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OZET

Cesitli orneklerden 188 Gram negatif bakteri izole edilmis ve antibiyotik
duyarlhilik testleri yapilmistir.188 susta, siif 1 integron, viriilans ve antibiyotik direng
genlerinin varligi PCR ile arastirildi. blaoxa-23 ve blaoxa-s1 genleri pozitif olan drnekler,
PGEM-T vektoriine klonland1 ve plazmitler, DNA dizi analizine gonderildi. Suslarin
biyofilm olusturma kapasiteleri ve Rumex gilimiis nanopartikiiliin antibiyofilm etkisi
kantitatif olarak belirlendi. izolatlarda sirasiyla aer (%29.78), sfa (%28.19), afa
(%27.12), cnf (%21.27), pap (%12.76) ve hly (%12.76) virulans faktor genleri bulundu.
Sinif 1 integronlar suslar arasinda yiiksek oranda (%88.82) tespit edildi. izolatlarin
%46.27'sinin biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu belirlendi. PMQR genleri, 15
izolatta tespit edildi. 16 susta blaoxa-23 geni, 19 izolatta ise blaoxa-s1 geni tespit edildi.
Bu ¢alismada Tiirkiye'den ilk kez hem blaoxa-2s hem de blaoxas: genlerini tasiyan
Klinik K. oxytoca izolat1 tanimlandi.

Rumex giimiis nanoparcaciklarinin (NP'ler), orta ve giiclii biyofilm olusturma
kabiliyetine sahip farkli izolatlara kars1 antibiyofilm aktivitesi gosterdigi ortaya gikti.
NP'ler, 2.66 kat A. baumannii’nin, 3.25 kat K. pneumonaie'nin ve 1.25 kat E.coli’nin
biyofilm olusturma kapasitesini azalttigi gozlemlendi. Mikrobiyal biyofilmin
arastirtlmasi, tedavi secenekleri igin yeni stratejiler gelistirmede Onemli bir rol
oynayabilir. Sonug olarak, ciddi enfeksiyonlara neden olan antibiyotige direngli Gram
negatif patojenlerin tedavi segeneklerinin siirli olmasi halk sagligi agisindan 6nemli bir
sorun oldugundan, bu patojenlerde antibiyotik direnci, viriilans faktor genleri ve

biyofilm olusumunun arastirilmasi énemlidir.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, Giimiis nanopartikiiller K.oxytoca, OXA, Viriilans

faktor geni
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SUMMARY

188 Gram-negative bacteria were isolated from various samples and antibiotic
susceptibility testing were performed. 188 strains were screened by PCR for class 1
integron, virulence and antibiotic resistance genes. blaoxa-23 and blaoxa-s1 genes
positive samples were cloned into the pGEM-T vector and the plasmids were sent for
DNA sequence analysis. The biofilm forming capacities of the strains and the
antibiofilm effect of Rumex silver nanoparticle were quantitatively determined.
Virulence factor genes were found in the isolates aer (29.78%), sfa (28.19%), afa
(27.12%), cnf (21.27%), pap (12.76%) and hly (12.76%), respectively. Class 1 integron
was detected high rate (88.82%) among strains. The observed that 46.27% of the
isolates had the ability to form biofilms. PMQR genes were detected 15 strains. blaoxa-
23 gene was detected in 16 and blaoxa-s1 gene in 19 isolates.In this study, clinical isolate
K. oxytoca carrying both blaoxa-23 and blaoxas1 genes was identified first time from
Turkey.

Rumex silver nanoparticles (NPs) were revealed to exhibit antibiofilm activity
against different isolates with moderate and strong biofilm-forming ability. The NPs
reduced the biofilm-forming capacity of A. baumannii and K. pneumonaie by 2.66-fold
and 3.25-fold, whereas they decreased the E.coli biofilm-forming capacity by 1.25-fold.
The investigation of microbial biofilm could play an important role in developing new
strategies for treatment options. In conclusion since the limited treatment options of
antibiotic-resistant Gram-negative pathogens that cause serious infections are an
important problem in terms of public health it is important to investigate antibiotic

resistance, virulence factor genes and biofilm formation in these pathogens.

Keywords: Biofilm, Silver nanoparticles K.oxytoca, OXA, Virulence factor gene
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Gram negatif bakteriler (GNB), antibiyotiklere kars1 yiiksek diren¢ gostermeleri
nedeniyle diinyadaki en 6nemli halk sagligi sorunlar1 arasinda yer almaktadir. Bu
mikroorganizmalar, hastalar1 yogun bakim iinitesinde (YBU) yiiksek risk altina
almalari, yiiksek morbidite sebep olmalar1 ve mortaliteye yol agtiklari i¢in hastanelerde
biiyiikk klinik 6neme sahiptir (Ak vd., 2011; Hormozi vd., 2018). Bu organizmalar,
Klinikte kullanilan bir¢ok antimikrobiyalin etkisini 6nlemek i¢in bir dizi mekanizmaya
sahiptir. Diren¢ mekanizmalarindan bazilari, akis pompalar1 (Li vd., 2015), ilag
baglanma bolgesinin ve membran gegirgenliginin degismesi (Ruppé vd., 2015),
bozunma enzimlerini ve ilacin etkisiz hale gelmesiyle sonuglanan konformasyonel
degisimini icerir (Naas vd., 20006).

Biyofilmler, birbirleriyle ve bir ylizeyle yakin iliski i¢inde yasayan karmasik
bakteri topluluklaridir. Idrar yolu enfeksiyonlari, tibbi cihazlarm kullanimindan
kaynaklanan enfeksiyonlar ve kulak, dis etleri ve kalpte persister hiicreler, kronik
enfeksiyonlar dahil olmak {izere insan hastaligina neden oldugu bilinen bakteriler
biyofilm olusturabilir. Biyofilmin {iyeleri, serbest benzerleriyle karsilastirildiginda,
geleneksel antibiyotiklere, biyositlere kars1 olaganiistii bir direng gosterir (Stoodley vd.,
2002).

Gilimiis nanopartikiiller (AgNP'ler), fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikler gibi
benzersiz 6zelliklerinden dolay1 antibakteriyel, antifungal, antiviral, antienflamatuar ve
antianjiyogenik olarak kullanmilmistir (Gurunathan vd., 2014). Cesitli patojenik
bakterilere kars1 tek basina ve geleneksel antibiyotiklerle kombinasyon halinde glimiis
nanopargaciklarin  antibakteriyel ve anti-biyofilm aktiviteleri arastirilmaktadir.
Antibiyotiklerin ve biyojenik AgNP'lerin birlestirilmesinin, bakterilerin neden oldugu
bulasici hastaliklarin tedavisi i¢in terapotik olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir

(Franci, vd., 2015).

1.1.1. Gram Negatif Bakteriler

GNB'nin dis ve i¢ olmak tizere iki zar1 vardir. Dis zar, ii¢ liniteden olusan gii¢li
bir bagisiklik tepkisi indiikleyicisi olan lipopolisakarit (LPS) ifade eder: bir hidrofilik
polisakarit, O antijeni ve hidrofobik alan, lipid A olarak bilinir. Lipid A, daha yiiksek



endotoksik aktiviteden sorumludur (Livermore, 2012; Auer ve Weibel, 2017). LPS
cesitli bakteri gruplarinda heterojendir ve bazi bakteriler, bu antijeni genetik
degisiklikler nedeniyle zayif bir sekilde gdsterir ve Toll benzeri reseptorler tarafindan
taninmaz. BOylece LPS, monositler, makrofajlar, dendritik hiicreler ve nétrofiller gibi
bircok bagisiklik hiicresinde meydana gelen Toll benzeri reseptérler 4 (TLR4)
araciligiyla dogustan gelen bagisiklik tepkisini tetikleyebilir. TLR4 reseptorleri ile
birlikte LPS'nin aracilik ettigi dogustan gelen bagisiklik tepkisinin sonugta ortaya ¢ikan
aktivasyonu, sitokinlerin, kemokinlerin ve interferonlarin iiretimi ve baskilanmasi ile
siddetlenen bir tepki ile sonuglanir. Bagisiklik sisteminin yaniti hem bulasict siirecin
ciddiyetine hem de saldirgan bakterilerdeki LPS'nin yapisina baglidir. Sonug olarak
Escherichia coli gibi baz1 bakteriler bagisiklik sistemini indiikler (Oliveira ve Reygaert,
2019).

