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OZET

Escherichia coli’de KLORHEKSIDIN ve AZITROMISIN SINERJISTIiK ETKISININ
BiYOMOLEKULER DUZEYDE KAPSAMLI iNCELENMESI

Mikroorganizmalarin  antimikrobiyal uygulamalara dayanma kabiliyetini ifade eden
antimikrobiyal direng, yiizyilin en 6nemli kiiresel halk sagligi tehditlerinden biridir. Coklu
antimikrobiyal ajan uygulamalarina direngli organizmalar kiiresel olarak yayilirken, yeni
antibiyotiklerin gelistirilmesi, eski antibiyotiklerin yeniden kullanima alinmasi ve ajanlarin
kombinasyonlar halinde uygulanmasini igeren c¢esitli yaklagimlar, direngle miicadele igin

Onerilen stratejilerdir.

Yeni antibiyotiklerin kesfindeki azalma gbz Oniine alindiginda, iki veya daha fazla antibiyotigin
ayn1 anda kullanilmasi, antibiyotik duyarliligini geri kazanmada yaygin olarak uygulanan bir
yaklagimdir. Ancak, yeni diren¢ mekanizmalarinin gelismesi, bu yaklasimin en biiylik
dezavantajidir. Klorheksidin (CHX) gibi biyosidal ajanlara kars1 kazanilmig direng icin ise genel
riskin diisiik oldugu g6z oniine alinarak bu ¢alismada, CHX ve giiniimiizde bakteriyal direncin
giderek arttig1 bir tiir makrolid antibiyotik olan Azitromisinin’in (AZM) sinerjistik etkilerinin
arastirilmasi amaglanmistir. Bu tezde, CHX ve AZM tedavilerinin tek basina veya kombinasyon
halinde Escherichia coli Tlzerindeki etkileri incelenmis olup elde edilen sonuglar
kombinasyonun, ajanlarin bireysel etkilerine kiyasla biiylime inhibisyon etkinliklerini
arttirdi@ini, oksidatif strese neden oldugunu, flagellin ifadesini ve bakteriyel hareketliligi
azaltigim1 ve otoagregasyonu tesvik ettigini gostermektedir. Ayrica kombine uygulama,
bakterinin epitel hiicrelere tutunma kabiliyetini azaltmig ve epitel hiicvrelerde flagella ile aktive
olan MAPK (Mitojenle aktive olan protein kinaz) ve NF-xB (Nikleer faktor-kappa B)
yolaklarin1 asag1 regiile etmistir.  Fourier-Transform Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR)
kullanilarak yapilan ayrintili biyomolekiiler analizler ise, kombinasyonun bakterilerin zar
ozelliklerinde degisikliklere yol actigini ve proteinler ve niikleik asitler gibi hiicresel molekiiller
iizerinde etkileri oldugunu ortaya koymustur. Cesitli antibiyotiklerin kombine etkileri kapsamli
bir sekilde bildirilmis olmasina ragmen, antiseptiklerin antibiyotiklerle sinerjistik etkileri daha az
calisilmistir. Literatiirde ilk kez bu calisma ile, CHX ve AZM kombinasyonunun antibiyotik

direnciyle savagmak i¢in umut verici bir strateji olabilecegini dnerilmektedir.

Anahtar kelimeler: FEscherichia coli, Klorheksidin, Azitromisin, Sinerji, Flagellin.
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ABSTRACT

COMPREHENSIVE INVESTIGATION of the SYNERGISTIC EFFECT of
CHLORHEXIDINE and AZITHROMYCIN on Escherichia coli at the BIOMOLECULAR
LEVEL

Antimicrobial resistance, which refers to the ability of microorganisms to withstand
antimicrobial treatments, is one of the most serious global public health threats in this century.
As multi-drug resistance organisms are spreading globally, several approaches comprising the
development of new antibiotics, the revival of old antibiotics, and applying the agents as

combinations are proposed to combat resistance.

Given the decreasing discovery rate of novel antibiotics, the use of two or more antibiotics
simultaneously is a commonly applied strategy in restoring antibiotic susceptibility. However,
the development and dissemination of novel resistance mechanisms are the major drawbacks of
this approach. Since the overall risk for acquired resistance to biocidal agents such as
Chlorhexidine (CHX) is considered to be small, here we aimed to investigate the synergistic
effects of the CHX and Azithromycin (AZM), a type of macrolide antibiotic in which the
resistance is an increasing concern In this thesis, the effects of CHX and AZM treatments, alone
or in combination, on Escherichia coli were examined, and the results show that the combination
increases growth inhibition efficiencies, causes oxidative stress, reduces flagellin expression and
bacterial motility, and promotes autoaggregation compared to the individual effects of the
agents. In addition, combined treatment decreased the ability of bacteria to attach to epithelial
cells and down-regulated flagella-activated MAPK (Mitogen-activated protein kinase) and NF-
kB (Nuclear factor-kappa B) pathways. Finally, detailed biomolecular analyzes using Fourier-
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) revealed that the combination caused changes in
bacterial membrane properties and had effects on cellular molecules such as proteins and nucleic
acids. Although the combinatorial effects of various antibiotics have been extensively reported,
the synergistic effects of antiseptics with antibiotics have received less attention. First time in the
literature, this study suggests that the combination of CHX with AZM can be a promising

strategy to battle antibiotic resistance.

Keywords: Escherichia coli, Chlorhexidine, Azithromycin, Synergy, Flagellin.
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1. GIRIS

Antimikrobiyal direng, yasami tehdit eden bakteriyel enfeksiyonlarin yeniden ortaya
cikmasina neden  olmakta ve  boylece modern tip  uygulamalarmi  da
sinirlandirmaktadir. Yogun ilag kesif ¢abalarina ragmen, etkili antibiyotiklerin sahip olmasi
gereken kimyasal, biyolojik ve farmakolojik karekteristikler, on yillardir yeni antibiyotik
siiflarimin gelistirilememesine neden olmustur (Tyers ve Wright, 2019:141) Bu hususta,
cesitli biyositlerin bir arada kullanildig1 enfeksiyon 6nleme stratejileri, bu tiir enfeksiyonlarin
oniine gecilmesinde 6nemlidir. Tek bir etki hedefi olan ilaglarin yaygin ve yanlis kullanima,
kacinilmaz olarak yeni direngli suslarin ortaya c¢ikmasmma neden olur. S6z konusu
antibiyotikler oldugunda, diger biyolojik veya kimyasal molekiillerle etkili kombinasyonlar
yoluyla, mevcut antibiyotiklerin terapotik potansiyelinin yeniden ortaya ¢ikmasi,
antibakteriyel aktivitenin artmasi ve direncin onlenmesi s6z konusu olabilecektir (Soren vd.,
2015: 6236). Antibiyotiklerin baska antibakteriyel ajanlarla kombinasyon tedavisi, yan
etkileri en aza indirmek i¢in ilag dozunu azaltabilir ve bdylece toksisite ve direng gelisimi ile
ilgili sorunlarin iistesinden gelmenin bir yolu olabilir (Soren vd., 2015: 6236). Antibiyotikler
arasindaki kombinatoryal etkiler ( Yeh vd., 2006: 491; Brochado vd., 2018: 260),
antimikrobiyal peptitler ( Yu vd., 2016: 1719) ve viriilans faktorlerine sahip antibiyotikler
(Rezzoagli vd., 2020: e3000805) kapsamli bir sekilde tespit edilmistir. Buna karsilik,
dezenfektanlar, koruyucular, antiseptikler ve biyositler olarak kullanilan bilesiklerin
antibiyotiklerle kombinasyonel etkileri daha az ilgi gérmiistiir ve bu alanda daha fazla ¢alisma

yapilmasina ihtiyag¢ vardir ( Brochado vd., 2018: €3000805).

Antimikrobiyaller, tek basina uygulandiklarindan farkli olarak, kombinasyon halinde
kullanildiklarinda  spesifik  fizyolojik etkiler gosterebilirler.  Antibiyotik-antibiyotik
kombinasyonlar1 i¢in kombinasyon etkileri lizerine kapsamli ¢aligmalar bulunmakla birlikte,
antibiyotiklerin biyosit veya antiseptik olarak kullanilan antimikrobiyallerle kombine etkileri,
sistematik olarak arastirilmamustir (Pietsch vd., 2021: 615618.). Azitromisin (Azithromycin,
AZM; C3sH72N2012) pndmoni gibi solunum yolu enfeksiyonlari, klamidya gibi genitoiiriner
enfeksiyonlar ve tifo gibi enterik enfeksiyonlar icin Amerika Birlesik Devletleri Gida ve llag
Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) onayli kullanim1 bulunan, 1988 yilinda ilag
sektoriine kazandirilmis bir antibiyotiktir (Jelic ve Antolovi¢, 2016: 29; Firth ve Prathapan,
2020: 112739). - Antimikrobiyal direng, glinimiizde AZM kullanimini siirlamaktadir (Firth
ve Prathapan, 2020: 112739). ilk olarak 1954'de tanimlanan ve 1970'lerde yaygin olarak
kullanilan ~ kloreksidin ~ (Chlorhexidine, CHX; C2H30Ci2Nio) ise, sert ylizey



dezenfeksiyonundan agiz gargaralarina ve ameliyat 6ncesi cilt hazirligina kadar g¢esitli farkl
uygulamalar i¢in formiile edilmis yaygin olarak kullanilan bir dezenfektan ve antiseptiktir
(Bock vd., 2016: 42). Tez ¢alismasinda, CHXve AZM kombinasyonunun Escherichia coli

iizerindeki etkileri, patojenite agisindan farkli yonleriyle incelenmistir.

Bakteriyel patojenite, enfeksiy6z bakteri sayisi, konak¢iya giris yolu ve konak
savunma mekanizmalar1 lizerindeki etkileri a¢isindan tanimlanir. Herhangi bir enfeksiyon i¢in
on kosul, patojenik bakterilerin hedef hiicre yiizeyinde molekiiler bolgelerle karsilagsmasidir;
daha sonra bakteriler hiicreleri kolonize edebilir, ¢esitli dokulara gegebilir, konak¢1 dokular
ve organlari istila edebilir ve konak¢1 enfeksiyonuna neden olmak iizere orada cogalabilir.
Hareketlilik ise, dis uyaranlara yanit olarak gen ekspresyonlariyla isbirligi i¢inde, farkli
cevresel kosullara uyum saglamada kamgili bakteriler i¢in bir avantajdir (Soutourina ve
Bertin, 2003: 512; Fenchel, 2002: 1070). Flagellum aracili hareketlilik, patojen-konak
etkilesimlerini arttirmak ve takiben yapisma ve kolonizasyonu tesvik etmek icin gerekli
oldugundan bu oOzellik, flagellanin patogenezdeki ana roliine katkida bulunur. Ek olarak,
viriilans i¢in sadece motilitenin kendisinin mi yoksa bozulmamis kamg¢inin m1 gerekli oldugu
konusunda devam eden bir tartisma vardir. Swarm hareketliligi, kamgili bakterilerin konakg1
yiizeylerde kolonizasyonu, viriilans faktorlerinin artan ifadesi ve antibiyotik toleransi
iizerindeki etkisinden dolayi, patojenite ile ilgili bir diger 6nemli 6zelliktir (Irazoki vd., 2017:
1360). Bu calismada bakteriyal patojenitenin temel mekanizmalarini olusturmak iizere AZM
ve CHX’in tek basina veya kombinasyon halinde E. coli lizerindeki biiylimeyi inhibe edici
etkisi, bakteri hareketliligine, flagellin ifadesine ve otoagregasyona etkileri ile epitel hiicrelere
tutunma kabiliyeti ve bu hiicrelerde flagella ile uyarilan yolaklara etkileri, c¢esitli
mikrobiyolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak arastirilmistir. Ek olarak, CHX ve
AZM’nin tek basmma ya da kombine halde kullanildiklarinda E. coli’de hiicresel
biyomolekiillere etkileri, Fouirer Transform Infrared Spektrofotometresi (FTIR) araciligiyla

belirlenmistir.



2. LITERATUR OZETI
2.1. Antimikrobiyal Ilaclar ve Genel Ozellikleri

2.1.1. Antibiyotikler ve Siniflandirilmalari

Antimikrobiyal ajanlar, bulasici hastaliklar1 kontrol etme ve iyilestirmede kilit rol
oynarlar (Abushaheen vd., 2020: 100971). Antimikrobiyal ajanlar, anti-patojenik etkilerini
gosterirken farkli mekanizmalar kullanirlar ve bu acidan bakterisidal ve bakteriyostatik olarak
siniflandirilabilirler (Abushaheen vd., 2020: 100971). Antibiyotikler, bir antimikrobiyal ajan
grubudur (Abushaheen vd., 2020: 100971). Waksman antibiyotigi, ‘’bir mikrop tarafindan
diger mikroplar1 yok etmek i¢in iiretilen bir bilesik’’ olarak tanimlamistir (Hutchings vd.,
2019:75; Gould, 2016: 573). Waksman'in ¢alismalari, 1940'lardan 1960'lara kadar olan
antibiyotik kesfinin “Altin Cagin1” baslatt1 (Hutchings vd., 2019:75; Gould, 2016: 573).
Antibiyotikler, 1960'lardaki gelismeleri takiben insan sagliginin ayrilmaz bir parcasi ve hayat
kurtaric1 olarak goriilmelerine karsin (Butler vd., 2010: 334), antibiyotik kesfinin ilk
heyecanindan sonra, bakterilerin antibiyotiklere karst sayisiz direng mekanizmast
gelistirebildigi ve hatta yayabildigi anlasilmistir; diger bir deyisle yeni bir antibiyotik
piyasaya ciktiktan sonra ilk direncli mikroplarin goézlemlemesi uzun siirmemistir (Mohr,
2016: 240). Giinlimiizde, bir ya da birden fazla antibiyotige direngli bakteriler, hiikiimetler ve
bilim insanlar1 tarafindan diinyanin en acil saglik sorunlarindan biri olarak kabul
edilmektedir; bununla birlikte, enfeksiyonlarin tedavi edilmesi i¢in yeni antibiyotiklerin ve
antibiyotik alternatiflerinin kesfi ve gelistirilmesi, kolay siirecler degildir (Butler ve Paterson,

2020: 334).

Antibiyotikleri siniflandirmanin birka¢ yolu vardir, ancak en yaygin siniflandirma
molekiiler yapilarina, etki tarzlarina ve aktivite spektrumlarina dayanmaktadir (Etebu ve
Arikekpar 2016: 96). Ayn yapisal siniftaki antibiyotikler genellikle benzer etkinlik, toksisite
ve alerjik potansiyel yan etkiler gosterir (Etebu ve Arikekpar 2016: 96). Kimyasal veya
molekiiler yapilara dayali bazi yaygin antibiyotik siniflar1 arasinda beta-laktamlar,
makrolidler, tetrasiklinler, kinolonlar, aminoglikozitler, siilfonamidler, glikopeptitler ve
oksazolidinonlar bulunur (Etebu ve Arikekpar 2016: 96). Antibiyotiklerin bir diger
siiflandirilma sekli ise etki mekanizmalarina gore yapilmistir (Dowling vd., 2017: 539). Bu
simiflandirmaya gore antibiyotikler, hiicre duvari, niikleik asit sentezi, protein biyosentezi,
hiicre zar1 ve metabolik yollara etkileri iizerine kategorize edilmistir (Dowling vd., 2017:

539).



2.1.1.1. Hiicre Duvariin Bozulmus Sentezi

Peptidoglikan, diger adiyla murein, bakteri hiicre duvarina mekanik stabilite saglayan,
hem Gram pozitif hem de Gram negatif zarflarin son derece korunmus bilesenidir (Pandey ve
Cascella, 2021). Peptidoglikan Gram pozitif bakterilerde kalin (>10 katman), Gram negatif
bakterilerde ise ince (bir veya iki katman) yapidadir (Pandey ve Cascella,
2021). Peptidoglikan yapisi, N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asit disakkarit alt
birimlerinden olusan glikan zincirleri seklindedir; N-asetilmuramik asit kisimi, yliksek oranda
korunmus pentapeptit veya tetrapeptid govdeleriyle baglantilidir (1-alanin—d-izoglutamin—I-

lizin—d-alanin—[d-alanin]) (Pandey ve Cascella, 2021).

Beta-laktam antibiyotikler (penisilin, sefalosporinler, karbapenemler ve monobaktam)
peptidoglikan olusturmak {izere capraz baglanan peptidlerde yer alan transpeptidazi
asilleyerek peptidoglikan sentezindeki son adimi engeller (Eckburg vd., 2019: e00892-
19). Beta-laktam antibiyotiklerin eylemlerinin hedefleri, penisilin baglayici proteinler
(PBP'ler) olarak bilinir (Eckburg vd., 2019: e00892-19). Bu baglanma terminal
transpeptidasyon siirecini kesintiye ugratir ve ayrica bakteri hiicresi i¢indeki otolitik siiregler
yoluyla canlilik kaybina ve lizise neden olur (Eckburg vd., 2019: e00892-19; Naqvi, 2022:
61).

2.1.1.2. DNA Replikasyonunun Inhibitorleri

Florokinolon (FQ) gurubu antibiyotikler, bakteriyal tip II topoizomerazlar olan
topoizomeraz II (DNA giraz) ve topoizomeraz IV’i inhibe ederek bakteriyel DNA
replikasyonunu bloke ederler ve bu nedenle bakterisidal etkili antibiyotiklerdir. Bir diger
ozellikleri, hiicre membranlarindan kolayca gecebildikleri icin, hiicre i¢indeki hedeflerine

hizla ulagabilmeleridir (Kapoor vd., 2017: 300).
2.1.1.3. Hiicre Zarmin Degistirilmesi

Plazma zar1, bir fosfolipid ¢ift tabakasi olarak bakterinin biitiinliigli i¢in hayati dnem
tagir. Membranin lipid kismi, yiikli bilesiklere kars1 direnglidir (Kohanski vd., 2010: 429;
Naveed vd., 2020:298). Bununla birlikte, bir¢ok iyonun, sekerin ve amino asidin pasif
taginmasi i¢in ¢ift tabakada porin olarak adlandirilan kanallar bulunur (Kohanski vd., 2010:
429; Naveed vd., 2020:298). Bu molekiiller, sitoplazma ile dis hiicre zarlar1 arasinda kalan
kisim olan periplazmada yer alir (Kohanski vd., 2010: 429; Naveed vd., 2020:298).
Periplazma, i¢ sitoplazmik zar ile Gram negatif bakterilerde periplazmik bosluk olarak

adlandirilan bakteriyel dis zar arasindaki boslukta bulunan matristir ve hiicre dis1 kimyasal



sinyallere yanit olusturulmasi, substrat baglanmasi veya hidroliz i¢in gerekli bircok protein
icerir (Kohanski vd., 2010: 429; Naveed vd., 2020:298). Bakterinin dis membran, periplazma
ve sitoplazma arasindaki bu biyokimyasal sinyal yolu, bakteri plazma zarinin biitiinligiini
degistiren antibiyotikler tarafindan yok edilir (Kohanski vd., 2010: 429; Naveed vd.,
2020:298). Membrandaki degisiklik, bakteride ciddi yapisal hasara neden olarak hiicre 6liimii
ile sonuglanir (Kohanski vd., 2010: 429; Naveed vd., 2020:298).

2.1.1.4. Metabolik Yollarin/Bakteriyel Enzimlerin inhibisyonu

Okaryotik hiicrelerin folat1 aktif bir tasima sistemi ile almas1 ve mikroorganizmalarin
de novo sentez yolu ile folata ihtiya¢ duymasi, folat biyosentetik yolunu antibiyotikler icin
cok iyi bir hedef haline getirmistir (Abushaheen vd., 2020: 100971). Folat sentezinde
dihidropteroat sentaz (DHPS) enzimi, para-aminobenzoik asite (PABA) ihtiya¢ duyar
(Abushaheen vd., 2020: 100971). Siilfonamidler, yap1 olarak PABA ile benzerdir ve folat
havuzunu tiiketerek bakteri iiremesini engellemek icin alternatif bir substrat, rekabetci bir
inhibitdor olarak iglev goriir (Abushaheen vd., 2020: 100971). Diaminopirimidin
antibiyotikleri, sentez yolundaki son enzim olan dihidrofolat rediiktaz (DHFR) i¢in bir
inhibitor olarak kullanilmistir (Abushaheen vd., 2020: 100971).

2.1.1.5. Protein Biyosentezinin Bozulmasi: Bir Makrolid Olarak Azitromisin

Aminoglikozitler (6rn. streptomisin, gentamisin) gibi antibiyotikler, ribozomun 30S alt
birimine geri doniisiimsiiz olarak katilarak translokasyonu durdurur ve ayrica mRNA'nin
yanlis okunmasina yol acgarlar (Verma, 2022: 131380). Bir tetrasiklin antibiyotigi olan
doksisiklin, ribozomun 30S alt birimine geri doniislimlii olarak baglanir, bu da 30S alt
biriminin aminoagil-t-RNA's1 ile 70S ribozom alt biriminde bulunan alic1 site arasinda bag
olusumunu engeller (Verma, 2022: 131380). Spektinomisin antibiyotikleri, mRNA ile 30S
ribozom alt birimi arasindaki etkilesime geri doniisiimlii olarak miidahale eder. Oksazolidinon
antibiyotikleri 70S ribozom alt biriminin olusumunu engeller (Verma, 2022: 131380).
Makrolidler, ribozom hedefli antibiyotiklerin en basarili siniflarindandir (Verma, 2022:
131380). Makrolid antibiyotiklerinin endikasyonlari, s6z konusu spesifik makrolid
antibiyotigine baghidir (Loree and Lappin, 2021). Bu siif iginde ii¢ ana antibiyotik vardir:
eritromisin, klaritromisin ve azitromisin. Makrolid ailesinin ilk tanimlanani olan eritromisin
A, 1952'den beri klinik kullanimdadir. Eritromisin, Gram pozitif ve bazi Gram negatif
mikroorganizmalara kars1 aktiftir ve solunum, yumusak doku enfeksiyonlari, gastrointestinal
ve genital sistem enfeksiyonlarinin yani sira deri enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir

(Jeli¢ ve Antolovi¢, 2016: 29). Eritromisin A'nin asidik stabilitesini ve oral biyoyararlanimini



tyilestirmek i¢in, spiramisin, roksitromisin, diritromisin ve klaritromisin gibi ilk nesil dogal
veya yar1 sentetik makrolidler tasarlanmis ve tibbi uygulamalarda kullanilmistir (Jeli¢ ve
Antolovi¢, 2016: 29). Makrosiklik halkaya yerlestirilmis bir bazik nitrojen atomu ile
karakterize edilen azitromisinin kesfi ise, makrolid antibiyotik c¢aginda bir atilimi temsil
etmistir (Jeli¢ ve Antolovi¢, 2016: 29). Bu nitrojen ilavesi, etki mekanizmasinda herhangi bir
degisiklik olmaksizin stabiliteyi arttirmugtir (Lipsky ve Hoey. 2009: 1545). ikinci amin
grubunun eklenmesi ise, daha fazla doku penetrasyonu ve daha uzun bir yar1 dmiir dahil
olmak {lizere eritromisine gore dnemli avantajlar saglamistir (Lipsky ve Hoey. 2009: 1545).
Diinya Saglik Orgiitii’niin (World Health Organization, WHO) temel ilaclar listesinde yer
alan azitromisin, diinya ¢apinda biiyiik dlgekte iiretilir ve en ¢ok kullanilan antibiyotiklerden

biridir (Oliver ve Hinks, 2021: e2163; Khoshnood vd., 2022: 112682).

Sekil 2.1. AZM’nin Kimyasal Yapisi.

Kaynak: (Parnham vd., 2014: 229)

Azitromisin (AZM), 1980'1erden beri solunum, i{irogenital, dermal ve bircok baska
bakteriyel enfeksiyonu tedavi etmek i¢in bagvurulan ikinci nesil, genis spektrumlu, yari-
sentetik  bir makrolid antibiyotiktir. Ayrica kronik inflamatuar bozukluklarda
immiinomodiilator etkiler gosterir (Parnham vd., 2014: 229). AZM, 50S ribozom alt birimine
baglanarak peptidil-tRNA'nin yer degistirmesini Onler, 23S rRNA ile etkileserek 50S alt
birimlerindeki peptit ¢ikis kanalin1 bloke eder ve ribozomlarin eksik polipeptitler iiretmesine
neden olur (Derbie vd., 2020: 2; Khoshnood vd., 2022: 112682). Protein sentezindeki azalma,
makrolid konsantrasyonundaki artisla iliskilidir. AZM, yeni olusan peptit ¢ikis tlineli olarak

adlandirilan 23S rRNA'daki peptidil transferaz merkezine yakin bir yere baglanir ve onu



kismen tikar. Giincel bulgular, yeni olusan peptidin igeriginin, peptid ¢ikis tiinelinden gegise
izin verilme olasiligini degistirmede 6nemli bir rolii oldugunu, yani AZM'nin gegisi tamamen
kapatmadigini gostermektedir: bazi yeni sentezlenen peptidlerin tiinelden ¢ikisina izin vererek
protein sentezine miidahale edebilirler. Dolayisiyla, global translasyon inhibisyonundan
ziyade translasyonun, secici bir sekilde etkilenmesi s6z konusudur. (Heidary vd., 2022:

e24427; Vazquez ve Mankin, 2018: 270).

