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Biyofilmler, antibiyotik etkisinden kagmayi kolaylastiran 6zellikleri ve antifagositik etkileri nedeniyle en-
feksiyon hastaliklarinin tedavisini giiclestirmistir. Tim enfeksiyon hastaliklarinin en az %65'i biyofilm olus-
turan bakteriler ile iliskilidir. Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis, hastane enfeksiyonlari-
nin en sik etkenlerinden olmalari ve enfeksiyonlarin cogunlukla biyofilm kaynakl olmasi nedeniyle dnemli
bir sorun olusturmaktadir. Enfeksiyon etkeni izolatlarda, biyofilm formlarinin minimum biyofilm eradi-
kasyon konsantrasyon (MBEK) degerleri, planktonik formlarin minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK)
degerlerine gore cok daha yiiksektir. Bu durum, enfeksiyonlarin tedavisinde ¢ok daha yiiksek dozlarda
antibiyotik kullanimini gerektirmekte ve antibiyotik direncinin artisina neden olmaktadir. N-asetilsistein
(NAC) molekiliintn, olgun biyofilmleri bozarak ve bakterinin ylizeylere adezyonunu azaltarak biyofil-
me kargi etkili oldugu bilinmektedir. Bu calismada, Trakya Universitesi Saglk Arastirma ve Uygulama
Merkezinde ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen S.aureus (n= 38) ve S.epidermidis (n= 12) izolatinin, i)
biyofilm olusturma yeteneklerinin, if) ampisilin ve vankomisinin MiK degerlerinin NAC molekiilii varligin-
daki degisiminin, iii) bu antibiyotiklerin MBEK degerlerinin NAC molekiilii varligindaki degisimin, ve iv)
biyofilm olusumu ile ilgili oldugu distinilen genlerin ekspresyon diizeylerinin NAC molekiili varligindaki
degisiminin ortaya konmasi amaclanmistir. Calismada, stafilokoklarda biyofilm olusumunun gosterilmesi
icin mikroplak kristal viyole ydntemi kullaniimistir. Ampisilin ve vankomisinin, MiK ve MBEK degerlerinin
NAC molekili varligindaki degisiminin ortaya konmasi icin sivi mikrodilisyon ve dama tahtasi yontemi
kullanilmistir. Stafilokoklardaki biyofilm genleri olan hiicreler arasi baglanma proteini A ve D (icaA, icaD)
ve Staphylococcus yardimar diizenleyici protein A (sarA) genlerinin ekspresyonu lzerine NAC'In etkisi
kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRt-PCR) yontemi ile incelenmistir. Sinerji ve aditif
etki tespit edilen konsantrasyonlarin karsilastirlmasinda Student-t testi kullanilmis ve p< 0.05 degeri an-
lamhlik sinir degeri olarak kabul edilmistir. Bu calismada NAC molekiiliiniin, ampisilin ve vankomisin ile
birlikte kullanildiginda, bu kombinasyonun stafilokok izolatlarinin MiK degerlerini ve stafilokok biyofilm
MBEK degerlerini distirdiigu ve ayrica stafilokoklarda biyofilm olusumunda etkili olan icaA, icaD ve sarA
genlerinde, fark saptanmayan ve azalig gosteren ekspresyon duzeyleri tespit edilmistir. Sonug olarak bu
calismada, NAC molekiiliiniin kombine ilag tedavisi icin yeni bir alternatif olabilecegi ve tedaviye yeni bir
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yaklagim kazandirmasi acisindan umut vadedici oldugu tespit edilmistir. Ayrica, NAC molekdlindn farkl
mikroorganizmalar ve antimikrobiyal ajanlar ile birlikte kullanilmasinin da mimkin olabilecegi ve bu
konuda yapilacak olan ileri calismalar acisindan bu calismada elde edilen bulgularin yol gosterici oldugu
distnulmusgtur.

Anahtar kelimeler: N-asetilsistein (NAC), Staphylococcus; antibiyofilm aktivite; ampisilin; vankomisin.
ABSTRACT

Biofilms are often responsible for the difficulties in the treatment of infectious diseases due to their
properties that facilitate escape from antibiotic effect and their antiphagocytic effects. At least 65% of
all infectious diseases are associated with biofilm-forming bacteria. As Staphylococcus aureus and Staph-
ylococcus epidermidis are among the most common agents of hospital infections and the infections are
mostly biofilm-related, they pose an important problem. In infectious isolates, the minimum biofilm
eradication concentration (MBEK) values of biofilm forms are much higher than the minimum inhibi-
tion concentration (MIC) values of planktonic forms. This situation requires the use of much higher
doses of antibiotics in the treatment of infections and causes an increase in antibiotic resistance. The
N-acetylcysteine (NAC) molecule is known to be effective against biofilm by disrupting mature biofilms
and reducing the adhesion of bacteria to surfaces. In this study, it was aimed to demonstrate i) the bi-
ofilm-forming abilities i) the change in ampicillin and vancomycin MIC values in the presence of NAC
molecules, iii) the change in the MBEK values of these antibiotics in the presence of NAC molecule and iv)
the change in the expression levels of genes thought to be related to biofilm formation in the presence of
the NAC molecule among S.aureus (n= 38) and S.epidermidis (n= 12) isolates isolated from various clinical
specimens in Trakya University Health Research and Application Center. In this study, microplate crystal
violet method was used to demonstrate the biofilm formation in staphylococci. Broth microdilution and
checkerboard method were used to demonstrate the change in the presence of NAC molecule of the
MIC and MBEC values of ampicillin and vancomycin. The effect of NAC on the expression of intercel-
lular binding proteins A and D (icaA, icaD) and Staphylococcus regulatory protein A (sarA) genes, which
are the genes involved in biofilm formation in staphylococci, was determined by quantitative real-time
Polymerase Chain Reaction (qRt-PCR) method. The Student-t test was used to compare the control and
experimental groups (concentrations detected with synergy and additive effect); p< 0.05 was accepted
as the limit value of significance. In this study, when the NAC molecule was used together with ampi-
cillin and vancomycin, it was determined that this combination lowers the MIC values of staphylococcus
isolates and staphylococcal biofilm MBEK values; and also the expression levels of icaA, icaD and sarA
which were effective in biofilm formation in staphylococci have not changed and decreased. As a result,
in this study, it has been determined that the NAC molecule can be a new alternative for combined drug
therapy and is promising in terms of bringing a new approach to treatment. In addition, it is thought that
it is possible to use the NAC molecule together with different microorganisms and antimicrobial agents,
and the results obtained in this study are considered to be guiding for further studies on this subject.

Keywords: N-acetylcysteine (NAC), Staphylococcus; antibiofilm activity; ampicillin; vancomycin.

GIRi$

Biyofilm, bir ylizey lizerine tutunan mikroorganizma kolonileri ve onlarin urettikleri
hiicre disi polisakkaritler (EPS), proteinler (glikozaminoglikanlar) ile organik ve inorganik
maddelerden olusan bir tabakadir. Enfeksiyon hastaliklarinin yaklasik %65’ biyofilm olus-
turan bakteriler ile iliskilidir. Klinik 6neme sahip pek cok gram-pozitif, gram-negatif bak-
teri ve mantar biyofilm olusturmaktadir. Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epider-
midis ise, cogunlugu biyofilm kaynakl olan hastane enfeksiyonlarinin sik etkenlerinden
olmalari nedeniyle olduk¢a dnemlidir. Bu etkenlerin 6l doku, kemik ya da tibbi olarak
implante edilmis cihazlar Gzerinde olusturduklari biyofilm, icerisine gomili mikroorga-
nizmalarin antibiyotik etkisinden ve fagositozdan kacmalarini kolaylastirarak tedavisi glic
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enfeksiyon hastaliklarinin goriilmesine neden olmaktadir. Bu nedenle biyofilm olusumu-
nu engelleyen ya da biyofilme etki eden molekdllerin kullanimi, tedavi icin umut veren
bir yontemdir. Bu amacla glinimuzde, bircok molekilin antibiyofilm aktivitesi arasti-
nimaktadir'. N-asetilsistein (NAC)'in olgun biyofilmleri bozarak ve bakterinin yiizeylere
adezyonunu azaltarak EPS yapimini azaltmakta etkili oldugu bilinmektedir?3.