Enterobacteriaceae dogada yaygin olarak bulunan heterojen bir gruptur.
Insanlarda idrar yolu enfeksiyonlari, zatiirre, ishal, menenijit, sepsis ve endotoksik sok
gibi sayisiz hastaliga neden olan tiir ile Gram negatif izolatlarin yaklasik %80'ini
olustururlar. Insanlari siklikla etkileyen cinsler arasmnda Escherichia, Proteus,
Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Yersinia, Shigella ve Salmonella bulunmaktadir.

Antimikrobiyal diren¢ bu organizmalarda plazmitlerini konjugasyon yoluyla
aktarirlar ve bu da hemen hemen tiim mevcut antibiyotiklere diren¢ olusturur.
Karbapenemaz enzim ailesinin — KPC, NDM-1, IMP, VIM, OXA-48 — tiirler arasinda
yayilma potansiyeli ve bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlara bagli 6liim oranlar1 g6z
Ontine alindiginda, sliphesiz yiizyilin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir (Pitout vd.,
2015). Halen ¢oklu direngli enfeksiyonlari tedavi eden birkag antibiyotikten biri olan
kolistine kars1 Enterobacteriaceae cinsinde mobil bir direng geni olan mcr-1 vardir (Kim
vd., 2017). Ayrica bu genleri genellikle diger diren¢ genleriyle (CTX-M, NDM, IMP)
iliskilendirerek  sefalosporinlere = ve  karbapenemlere  diren¢ {ireterek  bu
mikroorganizmalarin neden oldugu zararl etkilerini arttirmalart endise verici durumlar
arasindadir (Livermore, 2012). Fermentér olmayan Gram negatif basiller (BNF),
Enterobacteriaceae ile karsilastirildiginda daha diisiik bir izolasyon sikligina sahiptir;
ancak oOzellikle hastane ortaminda ciddi, 6liimciil enfeksiyonlara neden olduklar1 i¢in
onemli bir gruptur. Ayrica invaziv prosediirlere maruz kalan yogun bakim hastalarinda
firsatg1 hastaliklara da neden olurlar. insanlarda hastaliga neden olan baslica BNF
mikroorganizmalar1 Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Burkholderia
cepacia, Stenotrophomonas., Alcaligenes, Moraxella'dir. Bunlar aerobik, sporsuz

olmalar ile 6ne cikar; sekerleri oksidatif yoldan kullanarak fermente edemezler (Perry,



2017). Antimikrobiyal duyarlilik profili s6z konusu oldugunda, BNF ile ilgili kritik
konu, mikrobisidal eylemi hafifletme yetenegine sahip ¢ok sayida mekanizmaya sahip
cesitli genler drettikleri igin gelisen direngleridir. P. aeruginosa'da, AmpC tipi
sefalosporinaz ve B-laktamlara diren¢ kazandiran akis sistemlerinde gbze ¢arpmaktadir.
En sik olanlar1 MexAB-OprM (Fruci ve Poole, 2018) ve OprD kaybidir bu da porin
kayb1 nedeniyle bakteri hiicresine gegirimsizlik vermektedir (Ocampo-Sosa vd., 2012).
Acinetobacter baumannii dogal olarak AmpC sefalosporinaz ve oksasilinaz (OXA)
iretir ve bu da onu bir¢cok ilaca karsi kendiliginden bagisik hale getirir. Bu
mikroorganizmanin genetik direnci daha da ileri gider ve yiiksek ge¢irimsizligi genetik
plastisite ile birlestirerek genis spektrumlu B-laktamazlar (GSBL) gibi mekanizmalarin
direnciyle birlestirir (Hsu vd., 2017). Stenotrophomonas, o6zellikle karbapenemlerle
temas etmis hastalarda, bir icsel ¢oklu direng modeli sergiler. Bu nedenle,
Stenotrophomonas birka¢ akis pompasi sunar ve sentezde L1 (tiim karbapenemlere
direng) ve L2 (sefalosporinaz) olmak iizere iki karbapenemaz iiretir (Yang vd., 2014).
Birbiriyle iligkilide olabilen bu mekanizmalar, tedavi se¢eneklerini endise verici bir

diizeyde siirlar.

1.1.2. Etiyoloji

Gram negatif bakteriler insanlarda hastalik yapma kabiliyetine sahiptir ve
organizmada sindirim sistemi, sinir sistemi, iiriner sistem ve kan dolagimi gibi hemen
hemen tiim sistemlere ulagarak siddetli menenjite kadar ishalli gastroenterite neden olur.
Bu tiir mikroorganizmalar, ozellikle bagisikligi baskilanmis bireylerde insan
organizmasimnin diger boliimlerine yayilmasini destekleyen bagirsaklari, solunum
yollarimi ve cildi kolonize eder. Saglik profesyonellerinin en biiyiik zorluklarindan biri,
GNB patojenlerinin dahil oldugu alt solunum yollarinin hastane enfeksiyonlarini tedavi
etmektir, clinkii bu enfeksiyonlarn i1yi bir kismindan sorumlu olmalarina ragmen,
antibiyotik tedavisine diren¢ oranlari ve ilaglarin akciger parankimine zayif
penetrasyonu sebebiyle yanit vermemektedirler (Wenzler vd., 2016). Diger bir 6nemli
endise ise, diinya ¢apinda milyonlarca insan1 etkileyen ve sanitasyon eksikligi ile iliskili
olan Enterobacteriaceaenin (Shigella spp., Salmonella spp., enteropatojenik E. coli)
neden oldugu gastroenterittir (Crump ve Heyderman, 2015). Ek olarak, hem toplumda
hem de hastane ortaminda edinilen menenjitten - zamaninda tedavi edilmezse potansiyel
olarak Sliimciil bir hastaliktan sorumludurlar (Lee vd., 2016; Porreca vd., 2018). Idrar
yolu enfeksiyonlar1 da ozellikle gen¢ kadinlarda sik goriiliir. Bununla birlikte, bu

enfeksiyonlar, ¢coklu direngli bakterilerin yaygin olarak ortaya c¢ikmasiyla bir sorun



haline gelmistir. Son olarak, bakteriyemi, mikroorganizmalarin gosterdigi yukarida
bahsedilen diren¢ nedeniyle de bu enfeksiyonlarin énemli bir komplikasyonudur (Lee

vd., 2016)

1.1.3. Epidemiyoloji

Gram negatif mikroorganizmalarin kozmopolit karakteri ve insanlarda
enfeksiyona neden olma yetenekleri goz Oniine alindiginda, gliniimiizde saglik
calisanlarinin karsilasti§i en biiyiik sorunun enfeksiyonlara neden olan ¢ok ila¢ direcli
bakteri gruplart oldugunu belirtmek Onemlidir. Coklu ilag direngli Gram-negatif
bakterilerin GSBL ve karbapenemaz tiretmeleri nedeniyle diinyadaki en 6nemli saglik
sorunlarindan biridir.

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezime (CDC) goére, Amerika Birlesik
Devletleri'nde, Maine ve Idaho disinda, direngli Gram-negatif bakteriler ¢ok yaygindir
(Porreca vd., 2018). Yine de ABD'de yapilan ¢alismada 100000 kisi-y1l1 basina 0,3 ila
2,93 enfeksiyon arasinda degisen insidansta bir degisiklik bulunmustur. Amerika
Birlesik Devletleri disinda, hemen hemen her kitada coklu ila¢ direngli bakterilere
iliskin raporlar mevcuttur. Ornegin Avrupa'da her yil yaklasik 25.000 kisi goklu ilaca
direngli (MDR) bakterilerin neden oldugu enfeksiyondan dolay1 6lmektedir (Livorsi vd.,
2018).