Yeni olusan
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Sekil 2.2. mRNA'nin Translasyonunu Engelleyen AZM Etki Mekanizmasinin Sematik

GOrinimu

Kaynak: (Heidary vd., 2022: 24427)



Fosfolipid cift katman "¢

" Lizozomal
penetrasyonu P s : :
P enzim & Inflamatuar
= Ros salinumt uyarici

[+]
Negatif PL'leri nitralize
eder, FA salimimm azaltr,

ran;;mbmn akskanligum ,ﬁfl‘:‘@i‘:’ fl,_lﬁfhm %f‘fﬁﬁlxl%;l 1
ttr %"‘ﬁlﬁ?‘mg ﬂw o KR A '@iﬁiiﬁﬂ;{ A{I"?l{
l Rac-17

0 C molekilii yeniden modelleme i‘;% m
Lizozomal \ "

@

S, NFvB
%: _.% birikim Fosfolipidoz *
s 5 i S0 (oo v
fagositez? i e .
g 7 . Yiiksek kons. L r

+VCP 1
'\\
(] s MFH‘HO - Bu:l\o l

P -; s ' l"‘l‘\"-.
Lipit [Golgi | a P LTI \-:'_
tasimm - 'I-_l__ Uyarana bagh olarak sitokin, l
. miisin ve inflamatuar gen
\ _ ekspresyonu g

Sekil 2.3. Azitromisinin Hiicre Sinyallesmesi Uzerindeki Etkileri.

Azitromisin, hiicre zar1 ¢ift tabakasina niifuz eder ve zari stabilize ederek akigskanligi azaltir. Azitromisinin
katyonik kismi, zarin i¢ yaprak¢igindaki negatif yiiklii fosfolipitlere gok yaklasarak yiiklerini nétralize eder. Bu,
yag asidi salinimmin azalmasia ve ayrica elektrostatik yiik ile membrana bagli enzimlerin serbest kalmasina
neden olur. Lipid yeniden modellemesi, AP-1 ve NFkB dahil olmak {iizere transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunun miiteakip inhibisyonu ile ERK» (muhtemelen Rac-1'1 igeren) gibi 6zellikle MAPK kinazlar
olmak {tizere sinyal yollarmin modiilasyonuna yol agar. En ¢ok etkilenen sinyal yolunun, belirli bir hiicreye,
aktivasyon durumuna ve aktive edildigi uyarana bagli olmast muhtemeldir. Lizozomal enzim salinimi ve
notrofillerin oksidatif patlamasinin ilk indiiksiyonu, membran lipitleri {izerindeki etkilerin bir sonucudur.
Membran lipid yeniden modellemesi ayrica yiizey molekiilii geri doniiglimiinii ve muhtemelen fagositozu bozar.
Negatif yiikli fosfolipidlere bagimli molekiiller de etkilenir, buna LC3-II dahildir ve lizozomal alim ve otofaji
iizerindeki miiteakip etkiler. Ikincisi, zamanla azitromisinin VCP'ye diisiik afiniteli baglanmasindan da
etkilenebilir. Azitromisin lizozomlarda birikir, enzimlerin ve lipidlerin MPR taginmasini modiile eder ve lizozom
zarlarinda lipid yeniden sekillenmesi yoluyla sonugta fosfolipidoza yol acar. Apoptoz, muhtemelen apoptozu
inhibe eden Bcl molekiillerinin etkisini tehlikeye atarak, yiiksek konsantrasyonlarda azitromisin tarafindan

indiiklenebilir. [ engellemeyi gosterir].

Kaynak: (Parnham vd., 2014: 229)



2.1.2. Antiseptikler ve Siniflandirilmalar:

Antiseptiklerin kullanimi, Ignaz Semmelweis'in uygun el yikama tekniklerinin
kullanimiyla lohusalik sepsisinde dramatik azalmayi belgeledigi 1840'lara kadar uzanir
(Echols vd., 2017: 671). Antiseptikler, tiim biyolojik materyaller i¢in toksik olan ve
agarticilar gibi temizlik maddeleri olarak gelistirilmis ajanlardir (Cambiaso-Daniel vd., 2018:
2). Daha sonralar1 ise klinik ortamlarda, kateter kullaniminda dezenfeksiyon
amagliuygulanmistir. Antiseptikler, canli doku i¢inde veya iizerinde mikroorganizmalarin
biliylimesini yok eden veya inhibe eden biyositler olarak tamimlanir (Vestby ve Nesse,
2015:1). Antiseptik ajanlar antibiyotiklerden {i¢ acidan farklidir: (1) antiseptikler topikal
olarak kullanilir ve sistemik olarak verilemez, (2) birden fazla etki mekanizmasina sahiptirler
ve (3) bakteriyostatik/bakterisidal aktiviteleri dakikalar yerine saniyeler i¢inde gerceklesir.
Antibiyotik tedavisine kiyasla kronik bir yaranin tedavisi i¢in bir antiseptik kullanmanin
onemli bir avantaji, bakteriyel dirence neden olma riskinin yok denecek kadar diisiik
olmasidir (Leaper, 2015: 356). Ancak direnc¢li organizmalarin seg¢ilmesi i¢in teorik bir risk
olmasina ragmen, bugiine kadar tedavi edilemez enfeksiyona neden olan antiseptik direncli
insan patojeni tanimlanmamistir (Jakobsen vd., 2011: 454). Antiseptiklerin etki mekanizmasi,
akis (efflux) pompalarinin bozulmasi, hiicre duvarina ve sitoplazmik siireclere hasar ve
niikleer bozulma gibi bakteriyel metabolizmanin ¢esitli yonlerine toksisite yoluyladir (Leaper
vd., 2012: 5; Leaper, 2011: 547). Giinlimiizde, klinik kullanimda dort ana topikal antiseptik
siift vardir: emiilgatorler, oksitleyiciler, asitler ve agir metaller. Bu ajanlar antimikrobiyal

spektrumlari, penetrasyon dzellikleri ve toksisiteleri bakimindan farklilik gosterir.
2.1.2.1. Oksitleyiciler

Bu ajanlar biyofilmleri, hiicre duvarlarini, sitoplazmik membranlari, proteinleri ve
DNA'y1 parcalamak icin bir serbest radikal araci olarak calisir ve demir gibi hiicre ici
metalleri oksitleyebilir. Bu bilesikler genis spektrumlu aktiviteye sahiptir. Ancak, yliksek
reaktiviteleri ve konak toksisitesi nedeniyle dar bir terapotik indekse sahiptirler ve konak

toksisitesini sinirlamak i¢in 6zen gosterilmelidir (Cambiaso-Daniel vd., 2018: 5).
2.1.2.2.Asitler

Zayif asitler insanlik tarihi boyunca yara bakimi i¢in kullanilmistir. Modern yanik
yonetiminde asetik asit, bal ve borik asit yara bakiminda kullanilan bashica asidik

antiseptiklerdir (Cambiaso-Daniel vd., 2018: 8).



2.1.2.3. Agir metaller

Agir metal antiseptikleri sinifi esas olarak iyonik glimiis, bizmut, bakir iyonlart ve civa
olmak iizere dort metalden olusur. Ornegin bunlardan iyonik giimiis, yanik yarasi tedavisinde

en yaygin olarak uygulanan antimikrobiyaldir (Cambiaso-Daniel vd., 2018: 10).
2.1.2.4. Emiilgatorler: Bir biguanide olarak kloreksidin

Emiilgatorler, hiicre duvarlarimi ve sitoplazmik zarlari bozan genis bir bilesik
yelpazesidir. Bu bilesiklerin hidrofobik kisimlari lipit ¢ift tabakasina girer ve polar iyonik
bolgeleri suda ¢oziiniir kanallarin olusumunu ve ayrica hidrofobik lipit zarlar1 suda ¢oziiniir
yapan misel olusumunu tesvik eder. Boylece hiicresel canliligin saglanmasi i¢in gerekli olan
sitoplazmik icerikler ve iyonlar sizar: patojen lizis edilmis olur. (Cambiaso-Daniel vd., 2018:
3). Katyonik antiseptikler (KA) emiilgatorlerin en yaygin kullanilan grubudur. Saglik
hizmetlerinde KA kullaniminin uzun ge¢misine ragmen, etkilerinin molekiiler ayrintilari
detayl olarak aydinlatilamamistir (Fox vd., 2022: kuab074). KA'larin antimikrobiyal etkisi,
1950"erde etki hiz1 ve hiicre lizizi ile karakterize edilmistir. Genellikle negatif yiiklii bakteri
hiicre duvarlarinin KA'nin ana hedefi oldugu varsayilir. KA'lar, spesifik molekiiler hedeflere
sahip bazi antimikrobiyal peptitlerin ve antibiyotiklerin aksine hiicre zarlarinin membran
yapist ve biitlinliigii gibi toplu fiziksel 6zelliklerini etkiler (Fox vd., 2022: kuab074). Katyonik
biyositlerin 6nemli bir etkisi, bakteri zarlarinda biiyiik miktarlarda ve Gram-pozitif
sitoplazmik zarlarda en biiyiik ylizdede bulunan fosfatidilgliserol (PG) ve kardiyolipin (CL)
gibi anyonik lipidleri kiimelemesidir. Anyonik lipidlerin kiimelenmesi, mevcut alanlari
bozabilir ve kiimelenmis fazlar arasindaki siirda kusurlara neden olabilir (Fox vd., 2022:
kuab074). Lipidlerin kiimelenmesi ayrica lipid faz gecislerinde ve membran akiskanliginda

degisikliklere yol acabilir. (Fox vd., 2022: kuab074).

Biguanidler, biyosidal 6zelliklere sahip katyonik emiilgatorlerdir. Kloreksidin sadece
en yaygin kullanilan biguanid degil, diinya ¢apinda en yaygin kullanilan antiseptiklerden
biridir ve WHO tarafindan yayinlanan temel ilaclar listesinde yer almaktadir (Cambiaso-
Daniel vd., 2018:2). Kloreksidin (CHX), ilk olarak 1950'lerin basinda Imperial Chemical
Industries tarafindan sitmaya kars1 aktif ajanlarin belirlenmesi i¢in yapilan genis bir tarama
caligmas1 kapsaminda Biiyiik Britanya'da sentezlenmistir (Lim ve Kam, 2008: 510; Kampf,
2018: 458). Davies ve arkadaslar tarafindan, “Hibitane” ad1 altinda “yiiksek potansiyelli yeni
bir antibakteriyel ajan” olarak tamtilmistir (Davies vd., 1954: 192). O zamandan beri CHX,
1960'larin sonlarinda dis hekimligine tanitilmadan once ¢esitli tibbi alanlarda (6rnegin tiroloji,

jinekoloji, oftalmoloji, kulak burun bogaz) ve cerrahi ortamlarin dezenfeksiyonu i¢in yaygin
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olarak kullanilmistir (Gjermo, 1974: 146). Genel olarak, belirli bir antiseptik veya biyositin
birincil etki mekanizmasini, etkinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan ikincil etkilerden ayirt
etmek zordur (Maris, 1995: 49). CHX'in genellikle diisiik konsantrasyonlarda bakteriyostatik
bir ajan olarak etki goOsterdigi ve daha yiiksek konsantrasyonlarda bakterisidal oldugu
tanimlanmaktadir (Jones, 1997: 57). Antibakteriyel etki mekanizmasi, bakteri zarlarinin zarar
gormesi ve ardindan sitoplazmik bilesenlerin sizintisi olarak tanimlanmaktadir (McDonnell ve

Russell, 1999: 161; Gilbert ve Moore, 2005: 704).
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Sekil 2.4. CHX’in (asetat) Kimyasal Yapisi.

Kaynak: (National Center for Biotechnology Information 2022)

CHX'in birinci sira hedefleri (diisiik konsantrasyonlarda) sitoplazmik membran
biitiinliiglinlin yan1 sira membrana bagli enzimlerin islevi iken, ikincil etkiler (daha ytliksek
konsantrasyonlarda) sitoplazmik sizint1 ve nihayetinde proteinler ve niikleik asitler gibi hiicre
i¢1 bilesenlerinin etkilenmesidir (Denyer ve Stewart, 1998: 263; McDonnell ve Russell, 1999:
161; Gilbert ve Moore, 2005: 704). Sitoplazmik membranlar CHX'in ana etki bdlgeleri
oldugundan, Gram negatif bakterilerdeki dis zar, CHX i¢in bir gecirgenlik bariyeri gorevi
gorebilir ve antibakteriyel etkinligini smirlayabilir. Ornegin, katyonik CHX molekiilleri,
negatif ylklii lipopolisakkarit bolgeleri ile etkilesimler nedeniyle dis zarda "kilitlenebilir" ve
bu nedenle sitoplazmik zara bile ulasamayabilir (Cheung ve digerleri, 2012: €36659). Alt-
inhibitor konsantrasyonlarda CHX'in bakteriyostatik etkilerine iliskin ¢caligsmalar ise ¢ok azdir.
KA’lere veya antibiyotiklere benzer olarak, CHX'in alt-inhibitér konsantrasyonlarinda,
sitoplazmik membran c¢evresinde osmoregiilasyon kaybi, tasima ve difiizyon aktivitesi ile

ilgili stireclerin bozulmasi, proton hareketi ve oksidatif stres ile birlikte DNA hasarina bagh
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olarak SOS yanitlarinin tetiklenmesi ve ardindan hataya ac¢ik DNA replikasyonunun
indiiklenmesi gibi ¢coklu ve karmasik etkileri olabilir (Andersson ve Hughes, 2014: 470; Tezel
ve Pavlostathis, 2015: 298) .
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Sekil 2.5. CHX in Bilinen Etki Mekanizmasi.

Bakteri hiicre duvart negatif yiikliidiir. Dikyonik pozitif yiiklii klorheksidin, fosfat i¢eren bilesiklere spesifik ve
giicli adsorpsiyon ile negatif yiiklii bakteri hiicre duvarina gekilir. Bakteri hiicre dis membranin biitiinligiini
degistirirerek periplazmaya cekilir. Daha sonra i¢ zardaki fosfolipidlere baglanarak, potasyum ve proton iyonlari
gibi diisitk molekiiler agirlikli bilesiklerin sizintisina sebep olur. CHX konsantrasyonunun artmasiyla zarda
ilerleyici hasar olusur. Adenozin trifosfat ve niikleik asitleri iceren fosfat komplekslerinin olusumu
sitoplazmanin pihtilagsmasina ve ¢okelmesine neden olur. Hiicrelerin sitoplazmasi kimyasal olarak ¢okeltilir ve

geri dondiiriilemeyen bakterisidal etki meydana gelir.

Kaynak: (Balagopal vd., 2013: 270; Fox vd., 2022: kuab074) biorender.com araciligiyla ¢izilmistir.
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2.2. Antimikrobiyel Uygulamalarda Sinerjistik Kombinasyonlar
2.2.1. Antimikrobiyel Diren¢ ve Mekanizmalari

Antibiyotik direnci, bakterilere kars1 antibiyotik kullaniminin kaginilmaz bir
sonucudur ve onemli bir kiiresel sorundur. Bakteriler tarafindan sergilenen antibiyotik direnci
icsel veya kazanilmis (ikincil) olabilir (Lee, 2019: 182). Igsel direng, bakterinin dogal
ozelliklerinden dolay sergilenen direng olarak tanimlanir. I¢sel direng 6rnekleri, Gram negatif
bakteri hiicre zarfinda bulunan dig zarin gecirimsizligi nedeniyle Gram negatif bakteriler
tarafindan sergilenen glikopeptid direncini igerir. Daha tehlikeli olan ikincil direng,
bakterilerin bir zamanlar onlara karsi etkili olan antibiyotiklerin etkisine dayanma yetenegidir
(Nicolaou ve Rigol, 2018: 162). Antimikrobiyal diren¢ mekanizmalar1 dort ana kategoriye
ayrilir: (1) antibiyotik aliminin sinirlandirilmasi; (2) antibiyotik hedefinin degistirilmesi; (3)
antibiyotigin etkisiz hale getirilmesi; (4) aktif antibiyotik akisinin engellenmesi. I¢sel direng,
alimi, antibiyotik inaktivasyonunu ve akisini sinirlama mekanizmalarimi kullanabilir.
Kazanilmig direngte ise s6z konusu mekanizmalar hedef modifikasyonu, antibiyotik
inaktivasyonu ve akisinin engellenmesi olabilir (Reygaert, 2017: 82; Reygaert, 2018:
482). Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler arasinda kullanilan diren¢ mekanizmalari
farklilik gosterir. Gram negatif bakteriler yukarida belirtilen dort ana mekanizmanin her
birinden yararlanirken, Gram pozitif bakteriler ilacin alimmin sinirlanmas1 mekanizmasini,
lipopolisakkarit (LPS) temelli dis zara sahip olmadiklarindan kullanamazlar (Reygaert, 2017:
82; Reygaert, 2018: 482).

2.2.1.1. Alimin Simirlandirilmasi

Klinik uygulamada kullanilan antibiyotiklerin ¢ogu hiicre i¢i hedeflere sahiptir. Gram
negatif bakteriler s6z konusu oldugunda ise etki, sitoplazmik zarda (i¢ zar) ortaya ¢ikar. Bu
nedenle bilesik, antimikrobiyal etkisini gdstermek i¢in dig ve/veya sitoplazmik membrana
niifuz etmelidir. Bakteriler, antimikrobiyal molekiiliin alimin1 azaltarak antibiyotigin hiicre i¢i
veya periplazmik hedefine ulagsmasimi oOnlemek icin mekanizmalar gelistirmistir. Bu
mekanizma 6zellikle Gram negatif bakterilerde 6nemlidir (Munita ve Arias, 2016: 5). Beta-
laktamlar, tetrasiklinler ve bazi florokinolonlar gibi hidrofilik molekiiller, bu bariyeri gegmek
icin siklikla porinleri kullandiklarindan, dis zarin gegirgenligindeki degisikliklerden 6zellikle
etkilenirler (James ve Winterhalter, 2008: 894). Bu dogal bariyerin etkinliginin baslica 6rnegi,
bir glikopeptid antibiyotik olan vankomisinin, dis zardan penetrasyon olmamasi nedeniyle
Gram negatif bakterilere kars1 aktif olmamasidir. Benzer sekilde, Pseudomonas ve

Acinetobacter baumanii'nin B-laktamlara ( Enterobacteriaceae ile karsilastirildiginda) diisiik
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duyarhligi, en azindan kismen, porinlerin sayisinin ve/veya ifade diizeylerinin degismesiyle

aciklanabilir (Hancock ve Brinkman, 2002: 20).
2.2.1.2. Hedefinin Degistirilmesi

Hedef modifikasyonu, bir hedef boélgenin mutasyonundan veya bazi diizenleyici
bilesiklerin eklenmesinden kaynaklanabilir ve bu sekilde antibiyotiklerin hedefle etkilesimine
izin verilmez (Dubey ve Sharma, 2020: 2000168). Coklu allel kodlayan genlerdeki mutasyon,
yiiksek frekansli rekombinasyon yoluyla mutant direncli genlerin secilmesine izin verir.
Ornegin 23S RNA, antibiyotik linezolidin hedefidir ve mutant allel se¢imi, Staphylococcus
aureus ve Streptococcus pneumoniae'de direng gelisimine neden olur (Dubey ve Sharma,
2020: 2000168). Cogunlukla plazmit tarafindan kodlanan bazi diizenleyici proteinler de
hedefi modifiye edebilir: 6rnegin, 16S ribozomal RNA'nin metilasyonunu gerceklestiren
metiltransferaz yapi1 modifikasyonu yolu ile makrolidlerin etkisi engellenir (Dubey ve
Sharma, 2020: 2000168). Direng, antibiyotiklerin yapisin1 dogrudan degistiren veya hedef
gruplarla etkilesime giremeyecek sekilde bozan genlerin/enzimlerin etkisiyle de ortaya
¢ikabilir. Ornegin antibiyotik hidrolizi veya yap1 modifikasyonu, hedefe ulasmay1 engeller

(Dubey ve Sharma, 2020: 2000168).
2.2.1.3. inaktivasyonu

B-laktamazlar, aminoglikozid degistirici enzimler ve kloramfenikol asetiltransferazlar

(AAC'ler), antibiyotikleri inaktive eden ii¢ ana enzimdir (Dockrell vd., 2004: 479).

B-laktamazlar, 6rnegin penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler
gibi ester ve amid bagina sahip neredeyse tiim P-laktamlar1 hidrolize eder. Bugiine kadar
yaklasik 300 B-laktamaz bilinmektedir. Enterobacteriaceae iiyelerinde yaygin olarak TEM-1,
SHV-1 penisilinazlar1 bulunmaktadir. Bunlar, genis spektrumlu p-laktamazlarin (ESBL)
progenitorleri olan sefalosporine kars1 aktivitesi ¢ok az olan veya hi¢ olmayan
penisilinazlardir (Rice vd., 2003: 1087). ESBL, sefalosporinin hidrolizine sebep olan amino

asit ikamesi nedeniyle substrat profilini degistiren enzimlerdir (Ma vd., 2005: 34).

Aminoglikozidler fosforil-transferazlar, niikleotidil-transferazlar ve kloramfenikol
asetiltransferazlar gibi spesifik enzimler tarafindan noétralize edilir. Bu aminoglikozid
degistirici enzimler modifiye edilmis bir molekiiliin afinitesini azaltarak 30S ribozomal alt
linitesine baglanmay1 engeller ve aminoglikozidlere ve florokinolonlara karsi genisletilmis

spektrum direnci saglarlar (Strateva ve Yordanov, 2009: 1142; Maurice vd., 2008: 345).
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Kloramfenikol-asetil-transferazlar ise kloramfenikoliin hidroksil gruplarini asetiller ve
bu sekilde modifiye edilmis kloramfenikol, ribozomal 50S alt birimine fonksiyonel sekilde
baglanamaz. Bazi Gram pozitif ve Gram negatif bakteri ve bazi Haemophilus

influenzae suslar1 kloramfenikole bu sekilde direng gosterir (Tolmasky, 2000: 11).
2.2.1.4. Akisin Engellenmesi

Akis pompalari, toksik molekiilleri hiicre digina pompalayabilen sitoplazmik zar
iizerinde bulunan enerjiye bagli kompleks bakteri sistemleridir. Tetrasiklini bakteri
hiicresinden disar1 pompalayan ilk disa akis pompasi, 1980'de E. coli'de tarif edilmistir (Ball
vd., 1980:76; McMurry vd., 2006: 3975). O zamandan beri, hem Gram pozitif hem de Gram
negatif bakterilerde antibiyotik direncine dahil olan ¢ok sayida akig sistemi Ornegi
tanimlanmistir. Cogu disa akis sistemi birbiriyle ilgisiz birden fazla maddeyi tasiyabilir
(Nikaido ve Pages 2012: 355) ve ¢oklu ila¢ direncine neden olabilir (Piddock, 2006: 385;
Piddock, 2006: 630). Coklu ila¢ akis mekanizmalari neredeyse degismez bir sekilde
kromozomal olarak kodlanmistir ve bazi durumlarda bakterilerin spesifik antibiyotiklere karsi
i¢sel direncini aciklayabilir. Bununla birlikte, ¢oklu ila¢g akis mekanizmalarinin bakterilerde
genis Olciide korunmasina ragmen, sadece birkagi klinik olarak anlamli antibiyotik direnci
saglar. Klinik diren¢ genellikle artan pompa ekspresyonuna veya gelismis pompa etkinligine
yol agan mutasyonlarin sonucudur (Piddock, 2006: 385; Piddock, 2006: 630). Substrata 6zgii
akis pompalarint kodlayan genler ise, mobil genetik elemanlar {izerinde yer alma
egilimindedir (Fernandez ve Hancock, 2012: 15; Poole, 2005: 32). Substrata 6zel akis
pompalarinin 6rnekleri arasinda tetrasiklinler, makrolidler ve kloramfenikol i¢in 6zel olanlar

yer alir (Poole, 2005: 32).

