolonilerle or-
tiili oldugu saptanmustir. incelenen 6rneklerin yiizeylerinin tamamen biyofilm ile kap-
lanmis oldugu gorilmdustir (Resim 5). 25 pg/mL kurkumin grubunda yer alan tiplerin
incelenmesi ve pozitif kontrol grubundakine benzer bir sekilde miikemmel bir biyofilm
tabakasi olustugunun saptanmasi tizerine kalitatif analiz sonuclandiriimis ve 12.5 pg/mL
kurkumin grubu degerlendirmeye alinmamistir. Deney gruplarindaki TT'lerin ytizeyinde
tutunmus olan bakterilerin kantitatif analizi sonucunda, kurkumin konsantrasyonu azal-
dik¢a, CFU/mL sayisinin arttigi izlenmistir (Sekil 1). 100 pg/mL kurkumin ve 12.5 pg/mL
kurkumin gruplarinda tespit edilen CFU/mL sayisi sirasiyla 35 + 7.07 ve 650 + 494 olarak
belirlenmistir (Tablo ).

TARTISMA

Bu calismada in vitro ortamda kurkuminin silikon TTleri tGzerinde biyofilm olusumu-
nu engelleyebilme yeteneginin olup olmadigi arastinimistir. Elde edilen sonuclar, kur-
kuminin tiip ylizeyinde P.aeruginosa biyofilminin olusumuna engel olabildigini ortaya
koymustur. Bunun da 6tesinde, biyofilm inhibisyonunu saglamak icin gereken kurkumin
konsantrasyonunun, P.aeruginosa icin daha énceden bildirilmis'* olan MiK degeri olan
175 pg/mL’den daha dislk bir deger olan, 100 ug/mL oldugu saptanmistir. Bu cals-
mada elde edilen sonuglar, kurkuminin MiK degerlerinin altindaki konsantrasyonlarda
kullanildiginda bile, cesitli patojenler tarafindan biyofilm olusumunu engelleyebildigini
gosteren literatiirdeki diger calismalar ile uyumludur'”:'8,

344 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Ciftci Z, Deniz M, Glines H, Gims A,
Gultekin E, Eren Topkaya A.

Resim 1. Pozitif kontrol grubunun ESEM goriintiilerinde belirgin biyofilm matriksi ve mikrokoloni agregatlari
izlenmektedlir.

Resim 2. Negatif kontrol grubunun ESEM gériintiilerinde pliriizstiz ve koloni icermeyen bir ytizey izlenmektedir.
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Resim 3. 100 pg/ml kurkumin grubunun yiizeyi. Birka¢ bakteriyel agregat disinda, yiizeyde herhangi bir
biyofilm olusumu izlenmemektedir.

Resim 4. 50 pg/ml kurkumin grubunun ytizeyi. Bakteri kolonilerinin yogun bir biyofilm matriksi icerisinde
gomiilti oldugu ve ytizeyde de mikrokolonilerin olusturdugu kulelerin oldugu gériilmektedir.
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Resim 5. 25 pg/ml kurkumin grubunun yiizeyi. Cok sayida mikrokoloni ve yogun bir biyofilm matriksi izlen-
mektedir.

100 pg/mL
50 pg/mL

25 pg/mL

12.5 pg/mL

Sekil 1. Azalan kurkumin konsantrasyonlarinda, TT'lerin ylizeyinde tutunmus olan bakterilere ait CFU/ml
degerleri.

Daha once yapilan calismalarda, kurkumin etkisine karsi biyofilmlerin davranislarini
aragtirmak icin cam lameller kullanilmistir'”. Oysaki mikroorganizmalarin bir yiizeye tu-
tunma ozelliklerinde, sadece yuizey diizensizligi degil, inkiibasyon ortami ve ylizey kimya-
s1 gibi bircok faktor etkili olmaktadir'®. Literatiirde bu giine kadar yapilmis olan ve kurku-
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Tablo I. Farkli gruplardaki tiiplerin ytizeyindeki ortalama bakteri yiikii (CFU)

Deney gruplari 1. deney (CFU) 2. deney (CFU) Ortalama + SD
100 pg/mL 30 40 35+7.07
50 pg/mL 60 130 95 +49.49
25 pg/mL 150 200 175 +35.35
12.5 pg/mL 300 1000 650 + 494

CFU: Koloni olusturan unite (Colony Forming Unit); SD: Standart deviasyon.

minin, medikal silikondan imal edilmis timpanostomi tlplerinin ylzeyinde P.aeruginosa
tarafindan biyofilm olusturulmasini engelleyebilme yetenegini arastiran herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu calismada, daha 6nce arastirilmamis olan bu konu Uzeri-
ne odaklanilmis ve in vitro ortamda kurkuminin silikon TT'leri Uizerinde P.aeruginosa’nin
biyofilm olusumunu engelleyebildigi ortaya konulmustur. Kurkuminin bu basarisinin des-
teklenmesi icin, ileri deneysel ve klinik calismalara ihtiyac vardir.