Genisletilmis spektrumlu beta-laktamazlar (CTX-M, TEM, SHV, PER, VEB,
TLA), genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize eden enzimlerdir. Bu enzim
ailesinden en yaygin olan1 CTX-M ve varyasyonlaridir. Yapilan arastirmalar ABD'de E.
coli izolatlarinin %12'sinin GSBL tirettigini gosterirken, Latin Amerika ve Asya'da bu
oran sirastyla %27 ve %38'e ulasabilmektedir. GSBL salginlarinin baslangicinda
hastane ortamiyla baglantilar1 vardi; ancak artik, toplum kaynakli olarak da
goriilmektedirler (Weingarten vd., 2018; Hawkey, 2015). Karbapenemazlar (KPC,
NDM-1, IMP, VIM, OXA-48) karakteristik olarak karbapenem ve diger bir¢ok beta-
laktam1 hidrolize eden enzimlerdir. Amerika Birlesik Devletleri'nde en yaygin olarak
tespit edilenler KPC, NDM ve OXA-48'dir; Avrupa'da en yaygin olanlar1 OXA-48,
KPC ve VIM olup, NDM olarak daha az vakada goriilmektedir. Ayrica, bu enzimlerin
tasinmasi, genellikle ek direng genleri tasiyan ve Gram-negatif bakterileri pan-direngli

hale getiren plazmitler tarafindan transfer edilmesidir (Weingarten vd., 2018).

1.1.4. Gram Negatif Bakterilerde Antimikrobiyal Diren¢

Bir¢ok Gram negatif patojendeki direncli suslarin yiizdesi, son 10 yilda kiiresel

4



olarak artmaktadir. Antibiyotik yapilart bu diren¢ sorununa ayak uyduramamistir. Yeni
bir kimyasal yapiya, kullanilmamis bir hedefe veya yeni bir etki sekline sahip yeni bir
antibiyotik, onlarca yildir gelistirilmemistir ve pazarlanamamistr. Bilinen antibiyotik
smiflarinin ortaya ¢ikan dirence yanit verme yeteneginde Onemli gelismeler, ilk
karbapenemin 1985'te piyasaya siiriilmesinden bu yana goriilmemistir. DSO Kiiresel
Oncelik Listesi'nde vurgulandigi  gibi, yeni antibiyotiklerin arastirilmasina,
kesfedilmesine ve gelistirilmesine rehberlik etmek icin acilen ihtiya¢ duyulan tedavi
seceneklerinin  boslugunu doldurmak ve yeni antibiyotikler ig¢in kritik oncelikli
hedeflerdendir (DSO, 2007). Sekil 1’de Gram negatiflerde diren¢ mekanizmasi
(Breijyeh vd., 2020) gosterilmistir.

Antibiyotik Gozenekler {\\

—_— et Gozenek kaybi
veya mutasyonu

Hiicre ceperi

Ic zar l
erislapmi

bosluk

Antibiyotik
modifikasyonu

Degistirilmis ilag
hedefi

Sitozol

Lipopoli sakkaritler

Akis pompalarmin asirt
ifadesi

beta-laktam
antibiyotikleri

Beta-laktamazlar tarafindan hidroliz

Sekil 1. Gram negatiflerde direng mekanizmasi (Breijyeh vd., 2020).

Yogun bakim servisi kaynakli enfeksiyonlarin yaklagik iicte biri ve yogun bakim
iinitelerinde %40'tan fazlasma bu ii¢c DSO 6ncelikli patojen neden olur (Weiner vd.,
2016; Vincent vd., 2009). Bu enfeksiyonlarin tedavisi zordur ve duyarli suslara bagl
enfeksiyonlardan daha yiiksek morbidite ve mortalite ile iliskilidir (Kaye ve Pogue,
2015). Duyarli bakterilerle enfekte olanlara kiyasla CR AB ile enfekte hastalarda artan
mortalite, PA ile enfekte olan hastalara benzer sonuglar1 dogrulamaktadir (Lemos vd.,

2014).



Gram-negatif bakterilerin prevalansina dayali tedavi edilebilirlige iliskin giivenilir
veriler mevcut degildir. Hastane bazli raporlar, tedavi segcenekleri sinirli olan veya hig
olmayan bu tiir patojenlerin giderek daha fazla teshis edildigini gostermektedir.
Stiphesiz, bu patojenlere karsit etkinligi olan yeni antibiyotiklere acilen ihtiyag
duyulmaktadir (Perez vd., 2016). En az yirmi yildan fazla bir siiredir karbapenemler,
giderek yayginlasan MDR Gram-negatif patojenler i¢in son care kapsami saglamistir.
Karbapenemler diinyanin bir¢cok yerinde birinci basamak tedavi haline gelmistir.
Ozellikle Gram negatiflerde, Klebsiella, Pseudomonas ve Acinetobacter'de CR
direncinin yayilimi sorunuyla kars1 karsiya gelinmektedir (Theuretzbacher, 2017).

En direncli Gram negatif patojenlere karsi yeni antibiyotiklere yonelik klinik
ihtiyaca yanit olarak ilac sirketleri farkli stratejiler izlemistir. ileri klinik gelistirme
asamasindaki ilaglar iki konsepte dayanmaktadir: bilinen antibiyotik siniflarinin
modifikasyonu ve beta-laktamaz inhibitorleri (BLI) ile iyi bilinen kombinasyonlar.
Yakin zamanda iki BLI kombinasyonu kaydedilmistir, seftazidim/avibaktam ve
seftolozan/tazobaksin (Bush, 2015). Her iki ilag da mevcut ilaglarla karsilastirildiginda
bazi duyarlilik kazanimlar1 saglar. Geg evre klinik gelistirmedeki BLI kombinasyonlari,
yeni bir BLI (meropenem-vaborbactam, imipenem-relebaktam) ile kombinasyon halinde
bir karbapenemden olusur. Boyle bir kombinasyon KPC'lere ve diger A sinifi BL'lere ve
AmpC'ye (smif C) kars1 ¢aligir (Lapuebla vd., 2015). Sefiderokol, Gram-negatif hiicreye
alimi kolaylagtiran bir siderofora konjuge oldugu i¢in sefalosporin simifina yeni bir
yaklasimdir. Bu siderofor-sefalosporin, ¢ogu P-laktamaz tarafindan hidrolize karsi
Oziinde stabildir (Ito-Horiyama vd., 2016) ve simdiye kadar ¢aligilmis olan en direngli
Gram-negatif patojenlere karsi iyi in vitro aktiviteye sahiptir (Falagas vd., 2017).
Mevcut ilaglarla diger BLI kombinasyonlari, kisa vadeli ¢dziimler saglamak ig¢in
yeniden canlandirilmig, Aztreonam ve avibaktamin birlestirilmesi, monobaktamin
MBL'lere kars1 stabilitesini ve avibaktamin diger BL'lerin ¢oguna karsi inhibe edici
islevini kullanilmistir. Bu kombinasyon, 6rnegin KP ve AB'de BL'ler ana direng
mekanizmasi oldugunda, aztreonamin aktivitesini tyilestirir. Ornegin
sefepim/tazobaktam gibi diger BLI kombinasyonlar1 gelistirilmektedir, ancak hali
hazirda kayith ilaglara gore cok az avantaji vardir. Aminoglikozid ve tetrasiklin sinifi
gozden gecirilmis ve ana smifa 6zgii diren¢ mekanizmalarini ele alan ve duyarlilik
oranini artiran yeni analoglar gelistirilmistir (Theuretzbacher, 2017).