Antibiyotik direncinin gelismesiyle ilgili artan endiseler karsisinda, tek ilagh klinik
tedavi stratejileri yeterli olmayabilir. Bilimsel literatiire ve klinik olarak kanitlanmis 6nerilere
ve tedavilere dayanarak, kombinasyon yaklasimlarinin, ¢oklu ilag¢ direnciyle miicadelede daha
etkili oldugu gorilmiistir (Chen vd., 2004: 264; Worthington ve Melander, 2013: 180;
Tamma vd., 2012: 462; Wu ve Grainger, 2006: 2457).

2.2.2. Antibiyotik Direncinde Antimikrobiyal Ajanlarin Kullamim

Son birkag on yilda, diinya ¢apinda saglik merkezleri i¢in biiyiik bir sorun haline gelen
antibiyotiklerin yaygin kullanimi nedeniyle, c¢oklu ilaca direngli bakteri tiirlerinin sayist
onemli Olciide artmistir. Farkli  etki mekanizmalarina sahip yeni antibiyotiklerin

gelistirilmesine ragmen, yeni ilag kesif ve gelistirme siirecleri genellikle on yildan fazla
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stirmektedir ve basar1 oran1 %10'dan diisiiktiir (Ashburn ve Thor, 2004: 675; Spellberg vd.,
2013: 300; Almaaytah vd., 2016: 499). Ayrica, tek bir etki hedefi olan yeni ilaglarin yaygin
kullanimi ve yanlhs kullanimi kaginilmaz olarak yeni direngli suslar1 yeniden ortaya
cikacaktir. Bu nedenle, diger biyolojik veya kimyasal molekiillerle etkili kombinasyonlar
yoluyla mevcut antibiyotiklerin terapdtik potansiyelini yeniden canlandirmak, antibakteriyel
aktiviteyi iyilestirmeye ve direncin ortaya ¢ikmasini dnlemeye yonelik bir yaklagimi temsil
eder (Soren vd., 2015: 6236). Spesifik bakteriyel enfeksiyonlarla miicadele etmek igin
antiseptikler ve antibiyotikler arasindaki farmakodinamik sinerjiden yararlanan ¢oklu ilag
tedavi stratejileri arastirilmaktadir (Miiller ve Kramer, 2008: 1283). Farmakodinamik
sinerjizm, antiseptik ve antibiyotik kombinasyonunun mikrobiyal hedef iizerinde, ilaglarin tek
tek etkilerinin toplamindan daha biiyiik bir etkisi oldugunda ortaya ¢ikar (Guillemot, 1999:
495). Gegmiste ve gilinlimiizde yaygin antibiyotik kullanimi, direngli insan patojenlerinin
olusumunda endise verici bir artisa yol acarken, belirli bir hedefi olmayan antiseptiklerin

direngli patojenlere neden olma olasilig1 diisiiktiir (Wales ve Davies, 2015: 569).

Antibakteriyel ajanlarla kombinasyon tedavisi, yan etkileri en aza indirmek igin
antibiyotik dozunu azaltabilir ve bdylece toksisite ve diren¢ gelisimi ile ilgili sorunlarin
iistesinden gelmenin bir yolu olabilir (Soren vd., 2015: 6236). Antibiyotikler arasindaki
kombinatoryal etkiler (Yeh vd., 2006: 491; Brochado vd., 2018: 260), antimikrobiyal peptitler
(Yu vd.,, 2016:1719) ve virillans faktorlerine sahip antibiyotikler (Rezzoagli vd.,
2020: e3000805) kapsamli bir sekilde haritalanmistir. Buna karsilik dezenfektanlar,
koruyucular, antiseptikler ve biyositler olarak kullanilan bilesiklerin antibiyotiklerle
kombinasyonel etkileri daha az calisilmistir ve bu alanda daha fazla arastirma yapilmasina

ihtiya¢ oldugu ortadadir (Brochado vd., 2018: €3000805).
2.3. Bakteriyel Patojenitede Motilitenin Onemi
2.3.1. Bakteriyel Motilite

Yiizeyler, birgok bakteri tiiri i¢cin dogal yasam alanidir: bakterilerin yakin suslarla
isbirligi yapmasini, diger mikroorganizmalarla rekabet etmesini, karmasik biyofilmler
olusturmasini, insanlarla ve diger 6karyotik konaklarla arayiliz olusturmasini saglar (Nan ve
Zusman, 2016: 188). Herhangi bir hareketlilik mekanizmas: aktif ya da pasif olabilir. Aktif
hareketlilik, bakterilerin gittikleri yeri yonlendirebilecekleri enerjiye bagli bir mekanizma
gerektirir. Pasif hareketlilik, hareket olusturmak i¢in c¢evreyi modiile etmeye baghdir
(Henrichsen, 1972: 500; Pollitt ve Diggle, 2017: 2944). Aktif motilite, pasif motiliteden genel

olarak iki sekilde ayirt edilir: (1) Sadece bilinen bir motilite formuyla iliskili 6nceden
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tanimlanmig  Gzelliklere sahip olunmasit (6rnegin, bir bakteri hiicresinde flagella
gozlemlenmesi, bunun yiizme motilitesi olabilecegini diisiindiiriir), (2) Gosterilen hareketin
sadece aktif hareketlilik ile agiklanabilecegi durumun s6z konusu olmasi (6rnegin, yiizen
bakterinin hareketi, pasif kuvvetlerle aciklanamaz) (Henrichsen, 1972: 500; Pollitt ve Diggle,
2017: 2944). Henrichsen, “Bakteriyel ylizey translokasyonu: bir arastirma ve smiflandirma”
baglikli  makalesinde  hareketliligi  tanimlamaya  yonelik o6nemli  bir ¢aligma
gerceklestirmistir. Hareketli bakteriler {izerinde bir aragtirma yapmistir ve ylizeyler
arasinda nasil hareket ettiklerini ve gézlemlenen c¢esitli hareket tiirlerini tanimlayan 6zellikleri
analiz ederek 6 tip motiliteyi resmi olarak tanimlamistir: Yiizme Hareketi (Swimming), Siirii
Hareketi (Swarming), Segirme Hareketi (Twitching), Kayma Hareketi (Gliding), Yayilma
Hareketi (Sliding), ve Dart Hareketi (Darting) (Henrichsen, 1972: 500; Pollitt ve Diggle,
2017: 2944).

Bakteriyel ylizme hareketinin arke tipi, lizerinde en iyi ¢alisilmis model olarak E.
coli’dir. Peritrik kamcili E. coli, kos ve takla seklinde bir yiizme modeli sergiler. Flagellar
motorlarin saat yoniiniin tersine doniisii, hiicrenin uzun eksenine paralel olarak hiicreyi ileriye
dogru iten flagellar demet olusumuna yol agar. Saat yoniinde doniisli, flagellar demeti
demonte eder ve hiicre rastgele doner (yuvarlanir). Yuvarlanma olayindan sonra diiz ylizme
yeni bir yone dogru toparlanir. Bununla birlikte, yiizme hareketinin tiirii, kam¢inin hiicre
gbovdesi lizerindeki tiirii ve sayisi/dagilimi ile 6nemli dlgiide degisir (Bastos-Arrieta vd., 2018:

97).

Siirli hareketliligi, bakteri popiilasyonunun kat1 veya yar1 kat1 yiizeyler boyunca hizli
ve koordineli bir yer degistirmesidir (Harshey, 2003: 249). Yiizmeden siirii hareketliligine
gecis, genellikle hiicre uzamasiin eslik ettigi hiicre basina kamg1 sayisindaki artigla iligkilidir
(Kearns, 2010: 638). Proteus mirabilis ile yapilan deneyler, kiimelenmenin hiicreler arasinda
temas gerektirdigini gostermistir (Park vd., 2017: 8914). Kiimelenmede, dinamik olarak
hiicre eklenir veya kaybedilir; bir hiicre “sal”in arkasinda birakildiginda, hareketi kisa bir siire
sonra durur; bir sal i¢inde hareket eden bir grup hiicre, sabit bir hiicre ile temas ettiginde ise
yeniden etkinlestirilir ve sala dahil edilir (Park vd., 2017: 8914). Siirii hareketi, ister dogal
ekolojik habitatlarda, isterse klinik bir ortamda kolonizasyonda olsun, bakterilere sayisiz
avantaj saglar. Yerlesik bir siiriiniin belki de en dikkate deger 6zelligi, hiicreler siviya geri
aktarildiginda kaybolan gecici bir 6zellik olan antibiyotiklere kars1 artan direncidir (Partridge,
2022: e01853-21). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, antibiyotik etkisi ile 6len bakteriler

tarafindan salinan bir direng arttirici faktorle (AcrA) karsilastiklarinda ortaya g¢ikacak bir
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sinyal yolu tanimlanmistir (Bhattacharyya vd., 2020:1). Bu nekrosinyalleme yolu, bireyler
yok olurken bile kolektifin hayatta kalmasini saglamak i¢in akis pompalarini yukari dogru
diizenler ve bu adaptif direng i¢in ¢ok onemlidir. Siirii halindeki bakteriler ayn1 zamanda
planktonik bakterilerden daha yiiksek hizlarda hareket eder, bu da antibiyotikler mevcut
oldugunda bir ylizey boyunca bu gelismis hareket kabiliyetine yardimer olabilir. (Partridge,
2022:e01853-21).

Bakteriyel segirme, tip IV pilinin polimerizasyon ve depolimerizasyon dongiileri
yoluyla gergeklesir. Polimerizasyon, pilusun uzamasina ve sonunda yiizeylere yapismasina
neden olur. Depolimerizasyon ise pilusun yiizeylerden geri ¢ekilmesini ve ayrilmasini saglar.
Omegi, biyofilm siirecinde goriilmektedir. Bir bakteri biyofilmi, hiicre dis1 polimerik
malzemeler araciligryla bir yiizeye bagli bakteri toplulugudur. Biyofilm olusumundan &nce
bakterilerin, planktonik durumlarindan c¢ikarak yiizeyde birikmesi gerekir. Bakteriler
yiizeylerde biriktikten sonra, biiylime ve bdylece biyofilm olusumu icin alt tabakayi
kesfederek uygun yerleri bulmak amacryla tip IV pili olarak adlandirilan uzantilar kullanarak

yiizeyde segirebilirler (Jayathilake vd., 2019: 1).

Kayma motilitesi, flagella veya pili gibi itici yapilardan bagimsiz olan bir yer
degistirme tlirtidiir (Nan, 2017; 154). Kayma, mikroorganizmalarin su orani diisiik olan
filmlerin yiizeyi boyunca hareket etmesine izin verir. Bu hareketliligin mekanizmalar1 kismen
bilinmektedir. Kayma hizi1 organizmalar arasinda degisir ve yOniin tersine c¢evrilmesi

goriiniiste bir tiir i¢ saat tarafindan diizenlenir (Nan vd., 2014: 170).

Yayilma hareketi, 6zel yiizey 6zellikleri ile birlikte biiyiiyen bir kiiltiirde genisleyen
kuvvetler tarafindan tiretilen bir tiir ylizey translokasyonudur. Mikromorfolojik model, tek bir
katmanda sikica paketlenmis hiicrelerin tek tip bir levha olusturmasi sekindedir. Levha bir

birim olarak davranir ve yavas hareket eder (Pollitt ve Diggle, 2017: 2945).

Darting hareketi, ortak bir kapsiil i¢indeki bir hiicre kiimesinde gelistirilen ve
hiicrelerin kiimeden disar1 atilmasiyla sonuglanan, genisleyen kuvvetler tarafindan {iiretilen bir

tiir ylizey translokasyonudur (Pollitt ve Diggle, 2017: 2945).
2.3.1.1. Flagella: Yap1 ve Fonksiyonu

Bir¢cok bakteri tiirii kamg1 sayesinde hareketlidir. Flagellum, yaklasik 30 farkh
proteinin 20-30 bin protein alt biriminden olusan devasa bir molekiiler komplekstir (Duan vd.,
2013: 1; Imada, 2018: 560). Mutant analizi, biyokimya ve elektron mikroskobunun

kombinasyonu ile elde edilen sonuglar flagellanin, bazal yap1 ve eksternal yap1 olmak {izere
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iki boliimden olustugunu gosterir. Eksternal yapi1 lic boliimden olusur: kanca, ¢ubuk ve
filament (Erhardt, 2016: 187; Imada, 2018: 560). Bazal govde ise, ters ¢evrilebilir bir doner
motor, flagellar bilesenleri ve baz1 bakteriyel viriilans proteinlerini yer degistiren bir protein
disa aktarma aparatindan olusur. Bazal govde halkalari, sitoplazmik membran proteinleri
MotA ve MotB'den olusan stator kompleksi ile doner motoru olusturur (Duan vd., 2013: 1;
Imada, 2018: 561). Bazal govde halkalart dort ana halka yapisindan olusur, L halkasi, P
halkasi, MS halkast ve C halkasi. MS- ve C-halkasi bir rotor olusturur ve tork, stator
kompleksindeki proton yolu boyunca proton akisi ile birlestirilen rotor-stator etkilesimi
tarafindan dretilir (Duan vd., 2013: 1; Imada, 2018: 561). Kanca ise, filament ile taban
govdesi arasindaki kisa baglantidir. Flagellar kanca proteini (FIgE) alt birimlerinin sarmal bir
birlesimidir ve birbirlerine gore bir aciyla sabitlendiklerinde torku bir eksenden digerine ileten
bir mafsal olarak islev goriir. Kancanin, hiicre yiizeyinin (peritrikdz bakterilerin) cesitli
kisimlarindan disar1 bakan kamg¢inin, bir filament demeti olusturmak ve hiicreyi ileri itmek
icin bir yonde torku iletebilmesi i¢in esnek bir eklem islevi gordiigi diisiiniiliir. Kanca, esnek
bir eklem olarak belirli bir agiyla biikiildiigiinde ve dondiigiinde, kanca yapisindaki her bir alt
birim ag1y1 korumak icin her zaman konformasyonunu degistirmek zorundadir (Aizawa, 2015:
129). Cubuk, bazal gdvde doniisiinli kancaya ve filamana iletmek i¢in bir aks gorevi goriir.
Cubuk yapis1 karmagiktir ve hiicre proksimalinden distale dogru montaj sirasi ile dort ilgili
proteinden birlestirilir: FlgB, FlgC, FlgF ve FlgG (Mukherjee ve Kearns, 2014: 319). FlgB'nin
FliE ile etkilesime girdigi bulundugundan, FlgBmin FliF'ye bitisik oldugu diistiniilmektedir.
FlgG'nin, ¢ubuklar kesildiginde kanca ile birlikte saflastirilan tek cubuk proteini oldugu ve
FlgG'nin dis zar gecisinde ayri olarak yer aldig i¢in, kancaya bitisik oldugu diisiiniilmektedir
(Mukherjee ve Kearns, 2014: 319). Eksternal yapinin bir diger elemani olan filament, yaklasik
20 nm ¢apinda ince bir sarmal yapidir ve tipik olarak yaklasik 15 um uzunluga kadar
ulagir. Flagellar filamentler, yaklasik 20000 flagellar filament proteini, flagellin (FliC), alt
birimlerden olusur ve hiicrenin viskoz ortamlarda yilizmesi i¢in itme kuvveti iiretmek iizere

sert bir pervane gorevi goriir (Imada, 2018: 561).
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Sekil 2.6. Flagellumun Sematik Diyagrami.

Sekil, kam¢inin merkez dilimini ¢ogunlukla gri renkte, yalnizca ¢ubuk ve LP halkasi onlar1 vurgulamak igin
renkli olarak gdstermektedir. Her yapisal birimi olusturan bilesen proteinler parantez i¢inde yazilmistir. MS
halkast ve C halkasi1 rotor gorevi goriir. MotA/B kompleksi, H+ akisinin enerjisini motor doniisiine doniistiiren
stator gorevi goriir. Distal (sar1) ve proksimal (yesil) gubuklar birlikte motor torkunu kancaya ve filamana ileten
bir tahrik mili olarak c¢alisir. L halkasi (mor) ve P halkasi (camgdbegi) birlikte bir burg gérevi goriir ve flagellar
motorun yiiksek hizli doniisiinii destekler. OM, PG ve IM sirasiyla dis zar, peptidoglikan tabakasi ve i¢ zardir.

Kaynak: (Yamaguchi vd., 2021:4)

Flagellin, flagellar filamentlerin ana yapisal proteinidir; dort lineer olarak baglh alan,
iki filament ¢ekirdek alami (DO, DI1) ve iki hiperdegisken bolge alanit (D2, D3) igerir
(Terashima vd., 2008: 56). Flagellinin N- ve C-terminal zincirleri, filament ¢ekirdeginde
konumlanmis DO ve D1 alanlarin1 olusturan paketlenmis o-sarmal yapilar olusturur.
Flagellinin degisken bolgesi, filament dis yiizeyinde katlanmig bir B-tabaka yapisi (D2 ve D3
alanlar1) olarak ortaya ¢ikar (Ramos vd., 2004: 514). Bakteri tiirlerine bagl olarak flagellinler
degisken molekiiler agirliklara sahiptir. Flagella olusumu ve islevi i¢in 50'den fazla gen
gereklidir ve bu genlerin ifadesinin siki bir kontrol altinda oldugu goriilmektedir. Sentezleri

ve iglevleri hiicre tarafindan enerji tiiketimini gerektirdiginden (E. coli'deki biyosentetik enerji
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harcamasiin yaklagik 9%2'si), flagellar genlerin ekspresyonu cevresel kosullarca da
diizenlenir (Macnab, 2003: 77). E. coli flagellar motorlari, iyon akis yoniinii degistirmeden
hem saat yoniiniin tersine (Counterclockwise, CCW) hem de saat yoniinde (clockwise, CW)
doner. E. coli hiicreleri, timii CCW yoniinde dondiiklerinde hiicre govdesinin arkasinda solak
sarmal filamentleri demetleyerek diiz bir ¢izgide ylizebilir. Bir veya birden fazla motor doniis
yoniinii CCW'den CW'ye degistirdiginde, kamg¢1 demeti bozulur ve hiicrenin yuvarlanmasini
ve yilizme yoniinli degistirmesini saglar. E. coli hiicreleri, motorun anahtarlama frekansini
koordine etmek i¢in besinlerdeki, ¢cevresel uyaranlardaki ve sinyal molekiillerindeki zamansal
degisiklikleri algilar. Transmembran kemoreseptorler, enerji ile ilgili sensorler ve hiicre i¢i
fosfotransferaz sistemleri, ¢evresel sinyalleri algilar ve ardindan bunlar1 hiicre ici sinyallere
doniistiiriir. Takiben, hiicre i¢i bir sinyal iletim sistemi, motor doniis yoniini CCW'den CW'ye
degistirmek i¢in sinyalleri flagellar motora iletir. Hiicreler, hayatta kalmalari i¢in daha uygun
ortamlar1 kesfetmek i¢in bir “kos-takla” modelini tekrarlar (Nakamura ve Minamino, 2019:
279). Hareket yoniine rehberlik edecek g¢ekicilerin veya kovucularin yoklugunda bakteriler,
flagellar doniis yoni tarafindan belirlenen bir dizi kosu ve takla iceren rastgele bir yiiriiyiis
diizenini takip eder. Kemoreseptorler, kamg¢i donilis yOniinii kontrol eden proteinlerin
fosforilasyon durumunda bir degisiklikle sonuglanan “cezbedicilere-gekicilere” baglanir,
hiicrelerin yuvarlanma frekansini azaltir ve hiicrelerin cezbedicilere dogrudan ilerlemesine

imkan saglar (Ravichandar vd., 2017: 2).
2.3.1.2. Patojenitede Motilite ve Flagella

Bakteriyel patojenite, enfeksiydoz bakteri sayisi, konak¢iya giris yolu ve konak
savunma mekanizmalar tizerindeki etkiler agisindan tanimlanir. Herhangi bir enfeksiyon i¢in
on kosul, patojenik bakterilerin hedef hiicre ylizeyinde bazi molekiiller ile karsilagsmasidir;
daha sonra bakteriler hiicreleri kolonize edebilir, ¢esitli dokulara gecebilir, konak¢1 dokulari
ve organlar istila edebilir ve konak¢i enfeksiyonuna neden olmak i¢in orada cogalabilir.
Hareketlilik, dis uyaranlara yanit olarak gen ekspresyonlariyla isbirligi i¢inde, farkli ¢evresel
kosullara uyum saglamada kamgili bakteriler i¢in bir avantajdir (Soutourina ve Bertin, 2003:
512; Fenchel, 2002: 1070). Flagellar motilite, uygun ortamlara dogru hareket etme ve zararl
kosullardan kagma kapasitesi aracilifiyla bakterilere yarar saglar, bdylece diger
mikroorganizmalarla basarili rekabet miimkiin olabilir. Flagellum aracili motilite, bakterilerde
iyl calisilmis bir motilite tipidir. Flagella, patojenik bakterilerde motilite saglamak i¢in
gereken yapr olmakla birlikte flagella, sadece motilite kazandirarak degil, baska yollarla da

bakteriyel patojeniteyi etkiler: konak¢i hiicrelere tutunmayi tesvik eder, besinlere dogru
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ilerlemek i¢in mekanik hareketlilik saglar, biyofilm olusumunu tesvik eder, hiicre zarlari
boyunca viriilans faktorlerinin yer degistirmesini kolaylastirir ve Toll benzeri reseptor 5 (Toll-
like Receptor 5, TLRS) sinyal yolu aracilifiyla proinflamatuar sitokinleri tetikleyerek
immiinomodiilatorler olarak gorev yapar (Caldwell vd., 1985: 942; Newell vd., 1985: 220;
Nachamkin vd., 1993: 1270; Stevenson vd., 2015: 276; Rossez vd., 2015: e1004483).

Daha o6nce de bahsedildigi iizere flagellanin yapisal bileseni flagellindir. Flagellin,
konak bagisiklik sistemi tarafindan taninan 6nemli bir hedeftir. Baslangigta dogustan gelen
bagisiklik sistemi, konagin hiicresel ve molekiiler savunma mekanizmalarini alarma gecirerek
ve adaptif bagisiklifa gecisi kolaylastirarak bir enfeksiyon yaratir (Iwasaki ve Medzhitov,
2010: 292). Enfeksiyon, “ben olmayani” “kendinden” ayirt ederek algilanir; bu nedenle
dogustan gelen bagisiklik sistemi, mikroorganizmalarda bulunan ancak konakg1 hiicrelerde
bulunmayan korunmus patojenle iliskili molekiiler modelleri (Pathogen-Associated Molecular
Patterns, PAMP) taniyan bir dizi germ hatt1 kodlu reseptor ile donatilmistir. Bu patern tanima
reseptorleri (Pattern Recognition Receptors, PRRs) arasinda, TLR ailesi ¢ok g¢esitli
mikroorganizmalardan tiiretilen lipidleri, lipoproteinleri, proteinleri ve niikleik asitleri
taniyabilir (Kawai ve Akira, 2010: 379). Bu baglamda TLRS, flagellar protein FliC'deki
korunmus boélgeleri tanir (Andersen-Nissen vd., 2005: 9250). Ek olarak, hiicre ic¢inde
mikrobiyal tehdidi algilayan baska alicilar da mevcuttur. Bu reseptorler arasinda, NOD
benzeri protein NLRC4, dogrudan konake1 hiicrelere salgilanan flagellini tanmiyabilir (Miao
vd., 2006: 572). Bu etkilesim, proinflamatuar multiprotein inflamatuar kompleksinin
olusumuna yol acar ve kaspaz-1'in aktivasyonu ve ardindan IL-1P ve IL-18'in aktif forma
proses edilmesi ile sonuclanir (Mariathasan ve Monack, 2007: 35). Kaspaz-1 aktivasyonu
ayrica bakteriyel enfeksiyonun kontroliine katkida bulunan piroptoz adi verilen inflamatuar
hiicre 6liimiine de yol agabilir (Miao vd., 2006: 572). Dolayistyla goriilmektedir ki kam¢inin
bilesenleri sadece bakteri hareketi ve konak hiicre istilasi i¢in merkezi degildir, ayn1 zamanda

bakteriyel enfeksiyonun immiin taninmas1 ve kontrolii i¢in de gereklidir.
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Sekil 2.7. Memeli Hiicrelerinde Flagellin Tarafindan Sinyal Iletimi.