Bu calismada, S.aureus ve S.epidermidis izolatlarinin, i) biyofilm olusturma yetenekleri-
nin, i) ampisilin ve vankomisinin minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin (MiK) NAC
molekilt varhgindaki degisiminin, iii) ampisilin ve vankomisinin minimum biyofilm era-
dikasyon konsantrasyonlarinin (MBEK) NAC molekiili varligindaki degisiminin, iv) biyo-
film olusumu ile ilgili oldugu dustinilen genlerin ekspresyon diizeylerinin NAC molekuli
varligindaki degisiminin ortaya konmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Bakteri izolatlari

Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvari-
na gonderilen cesitli klinik érneklerden izole edilen, “Microgen® Staph-ID” kitiyle stafilo-
kok oldugu ve kristal viyole mikroplak yéntemiyle*> biyofilm pozitif oldugu dogrulanan
S.aureus (n= 38) ve S.epidermidis (n= 12) izolati kullanildi. Calismada kullanilan S.aureus
izolatlarinin 22’si metisilin duyarh Staphylococcus aureus (MSSA); 16’s1 metisilin direncli
Staphylococcus aureus (MRSA)'tur. Bakteri izolatlarinin numaralari, izole edildikleri klinik
yer ve ornekleri tabloda verildi (Tablo I). Calismada, “ampisilin ve NAC"In kombine et-
kisinin arastinlmasi bu 50 izolat kullanilarak gerceklestirildi. Calismada, ““vankomisin ve
NAC”In kombine etkisinin arastirimasinda toplam 31 izolat kullanildi.

Kalite kontrol susu olarak, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
25922, S.aureus ATCC 29213 (biyofilm negatif), Enterococcus faecalis ATCC 29212,
S.aureus ATCC 6538 (biyofilm pozitif), S.epidermidis NCTC 11047 (biyofilm pozitif)
standart suglar kullanildi. S.aureus izolatlarinda metisilin direncini arastirmak icin CLSI-
M100-528¢ 6nerileri dogrultusunda sefoksitin disk difiizyon tarama testi yapildi.

Sivi Mikrodiliisyon Yontemi

Antimikrobiyal duyarlilik testleri CLSI-M100-528 6nerileri dogrultusunda gergeklesti-
rildi®. Mikroplaklarda, katyon ayarli Mueller Hinton sivi besiyerinde (CA-MHB), NAC’in
4096-64 pg/ml; ampisilin ve vankomisinin 16-0.016 ug/ml araliginda konsantrasyonlari
hazirlandi. Kuyucuklara 5 x 10° cfu/ml yogunlugunda hazirlanan bakteri siispansiyonu
eklendi. Mikroplaklar, 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi ve Gremeyi inhibe eden en duistik
ilac konsantrasyonu MiK olarak belirlendi.

Dama Tahtasi Yontemi

Dama tahtasi yénteminde’, mikroplaklarin soldan saga ilk onar kuyucuguna antibiyo-
tigin seri sulandirimlari (16-0.016 pg/ml), bir baska mikroplagin yukaridan asagi ilk se-
kizer kuyucuguna ise NAC'in seri sulandirimlari (4096-64 ug/ml) dagitildi. iki plagin ice-
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Tablo I. Stafilokok Tiirlerinin izole Edildikleri Klinik ve Ornekler

Bakteri numarasi Tiir Klinik yeri Ornek

1 MRSA Dahili yogun bakim servisi Kan

2 MRSA Acil poliklinigi Kan

3 MSSA Acil poliklinigi Kan

4 MSSA Acil poliklinigi Kan

5 MSSA Koroner yogun bakim servisi Kan

6 S.epidermidis Dahili yogun bakim servisi Bos

7 MSSA Acil poliklinigi Kan

8 MRSA Enfeksiyon servisi Aspirat

9 S.epidermidis Cerrahi yogun bakim servisi Kan

10 S.epidermidis Genel cerrahi servisi Kateter

11 MRSA Enfeksiyon servisi Kan

12 MRSA Plastik cerrahi Kan

13 MSSA Norosirurji servisi Doku biyopsi
14 MSSA Enfeksiyon servisi Yara strtintlst
15 MSSA Plastik cerrahi Doku biyopsi
16 MSSA Dahili yogun bakim servisi Kan

17 S.epidermidis Acil poliklinigi Kateter

18 S.epidermidis Dahili yogun bakim servisi Kan

19 MSSA Cocuk yeni dogan servisi Kan

20 MSSA Nerfroloji servisi Kan

21 MSSA Medikal onkoloji servisi Kan

22 MRSA Ortopedi servisi Doku biyopsi
23 MRSA Hematoloji Kan

24 MSSA Enfeksiyon servisi Aspirat

25 MSSA Deri ve ziihrevi hastaliklar Yara surtintdsi
26 MSSA Kulak burun bogaz poliklinigi Aspirat

27 S.epidermidis Reanimasyon unitesi Solunum sekresyonu
28 MSSA Medikal onkoloji Kan

29 MSSA Dahili yogun bakim servisi Solunum sekresyonu
30 MSSA Plastik cerrahi Aspirat

31 S.epidermidis Acil poliklinigi Yara strtintlst
32 S.epidermidis Gogus hastaliliklar Kan

33 S.epidermidis Plastik cerrahi Doku biyopsi
34 MRSA Dahili yogun bakim servisi Kan

35 MRSA Enfeksiyon servisi Kan

36 S.epidermidis Cerrahi yogun bakim servisi Kan

37 S.epidermidis Cerrahi yogun bakim servisi Kan
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Tablo 1. Stafilokok Tiirlerinin lzole Edildikleri Klinik ve Ornekler (devami)

Bakteri numarasi Tiir Klinik yeri Ornek

38 MSSA Enfeksiyon servisi Aspirat

39 MSSA Cocuk genel servisi idrar

40 MSSA Acil poliklinigi Yara strtintusi
41 S.epidermidis Norosirurji servisi Kan

42 MSSA Acil poliklinigi Yara surtintiisu
43 MSSA Norosirurji servisi Kan

44 MRSA Kardiyoloji servisi Kan

45 MRSA Cerrahi yogun bakim Endotrakeal aspirat
46 MRSA Norosiroloji servisi idrar

47 MRSA Plastik cerrahi servisi Doku

48 MRSA Radyasyon onkolojisi Kan

49 MRSA Dahili yogun bakim Endotrakeal aspirat
50 MRSA Enfeksiyon servisi Kateter
MSSA: Metisilin duyarl Staphylococcus aureus, MRSA: Metisilin direncli Staphylococcus aureus.

rikleri baska bir mikroplakta birlestirildi. Kullanilan antibiyotiklerin konsantrasyon arahgi,
MIiK degerlerine gore tespit edildi. Kuyucuklara 5 x 10° cfu/ml yogunlugunda hazirlanan
bakteri inokiilumu eklendi. Plaklar 37°C’de 18-24 saat inkibe edildi. Kombinasyon testi-
nin degerlendirilmesi fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu (FiK) indeksine gére yapildi”.