Antibiyotik direnci hem halk saglig1 iizerindeki etkileri hem de ekonomik yiikii
nedeniyle sadece diinya saglik giindeminin degil, genel olarak kiiresel giindemin de en

onemli konular1 arasinda yer almistir. Ozellikle son zamanlarda diinyada hizla artan



antibiyotik direng¢ oranlari; Kiiresel saglik, siirdiiriilebilir kalkinma, kiiresel ekonomi,
ticaret ve iilkelerin istikrar1 lizerinde etkisi bulunmakta ve oniimiizdeki yillarda ¢ok
onemli etkilerinin olacag1 dngoriileri her gegen giin artmaktadir. (Chopra vd., 2002)

Gegmiste bakteriyel hastaliklarin  ¢ogu antimikrobiyal ajanlarla tedavi
edilebilirken, antibiyotiklerin yanlis kullanimi sonucunda yeni kesfedilen her
antibiyotige karsi kisa siirede direng gelismektedir. Antibiyotik direnci piyasaya yeni
ilaclarin ¢ikmasindan sonra dogal bir seleksiyon siireci olarak ortaya ¢ikmistir. Bilingsiz
antibiyotik kullanimi mikroplarin direngli hale gelmesinden sorumludur (Levy ve
Marshall, 2004).

Direng sonucu klasik antibiyotik tedavisine yanit vermeyen bakteriyel ajanlar tiim
diinyada yiliksek morbidite ve mortaliteye sahip enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Boylece antibiyotik direnci tiim diinyada onemli bir saglik sorunu haline gelmis ve
sadece bugiinii degil gelecegi de tehdit etmektedir (Levy, 1997). Antibiyotiklerin
kullanilmaya baglamasindan once de direng belgelenmistir. 1937'de siilfonamidlerin
piyasaya siiriilmesinden bu yana, bu ilaca direng gozlenmistir. Bununla birlikte,
stilfonamid direnci 1930’larda rapor edilmis ve su anda bile ayn1 diren¢ mekanizmasi ile
islev gostermektedir (Chopra vd., 2002).

Tarimda kullanilan antibiyotikler de ila¢ direnci gelistirmistir. Besin zinciri ile
antibiyotige direncli hayvanlardan diger hayvanlara ve insanlara bulas goriilebilir.
Tarimda kullanilan antibiyotikler genellikle kullanilan antibiyotik bilesikleri ile ayni

veya benzerdir (Witte, 1998).
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Sekil 2. Antibiyotik direncinin baslamasina kars1 antibiyotik direnci elde etme
zamanimnin grafiksel gosterimi (Antibiyotik kesfinin tarithi (yesil ok) ve
antibiyotik direncinin ilk rapor edildigi yil (sag taraf), kirmizi ok (alt yon)
kesif boslugunu ve artan antibiyotik direncini gosterir, mavi ¢izgi zaman
akigini gosterir).

1.1.4.1. Antibiyotik Direncinin Sonuclari

Antimikrobiyal direng, diinya ¢apinda en az 1.27 milyon insani 6ldiiren ve 2019
da yaklasik 5 milyon 6liimle iliskilendirilen bir halk saglig: tehtididir. ABD’de her yil
2.8 milyondan fazla antimikrobiyal direngli enfeksiyon meydana gelmektedir. CDC’nin
2019 antibiyotik direnci (AR) tehditler raporuna goére 35 000’den fazla insan bunun
sonucunda oliiyor. (Lipp vd., 2002). Antimikrobiyal direng saglik veterinerlik ve tarim
endiistrilerinin yan1 sira yagamin herhangi bir asamasinda insanlar1 etkileme
potansiyeline sahiptir. Bu onu diinyanin en acil halk sorunlarindan biri yapmaktadir
(Aminov ve Mackie, 2007). Yogun bakim hizmetleri, hematoloji gibi yiiksek riskli hasta
popiilasyonuna sahip klinikler -onkoloji servisleri ve nakil merkezleri, direngli
mikroorganizma enfeksiyonlarinin ciddi tehdidi altindadir. Son yillarda yeni
antibiyotiklerin gelistirilmesi konusundaki aragtirmalar, kanser tedavisi, as1 ¢alismalari,
kardiyovaskiiler sistem iizerinde etkili ilaglar gibi farmakolojinin diger alanlartyla
karsilagtirildiginda  yetersiz kalmaktadir. FDA tarafindan tedavi i¢in onaylanan

antibiyotikler, yeni molekiillerin kesfinden ziyade eski antibiyotiklerin tiirevleridir.
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Daha onceki yillarda klinik kullanima girmis ve halen énemini koruyan glikopeptidler
olan vankomisin ve teikoplanine direnc¢li mikroorganizmalarin sayisinin arttig
goriilmektedir. Bu nedenle yakin zamanda FDA onay1 alan glikopeptidlerin {ist sinifi
olan "lipoglikopeptidler" gelistirilmistir. Klinige bir lipoglikopeptit sinifi olarak giren
ilaclar telavansin, oritavansin ve dalbavansindir. Bu ilaglar, vankomisine ve
teikoplanine direngli  bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak

kullanilmaktadir.

1.2. Biyofilm

Biyofilmler, ¢oklu ilaca direng yetenekleri, konak savunmasi ve diger stresleri
nedeniyle ciddi saglik sorunlaridir (De La Fuente-Nunez vd., 2013). Bu nedenle diinya
capinda kronik bakteriyel enfeksiyonlara yol agmaktadir (Subhadra vd., 2018; Sharma
vd., 2019). Biyofilm, bir yiizeye bagli ve bir Ekstraseliiler Polimerik Madde (EPS)
matrisinde esnek olmayan bir sekilde gomiilii olan bakterilerin karmasik ii¢ boyutlu (3-
D) agregasyonunu ifade eder. (Lebeaux vd., 2014; Padmavathi vd., 2017; Kannappan
vd., 2020). Biyofilm icindeki bakteriler ayrica zorlu kosullara dayanabilir ve
polisakkaritler, hiicre dist DNA (e-DNA), proteinler ve amiloidojenik proteinler gibi
salgilanan polimerleri tutabilir (Sharma vd., 2019). Biyofilm kiitlesinin %97'sini su
olusturur. Matristeki diger bilesenler; %1-2 EPS, %1-2 kiiresel glikoproteinler ve diger
proteinler, %1-2 niikleik asitler, lipidler, fosfolipidlerdir. Ancak bu oranlar, mevcut
organizmalarin tiirline, fizyolojik ozelliklerine, biiylime ortaminin dogasina, sivinin
tirtine ve genel fiziksel 6zelliklere bagli olarak degisebilir (Batoni vd., 2016; Nazir vd.,
2019).

1.2.1. Biyofilm Olusumu

Biyofilm olusumu ve bakterilerin yilizeylere tutunma diizeyi, ortamin pH ve
sicakligl, bakteri tiirleri, bakteri hiicre duvarinin yapisi (Gram pozitif veya Gram
negatif), bakteri sayisi, tutundugu yiizeyin O6zellikleri, hiicre hareketliligi, ortamdaki
besin icerigi ve miktari, iyon konsantrasyonu gibi bir¢ok faktorle degisebilir. Bazi
bakterilerin biyofilm olusturma egilimi yiiksektir. Bunlardan en yaygin olanlar
Pseudomonas, Enterobacter, Flavobacterium, Alcaligenes, Staphylococcus ve
Bacillus'tur. Bu mikroorganizmalar, besin agisindan zengin bir¢ok ekosistemde tiim
yiizey tiplerinde biyofilm olusturabilir (Dusan vd., 2011).

Genel olarak, herhangi bir alt tabaka/katman iizerinde bakteriyel patojenler

tarafindan biyofilm olusumu bes ana asamadan olusur (Kostakioti vd., 2013; Yin vd.,



2019).

1) ilk agsamada Serbest ylizen planktonik hiicreler, asit baz, hidrofobik, Van der
Waals ve elektrostatik kuvvetler gibi zayif etkilesimler yoluyla biyotik veya abiyotik
yiizeylere geri doniisiimlii olarak baglanir.