Bagisiklik hiicreleri, TLR5 homodimer veya heterodimer kompleksleri yoluyla hiicre dis1 monomerik flagelline
yanit verir ve bu, bagigiklik hiicrelerinin uygun sekilde uyarilmasi ig¢in 6nemli olan cesitli genlerin
transkripsiyonuyla sonuglanir. TLRS yoluyla sinyal iletimi, sinyali IRAK, TRAF6 ve TAK1 araciligiyla MAPK
ve IkB basamaklarina ileten MyD88'e bagl bir adaptdr molekiilii aracilifiyla gerceklesir. MAPK ve IkB
basamaklari, sirasiyla AP-1 ve NF-kB transkripsiyon faktorlerinin indiiklenmesiyle sonuglanir. Bu iki
transkripsiyon faktorii, dogal ve kazanilmis bagisiklikta yer alan c¢esitli genleri indiikler. TLRS/TLR4 yoluyla
sinyallesme, MyD88'den bagimsizdir ve IFN-f iiretimiyle sonuglanan IRF3 yolu araciliiyla gergeklesir. Daha
sonra, IFN-B, nitrik oksit (NO) firetimi ile sonuglanan STAT!'in aktivasyonu yoluyla iNOS gen
transkripsiyonunu indiikler. Bununla birlikte, hiicre i¢i flagellin, baz1 bakteriler tarafindan tip III salg: sistemi
yoluyla konake1 hiicre sitoplazmasina eklendiginde, aktif kaspaz-1 yoluyla IL-1 B salgilanmasiyla sonuglanan
NLRC4 tarafindan saptanir. AP-1, Aktivatdr protein-1; GRO, biiylimeye bagli onkogen; hBD, insan beta
defensinleri; IRF3, interferon yanit faktorii 3; IRAK, IL-1 reseptorii ile iliskili kinaz; LRR, 16sin agisindan
zengin tekrarlar; MAPK, mitojenle aktive olan protein kinaz; MCP, monosit kemoatraktan protein; MIP,
makrofaj inflamatuar protein; MyD88, miyeloid farklilasma faktorii 88; NBD, niikleotit baglama alani; NF-«xB,
aktive edilmis B hiicrelerinin niikleer faktorii 'kappa-hafif zincir arttirici’; PYR, pirin alani; TAK1, doniistiiriicii
bliylime faktorii-beta ile aktive olan kinaz 1; TBK1. TANK baglayici kinaz-1; TLR, Toll benzeri reseptdr;
TRAF6, TNF reseptorii ile iligkili faktor 6; TRIF, interferon-B'y1 indiikleyen adaptdr iceren TIR alani; STATI,

sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon 1'in aktivatorii.

Kaynak: (Hajam vd., 2017: e373)
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Enfeksiyon bolgesine dogru yonlendirilmis bir hareket ve bagisiklik sistemi yanitinin
modiilasyonu i¢in kullanilan kemotaktik davranisa ek olarak flagellar hareketlilik, konakci
hiicre dokusuna yapigsmay1 ve biyofilm olusumunu tesvik ederek de patogeneze katkida
bulunur (Haiko ve Westerlund-Wikstrom, 2013: 1254; Rossez vd., 2015: e1004483). Flagella,
birka¢ bakteriyel patojen i¢in yapisma, kolonizasyon ve ardindan konak¢1 hiicre dokusunun
istilas1 i¢in gereklidir. Flagellanin varli§i ve kamg¢inin ylizey yapilan ile ilk etkilesimi,
biyofilmlerin olusumu ve fiziksel etkilesimler yoluyla mikrokoloni yapilarinin korunmasi i¢in
onemlidir (Pratt ve Kolter, 1998: 290). Ek olarak, flagella, yariklara ulasabilir ve bdylece
uygun olmayan yiizeylere tutunmayi1 saglayarak biyofilm olusumu sirasinda bakterilerin
ylizey yapilarima erismesine imkan tanir (Friedlander vd., 2013: 5627). Biyofilm,
kendiliginden {iretilen bir polimerik matris i¢cine gomiilii, ylizeye baglh bir bakteri hiicreleri
toplulugu olarak tanimlanabilir (Wolska vd., 2016: 229; O'Toole vd., 2000: 49). Biyofilmler
hem biyotik hem de abiyotik yiizeylerde olusabilir ve ayrica sivi-hava araylizlerinde ylizen
biyofilmler (pellikiiller olarak adlandirilir) olusabilir (Vaccari vd., 2017: 563). Biyofilm
olusumu, bakteriler planktonik bir durumdan yiizeye bagl bir duruma gectiginde meydana
gelir ve ilk baglanmadan baslayarak mikrokoloni ve makrokoloni olusumunu izleyen bir¢ok

asamada gerceklesir (Flemming vd., 2016: 565).

Otoagregasyon ve mikrokoloni olusumu, bir biyofilm olusturmanin ilk adimlar
arasindadir. Otoagregasyon, mikrokoloni olusumuna ve biyofilme iki sekilde yol agabilir
(Sekil 2.7). ilkinde, tek planktonik hiicreler substrata baglanir. Bu, yiizey adezinlerinin
ekspresyonuna ve muhtemelen motilite faktorlerine baghidir (O'Toole ve Kolter, 1998: 297).
Bunu takiben, bu hiicreler otoagliitininler yoluyla siispansiyondan diger hiicreleri alarak
mikrokoloni olusumuna yol agar (Beloin vd., 2008: el67; Dunne Jr, 2002:160) Diger
mekanizmada, hiicreler ¢ozelti i¢inde kendiliginden toplanir ve agregalar biyofilm olusumunu
baslatmak i¢in substrat iizerine yerlesir. Yiiksek hiicre yogunluklarinda, kiimelenmis hiicreler,
kiimenin en tstlinde yer alan hiicreler besinlere daha fazla erisime sahip oldugundan, tek
hiicrelere gore rekabet avantajina sahiptir. Bununla birlikte, diisiik hiicre yogunluklarinda,
kiimelenmis hiicreler, kiimenin ortasindaki hiicreler sinirli besin erisimine sahip oldugundan
dezavantajlidir (Kragh vd., 2016: e00237-16). Agreganin seklinin de rekabeti etkileyecegi
tahmin edilmektedir: yuvarlak agregalar daha yiiksek hiicre yogunluklarinda daha iyi sonug
verirken, rekabet diisiik oldugunda yilizey alanin1 en iist diizeye ¢ikaran daha fazla yayilmig

agregalar bir avantaja sahiptir (Melaugh vd., 2016: e0149683).
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Sekil 2.8. Biyofilm Olusumunda Otoagregasyonun Rolii.

Otoagregasyon biyofilm olusumuna iki sekilde yol agabilir: planktonik bakteriler ya tek hiicre olarak bir substrat
yiizeyine yapisabilir ve daha sonra tek bir mikrokoloni olugturmak i¢in agregasyon yoluyla daha fazla planktonik
hiicre toplayabilir veya planktonik hiicreler siispansiyon halinde toplanip daha sonra substrat ylizeyine

yerlesebilir. Her iki yol da biyofilm olusumuna yol agabilir.

Kaynak: (Trunk vd., 2018: 140)

E. coli, hem hiicre agregasyonunu hem de biyofilm olusumunu incelemek i¢in model
organizmalardan biridir. E. coli'de otoagregasyon, mikroskobik hiicre kiimelerinin ortaya
cikmasi olarak gozlenir ve bu da statik sivi kiiltiirlerde hiicrelerin makroskopik
topaklasmasina ve yerlesmesine yol agabilir (Hasman vd., 1999: 4836). E. coli'deki
otoagregasyonun ana belirleyicisi, ototransporter ailesine ait olan ve tip V salgilama sistemi
yoluyla salgilanan bol miktarda dis zar proteini olan antijen 43'tiir (Ag43) (Van der Woude ve
Henderson, 2008: 156). Otoagregasyon sirasinda, bitisik hiicrelerin Ag43 a-alt birimleri,
dimer olusumu ile sonuglanan bir bastan sona konformasyonda etkilesime girer (Heras vd.,
2014: 458). Ag43, iistel olarak biiyliyen patojenik olmayan E. coli'nin otoagregasyonunda rol
oynayan bilinen tek yiizey faktorii olsa da, patojenik suslar ayrica fimbria veya pili yoluyla
kiimelenebilir (Schembri vd., 2001:1419; Bieber vd., 1998: 2114). Ek olarak yapilan bir
calismada Al-2'ye yonelik kemotaksinin, E. coli'nin otoagregasyonuna aracilik edebilecegi

gosterilmistir (Laganenka vd., 2016: 1).
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Motilite ve Ag43
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Sekil 2.9. E. coli’nin Onerilen Otoagregasyon Modeli.

E. colimin Ag43 aracili otoagregasyonu sematik olarak ti¢ faza ayrilabilir. Faz I, Ag43 eksprese eden hareketli
hiicrelerin rastgele carpigsmalari ile ilk 'tohumlama' kiimelerinin olusumuna karsilik gelir. Bu ilk agregalar daha
sonra faz II sirasinda biiyiir. Burada, kiimeler tarafindan iiretilen AI-2 gradyanlari, ilave hiicreleri ¢gekmeye
hizmet eder. Agregalardaki daha yiiksek yerel hiicre yogunlugu, AI-2 aracili otoindiiksiyonu destekler (Isr
operonunun baskilanmasi). Ag43 aracili etkilesimlerin goreceli zayifligi nedeniyle, tek tek yiizen hiicrelerin bir
kismi agregalarla dengede kalir ve hiicreler bu faz sirasinda agregalari terk etmeye ve birlestirmeye devam eder.
Son olarak, faz III, agregalarin dagilmasini yansitir. Bu asamada, kiiltiirde artan AI-2 seviyeleri, yiiksek arka
plan nedeniyle kemotaksi kaybina yol agar. Bu, daha sonraki kademeli ayristirma ile sonuglanir, giinkii

agregalardan ayrilan hiicrelerin sayisi1 agregalara katilanlardan fazladir.

Kaynak: (Laganenka vd., 2016: 7)

Otoagregasyon siklikla patogenez ile iliskilendirilir. Otoagregasyona bagl
mikrokoloni olusumu, viriilans modiile eden konakg¢1 hiicrelerde veya yakininda salgilanan
efektorlerin  konsantrasyonunda etkili bir artisa neden olabilir (Guerry, 2007: 457).
Agregasyonun ayrica antimikrobiyal ajanlara kars1 toleransi artirarak (Corno vd., 2014: 297,
Haaber vd., 2012: e41075; Caceres vd., 2014: 6851) istila sikligim1 ve ayrica konakci
hiicrelerin istila etkinligini artirarak (Abdel-Nour vd., 2014: 1441), konak¢1 bagisiklik
sisteminin hiicreleri tarafindan fagositozu engelleyerek (Galdiero vd., 1988: 456) veya
fagozomlar i¢inde sagkalimin artmasi ile patogenezi etkiledigi gosterilmistir (Fexby vd.,
2007: 30). Patojenik bakterilerde otoagregasyon siklikla goézlenmistir ve genel olarak
bakteriyel sagkalimi ve zindeligi tesvik ederek virulansa katkida bulunabilir. Bu nedenle,
otoagregasyon, aksi takdirde zorlu ¢evresel kosullardan veya konak savunmalarindan korunan
bozulmamis bakteri biiylimesi i¢in bir mikro-ortamin yani sira bir biiylime avantaj1 saglayarak
patogenez lizerinde faydali ancak pasif bir etkiye sahip olabilir. Bu, konakg¢1 i¢inde uzun siireli
bakteri kalicilig1 ve basarili kolonizasyon ve istila sansinin artmasiyla sonuglanir (Trunk vd.,

2018: 140).
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2.3.2. Viriilans ve Antibiyotik Toleransinda Motilite

Swarm hareketliligi, O6zellikle flagellaya sahip bakterilerde konake¢r yiizeylerde
kolonizasyon, viriilans faktorlerinin artan ifadesi ve antibiyotik toleransi ile iliskili olarak,
patojenite ile ilgili 6nemli bir 6zelliktir (Irazoki vd., 2017: 1360). Siirii davranisi, insanlardan
mantarlara ve bitkilere kadar cesitli organizmalarda konakg¢iya tutunma ve kolonizasyonu
kolaylastirarak patojeniteyi destekler (Murray vd., 2010: 511). Artan viriilansa ek olarak,
swarm hareketine sahip bakteriler, planktoniklere kiyasla farkli antibiyotiklere karst artmis
tolerans sergiler (Overhage vd., 2008: 2671; Lai vd., 2009: 127). Pseudomonas aeruginosa, E.
coli, Proteus mirabilis, Vibrio cholerae, S. typhimurium ve Clostridium septicum gibi gesitli
onemli insan patojenlerinin viriilansi, antibiyotik direncine katkida bulunan swarm hareketi ile
iligkilendirilmistir (Overhage vd., 2008: 2678; Lai vd., 2009: 128; Allison vd., 1994: 1155;
Gardel ve Mekalanos, 1996: 2255; Wang d., 2004: 170; Macfarlane vd., 2001: 1126).
Swarming, bakterilerin yar1 kat1 bir ylizey {lizerinde grup gociidiir (Kohler vd., 2000: 5992;
Butler vd., 2010: 3779). Altta yatan mekanizmalar tiire bagli olmasma ve tam olarak
aciklanmamasina ragmen, bu kiimelerde Quarum-Sensing’e (QS) bagli olarak ylizey
gerilimini azaltmay1 saglayan ramnolipidler gibi biyosiirfaktanlarin {iretiminin arttig
gozlemlenmistir. Swarming, aminoglikozitler ve florokinolonlar da dahil olmak iizere ¢esitli
antibiyotiklere karsi artan tolerans ile iligkilendirilmistir (Butler vd., 2010: 3779; Kim vd.,
2003: 3111). “Fedakar 6lim” de bu hayatta kalma siirecine katkida bulunabilir: antibiyotikle
uzun siireli dogrudan temastan 6len hiicrelerin, diger siiriilerin antibiyotikle dogrudan temas
etmesini Onleyen koruyucu bir platform olusturdugu tahmin edilmektedir. Bu nedenle,
popiilasyonun QS aracili siirii genlerini up-regiile etmek i¢in yeterince yiiksek bir yogunluga
sahip olmast ve dogrudan antibiyotige maruz kalan bireyleri kaybetme maliyetini
karsilayabilmesi gerekir (Butler vd., 2010: 3779). Ek olarak, viriilans i¢in sadece motilitenin
kendisinin mi yoksa bozulmamis kamg¢imin m1 gerekli oldugu konusunda da devam eden bir
tartisma vardir. Caligmalar, flagella icermeyen izogenik mutant bakterilerin, hastalifa neden
olma yeteneklerini korumada ve/veya kolonizasyonda ya bir 6l¢lide ya da tamamen basarisiz
olduklarimi gdstermistir (Duan vd., 2013: 2). Baz1 bakteri tiirlerinin, kamgili-hareketli ve
kamgili-hareketsiz suslarinin virtilansini karsilastirilmis, basarili enfeksiyon i¢in hareketlilign
gerektirdigi ikna edici bir sekilde gosterilmistir (Duan vd., 2013: 2) (Black vd., 1988: 478).
Ozetle, flagellum aracili hareketlilik, patojen-konak etkilesimlerini arttirmak ve miiteakip
yapisma ve kolonizasyonu tesvik etmek i¢in gerekli oldugundan flagella, patogenezde énemli

bir role sahiptir.
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3. MATERYAL METOD
3.1. Bakteri Suslan ve Kiiltiir Kosullar:

E. coli (ATCC 8739) ve E. coli (DH5a) Nutrient Broth ortaminda orbital olarak
calkalanarak (160x rpm) ya da agar plakalarda 37°C'de kiiltiirlenmistir. NB sivi besiyeri
bilesenleri (NB: Kazein 15 g/, Maya ekstrakti 3 g/L, Sodyum kloriir 6 g/L) dH>O ile
coziindiiriilerek 121°C'de 15 dakika otoklavlanmistir. Agar plakalar ise, NB sivi besiyeri

bilesenlerine agar (%]1,5, v/w) eklenerek hazirlanmistir.
3.2. Antimikrobiyal Ajanlarin Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

CHX (Fluka Analytical, Chlorhexidine acetate, PHR1222-500MG) 1 mg/mL, AZM
(Ziromin, 500 mg) ise 20 mg/mL olacak sekilde steril dH>O iginde ¢6ziilmiig, ardindan 0.22
uM PES membran filtreler kullanilarak steril edilmistir. Hazirlanan CHX stogu alikotlanarak -
20°C’de muhafaza edilirken, AZM stoklar1 1 hafta icerisinde kullanilmak tizere alikotlanarak
+4°C’de muhafaza edilmistir. Antimikrobiyal ajanlarin hazirlik, saklama ve sonraki kullanim

asamalari, karanlik ortamda gergeklestirilmistir.
3.3. Biiyiime Inhibisyon Testleri

CHX ve AZM’nin biiylimeyi inhibe eden dozlar1 makrodiliisyon yontemi ile
belirlenmistir. Tiip i¢i seyreltme testi olarak da bilinen makrodiliisyon yontemi, ilgili ortamda
antimikrobiyal maddelerin seri seyreltmesini kullanir. Hazirlanan tiiplere bilinen bir
konsantrasyonda bakteri eklen inkiibasyondan sonra, bakteri iremesi ortamin bulanikligi ile
olgiiliir ve MIK degerlerinin gorsel olarak belirlenmesine izin verilir (Gajic vd., 2022: 427).
Suslar, 37°C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda ODgoo’de 0,1
absorbansa ayarlanan kiiltiir ortamlarina antimikrobiyal ajan stoklarindan eklenerek seri
sulandirma yapilmistir ve 15 ml’lik vida kapakli cam tiiplerde 3 ml olarak 37°C’de calkalama
inkiibatorde (160x rpm) biiyiitiilmiistiir. Inkiibasyonun, 8. ve 24. saatlerinde ODeoo degerleri
Ol¢lilmiigtiir. Kor olarak bakteri ile inokiile edilmeyen ilireme ortaminin optik yogunlugu
kullanilmigtir. Biiyliime tizerindeki etki, kontrole kiyasla yiizde (%) olarak hesaplanmis ve

grafiklenmistir.

Agar spot deneyleri icin ise, 8. ve 24. saatlerde alinan bakteri kiiltiirleri seri
seyreltmelere tabi tutulmustur. Her seyreltmenin 3.0 pl'si agar plakalar tizerine damlatilmistir

ve plakalar gece boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir.
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3.4. Nitroblue Tetrazolium (NBT) Testi

CHX ve AZM muamelelerinin oksidatif stres iizerindeki etkisi, hiicre i¢i reaktif
oksijen tiirleri (ROS) miktarinin belirlenmesine yonelik NBT deneyi ile aragtirilmistir (Tvrda,
2019: 200). Bu tahlil, sar1, suda ¢6ziiniir, nitroikameli aromatik tetrazolyum tuzu (2,20-bis(4-
nitrofenil)-5,50-difenil-3,30-(3,30-dimetoksi-) olan NBTmin kullanimina dayanmaktadir.
NBT testinin prensibi basittir: hedef hiicreler tetrazolyum tuzu varlifinda inkiibe edilir ve
ardindan hiicreler NBT'yi siiperoksit radikalleri tarafindan mor-mavi ve suda ¢odziinmeyen
formazan kristallerine doniistiiriildiigli  sitoplazmalarina alir. Formazan hiicre iginde
hapsolurken, optik mikroskop kullanilarak hiicreler icinde gozlemlenebilir. Alternatif olarak,
formazan bir ¢ézlindiirme ajani1 yardimiyla hiicrelerden salinabilir ve daha sonra ortaya ¢ikan
mor-mavi karisimin absorbansi Olgiilerek nicelendirilebilir (Tvrda, 2019: 200). Bu tez
calisgmasinda NBT deneyi, daha onceki ¢alismalarimizda belirtildigi sekli ile yapilmistir
(Tunger ve Gurbanov 2023: 305). CHX ve AZM ile 24 saat boyunca inkiibe edilen E.coli
ATCC 8739 Kkiiltirlerin 600 nm’de en disiik degeri veren deney grubuna gore bakteri
yogunluklart 10 pL total hacimde (OD600 degeri en diisiik olan kiiltiirden 10 pL, diger
kiiltiirlerden ise NB ile 10 pL’ye tamamlanarak) esitlenmistir ve kiiltiirler, 50 pL NBT
soliisyonu (4 mg/mL NBT (dH>O’da), RPMI i¢inde 1/10 konsantrasyonda hazirlanmistir) ile
37°C “de 3 saat boyunca calkalamali inkiibatérde (160x rpm) inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu
takiben 5 dakika boyunca 13.000 xg ‘de yapilan santrifiij sonunda siipernatant uzaklastirilmais,
ayn1 kosullarda tekrarlanan santrifiij ile islemi ile dH20O igerisinde yikama yapilmistir. Coken
NBT-formazan kristalleri, dH2O’nun uzaklastirilmasinin ardindan sirasiyla eklenen 120 pL
2M KOH ve 140 pL DMSO igerisinde ¢oziilmiis ve ¢cok kuyulu plaka okuyucu (Multiskan
FC, Thermo Scientific, Massachusetts, ABD) kullanilarak 96 kuyulu plakalarda (Nest
Scientific, Maryland, ABD) 620 nm‘de Ol¢lim alimmistir, kér olarak KOH DMSO

kombinasyonu kullanilmistir.
3.5. Agar Motilite Testi

Motilite testi Darshan ve Manonmani referans alinarak yapilmistir (Darshan ve
Manonmani 2016: 7). Motil durumun izlenebilmesi i¢in soft agar su sekilde hazirlanmistir:
biiyiime ortami bilesenleri (10 gr/L Casein Peptone (Neogen), 5 gt/L NaCl (Sigma Aldrich), 5
gr/L agar (Liofilchem) hassas terazi ile gereken miktarlarda Olciilerek dH>O igerisinde
¢Oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan agar, 121°C 'de 15 dakika (dk) sterilize edilmistir. 50-55°C’ye
soguyan agara antimikrobiyal ajanlar eklenmistir ve {liger teknik replike olarak 15 mL’lik vida

kapakli cam tiiplere 6 mL olarak aktarilmistir. Tiipler, oda sicakliginda ve karanlik ortamda,
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hareketsiz sekilde donmaya brrakilmistir. On kiiltiir icin 6ze yardimiyla E. coli 8739 agar
plakalarindan birkag¢ koloni alinarak 15 mL’lik vida kapakli cam tiip i¢erisindeki 3 mL NB’ye
steril kosullarda eklenmistir ve 37°C’de calkalamal1 inkiibatorde (160x rpm) bir gece inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda elde edilen énkiiltiirden 3 mL NB icerisine 1/100 oraninda
eklenerek 8 saat boyunca ayni kosullarda biiyiitiilmiistiir ve ODsoo’de absorbans Ol¢limii
alinmustir (ODgoo = 0,8 =~ 6x10%/mL hiicre ). Ardindan E. coli ATCC 8739 kiiltiiriine steril
kosullarda agar delici daldirilarak, agarlarin yaklasik 2/3’{ine kadar dik bir sekilde delinmistir.
Bakteri ile bu sekilde inokiile edilen agarlar, 18 ve 24. saatlerden baslayarak, 7 giin boyunca

takip edilmek tlizere 37°C ’de inkiibasyona birakilmis ve takip silirecinde fotograflanmistir.
3.6. Bakteriyel Swarming Motilite Testi

Swarm durumunun izlenebilmesi i¢in swarming agar Butler vd. tarafindan
tanimlandigr sekli ile hazirlanmistir: 10 gr/L tripton (Neogen), 5 gr/L maya ekstrakt
(Pronadisa), 5 gr/L NaCl (Sigma Aldrich), %0,5 glukoz (D-glukoz %99,5 Merck), %0,6 agar
ortam bilesenleri (Butler vd., 2010: 3781) dH»O igerisine eklenerek ¢oziindiriilmiistiir. Agar,
121°C  'de 15 dk steril edilmistir ve 50-55°C’ye soguyan agara antimikrobiyal ajanlar
eklenmistir. Bu sekilde hazirlanan agarlarin 15 mL’si 100 mm c¢apli petrilere eklenmistir.
Agar petriler, biyolojik replikelerin her biri icin iicer teknik replike olacak sekilde
hazirlamistir. E.coli ATCC 8739 susu yukarida anlatildig: gibi hazirlanan onkiiltiirden 1/100
oraninda alinarak NB ic¢erisinde ayni biiylime kosullarinda biiylitiilmiistiir. Biiylime sonunda
hiicre sayilar1 ODgoo degerlerine gére oranlanarak (ODeoo = 1.0 = 1 x 10® hiicre) 1x10%/mL
olacak sekilde hazirlanmis ve bu silispansiyondan5 pl alinarak, pipet ucu agarin yaklagik
ortasina kadar hassasca ve dik bir agiyla batirilmistir. Agar petriler, inokiile edilen kiiltiir
emilene kadar hareket ettirilmeden bekletilmistir ve ardindan 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Biliylimeler gozlenmis ve fotograflanmis, ayrica olusan koloni boyutu

Olciilmiistiir.
3.7. Otoagregasyon Testi

Bakteriyel otoagregasyon testi, Montero vd. tarafindan belirtildigi sekli ile ancak bazi
modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir (Montero vd., 2017: 10). E. coli ATCC 8739 susu,
NB igerisinde 37°C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda ODego’de 0,1
absorbansa ayarlanan kiiltiir ortamlarina antimikrobiyal ajan stoklarindan eklenerek seri
sulandirma yapilmistir ve c¢alkalamali inkiibatorde (160xrpm) 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Ardindan kiiltiirlerin ODgoo’de absorbans 6l¢iimii alinarak, her kiiltiirden ODgoo 1.0

optimize edilmesi icin gereken kiiltiir miktarlar1 (mL) hesaplanarak, 1844 xg'de 10 dakika
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stireyle santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda silipernatant uzaklastirilmis, pelletler fosfat
tamponlu tuz (Phosphate Buffered Saline, PBS) icinde ODgoo 1.0 olacak sekilde siispanse
edilmis ve her bir muamele grubu icin her biri 3 mL bakteri siispansiyonu i¢ermek tizere iki
adet 15 mL’lik vida kapakli tiipler hazirlanmistir. 8 saat boyunca her saatte ODgoo Ol¢timii
yapilmistir. Olgiimlerden &nce bir tiip vortekslenirken digeri statik birakilmistir. ODeoo
Ol¢timii icin Ornekler, her bakteri siispansiyonunun 1 cm kadar yilizey bolimiinden 150 pL
olarak alinmigtir. Deneyler her biri iki teknik replike icermek iizere, li¢ biyolojik replike
olarak tekrarlanmistir ve aliman ODgoo absorbans degerlerine gore grafik olusturulmustur.
Otomatik toplama yiizdesi su sekilde ifade edilmistir: %A = (Ao - Ac)/ Ao* 100

Ao, 0. saatteki absorbansi ve A, farkli zaman araliklarindaki absorbansi temsil eder.