P.aeruginosa aerobik gram-negatif bir bakteridir ve kronik otitis media, otitis eksterna,
pnémoni ve Uriner sistem enfeksiyonlar gibi bir dizi hastaligin patogenezinden sorumlu
tutulmaktadir?®®. Yakin zamanda yapilan calismalarda, P.aeruginosa tarafindan biyofilm
olusturulmasi ile antibiyoterapiye ragmen tedavi basarisizligi arasinda bir iliski oldugu
gOsterilmistir. Hastalara yerlestirilen kateter veya protezlerde P.aeruginosa kolonizasyonu,
Ozellikle yogun bakim hastalarinda, enfeksiyonlarin eradikasyonunun éniindeki en biyiik
engellerden biri olmaya devam etmektedir?'-?2, Otorinolarengolojik acidan bakildiginda,
TT'ler Gzerinde biyofilm olusumu, tedavi sonuglarini olumsuz yonde etkileyen 6nemli
bir faktordir. Otolojik implantlarin ve TT’lerin tzerinde bakteri kolonizasyonu gelisme-
si sonucu, cesitli implant sekelleri ile karsilasilabildigi ve bu implantlarin ¢ikarilmasinin
kacinilmaz hale gelebildigi bildirilmistir?®. Bakteriyel biyofilmlerin ayrica tiip limenini
tikayarak, orta kulak kavitesinde bulunan mukoid sekresyonlarin drenajini engelleyebi-
lecegi ve bu nedenle tedavi basarisini azaltabilecegi de ortaya konmustur?*. Bunun da
Otesinde, TTSO ile TT'lerin ylzeyinde biyofilm olusumu arasinda bir iliskinin oldugu da
gosterilmistir'".

Bugline kadar TT'lerin ylzeylerinde P.aeruginosa biyofilminin olusmasina engel ola-
bilmek amaciyla cesitli girisimler yapilmistir. Polivinilpirolidon veya kitosan-piperasilin-
tazobaktam ile kapli tip kullanmanin, bir dereceye kadar biyofilm olusumunu inhibe
edebildigi bildirilmistir''?°. Ancak, tek basina ylizey modifikasyonu yapilmasinin biyofilm
olusumuna engel olamayacagi da one strdlmustir. Yakin zamanda yapilan bir calisma-
da, iyon bombardimanina maruz birakilmis silikon TT’lerin, P.aeruginosa biyofilminin olu-
sumunu engelleyemedigi gosterilmistirZ6.

Literatlirde, biyomedikal araglarin ytizeyinde biyofilm varligi ve miktarini belirleyebil-
mek icin bircok yontem kullanilmaktadir. Biyofilmin kalitatif analizini yapabilmek veya
mimarisini inceleyebilmek icin SEM’in etkin bir arac oldugu bildirilmistir'®. Bununla be-
raber, 6rnegin dehidrate edilmesi ve buna bagl olarak biyofilm yapilarinin biiziismesi
nedeniyle, konvansiyonel SEM analizi ile biyofilmin ekzopolisakkarit matriksinin dogru
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bir sekilde degerlendirilmesi her zaman mimkiin olamamaktadir. Holling ve arkadasla-
nnin?’ calismasinda, ESEM’in, hidrate érneklerin incelenebilmesi nedeniyle, biyofilm ya-
pisinin ve mikrokoloni agregatlarinin gosterilmesinde daha basarili oldugu belirlenmistir.
Bu calismada P.aeruginosa biyofilminin analizi icin ESEM kullanilmistir. Hidrate hallerinde
incelenebilen tlip yiuzeylerindeki biyofilm yapisi detayli bir sekilde goriintilenebilmis ve
yuksek ¢o6zinurlikli resimler elde edilebilmistir.