Antibiyofilm Aktivite Testleri icin Bakteri inokiilumunun Belirlenmesi

Antibiyofilm aktivite testlerinde kullanilacak olan bakteri inokilumunu standardize
edebilmek icin her izolat icin 5 x 10° cfu/ml yogunlugunda hazirlanan bakteri inokiilu-
mu, %5 glikoz iceren triptik soy buyyon iceren mikroplak kuyucuklarina pasajlanip 6, 12,
18, 24, 32 ve 48 saat 37°C’de inklbe edildikten sonra fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile
yikanarak vejetatif bakteriler ortamdan uzaklastinldi. Kuyucuklara tekrar besiyeri eklendi
ve biyofilm icerisindeki bakteriler ultra sonikatorde bekletilerek besiyerine gecmeleri sag-
landi. Sivi besiyerindeki bakteriler, 10"'-10"* oraninda sulandirilarak Mueller-Hinton agar
besiyerine sabit hacimde ekildi. Besiyerleri 37°C’de belirtilen saatlerde inkiibe edildikten
sonra koloniler sayildi. Bu yontemle bakterilerin olusturduklar biyofilmin, yaklasik olarak
hangi inklibasyon kosullarinda ve hangi stirede, ne kadar bakteri icerdiginin 6ngorilmesi
amaciyla 6n degerlendirme yapilmis oldu. Bu yontem sonucunda bakterilerin olustur-
duklari biyofilmin 18 saat sonunda hedeflenen bakteri inokilumunu icerdigi tespit edildi.

Antibiyofilm Aktivitenin Belirlenmesi

NAC'In [16000 pg/ml ampisilinin (32000 pug/ml) ve vankomisinin (32000 pg/ml)] stok
cozeltileri hazirlanarak mikroplaklarda cift katl seri sulandirnm yapildi. Biyofilm olustur-
mak Uzere inklbasyona birakilmis plaklarin tabaninda olusan biyofilm, inokilum olarak
kullanildi. Antibiyotikler ve NAC'in tek basina biyofilme etkisini belirlemek icin maddele-
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rin ¢ift kath seri sulandinmlari, inokilum iceren bu plaklara aktarildi. 18-24 saat 37°C’de
inkiibasyonu takiben tremenin goriilmedigi en dusuk ilag konsantrasyonu MBEK degeri
olarak saptandi'®. Madde kombinasyonlarinin etkisini incelemek icin dama tahtasi yénte-
mi kullanildi. Dama tahtasi yonteminde, yukarida belirtilen islemler tekrar edilerek mad-
delerin kombine konsantrasyonlari [(ampisilin + NAC) ve (vankomisin + NAC)] kullanildi.
Uremenin goériilmedigi en disiik ilag konsantrasyonu MBEK olarak saptandi®'?. Madde
icermeyen kontrol kuyucuklari ve MBEK olarak tespit edilen tim kuyucuklar bosaltilip,
bes kez 0.01 M potasyum fosfat tamponu ile yikandiktan sonra, plaklarin icerisine steril
serum fizyolojik eklenerek, sonikatorde 15 dakika bekletildi. Sonikasyon sonrasi bu ku-
yucuklardan 107'-10* oraninda sulandirilarak, triptik soy agara ekim yapildi. 37°C’de bir
gece inklibasyonu takiben bakteri kolonileri sayilarak, biyofilm icerisindeki mikroorganiz-
ma sayisi hesaplandi. Kontrol kuyucugundaki bakteri sayisi (cfu/ml) baslangi¢ inokiilumu
olarak degerlendirildi. Plaklarda tireyen koloni sayilari kontrol ile kiyaslandi ve biyofilm
icerisindeki bakterilerin cfu/ml olarak azalma miktari saptandi.

Kati besiyerlerine ekim yapilan tim kuyucuklardan alinan 6rnekler %50 oraninda so-
guk etanol icerisine alinarak molekiiler testler icin -80°C’de saklandi. Plaklarda biyofilm
olusumunun dogrulanmasi, ayri bir plakta kristal viyole mikroplak yontemiyle gercekles-
tirildi*°. Sonuclarin dogrulanmasi amaciyla yapilan tim calismalar (¢ kez tekrarlandi.

Kantitatif Gercek Zamanh Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
icaA, icaD ve sarA Genlerinin Ekspresyonunun Belirlenmesi

Hicreler arasi baglanma proteini A ve D (icaA, icaD) ve Staphylococcus yardimcr di-
zenleyici protein A (sarA) genlerinin ekspresyonu tizerine NAC'In etkisinin saptanmasi
icin bu genlerinin degisik kosullarda /) NAC ve antibiyotik icermeyen besiyerinde Ure-
tilen kaltir ortami, i) NAC ve antibiyotikleri iceren besiyerinde Uretilen kultir ortami
kosullarinda ekspresyon diizeylerinin gosterilmesi icin kantitatif gercek zamanli revers
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (qrRT-PCR) uygulandi. S.aureus ve S.epidermidis
sivi kiltlrlerinden, RNA izolasyon asamasina gecildi. RNA izolasyonu icin, Bio-Speedy
(.BS-NA-309-50) (Bioeksen, istanbul, Tiirkiye) bakteriyel RNA izolasyon kiti optimize edi-
lerek kullanildi. Daha 6nceki literatlirde tanimlanmis ve validasyonlari gerceklestirilmis
grRt-PCR’de hem S.aureus hem de S.epidermidis icin icaA'', icaD"' ve sarA'? genlerini
hedefleyen primerler kullanildi (Tablo Il ve lll). Gen ekspresyon analizlerinde referans
gen “house keeping” olarak T6SrRNA geni kullanildi. cDNA’lar, qrRT-PCR isleminde, PCR
dongustine ek olarak cDNA basamagi eklenerek elde edildi. Calisilan genlerin ekspresyon
diizeyi Tablo IV'teki reaksiyon karisimi ve dongusu kullanilarak Roche LightCycler Nano
(Roche Diagnostics, Basel, isvicre) cihazi ile elde edildi.

istatistiksel Analiz

grRT-PCR yonteminde reaksiyon verimini belirlemek icin kalip DNA’lardan bir tanesi-
nin seri dilisyonu yapilip reaksiyon verimi hesaplandi. Reaksiyon verimi 1.5-2.0 araligin-
da ve korelasyon faktori (r2) surekli 0.9’un lzerinde olan sonuclar karsilagtirma analiz-
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Tablo II. Staphylococcus aureus icin qrRT-PCR’da Kullanilan Primer Dizileri, Tm Dereceleri ve Elde Edilen
Urtin Boyutu

-Hiicreler arasi adezyon proteini A geni (icaA):

icaA_Staphylococcus aureus_F: 5'- TGC TGG CGC AGT CAA TAC TA -3’
icaA_Staphylococcus aureus_R: 5'- TCT GGA ACC AAC ATC CAA CA-3’
Tm: 60°C

Elde edilen Grlin boyutu: 183 bp

-Hiicreler arasi adezyon proteini D geni (icaD):
icaD_Staphylococcus aureus_F: 5’- ACC CAA CGC TAA AAT CAT CG-3’
icaD_Staphylococcus aureus_R: 5'- GCG AAA ATG CCC ATA GTT TC-3'
Tm: 59°C

Elde edilen Urlin boyutu: 211 bp

-Staphylococcal accessory regulator geni (sarA):
sarA_Staphylococcus aureus_F: 5’- TGA CAT ACA TCA GCG AAA ACAA -3’
sarA_Staphylococcus aureus_R: 5’- TCTTTCATCATGCTCATTACGTT -3’
Tm: 59°C

Elde edilen Griin boyutu: 152 bp

Tablo Ill. Staphylococcus epidermidis icin gRT-PCR’da Kullanilan Primer Dizileri, Tm Dereceleri ve Elde
Edilen Urtin

-Hiicreler arasi adezyon proteini A geni (icaA):

icaA_Staphylococcus epidermidis_F: 5'- AGC GAA GTC AAT CTC TTG CAG -3’
icaA_Staphylococcus epidermidis_R: 5’- TCA GGC ACT AAC ATC CAG CA -3’
Tm: 60°C

Elde edilen Grlin boyutu: 199 bp

-Hiicreler arasi adezyon proteini D geni (icaD)

icaD_Staphylococcus epidermidis_F: 5'- ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG -3/
icaD_Staphylococcus epidermidis_R: 5'- CGT GTT TTC AAC ATT TAA TGC AA -3/
Tm: 60°C