Otoagregasyonunun gorsellestirilmesi amaciyla Propidium iyodiir (PI) boyamasi
yapilmistir. PI, membran biitlinliigii bozulan hiicrelerde niikleosit asitlere baglanir ve boylece
hiicreleri etiketlemek icin kullanilir (Unal vd., 2002: 248). AZM ve CHX muamelesini
takiben 24 saat sonra kiiltiirlerin ODgoo 6l¢iimleri alinmistir. Her bir muamele grubundan 250
pL 1844 xg’de 10 dakika siireyle ¢oOktiiriilmiistiir. Santrifiij sonunda silipernatantlar
uzaklastirllmis ve bakteri pelletleri, dncesinde -20°C’ye sogutulmus 1 mL %70 EtOH
(dH20O’da)’iin, diisiik hizda calisan vorteks lizerinde damla damla eklenmesiyle fiksasyon
yapilmustir. Fiksasyon ayrica PI penetrasyonunu miimkiin kilip, hiicrelerin floresa mikroskobu
altinda goriiniir olmasini saglar. Analiz edilecek hiicre sayilarinda esitligi saglamak amaciyla,
kontrol grubundan 100 pL hiicre siispansiyonu i¢in 200 pL PI soliisyonu (0.1% v/v Triton X-
100, 20 pg/mL RNase A ve 20 ug/mL PI; PBS igerisinde)olmak iizere, diger muamele
gruplar1 i¢in siispansiyon miktarlari ve bu miktara gore eklenecek PI soliisyonu, ODsoo
degerlerine gore belirlenmistir. 30 dakika boyunca karanlik ortamda ve oda sicakliginda
inkiibasyonun ardindan, 6rnekler 1844 xg’de 10 dakika 1 mL PBS ile yikanmis, santrifiij
sonunda PBS uzaklastirilmis ve pelletler 50 uL PBS ile siispanse edilmistir. Siispansiyonlar,
cam lam (IsoLab, 76x26 mm) iizerine 20’ser uL olarak damlatilmistir, ardindan 6rneklerin
lizerine 45°lik ac1 ile ve hava kabarcigi olmayacak sekilde cam lamel (IsoLab, 24x24)
kapatilarak goriintiilenmeye hazir hale getirilen preparatlar (lam ve lameller kullanilmadan
once %70 EtOH ile temizlenmistir), U-FGNA (eksitasyon: 535 nm, emisyon: 617 nm;
Olympus) filtresine sahip flouresan mikroskobu (Olympus BX53, Shinjuku, Tokyo, Japonya)
kullanilarak gdzlenmis ve 100X biiylitmede goriintiilenmistir. Her 6rnekten 2 teknik replike

olmak tizere 10-15 adet goriintli alinmustir.
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3.8. Kanser Hiicrelerinin Biiyiitiilmesi, Alt-Kiiltiirlemesi ve Dondurulmasi

Tez caligmasinda insan CRC epitel hiicre hattt olan HCT-116 (DSMZ, Almanya),
onceki ¢alismalarimizda belirtilen sekli ile kiiltiir edilmistir. Hiicreler, % 10 FBS (Fetal Sigir
Serumu), % 2.8 (v/v) NaHCOs3 (stok % 7.5 w/v) ve % 1 pen/strep ile takviye edilerek
hazirlanan, dH20’da ¢o6ziinen (10.5 g/L) NaHCO3 icermeyen ve pH'st derisik HCI
kullanilarak 7.5’e ayarlanan RMPI-1640 toz besi yerinde (Kat. No: 11-100; Biological
Industries, Israil) % 95 hava, % 5 CO; igeren inkiibatdrde, 37°C'de biiyiitiilmiistiir. 0.22 pM
PES filtre kullanilarak besiyeri sterilizasyonu gerceklestirilmistir.  Trypsin/EDTA
(0.25%/0.02% wl/v) alt kiiltiirleme veya hiicre toplanmasi sirasinda hiicreleri ylizeyden
ayirmak i¢in kullanilmistir. Hiicre metabolizmasinin tayini, hiicre canliliginin belirlenmesi ve
protein eldesi deneylerinde kullanilmak iizere hiicre ekimi i¢in hiicreler, tripsin muamelesi ile
kaldirilmis ve tripsinin besiyeri ile inhibisyonunu takiben 1000 rpm’de 10 dakika boyunca
santriflij ile ¢coktiiriilmiistiir. Deneylerde 30 pasajin iizerinde hiicre kullanilmamistir (Karacam
ve Tuncer, 2022: 1001; Karadag vd., 2022: 8; Karacam ve Tuncer, 2022: 3). Hiicreler %5
DMSO igeren soguk besiyeri icinde vial kapakli tiiplere aktarildiktan sonra - 80°C’de

muhafaza edilmistir.
3.9. HCT-116 Hiicre Hattinda Adhezyon Testi

E. coli 8739'un HCT-116 insan kolon karsinomu epitel hiicrelerine in vitro adezyonu,
bazi modifikasyonlarla Parveen Rani ve arkadaslari (2018) tarafindan tarif edildigi gibi
gerceklestirildi (Parveen Rani vd., 2016: 1910). HCT-116 hiicreleri 12 kuyulu plakaya cm?
basina 3,5 x 10* hiicre olarak ekildi ve 37°C'de 24 saat inkiibe edildi (ayn1 kosullarda iki plate
hazirlanarak MTT ve adhezyon testleri i¢in kullanilmistir). Ertesi giin yaklagik %80
konfluensiye ulasan hiicreler, besi yerinin uzaklastirilmasini takiben PBS (pH 7.4) tamponu
ile yikand1. Eszamanli olarak, gece boyunca biiyiiyen E. coli 8739 hiicreleri, 1844 xg’de 10 dk
boyunca santrifiijleme yoluyla toplandi, PBS tamponu ile yikandi ve 1 x 10® CFU/mL
konsantrasyonunda RPMI-1640 ortaminda (antibiyotik ve serum igcermeyen) yeniden
stispanse edildi. Yapigsma ve MTT tahlilini gerc¢eklestirmek i¢in, HCT-116 hiicrelerine 500 pL
bakteri siispansiyonu eklendi ve 3 saat 37°C'de inkiibe edildi. Siispansiyondaki bakteriler
pipetle uzaklastirilmig, takibinde HCT-116 hiicreleri iki kez PBS ile yikanmistir. Yiizeye
tutunan hiicreler steril dH2O kullanilarak eppendorf tiiplere toplanmistir. HCT-116
hiicrelerine tutunan bakteriler, uygun diliisyonlar yapilarak agar damlatma deneyleri ve CFU

sayim deneyleri ile belirlenmistir. Agar petriler gece boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir.
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3.10. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) Deneyi

MTT deneyi daha onceki ¢alismalarimizda belirtildigi sekli ile yapilmistir (Tunger vd.,
2019: e01336; Karacam ve Tuncer, 2022: 1001; Karadag vd., 2022: 8).

Ozetle HCT-116 hiicreleri adhezyon testinde tarif edildigi gibi hazirlanarak E. coli
8739 hiicreleri ile birlikte inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan besi yerleri
uzaklastirilmig, her bir kuyuya 1:10 oraninda besi yeri igerisinde seyreltilmis, stok
konsantrasyonu 5 mg / mL (PBS i¢inde; 12 mM) olan MTT reaktifinden 750 pL eklenerek,
plakalar 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. 4 saat sonra her bir kuyuya 750 puL % 10 SDS (v/w)
iceren 0.01 N HCI ¢ozeltisi eklenmis ve plakalar 16 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda her bir kuyudaki renk degisimi 570 nm absorbansta,
mikroplaka okuyucu (Multiskan FC, Thermo Scientific) kullanilarak oSl¢iilmiistiir. Blank
olarak MTT ajan1 ve SDS eklenmis ancak hiicre icermeyen kuyulardan alinan absorbans

degerleri kullanilmistir.

3.11. Western Blot i¢cin HCT-116 Hiicreleri ile E.coli 8739 Hiicrelerinin Birlikte

Inkiibasyonu

E.coli 8739’un HCT-116 insan kolon karsinomu epitel hiicrelerine in vitro adezyonu,
bazi modifikasyonlarla Parveen Rani ve arkadaslari (2018) tarafindan tarif edildigi gibi
gerceklestirildi (Parveen Rani vd., 2016: 1910). HCT-116 hiicreleri hiicre kiiltiirii plakalarinin
her bir oyuguna (alt1 hazne) RPMI-1640 besiyeri igerisinde 7 x 10%cm? hiicre (7x10°
hiicre) ekildi ve 24 saat boyunca % 95 hava, % 5 CO; igeren inkiibatorde, 37°C'de
blytitiilmiistiir. E.coli 8739 hiicreleri ile inokiile edilmeden 6énce HCT-116 hiicreleri FBS
icermeyen RPMI-1640 ortaminda 16 saat boyunca % 95 hava, % 5 CO: igeren inkiibatorde,
37°C'de biiyiitiilmiistiir. FBS igermeyen RPMI-1640 ortamiaspire edildi ve hiicreler, PBS (pH
7.4) tamponu ile yikandi. Eszamanl olarak, 24 saat boyunca gece boyunca biiyiiyen E.coli
8739 hiicreleri, santrifiijleme yoluyla toplandi, PBS tamponu ile yikand1 ve 1 x 108 CFU/mL
konsantrasyonda olacak sekilde RPMI-1640 ortaminda (antibiyotik ve serumdan yoksun)
yeniden siispanse edildi. HCT-116 hiicrelerine 1 mL bakteri siispansiyonu eklendi ve 37°C'de
3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerden, Western Blot’ta kullanilmak {izere

protein izolasyonu yapildi.
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3.12. Protein izolasyonu ve Western Blotlama
3.12.1. E.coli 8739 Hiicrelerinden Protein izolasyonu

CHX ve AZM’nin E. coli izerinde motiliteye etkisinin arastirilmasi kapsaminda FliC
ifadesi incelenmistir. Belirtilen konsantrasyonlardaki AZM ve CHX ile inkiibe edilen ya da
edilmeyen (kontrol) bakteri kiiltiirlerinden 1 ml 10 dakika 1844 xg ‘de santrifiijlenmistir ve
supernatantin uzaklastirilmasini takiben pellet, ayn1 santrifiij kosullarinda PBS ile yikanmistir.
Izolasyon tamponu hazirlarken soguk PBS icerisine %0,05 (v/v) Triton X-100 (Merck),
1/100 PMSF (phenylmethylsulfonyl fliioride, ana stok 100 mM olacak sekilde dH»O ile
hazirlanmistir) eklenmis ve bakteri pelletleri lizerine 200 pL lizis tamponu eklenmistir.
Ornekler buz igerisinde tutulmak iizere sonikasyon % 48 giic ile 5 saniye sonikasyon ardindan
5 saniye durma seklinde 20 dongii olarak prop (Bandelin; UW 2200) kullanilarak yapilmustir.
14.000 xg ‘de 15 dakika siireyle +4°C‘de yapilan santrifiij sonunda siipernatantlar yeni

eppendorflara alinmistir.

3.12.2. E.coli 8739 hiicreleri ile inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerinden protein

izolasyonu

3 saat boyunca E.coli 8739 hiicreleri ile inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerinden protein
izolasyonu proteaz (Thermo Scientific) ve fosfataz inhibitér kokteyli (Thermo Scientific)
iceren T-PER (Thermo Scientific) protein lizis tamponu kullanilarak yapilmistir. Besi yerinin
uzaklastirilmasini takiben hiicreler buz lizerinde, soguk PBS kullanilarak yikanmustir. Lizis
tamponu eklenen hiicrelerin kuyulardan kaldirilmasi i¢in scraper kullanilmistir. Lizis tamponu
icindeki hiicreler 1.5 ml ependorf tiiplerine toplandiktan sonra, 5’er dakikalik zaman
araliklarinda vortekslenmek iizere 30 dakika boyunca buzda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda proteinler, 14000xg’de, 4°C’de, 15 dakika boyunca santrifiij uygulanarak

toplanmustir.

Western blot’ta kullanilacak proteinlerin miktar tayini i¢in Bradford ajani (Comassie
Plus Protein Assay Reagent, Thermo Scientific) kullanilmistir. Bunun i¢in oncelikli olarak
BSA (Bovin Serum Albumin)’nin bilinen konsantrasyonlart ile bir standart egri
olusturulmustur. Bu egrinin olusturulmasinda {iretici firmanin (Comassie Plus Protein Assay
Reagent, Thermo Scientific, ABD, Cat.No:23238) talimatlar takip edilmistir. Kullanilan BSA
diliisyonlar1 Tablo 3.2°de verilmistir. Western blot’ta SDS jele yiiklenecek proteinlerin
miktarin1 belirlemek amac ile protein konsantrasyonu, elde edilen bu standart egriye gore

belirlenmistir (Sekil 3.1).
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Western blot i¢in, 50 pg protein, % 12 SDS, % 30 (v/v) B-merkaptoetanol, % 30 (v/v)
gliserol, % 0.02 (v/w) bromofenol mavisi, 375 mM Tris HCI (pH 6.8) igeren 6X yiikleme
boyasi ile 95°C'de 6 dakika kaynatilmis, % 10’luk ayirma (separating) jeli ve % 4’liikk y1§1lma
(stacking) jeli olacak sekilde hazirlanan SDS-PAGE’e yiiklenmis ve 70V'da stacking jel (iist
jel) ve 110V'da seperating jel (alt jel) boyunca yiirttiilmiistiir.

% 10’luk ayirma (separating) jeli

- 3,24 mL dH>O

- 2,08 mL 4x Seperating Buffer (Tris (Applichem): 0,5 M 181,7 g/L, SDS
(Applichem) 3,84 g/L pH 8,8)

- 29:1 Akrilamid/bisakrilamid (Hoefer): 2,64 mL

- %10 APS (Merck): 40 uLL

- Temed (Biorad): 10 puLL

% 4’liik y181lma (stacking) jeli

- 1,806 mL dH-O

- 779 uL 4x Stacking Buffer (Tris (Applichem): 0,5 M 60,56 g/L, SDS
(Applichem) 3,84 ¢/L pH 6,8)

- 29:1 Akrilamid/bisakrilamid (Hoefer): 397 uLL

- %10 APS (Merck): 14,98 uL.

- Temed (Biorad): 3,74 uL.

Jeldeki proteinlerin Poliviniliden floriir (PVDF) membrana aktarimindan Once
membran 30 saniye metanol ile aktive edilmis ve ardindan 5 dakika 1x transfer tamponunda
(1x transfer tampon: 100 mL 10x transfer tamponu, 200 mL metanol, 700 mL dH,O; 10x
transfer tamponu: 25 mM 30,2 g/L. Tris (Applichem), 192 mM 144 g/L. Glisin (Serva)
bilesenleri 1 L steril dH>O ile ¢oziindiiriiliir) bekletilmistir. Proteinler Hoefer TE70XP yari-
kuru transfer sistemi (Massachusetts, ABD) kullanilarak 200 mA'da 1.5 saat siireyle
poliviniliden difloriir (PVDF) membrana aktarilmistir. Membran, Ponceau S (Serva; 0,2 g
Ponceau S soliisyonu, karanlik ortamda 10 ml asetik asit ile ¢oziindiriiliip, dH>O ile 200
mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir) soliisyonu ile oda sicakliginda yatay calkalayicida 30 dk
inkiibe edilerek, inkiibasyon sonunda membran iizerindeki fazla boyanin giderilmesi amaciyla
dH2O ile yikanarak Syngene G: BOX (Synoptics Ltd.; Nuffield Road, Cambridge)
gorlintiilleme cithazinda goriintiilenmistir.  Goriintiilenmenin  ardindan Ponceau S’in
membrandan tamamen giderilmesi i¢in yatay c¢alkalayict kullanilarak 3 kez ve her biri 15

dakika olmak tizere 1X TBS-T (Tris-Buffered Saline- % 0.1 Tween20, v/v) ile yikama
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yapilmistir. 1X TBS-T igerisinde hazirlanan % 5°1ik yagsiz siit tozu ile oda sicakliinda, yatay
calkalayicida 1 saat boyunca inkiibe edilen membran, takiben 4°C’de gece boyu yatay

calkalayicida primer antikor ile inkiibe edilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan Antikorlar

Primer Antikorlar Hazirlanma Kosullar: Marka
FliC 1:3000 / yagsiz siit Biorbyt, Kat No: orb240580
TIr5 1:300 / BSA Santa Cruz, Kat No: 517439
p65 1:300 / BSA Santa Cruz, Kat No: sc-8008
p-p65 1:300 / BSA Santa Cruz, Kat No: sc-136548
ERKi.2 1:750 / yagsiz siit Santa Cruz, Kat No: sc-93
pERKI 2 1:750 / yagsiz siit Santa Cruz, Kat No: sc-16982
GAPDH 1:1000 / yagsiz siit Santa Cruz, Kat No: sc-25778
Sekonder Antikorlar Hazirlanma Kosullar: Marka
Goat Anti-Rabbit IgG 1:1000 / yagsiz siit Bioss, Kat No: bs-0295G-HRP
Donkey Anti-Mouse IgG 1:5000 / yagsiz siit Santa Cruz, Kat No: sc-2314

Primer antikor toplandiktan sonra membran yatay calkalayict kullanilarak 3 kez ve her
biri 15 dakika olmak {izere 1X TBS-T ile yitkanmis ardindan HRP konjuge ikincil antikor ile
oda sicaklifinda 1 saat inkiibe edilmistir. Ikinci antikor uzaklastirilmis ve membran oda
sicakliginda her bir yikama 15 dak olmak iizere 3 kez 1X TBS-T ile yikanmistir.
Gerektiginde, membranlar 30 dak oda sicakliginda 0,1 M Glisin (pH: 2) ile ve/veya 1 dak
100°C'de stripping tamponu (65,5 mM Tris-HCl pH 6,8; 100 mM 2-Mercaptoetanol; %?2
SDS; dH»0 i¢inde) ile muamele edilmistir, ardindan 1X TBS-T ile seri yilkama adimlari
uygulanmistir. Bandlar ECL soliisyonu (membran Serva ve/veya Advansta markali ECL
soliisyonlar1 ile 3 dk oda sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibe edilmistir) kullanilarak
Syngene G: BOX (Synoptics Ltd.; Nuffield Road, Cambridge) goriintileme cihazinda
gorlintiilenmigtir. Goriintiiler, yiikleme kontrolii (Poncuae S ile goriintiilenen membran) ile
Bio-Rad ImagelLab Software 6.1 yazilimi kullanilarak normalize edilmistir ve ekspresyon

farklar kat degisimi olarak sunulmustur.
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Tablo 3.2. Standart Test Tiipli ve Mikroplaka Protokolleri i¢in Seyreltme Semas1 (Calisma
Aralig1 = 100-1500 pg/mL)

Ependorf etiketi | Diliisyon miktar: BSA(2mg/mL) Final BSA
kayna@i ve hacmi | Konsantrasyonu
A 0 300 pL stok BSA 2000 pg/mL
B 125 uLb 375 uL stok BSA 1500 pg/mL
C 325 uL 325 uL stok BSA 1000 pg/mL
D 175 uL 175 uL B diliisyonu 750 pg/mL
E 325 uL 325 uL C diliisyonu 500 pg/mL
F 325 uL 325 uL E diliisyonu 250 pg/mL
G 325 uL 325 uL F dilisyonu 125 pg/mL
H 400 uL 100 pL G diliisyonu 25 pg/mL
I 400 uL 0 0 pg/ mL =Blank
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3.13. ATR-FTIR Spektroskopi Olciimleri ve Veri Analizi

Antimikrobiyal varliginda biyiitiilen E. coli 8739 hiicreleri ATR-FTIR spektroskopi
teknigi kullanilarak incelenmistir. Bakteri siispansiyonlari, hazirlanirken 1x103/mL hiicre
yogunluguna esitlendikten sonra PBS ile ¢oziindiiriilmiislerdir ve elde edilen siispansiyondan
2 uL, ATR (Attenuated Total Reflectance) iinitesinin (MIRacle, PIKE) Zn/Se kristali {izerine
yerlestirilerek inert azot gaz1 (N2) ile 3 dakika siireyle kurutulmustur. Ornekler ATR-FTIR
spektrometresi (Frontier FTIR Spectrometer, Perkin Elmer) ile 4 cm™ ¢dziiniirliik, 32 tarama
olarak 4000-650 cm™ spektral araliginda toplanmistir. Spektrumlarin eldesi Spectrum One
(Perkin Elmer) yazilimi ile spektral veri analizi OPUS 5.5 (Bruker) yazilimi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Incelenen spektrumlardan elde edilen her bir gruba ait ham spektrumlara
64 taban noktasi ile Rubberband diizeltme yontemi kullanilarak 4000-650 cm™ spektral
bolgede temel ¢izgi (baseline) diizeltmesi yapilmistir. Spektrumlarin gorsel ifadesinde ise her
bir grubun temel ¢izgi diizeltmesi yapilmis ortalama spektrumlari kullanilmistir. Cesitli
biyomolekiillere 6zgii bantlarin biitiinlesik alanlari, OPUS 5.5 (Bruker) yazilim ile belirlenen
frekans araliklarinin integral alanlar1 alinarak analiz edilmistir. Ayrica bant taban ¢izgisinin
orta noktasindan bandin tepe noktasina dikey olarak sanal bir ¢izgi ¢izilerek, ¢izginin
uzunlugu sanal bir cetvel yardimiyla dl¢iilmiistiir. Daha sonra 0 olan nokta isaretlenerek bant

genisligi degerleri elde edilmistir.
3.14. istatiksel Analizler

Sonuglarin istatistiksel degerlendirmeleri ve grafik ¢izimleri GraphPad Prism 6.01
(GraphPad, ABD) kullanilarak yapilmistir. Veriler unpaired t-test uygulanarak analiz edilmis
olup anlamlilik dereceleri p 0,05 *, p < 0,01 **, p < 0,001 *** p < 0,0001 **** olarak
belirtilmistir. Sonuclar ortalama (Mean) + standart hata (SEM-standard error of the mean)
olarak ifade sunulmustur. Deneyler teknik replikeler icermek iizereen az iki biyolojik replike

olarak tekrarlanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kloreksidin ve Azitromisin’in Tek Basina veya Kombinasyon Halinde

Bakteri Biiyiimesi Uzerine Etkisi

CHX ve AZM antimikrobiyallerinin tek basina veya kombinasyon halinde E. coli
8739 ve E. coli DH5a suslan lizerinde antibakteriyel aktiviteleri, 8. ve 24. saatlerde 600
nm’de optik yogunluklar Olgiilerek ve sonrasinda agar spot plaka testi kullanilarak
arastirllmistir (Sekil 4.1-4.2 ve Sekil 4.3-4.4). CHX’in 0,5 pg/mL ile 10 pg/mL arasinda ve
AZM’nin 5 pg/mL ile 50 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarindaki antibakteriyel
aktiviteleri ve kombine uygulamalarin biiylime iizerine etkisi makrodiliisyon yontemi ile
belirlenmistir. Uygulanan konsantrasyonlarda CHX ve AZM kombinasyonunun, her iki sus
icin de biliylime inhibisyonunu arttirdig1 hem 8. saat sonuclarinda hemde 24. saat sonuclarinda

goriilmektedir.