2) Kolonizasyon: Bakteriyel patojenler, kollajen baglayici yapiskan proteinler,
lipopolisakkaritler, flagella ve pili gibi daha giiclii etkilesimler yoluyla yiizeye geri
doniisiimsiiz olarak baglanir

3) Cogalma: ¢ok katmanli bakteri hiicreleri derinden birikmistir ve muazzam
miktarlarda EPS firetilir.

4) Olgunlasma: tipik 3D biyofilm yapisi ile olgunlagmis biyofilm iginde biiyiitiilen
bagli ¢ok katmanli bakteri hiicreleri.

5) Dispersiyon: Biyofilmin tamamen gelismesinden sonra, mekanik ve aktif
islemler kullanilarak demonte edilir veya dagitilir.

Biyofilm olugum asamalarinin gelisimi Sekil 3°te gosterilmistir.

1.Ek
Biyofilm
Ciftligi
2.Kolonizasyo
4.0lgunlagma
3.Cogalmak
(13 e . ’
Lipid «, = Microorgansm o 7~ Nocleic AGd |, o Proein

-/
Sekil 3. Biyofilm olusum mekanizmalari

1.2.2. Biyofilm Olusumunda EPS'nin Rolii
EPS, biyofilm topluluklarimin yapiskan yapisini agiklayan ve polisakkaritler,
proteinler, e-DNA ve fosfolipidler dahil olmak iizere biyopolimerlerin karmasik bir

karigimi olan bir siiper yapistiricidir (Nazir vd., 2019). Genel olarak EPS bilesimi
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patojenlerin tiirii, biyofilm yas1 ve g¢evresel kosullarina gore degisir (kuruma, pH,
oksijen, azot, sicaklik ve besin mevcudiyeti) (Mayer vd., 1999; Kostakioti vd., 2013).
Biyofilmde bulunan bakteriler, EPS kompozisyonlarin1 ve yapigmalarini degistirerek
cevrelerine tepki verebileceklerini 6ne siiriiyorlar. EPS, hiicreler ve yiizeyler arasindaki
baglant1 i¢in fiziksel bir ¢ergeve saglar. Ayni zamanda biyofilm hiicreleri ve gevre
arasinda bir abluka goérevi goriir (Mitchell vd., 2016). Mikroplari antimikrobiyal
bilesiklerden, kimyasallardan, kuruma, radyasyon ve olumsuz c¢evre kosullarindan
korur. Ayrica, biyofilm i¢indeki bakteri hiicrelerini siirekli bir besin kaynagi ile
besliyorlar ve ¢evresel degisikliklere cevap verme yeteneklerini koruyorlar. EPS'nin bir
diger hayati bileseni, biyofilm yapisal biitliinliigiinii, genetik bilgi aligverisini, besin
maddelerini, biyofilm stabilitesini ve ilag direncini artiran e-DNA'dir (Donlan, 2002;
Martins vd., 2010).

1.2.3. Biyofilm Aracili Bakteriyel Enfeksiyonlar

Klinik bakim diizeyi birka¢ yil iginde ¢arpict bir sekilde ilerlemistir, ancak
bakteriyel biyofilm enfeksiyonlar1 halk sagligi icin 6nemli bir tehdit olusturmaya devam
etmektedir. Hoiby, Lam ve meslektaslari arasinda dogrudan bir korelasyon tanimlayan
ilk kisilerdi. Ozellikle Kistik fibroz hastalarinda P. aeruginosa ile biyofilm olusumu ve
tekrarlayan enfeksiyonlari ele almislardir (Hoiby, 1977; Lam vd., 1980). Takip eden on
yillar, biyofilmlerin dokuya bagli enfeksiyonlarin 6nemli bir kaynagi oldugu fikri
benimsenmistir (Lebeaux vd., 2013). Ayrica, gdmiilii tibbi cihazlarin farkli formlarinmn
kullanilmasmin, bakterilerin  yapismasint ve kolonizasyonunu destekleyerek
enfeksiyonlara neden olacagi anlasilmistir (Marrie vd., 1982; Donlan ve Costerton,
2002). Ayrica, cesitli gdmiilii tibbi cihaz tiirleri, bakteriyel biyofilmlerin gelisimi ile
iligkilidir (Sekil 2). Dahasi, ventilatéor pnomonisi, merkezi hat kan dolasimi
enfeksiyonlari, idrar, kalp pili ve periferik vaskiiler kateter enfeksiyonlari, cihazla ilgili
en yaygin bakteriyel biyofilm enfeksiyonlaridir (Kamaruzzaman vd., 2018; Kannappan
vd., 2019b).

1.2.4. Persister Hiicreler

Persister hiicreler hiicrelerin olusumu, antibiyotik toleransinin bagka bir
mekanizmasidir. Belirli bir bakteri popiilasyonunda, biiyliimeyenler olarak bilinen kii¢iik
bir alt popiilasyon mevcuttur (Lewis, 2010; Jayaraman, 2008). Bu 6zellesmis hiicrelerin,
stres kosullarinda hayatta kalmalarini saglayan ve oliimii onleyen bir uyku durumuna

girdigi one siiriilmistiir, c¢linkii antibiyotikler hiicre biiylimesini hedef alir. Persister
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hiicreler, yliksek antibiyotik konsantrasyonlarina karsi asir1 derecede toleranshdir.
Bunlar antibiyotige direngli mutantlar degil, daha ziyade genetik olarak 6zdes
hiicrelerden olusan klonal bir popiilasyonda stokastik olarak olusan yabanil tiiriin
fenotipik varyantlaridir (Levin ve Rozen, 2006).

Biiyliyen bir bakteri popiilasyonundaki persister hiire sayisi, logaritmik fazin
ortasinda ylikselir ve duragan fazda yaklasik %1'e ulasir. Benzer sekilde, yavas biiyliyen
biyofilmler 6nemli sayida persister hiicreler hiicre iiretir. Persister hiicreler bir kiiltiir
taze ortama asilandiginda, persister hiicreler uyku durumundan yeniden canlanir.
Persister hiicreler sagkalima dayali bakteriyel biyofilmlerin bir antibiyotik tolerans
modeli onerilmistir (Lewis, 2008)

Antibiyotikle ilk tedavi, planktonik hiicreleri ve biyofilm hiicrelerinin ¢ogunu
Oldiirerek persister hiicreleri saglam birakir. Konagin bagisiklik sistemi planktonik
persister hiicreleri hedefler ve Oldiiriir, ancak biyofilm tutucular, biyofilm matrisi
tarafindan konak savunmasindan korunur. Antibiyotik tedavisi durdurulduktan sonra,
persister hiicreler biyofilmi yeniden doldurur ve enfeksiyon tekrarlar. Bu modele
dayanarak, persister hiicreler, yalnizca biyofilm enfeksiyonlar1 baglaminda oldugundan
cok daha genis bir klinik 6neme sahiptir. Ger¢ekten de, bu 6zellesmis hiicrelerin,
bagisiklik tepkisi sinirl oldugunda, tedaviye direng gostermede kritik bir rol oynamasi
muhtemeldir. Bu gibi durumlar, bagisiklig1 baskilanmis hastalarda (6rn. HIV pozitif,
kanser kemoterapisi) veya patojenin konak savunma mekanizmalarinin ¢oguna
erisilemeyen viicut bolgelerinde bulundugu durumlarda bagisiklig1 yeterli hastalarda
yayilmis enfeksiyonlar: icerir ve antibiyotigin hedefe baglanmasini engellerler (Lewis,
2010). Buna karsilik, persister hiicrelerin toleranst hedefleri kapatarak calisir.
Bakterilerin persister hiicreler ile ilgili ana sorulardan biri, bakterilerin bakterisidal
antibiyotiklere maruz kalmaya devam etmelerini saglayan 6zel bir mekanizma gelistirip
gelistirmedigidir. Bu tiir bir mekanizma potansiyel olarak toksik proteinlerin kiiciik bir
hiicre fraksiyonunda onlar1 uykuda veya biiylimemis durumda tutmak i¢in kasith veya
sporadik ekspresyonuna dayanabilir. (Hayes, 2003).