Elde edilen Grlin boyutu: 198 bp

-Staphylococcal accessory regulator geni (sarA):

sarA_Staphylococcus aureus_F: 5’- TGACATACATCAGCGAAAACAA -3/
sarA_Staphylococcus aureus_R: 5’- TCTTTCATCATGCTCATTACGTT -3’

Tm: 58°C

Elde edilen Grlin boyutu: 176 bp

lerinde kullanildi. 222t ygntemi ile hedef genlerin rRNA genine gére rélatif ifade diizeyi

hesaplandi'®. Kontrol ve deneme gruplarinin (sinerji ve aditif etki tespit edilen konsant-
rasyonlar) karsilastirimasinda Student-t testi kullanildi. p< 0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli sinir degeri olarak kabul edildi.
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Tablo IV. gRT-PCR Reaksiyon Karisimi ve Dénglisti

qrRT-PCR reaksiyon karigimi qrRT-PCR reaksiyon dongiisii
1.5 mM MgCl, Cogalma reaksiyonu, 45°C’de 30 dk cDNA sen-
0.2 mM dNTP karisim tezi ile baslatildi. Ardindan preinkibasyon icin

. 1 dongi 95°C'de 5 dk, amplikasyon icin; 40
1x Reaksiyon tamponu déngii 95°C’'de 15 sn, primere 6zgii baglan-
0.1 U Proof Reading Hot-Start Taq DNA ma sicakliginda (Tablo Il ve Tablo IlI) 30 sn ve
Polimeraz, 72°C’'de 25 sn kosullarinda gerceklestirildi.

1x SybrGreen-|

5 ng/ul kalip cDNA
0.5 pM forward primer
0.5 pM reverse primer

qrRT-PCR: Kantitatif gercek zamanli revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu.
grRT-PCR sirasinda sadece istenilen Griiniin ¢cogaltildigini belirlemek icin 65°C-95°C arasinda erime egrisi analizi

yapildi.

Tablo V. Calisilan izolatlarin Biyofilm Diizeylerinin Dagilimi ve Yiizdeleri

Zayif diizeyde Orta diizeyde Kuvvetli duzeyli

Bakteri adi biyofilm biyofilm biyofilm Toplam
S.aureus
MSSA n=15 (%68.18) n=>5 (%22.72) n= 2 (%9.1) n= 22 (%100)
MRSA n= 10 (%62.5) n= 4 (%25) n= 2 (%12.5) n= 16 (%100)
S.epidermidis n= 6 (%50) n=>5 (%41.67) n=1(%8.33) n= 12 (%100)
Toplam n= 31 (%62) n= 14 (%28) n=5 (%10) n= 50 (%100)
BULGULAR

Calisilan izolatlar icerisinde S.aureus ve S.epidermidis izolatlarina ait biyofilm duzeyleri-
nin dagilimi ve yuizdeleri Tablo V'te gosterilmistir.

Biyofilm pozitif 26 izolatta NAC'in MiK degeri, 2048 pg/ml, 24 izolatta ise 4096 pg/
ml olarak tespit edilmistir. Biyofilm pozitif 50 stafilokok izolatinin 9 (%18)’u ampisiline
duyarli, 41 (%82)’i ampisiline direncli ve tim izolatlar (%100) vankomisine duyarl bu-
lunmustur. Ampisiline direncli 41 stafilokok izolatinin 25 (%60.98)'inin 2048 pug/ml ve
4096 pg/ml NAC konsantrasyonu varliginda ampisiline duyarl hale geldigi saptanmis-
tir. Bununla birlikte, S.aureus izolatlarinin ampisilin MiK degerlerinde 4-256 kat duisis,
S.epidermidis izolatlarinin ampisilin MiK degerlerinde ise 2-128 kat dsiis tespit edilmistir.
Ampisilin ve NAC kombinasyonunun 50 stafilokok izolatinin 17 (%34)’si (izerine siner-
jik etkili oldugu tespit edilmistir. Sinerjik etki tespit edilen izolatlardan 13 (%26)’tnin
S.aureus, 4 (%8)'Unln S.epidermidis tiiri bakteriler oldugu saptanmistir. NAC varliginda
(2048 pg/ml ve 4096 pg/ml), vankomisin MiK degerlerinde ise 2-32 kat diisiis tespit
edilmistir. S.aureus izolatlarinin ampisilin MiK degerlerinde 2-32 kat diisiis, S.epidermidis
izolatlarinin ampisilin MIiK degerlerinde ise 4-16 kat diisiis tespit edilmistir. Ayrica, van-
komisin ve NAC'in 50 stafilokok izolatinin 3 (%6)’U Uzerine sinerjik etkili oldugu tespit
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edilmistir. Bu izolatlardan 2 (%4)'sinin S.aureus, 1 (%2)’inin S.epidermidis tiiri bakteriler
oldugu saptanmistir.

Calismaya dahil edilen stafilokoklarin ampisilin MBEK degerleri 31.25 - > 4000 pg/ml
araliginda, vankomisin MBEK degerleri ise 500 - > 4000 pg/ml araliginda tespit edilmistir
Antibiyofilm aktivite testi sonucunda ampisilin ve NAC, caligilan 50 stafilokok izolatinin
16 (%32)’sina sinerjik olarak etkili bulunmustur. Sinerjik etki tespit edilen izolatlardan 13
(%26)'tnun S.aureus, 3 (%6)'Unln S.epidermidis tiiri bakteriler oldugu saptanmistir. Am-
pisilinin bu 16 izolat icin 128-2048 pug/ml araliginda olan MBEK degerleri, NAC varlijinda
64-256 kat azalmistir (Tablo VI).

Antibiyofilm aktivite testi sonucunda vankomisin ve NAC, calisilan 31 stafilokok izola-
tinin 10(%32.26)"una sinerjik olarak etki etmistir. Bu izolatlardan 7 (%22.58)si S.aureus,
3'U (%9.68) S.epidermidis turl bakterilere aittir. Vankomisinin bu 10 izolat icin 256-2048
pg/ml araliginda olan MBEK degerleri, NAC varliginda 4-512 kat azalmistir (Tablo VII).

Calisilan 50 bakterinin “ampisilin ve NAC” MBEK konsantrasyonlarini iceren kuyu-
cuklardan yapilan ekim sonuglarinda, 45 izolatta bakteri miktarinda 6 log azalma tespit
edilmistir. Kalan bes bakteride ise, “ampisilin ve NAC” MBEK konsantrasyonlarini iceren
kuyucuklarindan yapilan ekim sonuclarinda 5 log azalma saptanmstir (Tablo VIII).

Ayni sekilde, calisilan 31 bakterinin 24’Gnin “vankomisin ve NAC” MBEK konsant-
rasyonlarini iceren kuyucuklarindan yapilan ekim sonucunda treme olmamis ve 6 log
azalma tespit edilmistir. Kalan yedi bakteride, “vankomisin ve NAC” MBEK konsantras-
yonlarini iceren kuyucuklarindan yapilan ekim sonuclarinda 5 log azalma saptanmistir
(Tablo IX).

Bu calismada, ampisilin ve NAC'in sinerjik etki gosterdigi konsantrasyonlari iceren ku-
yucuklarda, icaD geninin ekspresyon diizeyinin kontrole gore azaldig tespit edilmistir
(p< 0.05). Bu grupta, icaA ve sarA geni ekspresyon dizeylerinde kontrole gore bir fark
saptanmamistir (p> 0.05). Bu calismada ampisilin ve NAC ile aditif etki tespit edilen kuyu-
cuklarda, vankomisin ve NAC ile sinerjik etki gosteren kuyucuklarda ve vankomisin ile adi-
tif etki tespit edilen kuyucuklarda, icaA, icaD ve sarA genlerinin ekspresyon diizeylerinde
kontrole gore azalma tespit edilmistir (p< 0.05). Bu gruplarda konvansiyonel yontemler
ve molekiler yontemle elde edilen sonuclar birbirini desteklemistir.