39



150- -

3 .
; ik o, ns
ns ns I
) n ns
2 100- « .o, L .
c e -
£ S
fle)] u o
S
- 504 —
]
e
x
m R
o -
0TE & % 0 % o 2 % E X R ER Ew % Rens
o T T T =) § § § § 5 T £ 3 M
O U O U0 U U o O O © TITITY
N S S T S S b b e el a4 o d 040404
EEEETETEE EEETE E EE EE2EIF
® @ ® © © © ® © @ © ® © © ESEBED
W - N ® ¢ O O w oW W o - N ™ > i St~ 85
b =3 - - o~ w -Te T ™
10?2
10*
10°
X X X X X X x e g
ST T T T T F 5 FEF f8 b5X X X BXAB ><5><§
O U0 U U UG R d 47 5 & 5 Iz 126
o A A o wl sk [T R B i S I T R S
E EE E E EE E E E E E E E E gE gEE
> D o B D S £ X 35 3 s £ 5 EESESES
wn o~N
s = w 2 & 8 TN @ v 2w e

Sekil 4.1. E. coli ATCC 8739’da CHX ve AZM’nin Kombine Uygulamasi, Biiyiime

Inhibisyonunu Arttirir.

CHX ve AZM antimikrobiyallerinin tek basina veya kombinasyon halinde E. coli 8739 iizerinde 8. Saatteki
antibakteriyel aktiviteleri, a) 600 nm’de optik yogunluklar dlgiilerek ve b) sonrasinda agar spot plaka testi
kullanilarak arastirilmistir. Deneyler, her biri en az {i¢ teknik kopya igeren ve en az iki biyolojik replike olarak
tekrarlanmig ve sonuglar ortalama + SEM olarak sunulmustur. Antimikrobiyal uygulanan gruplarin tamami UT
grubu ile ve kombinasyon gruplarinin tamami ise kombinasyon grubunu olusturan dozlar ile t-testi kullanilarak

karsilagtirtlmistir (p < 0.01 **, p <0.001 ***, p <0.0001 **** ns: non-significant).

40



150

100

50

uT
0,5 1g/mL CHX
2 ,g/mL CHX+
3 ,g/mL CHX
4 ,g/mL CHX =
10 ug/mL CHX o
uT
5 g/mL AZM
15 g/mL AZM =
uT
1 ug/mL CHX «
2 g/mL CHX=
3 ng/mL CHX+
g/mL AZM
/mL CHX+

Bakteri yogunlugu (%)
=)
1 pg/mL cHX S 2
12
Hi
5 g cHx
I
-4
i
25 gimt. Azv -
i
ia
Ha
=
15 ug/mL. Az S
1i—
" 3
1

50 j;g/mL AZM =
1 ug/mL CHX+
}
g
15 pg/mL AZM
3 ug/mL CHX+
15 pg/mL AZM

15
2y

ub
10*

10°

10°

-
-

uT

1 pg/mL CHX
2 pg/mL CHX §
3 pg/mL CHX
4 pgfmL CHX
10 pg/mL CHX B
5 pg/mL AZM
15 pg/mL AZM
25 pg/mL AZM
50 pg/mL AZM
1 pg/mL CHX
2 yg/mL CHX
3 pg/mL CHX
15 yg/mL AZM
1 pg/mL CHX+
15 pg/imL AZM
2 pg/mL CHX+
15 pg/mL AZM
3 pg/mL CHX+
15 pg/mL AZM

Sekil 4.2. E. coli ATCC 8739’da CHX ve AZM’nin Kombine Uygulamasi, Biiyiime
Inhibisyonunu Arttirir.

CHX ve AZM antimikrobiyallerinin tek basina veya kombinasyon halinde E. coli 8739 iizerinde 24. Saatteki
antibakteriyel aktiviteleri, a) 600 nm’de optik yogunluklar Olgiilerek ve b) sonrasinda agar spot plaka testi
kullanilarak arastirilmistir. Deneyler, her biri en az {i¢ teknik kopya igeren ve en az iki biyolojik replike olarak
tekrarlanmig ve sonuglar ortalama + SEM olarak sunulmustur. Antimikrobiyal uygulanan gruplarin tamami UT

grubu ile ve kombinasyon gruplarinin tamami ise kombinasyon grubunu olusturan dozlar ile t-testi kullanilarak

karsilagtirtlmistir (p < 0.01 **, p <0.001 ***, p <0.0001 **** ns: non-significant).
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Sekil 4.3. E. coli DH50’da CHX ve AZM’nin Kombine Uygulamasi, Biiyiime Inhibisyonunu
Arttirir.

CHX ve AZM antimikrobiyallerinin tek basina veya kombinasyon halinde E. coli DHS5a tlizerinde 8. Saatteki
antibakteriyel aktiviteleri, a) 600 nm’de optik yogunluklar Gl¢iilerek ve b) ve sonrasinda agar spot plaka testi
kullanilarak arastirilmistir. Deneyler, her biri en az {i¢ teknik kopya igeren ve en az iki biyolojik replike olarak
tekrarlanmig ve sonuglar ortalama + SEM olarak sunulmustur. Antimikrobiyal uygulanan gruplarin tamami UT

grubu ile ve kombinasyon gruplarinin tamami ise kombinasyon grubunu olusturan dozlar ile t-testi kullanilarak

karsilagtirtlmistir (p < 0.01 **, p <0.001 ***, p <0.0001 **** ns: non-significant).
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Sekil 4.4. E. coli DH5a’da CHX ve AZM’nin Kombine Uygulamasi, Biiyiime Inhibisyonunu
Arttirir.

CHX ve AZM antimikrobiyallerinin tek basina veya kombinasyon halinde E. coli DH5a iizerinde 24. Saatteki
antibakteriyel aktiviteleri, a) 600 nm’de optik yogunluklar dl¢iilerek ve b) ve sonrasinda agar spot plaka testi
kullanilarak arastirilmistir. Deneyler, her biri en az {i¢ teknik kopya igeren ve en az iki biyolojik replike olarak
tekrarlanmis ve sonuglar ortalama + SEM olarak sunulmustur. Antimikrobiyal uygulanan gruplarin tamami UT

grubu ile ve kombinasyon gruplarinin tamami ise kombinasyon grubunu olusturan dozlar ile t-testi kullanilarak

karsilastirtlmistir (p < 0.01 **, p < 0.001 ***, p < 0.0001 **** ns: non-significant).

4.2. Kloreksidin ve Azitromisin’in Tek Basina veya Kombinasyon Halinde

Oksidatif Stres Uzerindeki Etkisi

Tek basina veya kombinasyon halinde CHX ve AZM ile 24 saat boyunca muamele
edilen E. coli ATCC 8739’da oksidatif stres, NBT testi ile analiz edilmistir. Sekil 4.5a’da
gortldiigii tizere 15 pg/ml AZM oksidatif strese neden olurken, CHX ve AZM’nin kombine
uygulamasi, CHX konsantrasyonuna bagli olarak bu etkiyi arttirmistir. Sekil 4.5b'de ise

yapilan NBT testlerinden birine ait olmak {izere temsili plaka goriintiisii yer almaktadir.
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Sekil 4.5. CHX Ve AZM’nin Kombine Uygulamasi, Oksidatif Stresi Arttirir

a-b) E. coli ATCC 8739 CHX, AZM veya CHX + AZM ile 24 saat inkiibe edildikten sonra oksidatif stres, NBT
indirgenme deneyi ile belirlenmistir. Her grup i¢in NBT'nin indirgenme seviyeleri, muamele gérmemis kontrol
(UT ) grubuna gore normalize edilerek yiizde (%) degisim olarak verilmistir. Deneyler, her biri ii¢ teknik replike
icermek lizere iki biyolojik replike olarak tekrarlanmis ve sonuglar ortalama + SEM olarak sunulmustur.
Istatistiksel analiz icin t-test kullanilmistir. (p < 0.05 *, p < 0.01 ** p < 0.001 *** p < 0.0001 **** +£p < 0.05,
ns: non-significant).

4.3 Kloreksidin ve Azitromisin’in Tek Basina veya Kombinasyon Halinde

Bakteriyel Motilite Uzerindeki Etkisi

AZM ve CHX in tek basina ve kombinasyon halinde uygulandiginda E. coli motilitesi
iizerindeki etkisi, yari-kat1i agar motilite testi ve swarming motilite testi kullanilarak
arastirtlmistir (Sekil 4.6- Sekil 4.7). Agar motilite testinde hareketsiz bakteriler genellikle
asilanmanin yapildig1 bicak cizgisiyle sinirlt biiylime gosterirken, hareketli bakteriler agarin
asilanma bolgesinden baglayarak yayilirlar ve ortami gozle goriiliir sekilde bulaniklagtirirlar
(Palma vd., 2022: 563). Agar motilite testi 7 giin boyunca takip edilerek 1. giin ve 7. giin
sonuglart  Sekil 4.6’da sunulmustur. CHX’in artan konsantrasyonlarinda tiiplerdeki
bulanikligin doza bagiml bir sekilde azaldigi goriilmektedir. 2 pg/mL CHX + 15 pg/mL
AZM ve 3 pg/mL CHX + 15 pg/mL AZM gruplarinda ise bilylime inhibisyonu

gozlenmektedir. Swarm motilite testinde koloni morfolojileri goriintiilenmistir (Sekil 4.7).
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Antimikrobiyal kombinasyon dozlarinda koloni ¢ap genisliklerinin kii¢lildiigii, swarm hareket

fenotipinin inhibe oldugu goriilmektedir.

1 pg/mL 2 pg/mL 3 pg/mL
CHX+ CHX+ CHX+
1 ug/mL 2 ug/mL 3 ug/mL 15 ug/mL 15 pg/mL 15 pg/mL 15 pg/mL
uT CHX CHX CHX AZM AZM AZM AZM
2
D
(L)
-
1 pg/mL 2 ug/mL 3 pug/mL
CHX+ CHX+ CHX+
1 pg/mL 2 pg/mL 3 pg/mL 15 pug/mL 15 ug/mL 15 ug/mL 15 pug/mL
uT CHX CHX CHX AZM AZM AZM AZM
2
D
(L)
~

Sekil 4.6. CHX ve AZM’nin Kombine Uygulamasi, Motilite Yetenegini Azaltir.

7 glin boyunca sadece CHX, sadece AZM ve CHX + AZM ortamlart lizerinde E. coli 8739 susunun

hareketliligini gosteren temsili tiipler.
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Sekil 4.7. CHX ve AZM’nin Kombine Uygulamasi, Swarm Motilite Yetenegini Azaltir.

Sadece CHX, sadece AZM ve CHX + AZM ile muamele edilmis swarm agar plakalar {izerinde E.coli 8739
susunun 3 giin sonundaki a) koloni goriiniimleri ve b) koloni cap dlciimleri

Bahsedildigi iizere E. coli, hareket i¢in ¢oklu flagellum (¢ogul: flagella) kullanir (Sim
vd., 2017: 2). E. coli’de fliC geni tarafindan kodlanan flagellin, flagella filamentlerinin
iinitesidir (Reid vd., 1999: 153). 8 ve 24 saat boyunca tek baslarina ya da kombine halde CHX
ve AZM ile muamele edilen E. coli ATCC 8739’da motilite ile ilgili olarak FliC ifadesindeki
degisim, western blot ile aragtirllmistir. Sekil 4.8a’da ve Sekil 4.8b’de goriildiigi lizere AZM
tek basina kullanildiginda F1iC ifadesinde diisiik seviyeli bir azalma s6z konusu iken olurken

bu azalma, CHX ile kombine uygulamalarda CHX dozuna bagl olarak artmistir.
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Sekil 4.8. CHX ve AZM’nin Kombine Uygulamasi, FliC Ifadesini Azaltir.

E. coli ATCC 8739 susunun sadece CHX, sadece AZM ve CHX + AZM ortamlar ile inkiibasyonunun a) 8

saatindeki ve b) 24. saatindeki FIiC protein ekspresyon seviyeleri Western blot ile goriintiilenmistir ve yiikleme

kontrolii ile normalizasyon sonucu ekspresyon farklar1 kat degisimi olarak verilmistir.
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4.4 Kloreksidin ve Azitromisin’in Tek Basina veya Kombinasyon Halinde

Bakteriyel Adhezyon Uzerindeki Etkisi

E. coli 8739 tizerinde CHX ve AZM’nin tek baslarina ve kombinasyon halinde
uygulanmasimin HCT-116 kolon karsinomu hiicrelerine adhezyonu {izerindeki etkileri
arastirilmistir. E. coli 8739 ve HCT-116 hiicrelerinin birlikte inkiibe edilmesinin ardindan
HCT-116 hiicrelerine yapisan E. coli 8739 hiicrelerinin sayisi koloni olusturan birimler
hesaplanarak belirlenmistir (Sekil 4.9a-b) ve agar spot plakalar ile bakteri sayilar1 arasindaki
fark gorsel olarak sunulmustur (Sekil 4.9¢). Sonucglara gére CHX ile artan bakteriyel
adhezyonun, CHX ve AZM kombinasyonu ile engellendigi goriilmektedir. Ayrica E. coli
8739 ve HCT-116 hiicrelerinin birlikte inkiibe edilmesinin ardindan HCT-116 hiicrelerinin
canlilik degerleri MTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.10a-b).
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Sekil 4.9. CHX ve AZM’nin Kombine Uygulamasi E. coli 8739’un HCT-116 Kolon

Karsinomu Hiicrelerine Adhezyonunu Engeller ve Hiicre Canliligim1 Azaltir.

a-b) Adhezyon testi sonucunda HCT116 hiicrelerine yapisan E.coli 8739 hiicrelerinin sayist koloni olusturan
birimler sayilarak ve ¢) agar spot plaka testi ile belirlenmistir. Her grup, muamele gérmemis kontrol (UT )
grubuna goére normalize edilerek yiizde (%) degisim olarak verilmistir. Deneyler, her biri en az {i¢ teknik replike
icermek iizere iki biyolojik replike olarak tekrarlanmis ve sonuglar ortalama + SEM olarak sunulmustur.
[statistiksel analiz igin t-test kullamlmustir. (CO; cells only, DK; diliisyon katsayisi, UD; Un-diluated. p < 0.05 *,
p<0.01 ** p <0.001 *** p<0.0001 **** £p <0.05, ns: non-significant).
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Sekil 4.10. E.coli 8739 Uzerinde CHX ve AZM’nin Kombine Uygulamasi, HCT-116 Kolon
Karsinomu Hiicrelerinin Canliligin1 Azaltir.
a-b) Her grup i¢in MTT'nin indirgenme seviyeleri, muamele gérmemis kontrol (UT ) grubuna goére normalize
edilerek yiizde (%) degisim olarak verilmistir. Deneyler, her biri en az ii¢ teknik replike igermek {izere iki
biyolojik replike olarak tekrarlanmis ve sonuglar ortalama = SEM olarak sunulmustur. Istatistiksel analiz icin t-
test kullanilmistir. (CO; cells only. p <0.05 *, p < 0.01 **, p < 0.001 *** p <0.0001 **** £p <0.05, ns: non-
significant).

4.5. Kloreksidin ve Azitromisin’in Tek Basmna veya Kombinasyon Halinde

MAPK ve NF-kB Hiicre Sinyal Yolaklar1 Uzerindeki Etkileri

Flagella, TLRS aracili konak¢i immiin yanitinin anormal stimiilasyonu yoluyla
patogenezde rol oynar. UT ve CHX gruplarinda artan TLRS ifadesinin CHX ve AZM
kombinasyon gruplarinda baskilandigi goriilmektedir. TLRS, p38, JNK (c-Jun N-terminal
kinaz 1) ve ERK1-2 (hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 1 ve 2) gibi NF-xB ve MAPK'lere
bagimli genlerin transkripsiyonunu uyarir (Batah vd., 2016; 117). Bu nedenle HCT-116
hiicrelerinde flagellin-TLRS etkilesimi tarafindan indiiklenen NF-xB ve MAP kinaz sinyal
yolaklarinin aktivasyonu incelenmistir. Sekil 4.11°de goriildiigii gibi kombine uygulama, p65

ve ERK/; aktivasyonunu azaltmistir.
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Sekil 4.11 CHX ve AZM’nin Kombine Uygulandig1 Bakteriler HCT-116 Hiicrelerinde Flic
ile Uyarilan TLRS Yolaginda P65 ve ERK > Aktivasyonunu Baskilar.

4.6 CHX ve AZM’nin Tek Basina veya Kombinasyon Halinde Otoagregasyon
Etkisi

Bakteri hiicrelerinin oksidatif stres gibi ¢evresel strese karsi bir savunma mekanizmasi
olarak kiimelenme davranis1 gosterdigi bilinmektedir (Trunk vd., 2018:140). Sedimentasyon
testi, kiimelenen bakterilerin bulunduklar1 siv1 igerisinde dibe ¢okme davranisinin analizine
dayanir (Trunk vd., 2018:140). 24 saat boyunca CHX ve AZM’nin tek basina veya kombine
muamelesine tabi tutulan E. coli ATCC 8739 susunda otoagregasyon, statik birakilan veya
vortekslenen kiiltiirlerin 600 nm’de optik yogunlugunun Olgiimii ile belirlenmistir. Sekil
4.12a’da goriildiigli gibi vortekslenen kiiltiirlerde optik yogunluk, gruplar arasi farklilik
gostermezken, statik olarak birakilan kiiltiirlerde CHX ve AZM kombinasyonu ¢okelme hizini
arttirmigtir (Sekil 4.12b). Daha iyi bir gorsel ifade icin ise Sekil 11c’de, 0. Saat ile 8. Saat

arasindaki ¢okelme hizi farki gruplar arasinda otoagregasyon ylizdesi olarak verilmistir ve
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kombinasyon gruplarindaki otoagregasyon artis1 net olarak goriilmektedir (Sekil 4.12¢). CHX
ve AZM’nin kombine uygulamasmin E. coli’de otoagregasyona neden oldugu, flouresan

mikroskop goriintiilerinde de goriilmektedir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.12. CHX ve AZM’nin Kombine Uygulamasi Otoagregasyonu Tesvik Eder.

a) Her deney grubu i¢in vortekslenen ve b) statik birakilan kiiltiirlerin ODggo degerleri verilmistir. Deneyler, her
biri ii¢ teknik replike igermek iizere iki biyolojik replike olarak tekrarlanmis ve sonuglar ortalama + SEM olarak
sunulmustur. ¢) 8. saatteki otoagregasyon yiizdesi. Istatiksel anlamlilik kontrol (UT ) grubuna gére, t-test

kullanilarak belirlenmistir (p < 0.01 **, p <0.001 *** p <0.0001 **** ns: non-significant).
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Sekil 4.13. CHX ve AZM’nin Kombine Uygulamas1 Otoagregasyonu Tegvik Eder.

CHX ve AZM muameleri sonunda E. coli ATCC 8739’da otoagregasyon, PI boyamasini takiben flouresans
mikroskobu (100x objektif) kullanilarak goriintiilenmistir. Ayn1 goriintiiler beyaz 151k ile de alinarak birlikte
sunulmustur.
4.7 CHX ve AZM Antimikrobiyallerinin Tek Basina veya Kombinasyon Halinde
E. coli 8739 Susu Uzerindeki Biyokimyasal Degisimlerinin ATR-FTIR

Spektroskopisi ile Tanimlanmasi

Kizilétesi spektroskopisinden elde edilen spektrumlar, bir bilesigin yapisindaki bag
tiirleri, fonksiyonel gruplar ve dolayisiyla ortamdaki mevcut molekiillerin konsantrasyonu ile
yap1 ve fonksiyonu hakkinda 6nemli bilgiler verir (Garip vd., 2009: 1304; Ozek Simsek vd.,
2010: 45). Kiziltesi spektral bolge (4000650 cm™) cesitli hiicresel molekiillerin farkl
fonksiyonel gruplarindan ortaya ¢ikan molekiiler titresimleri temsil etmektedir. Bu molekiiler
titresimlerdeki modiilasyonlar, kilit tasi biyomolekiillerin yapisim ve islevselligini

etkilemektedir (Gurbanov vd., 2021: 200). Calismanin bu béliiminde CHX ve AZM
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antimikrobiyallerinin tek basina veya kombinasyon halinde E. coli 8739 susunun hiicresel
bilesenleri ilizerinde meydana getirdigi degisimler ATR-FTIR spektroskopisi kullanilarak
belirlenmistir. Spektral bantlar, ortalama spektrumlar kullamlarak; protein (3300 cm™-3000
cm™; 1800 cm!-1500 cm™), lipid (3100 cm™-2800 cm™), karmasik (1500 cm™-1200 cm™),
karbonhidrat ve niikleik asit (1200 ¢cm™-900 cm™), parmakizi (true fingerprint; 900 cm™-650
cm) bolgeleri olmak iizere 5 alt spektral bdlgede incelenmistir (Sekil 4.14). Spektrumun
farkli spektral bolgelerinde absorbans degerleri en yiiksek olan bantlar secilerek bant alanlar
(band area), bant alan oranlar1 ve bant genislikleri (bandwidth) gibi spektral parametreler
analiz edilmistir (Tablo 4.1). Analiz edilen bantlardaki degisimler 3700-2800 cm™ ve 1800-
650 cm! spektral ana bolgelerinde sirasiyla Sekil 4.15 ve Sekil 4.16°da gosterilmistir.
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0,16
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Sekil 4.14 Antimikrobiyal Varliginda veya Yoklugunda Biiyiitiilen E. coli 8739 Susuna Ait
Tiim Kizilotesi Spektral Bolgesinin (4000-650 Cm™') Ortalama Taban Cizgisi Diizeltilmis

Spektrumlari.

Taban c¢izgisi diizeltmesi, 64 taban noktasi ile Rubberband diizeltme yontemi kullanilarak yapilmistir.

Spektrumlar, OPUS 5.5 (Bruker) yaziliminda islenmistir.
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Tablo 4.1. E.coli 8739 Susuna Ait Bir IR Spektrumunun Bant Atamalari.

Spektral Band Dalga Bant Tanim Kaynak
.. no Boyu
Bolge (em™)
Lipid Bolgesi 1 2960 CH3; antisimetrik gerilmeleri Ceylani vd., 2022: 114825
1 e
(3100 cm 2 2924 CH; antisimetrik gerilmeleri Ceylani vd., 2022: 114825
2800 cm™)
3 2874 CHj; simetrik gerilmeleri Ceylani vd., 2022: 114825
4 2853 CH; simetrik gerilmeleri Ceylani vd., 2022: 114825
Protein 5 3290 Amid A Faghihzadeh, 2018
Bolgesi 6 3060 Amid B Faghihzadeh, 2018
(3300-3000;
1800 cm! — 7 1640 Amid [ Ardahanli vd., 2022: 106873
1500 cm) 8 1535 Amid IT Ardahanli vd., 2022: 106873
Karmasik Bolge 9 1466 Lipit asil zincirinin CH, makaslama Zanyar vd., 2008: 152
(1500 cm! — gy
1200 cm™) 10 1452 CH, biikme Wang vd., 2012: 4
11 1400 CHj; simetrik deformasyonu Zanyar vd., 2008: 150
12 1307 Amid III Sheng vd., 2015: 21
13 1240 PO, antisimetrik gerilmeleri Gurbanov ve Yildiz, 2017: 120
Karbonhidrat 14 1170 C-OH antisimetrik gerilmeleri Yonar vd., 2022: 166473
iikleik asi
ve Nu" ex asit 15 1080 PO, simetrik gerilmeleri Garip vd., 2007: 187
Bolgesi
(1200 em' — 16 1053 Sakkaritlerin C-C, C-O, C-O-C, ve Zanyar vd., 2008: 140
900 cm™) C—O-P gruplan
17 995 C-O riboz, C-C Zanyar vd., 2008: 137
18 965 C-0O deoksiriboz, C-C Zanyar vd., 2008: 136
19 916 C-0O-C halka titresimi Wang vd., 2012: 4
Parmakizi 20 860 CH; deformasyonu Kizil vd., 2002: 3915
Baolgesi
(900 cm! — 21 780 Urasil bazli halka breathing germe Jin ve Martin, 2017: 408
modu
600 cm™)
22 700 Diizlem dis1 C-H biikiilmesi Navas vd., 2008: 145; Buzoianu

ve Socaciu 2014: 547
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Sekil 4.15. Antimikrobiyal Varliginda veya Yoklugunda Biiyiitiilen E. coli 8739 Susuna Ait
Tiim Kizilétesi Spektral Bolgesinin (37002800 cm'!) Ortalama Taban Cizgisi Diizeltilmis

Spektrumlari.