Genellikle biyofilm, biyofilm disinda yasayan bakteriler i¢in minimum 6ldiiriicii
dozun birka¢ yiiz kati antibiyotik dozlarina toleranslidir. Biyofilm enfeksiyonlarini
ortadan kaldirmasi beklenen konsantrasyonlar, genellikle, antibiyotiklerin uygulanabilir
en yiiksek dozlarini asar.

Ayrica antibiyotiklerin (tip alaninda ve tip disinda) yaygin olarak kullanilmasi,
antibiyotige direnc¢li bakterilerin ortaya ¢ikmasinda onemli rol oynamaktadir. Sonug

olarak, antibiyotik toleransinda yer alan mekanizmalar1 tam olarak anlamak ve biyofilm
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enfeksiyonlariyla miicadele i¢in yeni terapdtik stratejiler gelistirmek i¢in daha fazla
calismaya ihtiya¢ vardir. Bakteriyel iletisim sistemleriyle etkilesim normal biyofilm i¢in
gerekli olan hiicreden hiicreye iletisime miidahale eden mikrobiyal sinyal
molekiillerinin analoglarini gelistirmek olabilir. Quorum Sensing’in bir¢ok farkli bakteri
tiirlinde kiiresel bir diizenleyici sistem olusturduguna dair artan kanitlar vardir (Parsek
ve Greenberg, 2005). Ornegin, hiicre hareketliligini veya hiicre yiizeyi kimyasini
etkileyen herhangi bir sey, biyofilm eksikligi olan bir fenotipe doniisebilir. Quorum
Sensing inhibisyonu biyofilmi 6nlemek i¢in ideal bir yol olabilir. Bunun i¢in kullanilan
alg ve dogal iriinler (halojene edilmis furanon bilesikleri) kullanlarak bakteriyel
kolonizasyonu engellemek igin gelistirilmis kimyasal savunma mekanizmalari
gelistirilmistir (De Nys vd., 1995).

Bakteriyel membran organizasyonunu hedefleyen antimikrobiyaller biyofilm
onlemek i¢in umut verici olabilir. Bu ajanlar, konak¢inin bagisiklik sistemi tarafindan
sentezlenen antimikrobiyal peptitlere benzer olacaktir, burada bu molekiiller dogrudan
zar Oldiiriicii hiicreler lizerinde etki eder. Bu tiir membran etkili antimikrobiyaller,
fiziksel biitlinliigli ve enerji liretiminde yer alan zara bagli enzimler gibi ¢ok sayida
hiicresel iglevi bozmak i¢in bakteriyel membran ¢ift tabakasini dogrudan baglamak ve

gecirgen kilmak i¢in lipofilik olacaktir (Welte ve Pletz, 2010).

1.3. Giimiis Nanoparcaciklar

Nanoteknoloji, istenen uygulamalar i¢in uygun sekilde manipiile edilebilecek
benzersiz 6zelliklere ulagsmak i¢in malzemelerin atomik diizeyde uyarlanmasin igerir.
Dogal siireglerin ¢ogu nanometre dlgeginde de gergeklesir. Bu nedenle, nanoteknoloji
ve biyolojinin birlesmesi bir¢ok biyomedikal sorunu ¢ozebilir ve saglik ve tip alaninda
devrim yaratabilir. Nanoteknoloji su anda, goriintiileme, algilama, hedefe yonelik ilag
dagitimi ve gen dagitim sistemleri ve yapay implantlar gibi cesitli yollarla tip
bilimlerinin en karanlik yollarini kesfetmek i¢in bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (Singh
vd., 2008). Bu nedenle, nano boyutlu organik ve inorganik pargaciklar, biyolojik
islevsellestirmeye yatkinliklarindan dolayr tibbi uygulamalarda artan bir ilgi
gormektedir.

Uzun zamandir giimiislin dezenfekte edici bir etkisi oldugu biliniyor ve geleneksel
ilaglarda ve mutfak esyalarinda uygulamalar bulmustur. Cesitli glimiis tuzlari ve
tiirevleri, ticari olarak antimikrobiyal ajanlar olarak kullanilmaktadir (Shockman ve
Barren, 1983). Bu nedenle, giimiisiin nanopargaciklari, antibakteriyel 0Ozellikleri

acisindan uygun bir sekilde arastirilmistir (Morones vd., 2005). Gilimiis
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nanopartikiillerin bakteri ile boyuta bagli etkilesimini ortaya ¢ikaran elektron
mikroskobu kullanilarak bu 6zelligi arastirmak igin 6vgiliye deger ¢abalar gosterilmistir
(Kyriacou, vd., 2004). Bununla birlikte, bu nanopartikiillerin bakterisidal 6zelligi,
bliylime ortamindaki stabilitelerine baghdir, ¢linkli bu, bakteri-nanopartikiil etkilesimi
icin daha uzun alikonma siiresi saglar. Bakteri liremesini 6nemli 6l¢iide kisitlamaya
yetecek kadar kararli giimiis nanopargaciklarinin hazirlanmasinda gii¢lii bir zorluk
vardir. Hem antibiyotige direngli hem de direngli olmayan Gram-negatif suslar ve
direngli olmayan bir Gram-pozitif bakteri susu iizerinde ¢alismalar yapilmistir. Cok
ilaca direncli bir Gram negatif bakteri susu da nanopartikiillerin antibakteriyel etkisini
incelemek i¢in analize tabi tutulmustur. Bu tiir antimikrobiyal etkilerin altinda yatan
molekiiler mekanizmay1 anlamak i¢in ¢aba gosterilmistir. Nanopartikiillerin etkisinin,
suslarin direngli olup olmadigina bakilmaksizin, Gram-negatif suslar {izerinde, Gram-
pozitif organizmalara gore Onemli o6l¢iide daha belirgin oldugu bulunmustur.
Nanopartikiillerin bu gelismis antibakteriyel etkisini, bakteri proteinlerinin fosfotirozin
profilini modiile eden ve bakteri biiyiimesini durduran bir kolloid olarak ortamdaki
stabilitelerine baglanmaktadir (Kirstein ve Turgay, 2005).

Gilimiis nanopartikiillerin bakteri proteinlerinin fosfotirozin profili lizerindeki
etkisi Spesifik bir monoklonal antikor kullanilarak Gram pozitif ve negatif bakterilerden
tiiretilen proteinlerin fosfotirozin igeriginin incelenmesiyle, nanopartikiillerin biiylimeyi
etkileyen 120 bakteri sinyal iletimi iizerindeki olasi etkisi incelenmis ve cesitli protein
substratlarmin fosforilasyonunu ve bakteriyel sinyal iletimini etkiledigi bulunmustur

(Kirstein ve Turgay, 2005).

1.3.1. Giimiis Nanopartikiillerin Antibakteriyel Ozellikleri

Nano Olcekli glimiisiin  bakteriler {izerindeki aktivitesinin arkasindaki
mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamis olsa da, bugiine kadar 6nerilen en
yaygin ii¢ toksisite mekanizmasi sunlardir: serbest giimiis iyonlarinin alimi, ardindan
ATP iiretiminin ve DNA replikasyonunun bozulmasi, giimiis nanoparcacik ve giimiis
iyonu ROS iiretimi ve hiicre zarlarina dogrudan zarar verir (Marambio-Jones, ve Hoek,
2010). Giumiis nanomalzemeler ve bakteri hiicreleri arasindaki ¢esitli gézlemlenen ve

varsayimsal etkilesimler Sekil 4’te gosterilmektedir.
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Sekil 4. Bakteriyel hiicrelerle nano oOlgekli giimiis etkilesimini Ozetleyen diyagram.
Nano o0lgcekli giimiis (giimiis iyonlar1 salabilir ve ROS olusturabilir ve zar
proteinleri ile etkilesime girer ve zar gecirgenligini etkileyen hiicre zarinda
birikir; ROS olusturabilecegi, giimiis iyonlar1 salabilecegi ve DNA'y1l
etkileyebilecegi hiicreye girer. Uretilen ROS ayrica DNA, hiicre zar1 ve zar
proteinlerini de etkileyebilir ve glimiis iyonu salinimi muhtemelen DNA ve zar
proteinlerini etkileyecektir (Neal., 2008).