TARTISMA

Klinik izolatlarda, biyofilm formlarinin MBEK degerleri, planktonik formlarin MiK de-
gerlerine gore cok daha yuksektir. Bu durum, tedavide ¢ok daha yiksek dozlarda anti-
biyotik kullanimini gerektirmektedir'*'®, Bununla birlikte, biyofilm olusumu ve tedavide
yarattigi sorunlar bilinmesine karsin, laboratuvar uygulamalarinda biyofilm olusturmus
mikroorganizmalara karsi etkili olan en dugsiik antimikrobiyal ajan konsantrasyonunun
tespitinde standart bir yontem bulunmamaktadir.

Son yillarda biyofilm olusumunu engelleyen ya da biyofilmi inhibe eden molekiille-
rin kullanimi bu etkenlerin tedavisi icin umut vaat etmektedir. Bu molekillerden biri-
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Tablo VI. Ampisilin ve NAC'in MBEK Degerleri, Dama Tahtasi Sonuglari, FIK Degerleri ve Etkilesim Tiirii

Ampisilin Kombinasyon
) MBEK NAC MBEK Amp/NAC . Etkilesim
Izolat No Bakteri tirti  (ug/ml) (ug/ml) MBEK FIK Tiiri
1000/2048 1 Aditif
1 S.aureus 2000 4096
2000/128 1.031 Aditif
S.aureus > 4000 8192 4000/4096 1 Aditif
3 S.aureus 2000 4096 500/128 0.53 Sinerjik
S.aureus > 4000 4096 4000/4096 1.5 Aditif
31.25/2048 0.531 Sinerjik
5 S.aureus 1000 4096
250/256 0.313 Sinerjik
500/2048 0.56 Sinerjik
7 S.aureus > 4000 4096
2000/512 0.375 Sinerjik
250/2048 0.503 Sinerjik
8 S.aureus 2000 8192
1000/512 0.56 Sinerjik
11 S.aureus 2000 4096 2000/128 1.031 Aditif
12 S.aureus 1000 8192 1000/8192 2 Aditif
13 S.aureus > 4000 4096 4000/4096 1.5 Aditif
14 S.aureus 1000 8192 1000/128 1.061 Aditif
15.63/2048 0.52 Sinerjik
15 S.aureus 1000 4096
500/256 0.56 Sinerjik
16 S.aureus 500 4096 250/512 0.625 Aditif
7.81/2048 0.516 Sinerjik
19 S.aureus 500 4096
125/512 0.375 Sinerjik
20 S.aureus > 4000 4096 4000/4096 1.5 Aditif
21 S.aureus 2000 4096 7.81/2048 0.503 Sinerjik
22 S.aureus 1000 4096 125/2048 0.625 Aditif
23 S.aureus > 4000 2048 31.25/2048 1.004 Aditif
24 S.aureus 1000 4096 125/2048 0.625 Aditif
25 S.aureus > 4000 4096 2000/2048 0.75 Aditif
26 S.aureus > 4000 4096 4000/4096 1.5 Aditif
7.81/1024 0.499 Sinerjik
28 S.aureus 31.25 4096
31.25/128 1.031 Aditif
29 S.aureus > 4000 4096 62.5/2048 0.507 Sinerjik
30 S.aureus > 4000 4096 2000/2048 0.75 Aditif
62.5/2048 0.508 Sinerjik
34 S.aureus 4000 4096
500/256 0.19 Sinerjik
35 S.aureus > 4000 4096 500/4096 1.125 Aditif
38 S.aureus > 4000 4096 4000/4096 1.5 Aditif
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Tablo VI. Ampisilin ve NAC'in MBEK Dederleri, Dama Tahtasi Sonuglari, FIK Degerleri ve Etkilesim Tiir(i
(devami)

Ampisilin NAC Kombinasyon
. MBEK MBEK Amp/NAC . Etkilesim
Izolat No Bakteri tiirii (ug/ml)  (pg/ml) MBEK FIK Tiru

62.5/2048 0.313  S.aureus
125/1024 0.25  Sinerjik
39 S.aureus 1000 8192 250/512 0.313  Sinerjik
500/256 0.531  Sinerjik
1000/128 1.016  Aditif

40 S.aureus > 4000 4096 125/2048 0.516  Sinerjik
42 S.aureus > 4000 4096 4000/4096 2 Aditif
43 S.aureus > 4000 4096 4000/4096 2 Aditif
44 S.aureus > 4000 4096 2000/4096 1.5 Aditif
45 S.aureus > 4000 4096 500/2048 056 Sinerjik
4000/1024 0.75 Aditif
46 S.aureus > 4000 8192 4000/8192 1.5 Aditif
47 S.aureus 2000 4096 7.81/4096 1.004  Aditif
48 S.aureus > 4000 8192 4000/8192 1.5 Aditif
49 S.aureus > 4000 8192 4000/8192 1.5 Aditif
50 S.aureus > 4000 8192 4000/8192 1.5 Aditif

S.aureus ATCC 6538 (biyofilm
pozitif kontrol susu)

S.aureus ATCC 29213
(biyofilm negatif kontrol susu

> 4000 4096 4000/4096 1.5 Aditif

S.epidermidis 62.5 4096 62.5/128 1.031 Aditif

S.epidermidis > 4000 4096 4000/4096 1.5 Aditif

10 S.epidermidis > 4000 4096 4000/4096 1.5 Aditif

17 S.epidermidis 250 4096 125/1024 0.75 Aditif
18 S.epidermidis > 4000 4096 125/2048 0.516  Sinerjik
1000/256 0.19  Sinerjik

27 S.epidermidis 500 4096 250/2048 1 Aditif

31 S.epidermidis 1000 4096 500/1024 0.75 Aditif

1000/128 1.031 Aditif

32 S.epidermidis 4000 4096 4000/4096 2 Aditif

33 S.epidermidis > 4000 4096 4000/4096 1.5 Aditif

36 S.epidermidis > 4000 4096 4000/4096 2 Aditif
37 S.epidermidis 500 8192 62.5/1024 0.25  Sinerjik
41 S.epidermidis 125 4096 62.5/128 0.531  Sinerjik
S.epidermidis NTCC 11047 5 4000 4096 15.63/2048  0.502  Sinerjik
(biyofilm pozitif kontrol susu) 125/128 0.048  Sinerjik

NAC: N-asetilsistein, MBEK: Minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyon, FiK: Fraksiyonel inhibitdr konsantrasyonu,
Amp: Ampisilin.
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Tablo VII. Vankomisin ve NAC'in MBEK Degerleri, Dama Tahtasi Sonuclari, FIK Degerleri ve Etkilesim Tiir(i