Taban c¢izgisi diizeltmesi, 64 taban noktasi ile Rubberband diizeltme yontemi kullanilarak yapilmistir.

Spektrumlar, OPUS 5.5 (Bruker) yaziliminda islenmistir.
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Sekil 4.16. Antimikrobiyal Varliginda veya Yoklugunda Biiyiitiilen E. coli 8739 Susuna Ait
Tiim Kizilotesi Spektral Bolgesinin (1800-650 cm™) Ortalama Taban Cizgisi Diizeltilmis

Spektrumlari.

Taban ¢izgisi diizeltmesi, 64 taban noktasi ile Rubberband Lastikbant diizeltme yontemi kullanilarak yapilmstir.

Spektrumlar, OPUS 5.5 (Bruker) yaziliminda islenmistir.
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4.7.1. Lipid (3100-2800 cm™!) Bolgesinde One Cikan Degisimler

Cesitli bakteri zar1 amfifillerinin zincirleri (6rnegin, fosfolipidler) ve yan zincir
titresimleri, CH3, CH2 ve CH fonksiyonel gruplarimin -CH gerilme titresimleri nedeniyle
gbzlenen 3100-2800 cm™! civarindaki bolgedeki tepe noktalari ile karakterize edilebilir (Sekil
4.15). Bu bolgede 2960 cm™, 2923 cm!, 2876 cm™!, 2851 cm™! dalga boylarinda yer alan
bantlar sirasiyla yag asitlerinin CH3 antisimetrik, CH> antisimetrik, CH3 simetrik, CH>
simetrik gruplar ile iliskilendirilir (Zanyar vd., 2008: 159) (Sekil 4.17). CH3 antisimetrik ve
simetrik gerilmelerinin antimikrobiyal kombinasyonu uygulanan gruplarda anlamli olarak
azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.17a; Sekil 4.17c). CH: antisimetrik ve simetrik bant
alanlarmin ise tek bagina CHX uygulanan gruplarda arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.17b; Sekil
4.17d) CH:z antisimetrik gerilme bantlarinin bant genisligi, lipit molekiiliiniin hareket hizlari
ile ilgili oldugu i¢in membran dinamigi hakkinda bilgi verir (Ceylani vd., 2022: 114825). Bu
bantlarin bant genisliklerindeki artis, membran dinamiginde bir artis anlamina gelir. Ayrica,
membran organizasyonunun bozulmasinin, membran akiskanligindaki azalma ile dogrudan
iligkili oldugu da bildirilmistir (Ceylani vd., 2022: 114825). Bu nedenle, lipid igerigindeki ve
membran dinamiklerindeki degisiklikler, daha giivenilir olarak bant alan oranlar1 ve Bw2g22 /

Bw2oss hesaplanarak degerlendirilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. Lipid Bodlgesinin Spektral Bant Alanlarindaki ve Bant Genigliklerindeki
Degisiklikler.

Her grup, UT grubuna gére normalize edilmis ve yiizde (%) olarak hesaplanmistir. Sonuglar ortalama + SEM
olarak sunulmustur. Karsilastirma icin t-test kullamlmustir (p < 0.05 *, p < 0.01 **, p < 0.0001 ****  ns: non-
significant).

CH: antisimetrik (2924 cm™) ve CH3 antisimetrik (2960 cm™) gruplarinin oram
doymus yag asitlerinin agil zincir uzunlugu hakkinda bilgi vermektedir (Shapaval vd., 2019:
6). Daha yiiksek degeri, nispeten daha uzun zincirli lipitlerin varligina isaret ederken, daha
diisik degeri, daha kisa zincirli ve/veya daha fazla dalli olanlarin varligi anlamina gelir
(Yonar vd., 2022: 166473). Sekil 4.18a’dan goriildiigii lizere kombinasyon gruplarinda
A2924/Az960 orani onemli derecede artmistir. Kizilétesi spektrumun C-H gerilmeler bolgesinde
yer alan 2851 cm-! ve 2923 cm!'deki bantlari, birincil olarak doymus zincirler olmak iizere
lipid acil ile dogrudan iliskili olan membran lipitlerinin simetrik CH> gerilme durumundan
kaynaklanmaktadir (Beljebbar ve Manfait, 2011:138). Sonuglarimiz Asgs3/A29244+2853 oraninin
kombinasyon gruplarinda arttigim1i gostermektedir (Sekil 4.18b). Ayrica lipid/protein
iceriginin yiiksek antimikrobiyal kombinasyon dozlarinda arttig1 gortilmektedir (Sekil 4.18c).
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Bw292 / Bwagss oran1 ise membran dinamigi hakkinda bilgi saglamaktadir ve bu orandaki
azalmalar membran organizasyonunun bozulmasi ile dogrudan iligkilidir. Calistigimiz tiim

deney gruplarinda bu oranin anlamli derecede azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.18d).
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Sekil 4.18. Lipid Icerigi ve Membran Dinamikleri Hakkinda Bilgi Veren Bant Oranlarindaki
Degisiklikler.
Her grup, UT grubuna goére normalize edilmis ve yiizde (%) olarak hesaplanmistir. Sonuglar ortalama = SEM

olarak sunulmustur. Karsilagtirma igin t-test kullanilmigtir (p < 0.05 *, p < 0.01 **, p < 0.0001 **** ns: non-

significant).
4.7.2. Protein (3300-2800 cm™; 1800-1500 cm™!) Bolgesinde One Cikan Degisimler

3300 cm™! ve 3060 cm!'deki zirveler, proteinlerde sirastyla amid A ve amid B'nin N-H
gerilmesini gosterir (Sekil 4.15). Ayrica, protein bolgesi i¢in sorumlu piklerin ¢cogu, esasen,
proteinlerin ve peptitlerin amid I ve amid II'sinin hakim oldugu 1800 cm™ ve 1500 cm™'deki
pikleri igerir (Sekil 4.16). Amid A yogunlugunun ¢alisilan antimikrobiyal dozlarin tamaminda
ve daha anlamli olarak kombinasyon gruplarinda arttig1 goriilmektedir. Proteinlerin amid B,
amid I ve amid II gruplarina atanan 3060 cm™, 1640 cm™ ve 1535 cm™ spektral bant

alanlarinin ise ozellikle kombinasyon gruplarinda azaldii goriilmektedir. 1640 cm'deki
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Amide I bant genisligi, protein karbonilasyonunun bir gostergesidir ve kombinasyon

gruplarinda bu bandin genisligi anlamli olarak azalmaktadir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Protein Bolgesinin Spektral Bant Alanlarindaki ve Bant Genisliklerindeki
Degisiklikler.
Her grup, UT grubuna gore normalize edilmis ve yiizde (%) olarak hesaplanmistir. Sonuglar ortalama + SEM

olarak sunulmustur. Karsilagtirma igin t-test kullanilmistir (p < 0.05 *, p < 0.01 **, p < 0.0001 **** ns: non-

significant).
4.7.3. Karmasik (1500-1200 cm™!) Bolgede One Cikan Degisimler

1500-1200 cm™! spektral bdlge araligindaki bantlar lipitler, karbonhidratlar ve niikleik
asitler hakkinda bilgi verir (Vodnar ve Scaciu, 2012:66) (Sekil 4.16). Bu bolgede 1466 cm™,
1452 cm™, 1400 cm, 1307 cm™ ve 1240 cm™ dalgaboylarinda yer alan bandlar analiz
edilmistir. 1466 cm™, 1452 cm™, 1400 cm™ bantlar1 protein ve lipidlerin CH, ve CH3
gruplarinin deformasyonu hakkinda bilgi verir. Bu bantlarin CHX ve AZM kombinasyonu
gruplarinda anlamli olarak azaldigi goriilmektedir. 1307 cm™! bandi proteinlerin amid III
yapisina atfedilmistir ve bu bandin absorbans degeri kombinasyon gruplarinda azalmaktadir.
1240 cm! niikleik asitlerin PO»™ antisimetrik gerilmelerine atanmistir ve bu bandin absorbans

degeri kombinasyon gruplarinda artmaktadir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Karmasik Bolgedeki Spektral Bant Alanlarindaki ve Bant Genisliklerindeki
Degisiklikler.
Her grup i¢in mutlak yogunluk, ‘e’ sekli hari¢ olmak iizere UT grubuna gore normalize edilmis ve yiizde (%)
olarak hesaplanmistir. Sonuglar ortalama + SEM olarak sunulmustur. Karsilagtirma igin t-test kullanilmistir (p <
0.05 * p<0.01 ** p<0.0001 **** ns: non-significant).

4.7.4. Karbonhidrat ve Niikleik Asit (1200-900 cm) Bolgesinde One Cikan

Degisimler

Parmak izi bolgenin 1200-900 cm spektral alt bolgesindeki baslica bantlar
karbonhidratlar ve niikleik asitlerle iligkili fosfat gruplar1 hakkinda bilgi verir (Vodnar ve
Scaciu, 2012:66) (Sekil 4.16). Bu bdlgede 1170 cm™!, 1070 cm™, 1053 cm, 995 cm™! ve 965
cm! dalgaboylarinda yer alan bandlar1 analiz edilmistir. 1170 cm™! bandi, karbonhidratlarin C-
OH antisimetrik gerilmelerine atanmistir ve bu bandin alan degerleri kombinasyon
gruplarinda anlamli bir azalma sergilemektedir (Sekil 4.21a). 1080 cm™ bandi niikleik
asitlerin mannoz ve mannoz-6-fosfat gruplarini ile iliskili olup (Zanyar vd., 2008: 146),
absorbans degeri kombinasyon gruplarinda ©onemli derecede artmistir (Sekil 4.21b).
Sakkaritlerin C-C, C-O, C-O-C ve C-O-P gruplarn ile iliskili oldugu bildirilen 1053 cm!
bandinin (Zanyar vd., 2008: 146) absorbans degeri yalmizca CHX uygulanan gruplarda
azalirken, AZM ve CHX+AZM gruplarinda artmistir (Sekil 4.21c). 995 cm™ ve 965 cm’!
dalgaboylarinda yer alan bu bantlar ise riboz ve deoksiribozlarin C-O, C-C gruplarina atanmis

olup bu bantlarin absorbans degerleri kombinasyon gruplarinda artmaktadir (Sekil 4.21d-e).
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Bu boélgede yer alan 916 cm™' bandi ise karbonhidratlarin C—O, COH, and C—C halka
titresimlerine atfedilmistir (Zanyar vd., 2008: 146). Bu bandin yogunlugu UT grubuna
kiyasla, kombinasyon gruplarinda anlamli olarak artmaktadir (Sekil 4.21f).
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Sekil 4.21. Karbonhidrat ve Niikleik Asit Bolgesinin Spektral Bant Alanlarindaki ve Bant
Genisliklerindeki Degisiklikler.
Her grup, UT grubuna gore normalize edilmis ve yiizde (%) olarak hesaplanmistir. Sonuglar ortalama + SEM

olarak sunulmustur. Karsilagtirma igin t-test kullanilmigtir (p < 0.05 *, p < 0.01 ** p < 0.0001 **** ns: non-

significant).
4.7.5. Parmakizi (900-650 cm™') Bolgesinde One Cikan Degisimler

Parmakizi bolgesi olarak adlandirilan bu spektral bolgede 860 cm!, 780 cm™, 700 cm™
! dalgaboylarinda 3 bant analiz edilmistir (Sekil 4.16). 860 cm™ band1 protein ve lipitlerdeki
CH:> deformasyonu bilgisi saglar ve bu bant alaninin yalnizca CHX uygulanan gruplarda
azalirken, AZM ve CHX+AZM gruplarinda artmistir (Sekil 4.22a). Urasil bazli halka
breathing (solunum) germe modu 780 cm™! bant alani da yalnizca CHX uygulanan gruplarda

azalirken, AZM ve CHX+AZM gruplarinda artmistir (Sekil 4.22b). Bu bolgede yer alan 700
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cm™! bandi ise diizlem dis1 C-H biikiilmesi olarak tanimlanmistir ve kombinasyon gruplarinda

azalma gortilmektedir (Sekil 4.22c).
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Sekil 4.22. Parmakizi Bolgesinin Spektral Bant Alanlarindaki ve Bant Genisliklerindeki
Degisiklikler.

Her grup, UT grubuna goére normalize edilmis ve yiizde (%) olarak hesaplanmistir. Sonuglar ortalama + SEM
olarak sunulmustur. Karsilagtirma i¢in t-test kullanilmistir (p < 0.05 *, p < 0.01 **, p < 0.0001 **** ns: non-

significant).
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5. SONUC - TARTISMA

Gelisen antibiyotik direnci kiiresel Olgekte bir sorundur. Artan dozlarda antibiyotik
kullanimiyla birlikte, antibiyotige direngli suslarin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi,
antibiyotiklerin terapdtik  potansiyelini  tehlikeye sokmaktadir (Sultan vd., 2018:
2066). Bakteriyel patojenler ¢ogu zaman birden fazla antibiyotige karst coklu mekanizmalar
gelistirmektedir (Tyers ve Wright, 2019: 142). Direng, yeni ajanlarin kesfindeki yenilik
eksikligi nedeniyle daha da 6nemli bir sorun haline gelmektedir (Tyers ve Wright, 2019: 142).
Direng gelisimini Onlemek icin kullanilan terapotik yaklagimlardan biri antimikrobiyal
ajanlarin kombine uygulamalaridir (Liu vd., 2020: 200). Kombinasyonlar, antibiyotikler ve
antibiyotik olmayan ajanlar veya ¢oklu antibiyotik kombinasyonlarini igerir (Umemura vd.,
2022: 524). Literatiirde, antibiyotik — antibiyotik kombinasyon uygulamalar1 kapsaminda
birgok farkli antibiyotik ve bakteri ile yapilmis ¢aligmalar mevcut iken (Pietsch vd., 2021:
615618), antibiyotiklerin antibiyotik olmayan ajanlarla kombine uygulamalar1 kapsaminda
antibiyotik — antiseptik kombinasyon yaklagimlarinin arastirildigi ¢alismalar sinirlidir (Pietsch

vd., 2021: 615618).

Antimikrobiyal ajanlarin kesfi ve uygulanmasi ve oOzellikle 20. ylizyilin ikinci
yarisinda antiseptik ve dezenfektan formunda biyositlerin kullanilmasi, c¢ogu bulasici
hastaligin kontroliinii saglamigtir. CHX gibi katyonik antibakteriyellerin, ¢oklu ilaca direngli
suslarin ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin yayilmasini azaltmada yardimec1 oldugu
gosterilmistir (Grare vd., 2010: 436). Ayrica CHX, ¢ok ¢esitli Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere kars1 aktif oldugu bilinen bir antiseptiktir (Grare vd., 2010: 436). Antimikrobiyal
ajanlar arasindaki sinerji ise, ajanlarin birlesik etkisinin, bagimsiz aktivitelerinin toplamindan
daha biiyiikk oldugu anlamina gelir (Leekha vd., 2011: 161). Bu tezde, CHX ve AZM
muamelerinin tek basina veya kombinasyon halinde E. coli lizerindeki etkileri incelenmis
olup elde edilen sonuglar kombinasyonun, ajanlarin bireysel etkilerine kiyasla biiyiime
inhibisyon etkinliklerini arttirdigini, oksidatif strese neden oldugunu, flagellin ifadesini ve
bakteriyel hareketliligi azalttigin1 ve otoagregasyonu tesvik ettigini gostermektedir. Ayrica
kombine uygulama, bakterinin epitel hiicrelere tutunma kabiliyetini azaltmis ve epitel
hiicrelerde flagella ile aktive olan MAPK (Mitojenle aktive olan protein kinaz) ve NF-kB
(Niikleer faktor-kappa B) yolaklarini agagi regiile etmistir. FTIR kullanilarak yapilan ayrintilt
biyomolekiiler analizler, kombinasyonun bakterilerin zar 6zelliklerinde degisikliklere yol
actigini ve proteinler ve niikleik asitler gibi hiicresel molekiiller iizerinde de etkileri oldugunu

ortaya koymustur.
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Reaktif oksijen tiirleri (ROS), kismen indirgenmis oksijen tlirevleridir. Bunlara
stiperoksit anyonu (O2" ), hidrojen peroksit (H20: ), hidroksil radikali ( "“OH) ve tekli (singlet)
oksijen (O 2) dahildir. ROS, bakteri metabolizmasmin kaginilmaz bir sonucu olarak hiicre
icinde iiretilebilir veya c¢evreden tiiretilebilir (Borisov vd., 2021: 839). Antibiyotik tedavisine
yanit olarak olusan ROS, DNA, lipid ve proteinlerde 6liimciil hasara neden olabilir ve bu
nedenle antibiyotiklerin birincil hedefleri lizerindeki zararl etkileri ile birlikte hiicre 6liimiine
katkida bulunabilir (Fang, 2013: 416; Dong vd., 2015: 2181). Bakterilerin antibiyotiklerle
muamelesini takiben ROS'un indiiklenmesi, kinolonlar (Dwyer vd., 2009: 482),
aminoglikozitler (Kolodkin-Gal vd., 2008: e319), kloramfenikol (Albesa vd., 2004: 605),
ampisilin (Kohanski vd., 2008: 679), trimetoprim ve rifampisin (Kolodkin-Gal vd., 2008:
€319) icin raporlanmistir. Oksidatif stres indiiksiyonunun ilk olarak Arriaga-Alba ve galisma
arkadaslar1 tarafindan Salmonella typhimurium'da bir antibiyotigin etki mekanizmasinin bir
parcast oldugu gosterilmistir (Arriaga-Alba vd., 2000: 156). Antibiyotiklerin P.
aeruginosa'daki bir¢ok oksidatif stres genini yukar regiile ettigi gosterildi. Antibiyotiklere
maruz kalindiginda antioksidan enzimlerin indiiklenmesi, bakterilerdeki oksidatif stresin
antibiyotigin oldiriiciiliigline katkida bulundugunu gdstermistir (Yeom vd., 2010: 22689;
Dwyer vd., 2015: 313). Escherichia coli'de ROS'u (hidroksil radikalleri) antibiyotik
olimciilliigiine baglayan potansiyel bir yol, Wang ve Zhao tarafindan degerlendirilmistir.
Norfloksasinin, katalaz geni katG'den yoksun E. coli'de izogenik mutantlarina gore daha
oldiiriicti oldugunu bulmuslardir (Wang ve Zhao, 2009: 1395). Benzer sekilde, ampisilin ve
kanamisin de bir alkil hidroperoksit rediiktaz ahpC E. coli mutantina kars1 artan 6ldirticiiliik
gostermistir. Genel olarak, bu arastirmalar, E. coli'nin antibiyotiklerle tedavisinin bakterideki
stiperoksit seviyelerini arttirdigini gostermistir (Wang ve Zhao, 2009: 1395). Bu caligmalar ile
de gosterildigi lizere antibiyotikler ikincil etki olarak ROS iiretimini arttirabilir ve bu yol ile
antibakteriyel aktivitelerine katki saglayabilirler. Sonuglarimizda CHX ve AZM
kombinasyonlarimin ROS iiretimini anlamli  diizeylerde arttirdifi  gozlenmektedir.
Acinetobacter baumannii ile yapilan bir calismada arastirmacilar CHX’in antibakteriyel
aktivitesinin, artan ROS iiretimi ve daha yliksek lipid peroksidasyonundan kaynaklandigi
sonucuna varmislardir (Biswas vd., 2019: e0224107). Literatiir taramalarinda daha Once
AZM’nin ROS iiretimini arttirdigin1  gosteren calismaya denk gelinmemis olsa da P.
aeruginosa'daki oksidatif stres tepkisini bozdugu (Nalca vd., 2006: 1680), saglikli memeli
hiicrelerinde mitokondriyal toksisiteye, asirt ROS {iretimine ve DNA oksidatif hasarina neden
oldugu Jiang vd. tarafindan gosterilmistir (Jiang vd., 2019: 110). Ayrica Salimi vd. siganlarin
kardiyomiyosit mitokondrilerinde AZM kaynakli ROS olugumuna bagli olarak, mitokondriyal
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membran gecirgenligi ve mitokondriyal sisme ve sitokrom c salinimi bildirmistir (Salimi vd.,
2016: 82). Kohanski vd. (2007), bakterisidal antibiyotiklerin varliginda oldiirticii hidroksil
radikal tretiminin genel mekanizmasinin, trikarboksilik asit dongiisii metabolizmasindaki
degisiklikler, demir-kiikiirt kiimelerinin dengesizlesmesi ve demirin yanls diizenlenmesi
nedeniyle NADH'nin gegici olarak tiikenmesini igerdigini gostermistir (Kohanski vd., 2007:
797). Transkripsiyonu ve/veya translasyonu inhibe eden antibiyotiklerin bakteriyel toksin-
antitoksin kromozomal modiilii mazEF'i tetikledigi ve ROS tarafindan mazEF aracili hiicre
Olimiine neden oldugu da gosterilmistir (Kohanski vd., 2007: 797). Bu siireg, iletisim
sinyalleme peptidi EDF'yi (hiicre dis1 6liim faktorii) gerektirir (Kolodkin-Gal ve Engelberg-
Kulka, 2008: 3169). ROS'un antibiyotik aracilt hiicre 6liimiindeki rolii, ROS savunmasina ait
genlerdeki mutasyonlarin ilag duyarliligini arttirdigt gercegiyle de desteklenmektedir
(Goswami vd., 2006: 949; Tamae vd., 2008: 5981). AZM’ nin translasyon iizerindeki etkisi

diistintildiiglinde, bakteride ROS indiikleyici bir etki gostermesi Onerilebilir.

E. coli 'de hareketlilik, cesitli gevresel ipuglarini tespit etmede ve konake1 hiicrelerde
kolonizasyonda 6nemli bir rol oynar ve bu sekilde potansiyel bir viriilans faktorii olarak
degerlendirilir (Haiko ve Westerlund-Wikstrom 2013; McWilliams ve Torres 2014; Chaban
vd., 2015: 93). E. coli hiicrelerinin hareketliligi, hiicre ylizeyinde rastgele dagitilan 6-8 kamg1
tarafindan desteklenir. Flagella aracili hareketlilik, swimming ve swarming hareketlerini
icerir. Burada swimming, bakteri hiicrelerinin diisik agarli bir kiiltiir ortamindan (%0,3-0,4
agar) birkac flagella kullanarak istenen ylizeye yer degistirmesi olarak tanimlanir (Darnton
vd., 2007: 1758; Swiecicki vd., 2013: 1491). Buna karsilik, bakteri translokasyonu i¢in daha
zor olan yar1 kati-kat1 ortamlarda (%1.5 agar ve iistli) swarming gozlenir. Swarm, hiicrelerin
toplu hareketini icerir (Gomez-Gomez vd., 2007: 5). E. coli 'de swarm, ylizey aktif madde
biyosentezi, ¢esitli flagellalarin katilim1 ve spesifik stator kodlu gen ekspresyonu ile iligkilidir
(Kearns, 2010: 637). Antibiyofilm ve antiviriilans aktiviteleri olan bilesiklerin ¢ogu
kombinasyon terapilerinde kullanilmigtir. Bahari vd. yaptiklar1 ¢calismada, kurkumin ve AZM
‘nin tek basina ve kombinasyon halinde alt MIK'lerinin, P. aeruginosa ‘da biyofilm
olusumunun yani sira siirii ve segirme (twitching) motilitelerini énemli Olclide azalttigini
gostermislerdir (Bahari vd., 2017: 21). Farkli bir c¢alismada ise AZM alt-inhibitor
konsantrasyonlarina (4-8 pg/ml) maruz kalma, P. mirabilis suslarinda motilite kaybina ve P.
aeruginosa suslarinda motilitede 6nemli bir azalmaya neden olmustur (Molinari vd., 1992:
470; Molinari vd., 1993: 681). Salmonella enterica tizerinde yapilan bir calismada AZM’sinin

(10 pg/ml), hem kiimelenme hem de ylizme hareketliliklerini sinirlayabildigi gosterilmistir
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(Matsui vd., 2005: 3400). AZM’sinin, biyofilm olusumunu ve iiriner kateterlere yapismayi
engelledigi, yiizme hareketliligini ve viriilans faktorlerinin iiretimini azaltigt Xu vd.
tarafindan gosterilmistir (Xu vd., 2019: 569). Bir alkoloid olan piperinin, siprofloksasin ve
AZM antibiyotiklerinin E. coli CFT073 biyofilmlerine niifuzunu ve sonug¢ olarak bu
antibiyotiklerin 6nceden olusturulmus biyofilmleri dagitma kabiliyetini arttirdig1 gézlenmistir
(Dusane vd., 2014: e¢112093). Ek olarak AZM’nin P. aeruginosa’nin swarm motillitesini
baskiladig1 Tan vd. tarafindan gosterilmistir (Tan vd., 2016: 317). B. cenocepacia’da CHX’in
adezin kodlayan bir genin down regiilasyonu (adhA) ve kemotaksi ve motilite ile ilgili
proteinleri kodlayan bir¢cok genin up regiilasyonu, sesil hiicrelerin biyofilmden ka¢cmaya
calistigin1 gosterir (Coenye vd., 2011: 1912). CHX ve AZM kombinasyonlarinin sinerjistik

etkisi swarm motilite sonuglarimizda da gézlemlenebilmektedir.