Literaturde, bir ylizeyde bulunan biyofilm yikinu tespit edebilmek, baska bir deyisle
biyofilmin kantitatif analizini yapabilmek icin, bir dizi yontem tanimlanmistir. Bunlardan,
ylzeyin kazinmasi, biyomateryal ve protezlerin ultrasonikasyonu veya vortekslenmesi
gibi yontemlerin, biyofilmin kantitatif analizini gerceklestirmede basarili oldugu bildiril-
mistir. Bu tekniklerin bir kombinasyonu olan vorteksleme ve sonikasyon isleminin, biyo-
medikal materyallerin ylizeyine tutunmus olan bakterileri uzaklastirmada diger tekniklere
gére daha Ustiin oldugu kabul edilmistir?®. Bizim calismamizda da, bildiriimis yiiksek et-
kinligi g6z 6niine alinarak, mindr bir modifikasyon yapilmis ve 6rneklere vorteks-sonikas-
yon-vorteks yontemi uygulanmistir. Bu yontemle elde edilen stspansiyonlarin kilturleri
yapilmis ve raporlanan sonuclarin ESEM analizi ile elde edilen sonuclar ile uyumlu oldugu
gorulmustdr. Kantitatif analiz sonuclari, ortamdaki kurkumin konsantrasyonu azaldikga,
ylzeye tutunmus olan bakteri yogunlugunun arttigini gostermistir. Yapilan kalitatif ve
kantitatif analizlerin sonucunda, kurkuminin MiK degerlerinin altindaki konsantrasyon-
larda bile P.aeruginosa’nin silikon TT ylzeyine tutunmasini engelleyebildigi belirlenmistir.
Kalitatif incelemelerde, biyofilm inhibisyonunun 100 pg/mL kurkumin ile engellenebil-
mesine ragmen, daha dusutk dozlarda bu etkinin gerceklesmedigi saptanmustir. Kantitatif
incelemelerde izlenen kurkumin konsantrasyonunda azalma ile orantili bir sekilde artan
CFU/mL sayilan da, kalitatif incelemelerde saptanan bulgulari destekler niteliktedir.

Kurkuminin, enfeksiyonlarin dnlenmesinde veya tedavisinde kullanilacak ucuz ve gu-
venli bir secenek oldugu 6ne striilmustir. Kurkuminin deneysel olarak olusturulmus akut
otitis media tablosundaki etkilerini belirlemek amaciyla sicanlarda yapilan bir calismada,
kurkuminin orta kulak mukozasi ve timpanik membran epitelinde anlamli bir hasara yol
acmadigi bildirilmistir?. Yakin zamanda kobaylar {izerinde yapilmis bir calismada da,

kurkuminin i¢ kulak yapilari icin toksisite potansiyeli tagimadigi saptanmistir®®.

Kurkuminin Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumo-
nia ve Staphylococcus aureus gibi bircok bakteriye karsi bakterisidal etkisinin yani sira,
P.aeruginosa’ya karsi benzersiz 6zellikleri vardir. P.aeruginosa’nin viriilans faktorleri, bi-
yofilm baslatma genleri ve “quorum-sensing” adi verilen hiicreler arasi haberlesme
mekanizmalarinin kurkumin tarafindan bloke edilebildigi ve P.aeruginosa enfeksiyonla-
rinin tedavisinde kurkuminin etkili bir molekil oldugu daha onceki calismalarda ortaya
konmustur'*1¢, Kurkuminin TTSO’yu &nleyebilmek icin topikal bir soliisyon icerisinde
kullanilmasinin, P.aeruginosa enfeksiyonu ile iliskili lokal veya sistemik komplikasyonlarin
insidansini azaltabilecegini ve biyofilm olusumuna bagl tip limeninin obstriksiyonunu
engelleyebilecegini dislinmekteyiz. Bu sayede hem tedavi basarisizliklari azalacak hem
de hastalik ile iligkili ekonomik yiik hafifletilebilecektir.

Sonug olarak ¢alismamizin verileri, in vitro ortamda lokal olarak uygulanan kurkumin
solisyonu, silikon TT’lerin ylzeyinde P.aeruginosa biyofilminin olusumunu, MIK deger-
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lerinin altindaki konsantrasyonlarda bile engelleyebilmektedir. 100 pg/mL’lik kurkumin
konsantrasyonunun biyofilm olusumunu etkin bir sekilde engelleyebildigi belirlenmistir.
Ucuz, antibiyotik direng gelistirme riski olmayan ve kulak lzerine toksik olmadigi gos-
terilmis olan kurkuminin, TT yerlestirilmesi sonrasi P.aeruginosa ile iliskili stipuratif oti-
tis media gelisimini 6nleyebilecegini, tup limeninin acik kalmasini saglayabilecegini ve
tedavi basarisizlik oranlarini azaltabilecegini dustinliyoruz. Bu 6n c¢alismanin sonuglari,
kurkumin molekdliiniin timpanostomi tiipleri ylizeyindeki anti-biyofilm etkinliginin, ileri
in vivo calismalarda test edilmesinin uygun olacagini dusiindirmektedir.
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