Vankomisin Kombinasyon
MBEK NAC MBEK Van/NAC ) Etkilesim
No Bakteri turtii ~ (ug/ml) (ug/ml) MBEK FIK Tiiri
1 S.aureus 4000 8192 2000/1024 0.625 Aditif
2 S.aureus 2000 4096 2000/128 1.031 Aditif
4 S.aureus 1000 4096 1000/128 1.031 Aditif
5 S.aureus > 4000 4096 4000/4096 1.5 Aditif
11 S.aureus 2000 4096 2000/128 1.031 Aditif
15 S.aureus > 4000 8192 2000/2048 0.5 Sinerjik
500/8192 2125 Aditif
19 S.aureus 4000 4096 2000/4096 1.5 Aditif
4000/128 1.031 Aditif
20 S.aureus > 4000 8192 4000/4096 1 Aditif
1000/2048 0.75 Aditif
21 S.aureus 4000 4096
2000/256 0.56 Sinerjik
22 S.aureus 2000 4096 2000/128 1.031 Aditif
25 S.aureus 2000 4096 2000/128 1.031 Aditif
62.5/2048 0.52 Sinerjik
34 S.aureus 4000 4096
2000/1024 0.75 Aditif
31.25/2048 0.515 Sinerjik
35 S.aureus 2000 4096
1000/512 0.625 Aditif
38 S.aureus 1000 4096 1000/128 1.031 Aditif
1000/1024 0.75 Aditif
39 S.aureus 2000 4096
2000/128 1.031 Aditif
40 S.aureus 2000 8192 1000/512 0.56 Sinerjik
42 S.aureus 500 4096 62.5/2048 0.625 Aditif
500/2048 0.5 Sinerjik
43 S.aureus 2000 8192
2000/1024 1.125 Aditif
44 S.aureus 1000 4096 500/1024 0.75 Aditif
45 S.aureus 2000 4096 2000/128 1.031 Aditif
46 S.aureus 4000 8192 2000/2048 0.75 Aditif
62.5/2048 0.531 Sinerjik
47 S.aureus 2000 4096
500/512 0.188 Sinerjik
48 S.aureus 4000 8192 2000/1024 0.625 Aditif
S.aureus
ATCC 6538
(biyofilm 2000 4096 2000/2048 1.5 Aditif
pozitif kon-
trol susu)
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Tablo VII. Vankomisin ve NAC'In MBEK Dederleri, Dama Tahtasi Sonuglari, FIK degerleri ve Etkilesim Tiiri
(devami)
Vankomisin Kombinasyon
MBEK NAC MBEK Van/NAC Etkilesim
No Bakteri tiirii (ug/ml) (ug/ml) MBEK FiK Tiirii
S.aureus ATCC
29213 (biyofilm
negatif kontrol
susu - - - - -
. . 1000/256 0.56 Sinerjik
9 S.epidermidis 2000 4096
2000/128 1.031 Aditif
7.81/2048 0.508 Sinerjik
17 S.epidermidis 1000 4096 62.5/1024 0.313 Sinerjik
500/512 0.625 Aditif
2000/512 0.625 Aditif
18 S.epidermidis 4000 4096
4000/128 1.031 Aditif
250/2048 1 Aditif
27 S.epidermidis 500 4096
500/128 1.031 Aditif
31 S.epidermidis 2000 4096 100/1024 0.75 Aditif
32 S.epidermidis 2000 4096 2000/128 1.031 Aditif
33 S.epidermidis 2000 4096 2000/128 1.031 Aditif
1000/1024 0.75 Sinerjik
Zy| S.epidermidis 2000 4096
2000/128 1.031 Aditif
S.epidermidis
NTCC 11047 5000 4096 2000/2048 1.5 Aditif
(biyofilm pozitif
kontrol susu)
NAC: N-asetilsistein, MBEK: Minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyon, FiK: fraksiyonel inhibitér konsantra-
syonu.

si de calismamizda kullandigimiz NAC molekdltidir. NAC’in olgun biyofilmleri bozarak
ve bakterinin yiizeylere adezyonunu azaltarak EPS yapimini azaltmakta etkili oldugu? ve
P.aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, S.epidermidis, S.aureus ve E.coli gibi, gram-negatif ve
gram-pozitif bircok bakteri biyofilmini etkili bir sekilde azalttg bildirilmistir®>.

Stafilokoklarda biyofilm olugumu farkh arastirmacilar tarafindan, farkli yontemler kulla-
nilarak cahsilmistir. Bu yontemlerden en fazla kullanilani kristal viyole-mikroplak yontemi-
dir. Bu nedenle bu calismada da ayni yontem kullaniimis ve zayif, orta ve yiiksek diizeyde
biyofilm olusturan izolatlar calismaya alinmistir.

Ampisilin direnci stafilokoklarda sik rastlanan bir durumdur ve bu nedenle artik tedavi-
de tercih edilmemektedir'®. Calismamizda da 50 stafilokok izolatinin 41 (%82)'i, bu veri-
lerle uyumlu olarak ampisiline direncli bulunmustur. Bununla birlikte, ampisilinin etkinli-
gini arttirmak ve tedaviye tekrar kazandirmak amaciyla NAC ile kombine etkisi arastirilmig
ve ampisiline direncli 41 stafilokok izolatinin 25 (%60.98)'inin uygun NAC konsantras-
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Tablo VIII. Ampisilin ve NAC Konsantrasyonlarina Gore Etkilesim Gozlenen Kuyulardaki Bakteri Sayim
Sonuglari ve Log10‘a Gére Azalan Bakteri Inoktilumu
Kontrol Kombinasyon
Kombinasyon kuyucugu kuyucugu
Amp/NAC bakteri miktari bakteri miktari Azalma  Etkilesim
No Bakteri tiirii MBEK (cfu/ml) (cfu/ml) orani tiri
1000/2048 3 6 log Aditif
1 S.aureus 6 x 108
2000/128 1 5log Aditif
S.aureus 4000/4096 2 x10° 0 6 log Aditif
3 S.aureus 500/128 5x10° 0 6 log Sinerjik
4 S.aureus 4000/4096 5x10° 0 6 log Aditif
31.25/2048 60 5log Sinerjik
5 S.aureus 4 x 108
250/256 50 5log Sinerjik
500/2048 6 0 6 log Sinerjik
7 S.aureus 5x10
2000/512 0 6 log Sinerjik
250/2048 0 6 log Sinerjik
8 S.aureus 1x10°
1000/512 48 5log Sinerjik
11 S.aureus 2000/128 1x10° 0 6 log Aditif
12 S.aureus 1000/8192 4 x10° 0 6 log Aditif
13 S.aureus 4000/4096 5x 108 0 6 log Aditif
14 S.aureus 1000/128 1x10° 0 6 log Aditif
15.63/2048 0 6 log Sinerjik
15 S.aureus 9 x 10°
500/256 3 6 log Sinerjik
16 S.aureus 250/512 5x10° 87 5 log Aditif
7.81/2048 0 6 log Sinerjik
19 S.aureus 2 x10°
125/512 23 5log Sinerjik
20 S.aureus 4000/4096 2 x 10° 0 6 log Aditif
21 S.aureus 7.81/2048 1x10° 0 6 log Sinerjik
22 S.aureus 125/2048 3 x10° 0 6 log Aditif
23 S.aureus 31.25/2048 4 x 10 0 6 log Aditif
24 S.aureus 125/2048 2 x10° 0 6 log Aditif
25 S.aureus 2000/2048 2 x10° 0 6 log Aditif
26 S.aureus 4000/4096 1x10° 95 5log Aditif
7.81/1024 0 6 log Sinerjik
28 S.aureus 6 x 10°
31.25/128 90 5log Aditif
29 S.aureus 62.5/2048 9 x 108 0 6 log Sinerjik
30 S.aureus 2000/2048 4 x 10 0 6 log Aditif
62.5/2048 0 6 log Sinerjik
34 S.aureus 3x 108
500/256 0 6 log Sinerjik
35 S.aureus 500/4096 9 x 106 0 6 log Aditif
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Tablo VIII. Ampisilin ve NAC Konsantrasyonlarina Gore Etkilesim Gozlenen Kuyulardaki Bakteri Sayim
Sonuglari ve Log10’a Gére Azalan Bakteri Inoktlumu (devami)
Kontrol Kombinasyon
Kombinasyon kuyucugu kuyucugu
Amp/NAC bakteri miktari bakteri miktari Azalma  Etkilesim
No Bakteri tiirii MBEK (cfu/ml) (cfu/ml) orani turd
38 S.aureus 4000/4096 8 x 108 23 5log Aditif
62.5/2048 68 5 log Sinerjik
125/1024 58 5 log Sinerjik
39 S.aureus 250/512 7 x 108 51 5 log Sinerjik
500/256 31 51log Sinerjik
1000/128 48 51log Aditif
40 S.aureus 125/2048 2x 108 0 6 log Sinerjik
42 S.aureus 4000/4096 1x 108 0 6 log Aditif
43 S.aureus 4000/4096 7 x 108 0 6 log Aditif
44 S.aureus 2000/4096 3 x10° 0 6 log Aditif
500/2048 0 6 log Sinerjik
45 S.aureus 5x10°
4000/1024 0 6 log Aditif
46 S.aureus 4000/8192 3 x 108 0 6 log Aditif
47 S.aureus 7.81/4096 2 x 10° 0 6 log Aditif
48 S.aureus 4000/8192 2x 108 0 6 log Aditif
49 S.aureus 4000/8192 9 x 10° 0 6 log Aditif
50 S.aureus 4000/8192 2 x 108 0 6 log Aditif
S.aureus
ATCC 6538
(biyofilm 4000/4096 9 x 10° 0 6 log Aditif
pozitif
kontrol susu)
S.aureus
ATCC 29213
(biyofilm - - - - -
negatif
kontrol susu
6 S.epidermidis 62.5/128 3x10° 0 6 log Aditif
9 S.epidermidis ~ 4000/4096 3x 108 0 6 log Aditif
10 S.epidermidis ~ 4000/4096 2 x 108 0 6 log Aditif
17 S.epidermidis 125/1024 8 x 10° 0 6 log Aditif
125/2048 0 6 log Sinerjik
18 S.epidermidis 9 x 108
1000/256 75 5log Sinerjik
27 S.epidermidis 250/2048 5x10° 0 6 log Aditif
500/1024 0 6 log Aditif
31 S.epidermidis 1x10°
1000/128 0 6 log Aditif
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Tablo VIII. Ampisilin ve NAC Konsantrasyonlarina Gére Etkilesim Gozlenen Kuyulardaki Bakteri Sayim
Sonuglari ve Log10‘a Gére Azalan Bakteri Inoktlumu (devami)