Bakteriyel tutunma, yani bakterilerin diger hiicrelere veya cansiz yiizeylere
baglanmasi, bakterilerin hayatta kalmasini ve gelismesini saglayan temel bir ozelliktir.
Bakteriler, bir konake1 i¢inde hem ekolojik nislerde hem de in vivo olarak biiyiimenin uygun
oldugu mikro ortamlardaki bolgelere baglanma yetenegine sahiptir. Bu 6zellik, bulasicilik ve
yapiskanlik arasinda kurulan 6nemli paralellikler ile uzun zamandir bilinmektedir (Beachey,
1981: 325). Yiizeye tutunmanin, hastalik semptomlarinda ilerleme ile iliskisi, enterik,
solunum ve oral enfeksiyonlarin ¢ogu i¢in gegerlidir (Ofek vd., 2003). Bu nedenle, bu alan,
bakteriyel bulasici hastaliklart 6nleme ve tedavi etme girisiminde yeni terapdtikler icin
giderek daha fazla kaynak haline geliyor. Antibiyotik direnci artmaya devam ettikge, bu
giderek daha Onemli hale gelecektir. Bulasici hastaliklarla miicadele etmek i¢in yeni
yontemler arasinda, yapisma Onleyici terapiler, onemli bir secici baski olan bakterilerin
oliimiine dogrudan neden olmadiklari icin belirli avantajlara sahiptir. Bakteriler i¢in dldiiriicii
olanin altindaki antibiyotik konsantrasyonlarinin, adezinlerin ekspresyonunu ve bakteri
yiizeyinin 6zellikleri dahil olmak iizere hiicrenin biyokimyasini ¢esitli seviyelerde etkileyerek,
organizmalarin ¢esitli diizenleyici mekanizmalarin1 bozma yetenegine sahip oldugu iyi
bilinmektedir. Minimal alt1 inhibitdr konsantrasyonlu (alt MIK) antibiyotiklerin, hem biyotik
hem de abiyotik olmak iizere yiizeye yapismay1 azaltabilecegi gosterilmistir (Mortensen vd.,
2011: 27). Bu, patojen tarafindan konak¢i dokuyla etkilesimin ilk asamasinda kullanilan,
bakterilerin  yiizey hidrofobiklik  karakterindeki  degisikliklerle iliskilendirilmistir.
Siprofloksasinin alt MIK seviyeleri, iiropatojenik E. coli'de bakteri yiizeyinin hidrofobik
dogasinda ve ayrica epitel hiicrelerine yapisma yeteneklerinde bir azalmaya neden olmustur

(Wojnicz vd., 2007: 700). MIK alt1 B-laktamlar piperasilin ve imipenemin de morfoloji,
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hareketlilik ve hidrofobiklik tizerindeki etkileri yoluyla P. aeruginosa'nin yapismasi lizerinde
inhibe edici bir etkisi vardir (Fonseca ve Sousa, 2007: 236). Antibiyotiklerin MIK alt1
konsantrasyonlarinin, insan solunum mukozasinin ex vivo H. influenza ile enfeksiyonu
sirasinda mukozal yiizeyde meydana gelen hasar1 azalttigi da gosterilmistir, bu etkinin orta
kulak iltihab1 ve kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi kosullarla ilgili olmas1 muhtemeldir
(Roberts vd., 1993: 201). Bununla birlikte, 6ldiiriici olmayan antibiyotik seviyelerinin,
UPEC'in kateterlere baglanmasi gibi bazi bakterilerin adezyon seviyelerini artirabilecegine
dair raporlar da vardir (Balagué vd., 2003: 401). Farkl1 antibiyotiklerin alt MiK'lerinin etkisi,
bakteriyel tutunmaya bagli olarak degisir. Rifampin tedavisi, S. aureus'un fibronektin
baglanmasimi azaltmistir. Tersine, alt MIK oksasilin ile muamele edilen S. aureus onemli
olciide artan baglanma gostermistir (Rasigade vd., 2011: 1). Alt MIiK antibiyotiklerin
kullanimiyla ilgili baska bir sorun, teorik olarak bakteri direncini tesvik edebilmesidir.
Farmakokinetigi nedeniyle antibiyotik tedavisi alan herhangi bir hastada MIK alt1 antibiyotik
ila¢ diizeylerinin goriilebilecegine dikkat edilmelidir; bu 6zellikle nispeten zayif antibiyotik
penetrasyonu olan bazi dokularda dogrudur (Cars, 1991: 23). Bu nedenle, antibiyotik
tedavisinin seyri boyunca bazi noktalarda, istilac1 bakteriler iizerinde antimikrobiyal etkiye ve
enfeksiyonun temizlenmesine katkida bulunan bazi anti-adhesin etkileri olabilecegini
onermek mantiklidir; ancak, bu etkinin boyutu bilinmemektedir. Caligmamizin sonucunda ise
CHX ve AZM kombinasyon tedavisinin E. coli 8739 hiicrelerinin, HCT-116 kolon kanseri

hiicrelerine adhezyonunu engelledigi gosterilmektedir.

Bagirsak kolonizasyonu ve epitelyal adezyon, bir¢ok enteropatojenin patogenezinde
cok 6nemli erken olaylardir, bu da daha sonra konakgr1 epitel hiicrelerinin bakteriyel istilasina
ve yayllmis enfeksiyona olanak saglayabilir (Xu vd., 2018: 1234). Cogu enterobakteri,
konak¢iya tutunmak i¢in Gram negatif bakterilerin dis zar ylizeyinden ¢ikint1 yapan yapiskan
filamentli bir organel olan fimbrialar1 kullanir (Xu vd., 2018: 1234). E. coli hiicrelerinin
flagellar motilitesi, konak kolonizasyonunda onemli bir rol oynar (Haiko ve Westerlund-
Wikstrom, 2013: 1260; Liu vd., 2017: 75). fliC ekspresyon seviyesindeki azalmanin flagella
sentezini inhibe ettigi ve bunun sonucunda swim ve swarm hareketliliginin engellenmesine
neden oldugu (Hidalgo vd., 2011: 6857), swarm hareketliligini uyaran kosullarin ytiksek
seviyelerde flagellin iiretimi ile sonuclandigini bilinmektedir (Young vd., 1999: 2830).
Makrolid antibiyotiklerin alt MIK konsantrasyonlarinin ise flagellin ifadesinde kismi
inhibisyona neden oldugu ve bazi makrolidlerin ise tip IV pili olusumunu etkileyerek

motiliteyi inhibe ettigi gosterilmistir (Altenburg vd., 2011: 70). Ornegin, alt MIK 'lerde AZM
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gibi baz1 makrolid antibiyotiklerin, flagellar ekspresyonun azalmasi nedeniyle P. mirabilis ve
P. aeruginosa 'min motilitesini engelleyebildigi daha 6nce gosterilmistir (De Clercq vd., 2002:
2727; Kawamura-Sato vd., 2001: 51). Benzer sekilde Horii vd., mupirosin alt MiK'lerinin P.
mirabilis ve P. Aeruginosa 'da flagellin ekspresyonunu azalttigini bildirmistir (Horii vd.,
2003: 1175). Bu tez calismasinda motiliteyle ilgili olarak, CHX ve AZM muamelerinin FliC
ifadesi lizerindeki etkileri arastirilmis olup sonuglar, CHX’in flagellin ifadesindeki AZM
aracilt kismi azalmayi arttirdigin1 ortaya koymustur. Bu veri, motilite sonuclar1 ile de
uyumludur. Ayrica, tek basma kullanildiginda 3 pg/mL CHX’in FliC ifadesinde bir artisa
neden oldugu goriilmektedir. Bu artis, bakterinin bir antimikrobiyal konsantrasyon
gradyanindan uzaklagsmak i¢in bagvurdugu bir mekanizmanin pargasi olabilir (Emerson vd.,

2008: 761).

Cesitli bakteriyel yiizey yapilari, konake1 6riintii tanima reseptorleri (PRR'ler), 6rnegin
Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) tarafindan taninman molekiiller olan mikropla iligkili
molekiiler modeller (MAMP'ler) olarak islev goriir. PRR algilamasi, dogustan gelenin
aktivasyonuna ve adaptif bagisiklik sisteminin modiilasyonuna yol acar. Bu MAMP'lerden
biri, bakteri kamg¢isini olusturan kurucu protein olan flagellindir (Steimle vd., 2019;
e3000334). Aslinda bakteriyel flagellinler, solunum epitel hiicrelerinin apikal zarinda ve
bagirsak epitel hiicrelerinin bazolateral kutbunda eksprese edilen TLRS tarafindan spesifik
olarak taniir. Bagdastirici protein MyD88 aracilifiyla bu etkilesim, mitojenle aktive olan
protein kinazlari (MAPK!'ler) ve niikleer faktor-kappa B'yi (NF-kB) iceren bagisiklik yaniti
sinyal yollarin1 aktive eder (Batah vd., 2016; 117). NF-xB transkripsiyon faktorleri ailesi,
TNF-a ve IL-6 ekspresyonunu kontrol eden immiin ve inflamatuar yanitlarin merkezi
diizenleyicileridir ve memelilerde bes liye icerir: RELA (p65 olarak da bilinir), c-REL, RELB,
NF-xB1 (p105 olarak da bilinir) ve NF-xB2 (p100 olarak da bilinir). p65, gii¢li bir
transkripsiyonel aktivasyon alani igerir ve c¢ofgu NF-xB transkripsiyonel aktiviteden
sorumludur (Bao vd., 2015; e0125910). Yapilan bir ¢calismada flagella veya flagellinin TLRS
ile etkilesime girdigi, NF-xB yolunun, C. difficile flagellin tarafindan aktive edilen ve
proinflamatuar gen ekspresyonunun ve proinflamatuar mediatér sentezinin yukari
regililasyonuna yol agan baskin TLRS ile iligkili yol oldugu gosterilmistir (Batah vd., 2016;
117). Kommensal E. coli susu MG1655 tarafindan NF-kB'nin aktivasyonu ve interlokin-8
(IL-8) ve CCL-20'nin indiiksiyonu, ilk olarak insan bagirsak epitel hiicresi (IEC'ler) hatlar
HT29-19A ve Caco-2'de in vitro olarak incelenen bir calismada flagellinin, TLRS ile

etkilesimi ve ardindan adaptor protein MyD88'in alinmasi yoluyla bu proinflamatuar yolu
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tetikledigi gosterilmistir (Bambou vd., 2004; 42984). Rolli ve arkadaslariin rekombinant
Salmonella flagellini ile enjekte edilen fareler iizerinde yapmis oldugu ¢alismada, TLRS’in
farelerin tiim organlarda yapisal olarak ifade edildigi gosterilmistir (Rolli vd., 2010: 1). Bu
organlarda flagellin, giiclii bir NFxB ve MAPK aktivasyonu ortaya ¢ikararak ve organlar arasi
varyasyonlarla degerlendirilen farkli sitokinlerin 6nemli iiretimini indiiklemistir (Rolli vd.,
2010: 1). Flagellin ayrica bagirsakta belirgin bir kaspaz-3 ve PARP aktivasyonunu
tetiklemistir ve bu organda apoptozu tesvik etme yetenegi gosterilmistir. Bakteriyel flagellin,
farelerde prototipik dogustan gelen bagisiklik tepkilerini ortaya cikararak akciger, ince
bagirsak, karaciger ve bobrekte ¢cok sayida proinflamatuar sitokinlerin salinmasina yol agar ve
ayrica bagirsakta apoptotik sinyali aktive eder (Rolli vd., 2010: 1). Bu nedenle, bu bakteriyel
protein, kamgili mikroorganizmalara bagli olarak sepsiste sistemik enflamasyon ve bagirsak
bariyeri yetmezliginin kritik bir aracisini temsil edebilir (Rolli vd., 2010: 1). Calismamizin
sonuclarina gore CHX ve AZM kombinasyonu p65 ve ERK aktivasyonunu baskilamistir. Bu

acidan inflamasyon tizerine etkileri de ileriki ¢alismalarda arastirilmalidir.

Pek c¢ok dogal ¢evre kosulunda bakterilerin, ylizeye bagli biyofilmler veya serbest
yiizen agregatlar gibi cok hiicreli yapilar olusturmay: tercih ettikleri iyi bilinmektedir. Bu
yapilar i¢inde hiicreler, ultraviyole 15181na, asitlere, deterjanlara veya antimikrobiyal ajanlara
maruz kalma gibi ¢esitli stres faktorlerinden korunur (Laganenka vd., 2016: 2). Birgok
bakteri, biyotik ve abiyotik ylizeyler lizerinde yogun, tek veya ¢ok mikrobiyal agregatlarin
olugsmasina ve bunlara tutunmasina izin vermek i¢in ayrintili mekanizmalar gelistirmistir
(Costerton vd., 1987: 440; An ve Friedman, 1998: 339; Schluter vd., 2015: 142). Tek tir
kiimelerinin olusumuna otoagregasyon adi verilir. E. coli (Giron vd., 1991: 710; Czeczulin
vd., 1997: 4136; Prigent-Combaret vd., 2000: 455; Schembri vd., 2001: 1422; Sherlock vd.,
2005: 1955; Girard vd., 2010: 10617; Nakao vd., 2012: e51241), Salmonella spp. (Collinson
vd., 1993: 13), Klebsiella pneumoniae (Favre-Bonte vd., 1995: 1318), Edwardsiella tarda
(Gao vd., 2015: 6078), Citrobacter freundii (Bai vd., 2012: e33054), Yersina pestis
(Vadyvaloo vd., 2015: 1198) ve Proteus mirabilis (Rocha vd., 2007: 319; Alamuri vd., 2010:
4882) dahil olmak iizere Enterobacteriaceae familyasinda otoagregasyon yaygindir ve
siklikla self-recognizing hiicre yiizeyi uzantilar1 yoluyla olusur. E. coli 'de otoagregasyon,
mikroskobik hiicre kiimelerinin ortaya ¢ikmasi olarak gdzlenir ve bu da statik sivi kiiltiirlerde
hiicrelerin makroskopik topaklagsmasina ve yerlesmesine yol acabilir (Laganenka vd., 2016:
2). E. coli 'deki otoagregasyonun ana belirleyicisi, ototransporter ailesine ait olan dis zar

proteini antijen 43'tlir (Ag43) (Laganenka vd., 2016: 2). CHX‘in bakterilerin motilite ve
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otoagregasyon yetenekleri lizerine yapilan ¢alismalar sinirli olsa da P. aeruginosa ile yapilan
bir calismada CHX muamelesinin agregasyonu arttirdigt goézlenmistir (Singkham-In vd.,
2022: 8308). Literatiirde AZM’nin otoagregasyon lizerinde etkisinin incelendigi bir calisma
ise bulunmamaktadir. Sonu¢larimiz CHX ve AZM’nin otoagregasyon iizerinde sinerjistik bir
etki gosterdigini 6nermekte olup bu durum, artmis g¢evresel stresle iliskilendirilebilir. Ek
oldukea yeni bir ¢aligmada artan otoagregasyon, motilitede azalma ile birlikte anilmakta olup
bu sonuglar bulgularimizi destekler niteliktedir (He vd., 2022: 2237). Otoagregasyonun ve
motilitenin bakteri kolonizasyonu, hayatta kalma ve yayilmada farkli roller oynadigi
gorilmektedir. Ag43 ve flagella arasinda meydana gelen dinamiklerinin arastirildigi bir
calismada Ag43 asir1 ekspresyonunun, hareketliligi engelleyen baskin bir toplanma fenotipine
neden oldugu gosterilmistir (Ulett vd., 2006: 2101). Sonuglarina gore, Ag43'i asir1 eksprese
eden E. coli'nin dogal olarak olusan faz varyantlari, hareketlilikte ciddi bir azalma gosterir, bu
da bu zit fenotipler arasindaki bir dengenin bakteriyel hareketin kontroliine katkida
bulunabilecegini diisiindiiriir. Diisiik flagella ekspresyonu kosullarinda, Ag43'iin aracilik ettigi
agregasyonu engelleyemezken, hareketli olmayan flagellanin uyarilmasinin Ag43 aracili
kiimelenmeyi Onleyebildigini gostermektedir. Arastirmacilar, bakterilerin bu iki 6nemli
fenotipin ekspresyonu arasinda, hayatta kalma ve viriilans yeteneklerinin tam repertuarindan
yararlanmak i¢in gegis yaptig1 bir mekanizmay1 temsil ettigi sonucuna varmislardir (Ulett vd.,
2006: 2101). Bu sonuglar ile baglantili olarak, 2 pg/mL CHX + 15 pg/mL AZM
kombinasyonunda FliC ekspresyonunun diger kombinasyon dozlarina kiyasla daha fazla
azaldig1 goriilmektedir, otoagregasyon goriintiilerinde ise en yogun agregasyonun 2 pg/mL

CHX + 15 pg/mL AZM kombinasyonunda oldugu goriilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda, FTIR spektroskopi kullanilarak CHX ve AZM ile tedavi edilen
E. coli 8739 hiicrelerinde biyomolekiiler modiilasyonlar da arastirilmistir. Gram negatif
bakteriler, dis zar adi1 verilen ek bir zar sergiler (Lasch ve Naumann, 2015: 6). Dig membran,
hiicreleri safra tuzlarma, enzimleri sindirerek bozunmaya karsi koruyan ve hiicrelerin
hidrofobik ilaglarin ve antibiyotiklerin bu 06zel tabakadan yayilmasin1 engelleyen baslica
gecirgenlik bariyeridir (Lasch ve Naumann, 2015: 6). Amfifilik polisakkarit (LPS), Gram-
negatif bakterilerin dig zariin 6nemli bir bilesenidir; lipid A, ¢ekirdek bolge ve O-antijenden
olusur ve genel olarak korunur (Gunawan vd., 2020: 5558). Dis zarlipopolisakkaritleri
(LPS'ler), cesitli gozenek olusturucu proteinleri ve porinleri igerir (Lasch ve Naumann, 2015:
6). LPS, tam molekiiler yapilar: farkli bakteri tiirleri arasinda farklilik gosterse de, O-spesifik

yan zincir (O-antijenikten sorumlu bir hetero-oligosakkarit), i¢ ve dis ¢ekirdek bolgeleri ve
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lipid A adi verilen bir lipid ¢capadan olusur (Lasch ve Naumann, 2015: 6; Gunawan vd., 2020:
5558). Birkag bakteriyel membran amfifilinin zincirleri (6rnegin, fosfolipidler) ve yan zincir
titresimleri, CH3, CH2 ve CH fonksiyonel gruplarinin -CH gerilme titresimleri nedeniyle
gbzlenen 3100-2800 cm' civarindaki bolgedeki tepe noktalari ile karakterize edilebilir.
(Lasch ve Naumann 2000: 110;). CH» titresiminin azalan yogunluk oraninin membran
akiskanliginin degisimini gosterdigini bildirilmistir (Fang vd., 2007: 2636). -CH titresiminin

modifikasyonu, bakteri lizisi olarak yorumlanur.

Klorheksidinin A. baumannii suslar1 iizerindeki etkisini arastirmak ic¢in yapilan bir
caligmanin FTIR sonuglarinda, fosfolipidlerin fosfatlarinin gerilme modlari, fosfolipidlerin
CH: omurgasinin biikiilmesi, fosfolipidler ve lipid esterlerinin deformasyonunu gosteren IR
spektrumlarinda 6nemli  kaymalar gozlenmistir ve arastirmacilar CHX’in  etki
mekanizmalarindan birinin fosfolipidlerin ve membran lipid esterlerinin hasar1 iizerinden
saglandigin1 vurgulamislardir (Biswas vd., 2019: e0224107). C. albicans ile yapilan bir
calismada ise, alt-inhibitor klorheksidin konsantrasyonunun, palmitik ve stearik asitte bir
artisa ve palmitoleik ve oleik asitte bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Abu-Elteen ve

Whittaker, 1997: 69).

AZM'in Gram-negatif bakterilerin OM'si ile etkilesimi, kromofor, 1-N-fenil-naftil-
amin (NPN) 'nin kullanildigi, zaman ¢6ziimlii floresan bazli bir deney kullanilarak kapsamli
bir sekilde incelenmistir (Loh vd., 1984: 546). Hidrofilikten hidrofobik bir ortama gecis,
NPN'nin floresan yogunlugunu dort kat arttirir. AZM'nin Gram-negatif bakteriler ve NPN
iceren sollisyonlara eklendigi deneyler, floresan yogunlugunda, lipozom bazli veya LPS'den
zarar gormiis sistemlerde tekrarlanamayan ani bir artis gostermistir (Farmer vd., 1992: 27;
Imamura vd., 2005: 1377). Bu, AZM ile bakteriyel LPS arasinda, NPN'nin OM'nin hidrofobik
i¢ kismina verimli bir sekilde tasinmasina izin veren hizli bir etkilesime isaret etmektedir.
Ortaya ¢ikan yorum, AZM'ye maruz kalmanm, OM'nin dis zarimin gecirgenliginde ani bir
artis saglamasidir (Sharifian Gh vd., 2018: 569). AZM ile yapilan membran caligmalari
AZM’nin anyonik fosfolipidlere elektrostatik olarak baglandigini géstermektedir. Bu durum,
fosfolipid bas kisminin hareketliligini azaltir, ancak hidrofobik asil zincirlerinin akiskanligini
arttirir (Sharifian Gh vd., 2018: 569). Benzer sekilde, atomik kuvvet mikroskobu kullanan
tamamlayic1 ¢aligmalar, zarin fosfolipid organizasyonunda AZM kaynakli varyasyonlari
ortaya ¢ikarmistir. AZM'nin kendisini fosfolipid bas gruplari ve lipid acil zincirleri arasindaki
arayiizde cift tabakaya yerlestirdigi ve boylece fosfolipid organizasyonunu bozdugu One

stiriilmiistiir (Fa vd., 2007: 1830; Sharifian Gh vd., 2018: 569).
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1800-1500 cm™' spektral bolgesindeki amid 1 ve amid II bandlarma ait titresimler
protein ikincil yapilarindaki olast degisimler hakkinda bilgi verir (Haris ve Severcan, 1999:
210). Amid I bandi, C=0O grubunun gerilmesinden kaynaklanir (Parker, 1971: 165). Amid II
bandi, birincil amidlerdeki NH> deformasyonundan ve ikincil amidlerde N-H biikiilmesi ve C-
N gerilmesinin karisik titresiminden gelir (Parker, 1971: 165). Ozellikle kombinasyon
gruplarinin amit band alanlarindaki 6nemli diisiis, protein konsantrasyonlarinda bir azalmay1

gostermis bulunmaktadir.

Kizil6tesi spektroskopi ayrica hiicre duvari peptidoglikan hakkinda bilgi saglayabilir
(Kardas vd., 2014: 17). C—-C-0O, O—C-0 ve C-O-C titresimleriyle birlestirilmis diizlem dis1
titresim ylizeyinin deformasyonel C—CH 'sinden kaynaklanan bantlarin ortaya ¢iktigi 1200-
900 cm! arasindaki spektral bolge, polisakkaritlerin ve tiirevlerinin yapisal analizi igin
ozellikle 6nemlidir, ¢linkii glikozit bagnin tipi ve monosakkarit (glukopiranoz) birimlerinin
konformasyonu hakkinda bilgi verir (Ye vd., 2019: 373). Hiicre duvarindaki degisiklikler
acisindan kombinasyon grubunda polisakkaritlerin C—O-C ve P-O-C simetrik gerilmesi
kontrol grubu degerlerinden daha distiktiir, bu da hiicre duvart polisakkaritlerinin
miktarindaki bir azalmanin gostergesidir. Bakterilerin ¢evrelerine daha iyi uyum saglamak
icin hiicre duvarlarinin ¢apraz baglanma derecesini, glikan iplik kuvvetlerini ve peptidoglikan
ylizey yogunlugunu degistirdigi bilinmektedir, ancak bu adaptasyonlarin spesifik avantajlari

net degildir (Kardas vd., 2014: 17).

Ozetle, CHX ve AZM'in eszamanli kullanimi, ajanlarin anti-bakteriyel etkilerini
artirmistir.  CHX'In  geleneksel antibiyotiklerle kombinasyonu, antibiyotik direnciyle

miicadelede yeni bir strateji olabilir.
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