Serbest giimiis iyonu alimi Giimiis nanoparcaciklariin giimiis iyonlar1 olusturarak
¢Ozilindiigli rapor edilmistir ve in vivo bu salinimin giimiis reaksiyonlarmin {iriini
olacag: diisiiniilmektedir. H2O> ile glimiis nanoparcacik oksidatif ¢ézlinmesi i¢in olasi
bir mekanizma olarak asagidaki reaksiyonu Onerilmistir. Benzer sekilde, proton hareket
kuvvetinin gerceklestigi bakteri hiicre zarinda da benzer bir mekanizmanin meydana
gelebilecegi varsayilmistir (Asharani vd., 2009).

Iyonik giimiis, bilinen antibakteriyel 6zelliklere sahiptir; bu nedenle, giimiis
nanopargaciklardan ayristirilan iyonlarin antibakteriyel ozelliklerinin en azindan bir
kismindan sorumlu olmasi beklenir. Mikromolar alti konsantrasyonlarda, NADH
dehidrogenaz gibi solunum zincir reaksiyonunun enzimleri ile etkilesime girerek
solunumun ATP sentezinden ayrilmasina neden olur. Giimiis iyonlar1 ayrica proton
sizintisina yol agan tasima proteinlerine baglanir ve proton hareket kuvvetinin
¢okmesine neden olmaktadir (Lok vd., 2006). Giimiis, fosfat alimin1 engeller ve hiicre
ici fosfatin disar1 akisina neden olur (Schreurs ve Rosenberg 1982). Solunum ve tasima
proteinleri ile etkilesim, Ag bu proteinlerin sistein kalintilarinda bulunan tiyol
gruplariyla agiklanmistir (Holt ve Bard, 2005). Mili-molar Ag'ye maruz kalan bakteri

hiicreler dozlar, sitoplazma biizilmesi ve hiicre duvar1 zarinin ayrilmasi, DNA
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yogunlasmasi ve hiicrenin merkezinde bir elektron 15181 bolgesinde lokalizasyon ve
hiicre i¢i igerigin sizmasina izin veren hiicre zar1 bozulmasi gibi morfolojik
degisikliklere maruz kalir (Jung vd., 2008). Gilimiis nanoparcaciklarinin bakteri
hiicresindeki etkisi (Singh vd., 2021) Sekil 5’te gosterilmektedir.

Hiicre Zarinin Bozulmasi
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Sekil 5. Giimiis nanoparcaciklarinin bakteri hiicresindeki etkisi (Singh vd., 2021).

Ayni calismada, antibakteriyel etkinligini artirmak icin daha yiiksek yiizey alanina
sahip glimiis nanopargaciklar elde etmek icin suda ¢oziiniir ligandlar kullanan ikinci bir
giimiis nanopargacik preparasyonu kullanilmigtir. Bununla birlikte, glimiis
nanopartikiillerin ikinci preparasyonu, bakteri hiicrelerine kars1 kaplanmamis tozlardan
daha diisiik toksisite gdstermistir bu da ligandlarin glimiis iyonu erozyonunu 6nledigini
diistindiirmiistiir; boylece, ortaya c¢ikan toksisiteyi azalttigi varsayillmistir. Bu sonucun
bir bagka olas1 nedeni, yiizey kaplamalarinin glimiis nanopargaciklarin bakteri hiicre
yilizeyine yapismasini engellemesidir (Smetana vd., 2008). Glimiis nanopartikiillere
kiyasla membran protein hasarina duyarli biyoliiminesans bakterilerinde ayn1 etkiyi ve
siiperoksitlere duyarli bir susta biraz daha az etkiyi indikklemistir bu da gilimiis
nanopargaciklarin, oksijenle redoks reaksiyonlari yoluyla ROS iireten hiicre i¢inde
hareket eden giimiis iyonlar1 irettigi one siiriilmiistiir (Hwang vd., 2008). Baska bir
caligmada ise aktif karbon fiber destekli glimiisiin bakteriyel aktivitesi, giimiis
tyonlarinin, siiperoksitlerin ve hidrojen peroksitin sinerjistik etkisine baglanmistir (Le
Pape vd., 2004).
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Bakteri suslarinda oksidatif stres, DNA hasar1 ve protein veya membran hasari
gibi glimiis nanoparcacik toksisitesinin farkli yollarini test etmek igin bir rekombinant
biyoliiminesan bakteri paneli kullanilmistir. Biiyliyen bakteri kiiltlirlerine glimiis
nanopartikiillerin eklenmesi, hidroksil radikallerinin degil, siiperoksit radikallerinin
iiretilmesine yol agtig1 gosterilmistir. Toksisitenin membran protein hasar1 ve oksidatif
stres yoluyla meydana geldigi, ancak DNA hasar1 olmadigi sonucuna varilmistir
(Hwang vd., 2008).

Dogrudan hiicre zar1 hasar1 Giimiis nanopargaciklar bakteri zariyla etkilesime
girer ve hiicrenin i¢ine niifuz edebilir. Transmisyon elektron mikroskobu verileri, glimiis
nanopartikiillerin E. coli hiicrelerine yapistigini ve igine niifuz ettigini ve ayrica hiicre
zarinda gukur olusumunu indiikleyebildigini gostermektedir (Choi ve Hu, 2008; Raffi
vd., 2008; Sondi ve Salopek-Sondi, 2004). E. coli hiicrelerinde orijinal pargaciklardan
¢cok daha kiiciik boyutlarda olsa da glimiis nanoparcaciklar gdzlenmistir; dahasi,
oksitlenmis yiizeylere sahip giimiis nanopargaciklar, etkilesimden sonra E. coli
yiizeylerinde "dev delikler" olusumuna neden olur ve hiicresel icerigin biiyiik bir kismi
"yenilip atilir" (Smetana vd., 2008). V. cholera, P. aeruginosa ve S.tyhus gibi diger
bakteriler icin hiicre zarinda giimiis nanopargacik birikimi ve hiicre i¢cinde alim da rapor
edilmistir. Bu durumlarda sadece 10 nm'den kii¢iik nanopartikiiller bakteri hiicre
zarlarina yapisir veya bakteri icinde gézlemlenmistir (Morones vd., 2005). Ancak diger
aragtirmalarda boyutlar1 80 nm'ye kadar olan giimiis nanopartikiiller P. aeruginosa'nin
i¢ ve dis zarindan tasinmustir (Xu vd., 2004; Vertelov vd., 2008; Zhang vd., 2008).
Glimiis nanopargaciklarin sitoplazmik membranlarla etkilestigi ve hiicrelerin i¢ine niifuz
edebildikleri ayrintili mekanizma tam olarak belirlenmemistir (Raffi vd., 2008).

Glimiis nanopartikiiller tarafindan E. coli membran hasarinin 6nerilen bagka bir
mekanizmasi, metal tlikenmesi, yani dis zarda diizensiz sekilli ¢gukurlarin olusumu ve
LPS molekiillerinin ve zar proteinlerinin ilerleyici salinimi ile zar gegirgenliginde
degisiklik ile ilgilidir (Sondi ve Salopek-Sondi, 2004). Bu Gram negatif bakteriler igin
oldukga genel olabilir. P. aeruginosa'nin MexAB-OprM sistemi gibi ekstriizyon pompa
sistemlerinin de canli hiicrelerde giimiis nanoparcaciklarin birikimini kontrol etmede
onemli bir rol oynayabilecegi bildirilmistir (Xu vd., 2004).