Kontrol Kombinasyon
Kombinasyon kuyucugu kuyucugu
Amp/NAC  bakteri miktar1 bakteri miktari Azalma  Etkilesim
No Bakteri tiirii MBEK (cfu/ml) (cfu/ml) orani turd
32 S.epidermidis ~ 4000/4096 4 x10° 0 6 log Aditif
33 S.epidermidis ~ 4000/4096 9 x 10° 10 6 log Aditif
36 S.epidermidis ~ 4000/4096 5x108 0 6 log Aditif
37 S.epidermidis 62.5/1024 1x10° 0 6 log Sinerjik
250/256 0 6 log Sinerjik
41 S.epidermidis 62.5/128 3x10° 0 6 log Sinerjik
S.epidermidis R
NTCC 11047 15.63/2048 0 6 log Sinerjik
(biyofilm 9 x 108
pozitif 125/128 90 5 log Sinerjik

kontrol susu)

NAC: N-asetilsistein, MBEK: Minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyon, Amp: Ampisilin.

yonlari varhiginda ampisiline duyarli hale geldigi gosterilmistir. Ampisiline direncli 9 (%8)
izolatin MiK degerlerinde ise azalma tespit edilmekle birlikte, MiK dederleri hala direng
sinir degerinin lzerindedir. Ayni sekilde vankomisin ve NAC birlikteliginde vankomisin
MIK degerlerinde de 2-32 kat diisiis tespit edilmistir. Bu sonuclara gére antimikrobiyal
etkisi olmayan ve dolayisiyla MiK degeri tek bagina cok yiiksek olan NAC molekiiliiniin,
ampisilin ve vankomisin ile birlikte stafilokok izolatlarina karsi, antibiyotiklerin MiK deger-
lerini distirmede etkili bir kimyasal ajan oldugu ortaya konmustur.

Bu calismayla benzer olarak, NAC'In farkh antibiyotikler (rifampisin, tigesiklin, siprof-
loksasin) ve bakteriler (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, S.aureus) ile
kombine etkisinin antibiyotiklerin MiK degerlerinde diisiise neden oldugu farkl calisma-
lar ile de bildirilmistir'”"°.

Bu calismada da stafilokoklarda ampisilin ve vankomisinin MBEK degerleri, MiK de-
gerlerinden yaklagik 1000 kat daha yliksek saptanmistir. NAC'in bakteriyel biyofilm olu-
sumuna etkisi, ilk defa S.epidermidis'te gosterilmistir. Bu arastirmada, biyofilm olusumun-
da NAC konsantrasyonuna baglh bir azalma oldugu bildirilmistir. Ayrica, NAC'in matriks
olusumu lizerindeki inhibitér etkisi elektron mikroskobu ile de gosterilmistir?®. NAC'in,
biyofilm olusumunu azaltmasinin yani sira olusan biyofilm Uzerine antibiyofilm etkisi ol-
dugunu gésteren calismalar da mevcuttur'>2%2', Farkli antibiyotiklerin ve maddelerin
NAC ile kombine etkisi, cesitli mikroorganizmalarin biyofilm olusumuna etkisi de arastiril-
mis olup biyofilm olusumunu azalttigi yéniinde etkiler tespit edilmistir??-2%. Bu calismada
stafilokoklarda, NAC varliginda ampisilin ve vankomisinin MBEK degerlerinin azaldigi
gosterilmistir.
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Tablo IX. Vankomisin ve NAC Konsantrasyonlarina Gére Etkilesim Gozlenen Kuyulardaki Bakteri Sayim
Sonuglari Ve Log10’a Gore Azalan Bakteri Inokiilumu

Kontrol Kombinasyon
Kombinasyon kuyucugu kuyucugu
Van/NAC bakteri miktar1 bakteri miktari Azalma  Etkilesim
No Bakteri tiru MBEK (cfu/ml) (cfu/ml) orani tiiri
1 S.aureus 2000/1024 2x10° 19 5 log Aditif
2 S.aureus 2000/128 5x10° 0 6 log Aditif
4 S.aureus 1000/128 5x 108 0 6 log Aditif
5 S.aureus 4000/4096 4 x 108 0 6 log Aditif
11 S.aureus 2000/128 5x10° 0 6 log Aditif
15 S.aureus 2000/2048 1x 108 0 6 log Sinerjik
500/8192 0 6 log Aditif
19 S.aureus 2000/4096 1x 108 11 5log Aditif
4000/128 24 5log Aditif
20 S.aureus 4000/4096 4 x10° 0 6 log Aditif
1000/2048 0 6 log Aditif
21 S.aureus 5x 108
2000/256 0 6 log Sinerjik
22 S.aureus 2000/128 9 x 10° 0 6 log Aditif
25 S.aureus 2000/128 1x10° 0 6 log Aditif
62.5/2048 0 6 log Sinerjik
34 S.aureus 3x10°
2000/1024 0 6 log Aditif
31.25/2048 0 6 log Sinerjik
35 S.aureus 9 x 10°
1000/512 23 5log Aditif
38 S.aureus 1000/128 5x 108 0 6 log Aditif
1000/1024 18 5 log Aditif
39 S.aureus 8 x 10°
2000/128 30 5log Aditif
40 S.aureus 1000/512 7 x 108 0 6 log Sinerjik
42 S.aureus 62.5/2048 1x10° 15 5 log Aditif
500/2048 0 6 log Sinerjik
43 S.aureus 7 x 106
2000/1024 39 5log Aditif
44 S.aureus 500/1024 3x10° 14 5 log Aditif
45 S.aureus 2000/128 5x10° 26 5log Aditif
46 S.aureus 2000/2048 3x 108 0 6 log Aditif
62.5/2048 0 6 log Sinerjik
47 S.aureus 2 x10°
500/512 21 5log Sinerjik
48 S.aureus 2000/1024 2 x 10° 14 5 log Aditif
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Tablo IX. Vankomisin ve NAC Konsantrasyonlarina Gére Etkilesim Gézlenen Kuyulardaki Bakteri Sayim
Sonuglari Ve Log10’a Gore Azalan Bakteri Inokiilumu (devami)

Kontrol Kombinasyon
Kombinasyon kuyucugu kuyucugu
Van/NAC bakteri miktar1 bakteri miktari Azalma  Etkilesim
No Bakteri tiirui MBEK (cfu/ml) (cfu/ml) orani turd
S.aureus ATCC
6538 (biyofilm
pozitif kontrol
susu) 2000/2048 9 x 108 0 6 log Aditif
S.aureus
ATCC 29213
(biyofilm
negatif
kontrol susu - - - -
. 1000/256 0 6 log Sinerjik
9 S.epidermidis 3x 108
2000/128 0 6 log Aditif
7.81/2048 0 6 log Sinerjik
17 S.epidermidis 62.5/1024 3x10° 0 6 log Sinerjik
500/512 90 5log Aditif
2000/512 0 6 log Aditif
18 S.epidermidis 2x10°
4000/128 0 6 log Aditif
250/2048 0 6 log Aditif
27 S.epidermidis 5x 108
500/128 0 6 log Aditif
31 S.epidermidis 100/1024 1x 108 0 6 log Aditif
32 S.epidermidis 2000/128 4x10° 0 6 log Aditif
33 S.epidermidis 2000/128 9 x 108 48 5log Aditif
1000/1024 0 6 log Sinerjik
1 S.epidermidis 2x10°
2000/128 0 6 log Aditif
S.epidermidis
NTCC 11047
(biyofilm
pozitif kontrol
susu) 2000/2048 9 x 108 0 6 log Aditif

NAC: N-asetilsistein, MBEK: Minimum biyofilm eradikasyon konsantrasyon.

Caligilan 50 bakterinin “ampisilin ve NAC” MBEK konsantrasyonlarini iceren kuyucuk-
lardan yapilan ekim sonuglarinda 45’inde hig¢ tireme olmamis, bakteri miktarinda 6 log
azalma tespit edilmis ve bes bakteride az sayida koloni gozlenip 5 log azalma oldugu
saptanmiustir. Ayni sekilde, calisilan 31 bakterinin “vankomisin ve NAC” MBEK konsant-
rasyonlarini iceren kuyucuklardan yapilan ekim sonuclarinda 24 bakteri hi¢ Grememis,
bakteri miktarinda 6 log azalma ve 7 bakteride ise az sayida koloni gézlenip 5 log azalma
saptanmustir. Farnesol ve NAC'in kombine etkisinin S.epidermidis izolatlarinin biyofilmleri-
ne etkisini arastiran bagka bir calismada, MBEK konsantrasyonlarini iceren kuyucuklardan
ekim yapmis ve bakteri miktarinda 4 log azalma tespit edilmistir?.
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Calismalarda, ica operonunun varhgi ile biyofilm tretiminin fenotipik olarak gozlem-
lenmesi arasinda bir iliski oldugu dustniilse de, bu iliskinin kompleks mekanizmalar icer-
digi belirtilmistir. Ozellikle bu lokusta meydana gelen nokta mutasyonlari, biyofilm olu-
sumunun negatif regiilasyonuna neden olabilmekte ve stres, in vivo ve in vitro ortam
farkliigr gibi durumlar biyofilmin gen ekspresyon diizeylerini etkileyebilmektedir?’-28,
Calismamizda 50 stafilokok izolatinin tamaminda icaA ve icaD genleri tespit edilmistir.

Stafilokokkal biyofilm gelisiminde icaADBC lokusunun disinda ica bagimsiz molekdler
yolaklarin varligi da ortaya konmustur. Bu mekanizmalarin temelinde hiicre ylzey ade-
zinlerinin matrikse baglanmasindaki farkliliklar ve farkl biyofilm proteinleri etkilidir. Bu
mekanizmalardan en onemlisi ve en iyi aydinlatiimis olani bap sentezidir. sarA geni, bap
geni icin bir aktivator ve bap aracili biyofilm olusumunda arttirici etkisi olan bir regulator
olarak islev gérmektedir?’. Ozellikle, MRSA izolatlarinda sarA geninin mutasyonunun bi-
yofilm olusum kapasitesini olumsuz etkiledigi bildirilmistir?®. Bu calismada 50 stafilokok
izolatinin tamaminda sarA geni tespit edilmistir.

Bu calismada ayrica icaA, icaD ve sarA genlerinin ekspresyon diizeyleri (izerine NAC'In
etkisinin saptanmasi icin bu genlerin NAC ve antibiyotik icermeyen besiyerinde uretilen
kdlttr ortami (kontrol) ile NAC ve antibiyotikleri iceren besiyerinde Uretilen kiltlr orta-
mindaki ekspresyon duzeylerinin farki arastirilmistir. Sonug olarak, ampisilin ve NAC'in
sinerjik etki gosterdigi konsantrasyonlari iceren kuyucuklarda, icaD geninin ekspresyon
diizeyinin kontrole gore azaldigi tespit edilmistir (p< 0.05). Bu grupta, icaA ve sarA geni
ekspresyon dizeylerinde kontrole gore bir fark saptanmamistir (p> 0.05). Biyofilm olu-
sumu farkli ortam kosullarina hassas ve planktonik formlara kiyasla daha kompleks bir
yapidir. Bu nedenle daha once de belirttigimiz gibi inokiilum miktari, inkiibasyon siresi
ve sicakligi gibi bircok parametre biyofilm icerisindeki mikroorganizmalar etkilemektedir.
Stabil olmayan bu sirec icerisinde molekiiler teknikler icin 6rnek alinirken de gen eks-
presyon dizeylerinde bazi farkhliklar meydana gelebilir. Bu nedenle konvansiyonel yon-
temlerle saptamis oldugumuz sonuclar genel olarak molekiiler yontemle paralel gitse de
sadece ampisilin ve NAC birlikteliginde icaA ve sarA gen ekspresyon diizeylerinde anlamli
bir farklik gézlenememis olmasinin bu nedenden kaynaklanabilecegi dustinilmstir.

Bu calismada ampisilin ve NAC ile aditif etki tespit edilen kuyucuklarda vankomisin ve
NAC ile sinerjik etki gosteren kuyucuklarda ve vankomisin ile aditif etki tespit edilen kuyu-
cuklarda icaA, icaD ve sarA genlerinin ekspresyon diizeylerinde kontrole gore bir azalma
tespit edilmistir (p< 0.05). Bu gruplarda konvansiyonel yontemler ve molekiiler yontemle
elde edilen sonuglar birbirini desteklemistir.

NAC molekiiliiniin antibiyotiklerle birlikte kullanildiginda antibiyotiklerin MiK degerle-
ri, MBEK degerleri ve biyofilm olusumunda rol oynayan gen ekspresyonlarinin diizeyleri
lizerine 6ngdriilen etkiyi gosterdigi saptanmustir. Ozellikle tedavisi zor olan ve antibiyotik-
lere direncli mikroorganizmalardan kaynaklanan enfeksiyonlarin ve biyofilm iliskili enfek-
siyonlarin tedavisinde NAC molekulinin antibiyotiklerle birlikte kullanilmasinin tedaviyi
kolaylastiracagi dustinilmektedir. Bu nedenle calismanin sonucu olarak stafilokoklarda
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gosterilmis olan bu etki sonucunda NAC molekiliiniin kombine ilag tedavisi icin yeni bir
alternatif olabilecegi soylenebilir.

Sonug olarak, bu calismada /) NAC molekiliiniin ampisilin ve vankomisin ile birlikte
kullanildiginda bu antibiyotiklerin stafilokoklara etki eden MiK degerlerini diistirdig, if)
NAC molekiliiniin ampilin ve vankomisin ile birlikte kullanildiginda bu antibiyotiklerin
stafilokok biyofilmine etki eden MBEK degerlerini dusurdugu, i) NAC molekilinin am-
pisilin ve vankomisin ile birlikte kullanildiginda stafilokoklarda biyofilm olusumunda etkili
olan genlerin fark saptanmayan ve artig gosteren ekspresyon diizeyleri oldugu tespit edil-
mistir. Elde edilen sonuglara dayanarak NAC molekiliinin diger mikroorganizmalar ve
antimikrobiyal ajanlar ile birlikte calisiimasinin tedaviye yeni yaklasimlar agcisindan umut
vaat edici oldugu dustinilmektedir.

ETiIK KURUL ONAYI
Bu calisma icin etik kurul onayi gerekmemektedir.
CIKAR CATISMASI

Bu calisma ile ilgili olarak cikar catismasi bildirilmemistir.
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