Etkilesim mekanizmasina ragmen, bakteri hiicre zarlarina baglanan glimiis
nanopartikiillerin geg¢irgenligi arttirdig1 ve solunumu bozdugu agiktir. Proteomik veriler,
giimiis nanopartikiillere maruz kaldiktan sonra E. coli hiicrelerinde zarf protein

onciilerinin birikimini gosterir (Lok vd., 2006).
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1.3.2. Nanogiimiisiin Biyofilm Uzerindeki Etkisi

Biyofilmler, esas olarak ekzopolisakkaritlerden (EPS) olusan kendi kendine
tiretilen ekzopolimer matrislerine gdmiilii mikrobiyal konsorsiyumlardir. Bu matrislerde
yasayan mikroplar besin ve su kaynaklarindan yararlanir (Goller ve Romeo, 2008);
gelistirilmis yanal gen transferi (Maha ve O'Toole, 2001); ve deterjanlar, dezenfektanlar
ve antibiyotikler dahil kuruma ve kimyasallar gibi olumsuz cevresel kosullara karsi
koruma (Stewart ve Costerton, 2001; Costerton, 2007) saglar.

Son yillarda nanopartikiillerin (NP'ler) c¢esitli alanlardaki uygulamalar1 6nemli
Olciide genislemistir. NP'ler, tibbi ve farmasdtik nanomiihendislikte, terapotik ajanlarin
dagitim1 i¢in (Zhang vd., 2008), kronik hastalik teshisinde ve sensorlerde (Hong vd,.
2008) basariyla kullanilmigtir. AgNP'ler, planktonik formda genis bir bakteri ve mantar
tiirlerinin biiylimesine kars1 spesifik olmayan etkili antimikrobiyal ajanlardir (Kim vd.,
2007; Martinez-Gutierrez vd., 2010). Antimikrobiyal aktiviteleri, AgNP'lerin yiiksek
yiizey alani, kiitle orani, yiiksek reaktivite ve nanometre araligindaki boyutlar gibi
benzersiz fiziko-kimyasal 6zelliklerine atfedilir ve bu da onlara ¢oklu karsi alternatif
tirtinlerin gelistirilmesi i¢in biiyiik bir avantaj saglar (Martinez-Gutierrez vd., 2012; Park
vd., 2011; Elechiguerra vd., 2005).

AgNP'lerin Pseudomonas aeruginosa'nin biiytimesini engelleyebildigi ve ayrica
biyofilm matrisinde yasayan hiicreler i¢in 6ldiiriicli oldugu goriilmiistiir (Stewart, 2003).
Bu da AgNP'lerin mikrobiyal kolonizasyonu ve biyofilm olusumunu 6nlemek i¢in tibbi
cihazlara godmiilebilecegini diigiindlirmektedir.

Kanitlanmis antimikrobiyal aktiviteye sahip metal nanopartikiiller arasinda,
giimiisten yapilanlar 6zellikle etkili bakterisidal ajanlardir (Seil ve Webster, 2012).
Glimiigiin antibakteriyel oOzellikleri uzun zamandir bilinmektedir ve bu metalin
(AgNP'ler) nanopargaciklarinin giimiis iyonlarindan daha az toksik olduguna
inanilmaktadir. Calisilan ¢esitli nano-giimiis aktivitelerinin karsilastirilmasi, kullanilan
parcaciklarin kimyasindaki ve fiziksel o6zelliklerindeki farkliliklardan dolayr zordur.
Ayrica AgNP'lerin bakterisidal etkisi partikiillerin boyutuna ve sekline baglhdir
(Panacek vd., 2006; Pal vd., 2007). Nanopartikiillerin biyolojik aktivitesini etkileyen
diger oOzellikler, zeta potansiyeli ve partikiil kimyasidir, birincisinin partikiillerin
hiicreye niifuz etme kabiliyetinde 6nemli bir rol oynamasi muhtemeldir (Seil ve
Webster, 2012). Antibakteriyel etkinin bircok mekanizmasi vardir, ancak bu konudaki
mevcut bilgi eksikliginden dolay1, AgNP'lerin aktivitesinin kesin temeli hala karakterize
edilmemistir. Bazi c¢alismalar AgNP'lerin su varhiginda Agt+iyonlar1 saldigini

gostermistir (Santoro vd., 2007; Asharani vd,, 2008). Lok ve arkadaslari, giimiisiin
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yaklasik %]12'sinin iyonik formda bulundugunu ve oksidasyon tabakasiyla siki bir
sekilde iligkili oldugunu hesapladilar (Lok vd., 2007). Ancak, deneysel tasarimlar
AgNP'lerin ve ¢Ozlinmiis Ag+ iyonlarmin etki mekanizmalarini ayirt etmeyi
zorlastirmaktadir. Bu nedenle nano-giimiisiin hiicre zar1 yiizeyine tutunarak ve hiicre
potansiyelini degistirerek bakteri zar1 gecirgenligini etkiledigi One siiriilmiistiir.
Bakterilerin i¢inde ¢ok sayida nanopartikiilin gézlemlenmesi, bunun antibakteriyel
mekanizma i¢in énemli oldugunu diisiindiirmektedir (Morones vd., 2005).

E. coli hiicrelerinin proteomik analizi (2-DE ve MS tanimlamasi), AgNP'lere kisa
siireli maruz kalmanin, proton hareket kuvvetinin dagildiginin gostergesi olan zarf
onciillerinin birikmesiyle sonuglandigini ortaya ¢ikarmistir. Ekspresyonunun AgNP'ler
tarafindan 1.8 kattan fazla uyarildigi bulunan proteinler, molekiiler saperonlar olarak
gorev yapan inkliizyon govdesi baglayict proteinler A ve B (IbpA ve IbpB) ve 30S
ribozomal alt birim proteini S6'dir (Lok vd,, 2007). Ayrica, AgNP'lerin bakteriyel
membran proteinleri, hiicre i¢i proteinler, DNA'daki fosfat kalintilar1 ile etkilesime
girdigi ve hiicre bolinmesine miidahale ederek bakteriyel hiicre oliimiine yol actig
gosterilmistir (Sondi ve Salopek-Sondi, 2004; Xu vd., 2004). Nanopartikiil
yiizeylerinden salinan biyosidal Ag+ iyonlarinin mevcudiyeti, hiicreyi toksik etkilerden
koruyan, ancak ayn1 zamanda replikasyon kabiliyetini de tehlikeye atan bakteriyel DNA
konglomerasyonu savunma mekanizmalarini harekete ge¢irir. Bu nedenle iyonik glimiis
ve nanopartikiillere karsi mikrobiyal tepkiler farklidir ve AgNP'lerin antibakteriyel
aktivitesinin tam olarak anlasilmast i¢in her ikisinin de bilgisi gereklidir.

Bir ¢alismada hidrolize kazein peptitleri tarafindan stabilize edilen AgNP'lerin
(yaklasik 8 nm c¢apinda), bazi Gram-negatif bakteriler tarafindan biyofilm olusumunu
giiclii bir sekilde inhibe ettigini bulunmustur. AgNP konsantrasyonu mililitre bagina 5
ila 10 mikrogram arasinda oldugunda E. coli, P. aeruginosa ve Serratia proteamaculans
biyofilmlerindeki bakteri kiitlesinde bir azalma gozlemlenmistir (Radzig vd., 2013).
Farkl bir ¢alismada ise 1-2 mM gibi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda nisasta ile stabilize
edilmis nanopartikiillerin (¢ap olarak yaklasitk 20 nm), P. aeruginosa ve S. aureus
biyofilm olusumunu sirastyla %65 ve %88 oraninda azalttigini gdsterilmistir (Mohanty
vd., 2012).

Gilimiis nanopartikiiller, daha 6nce gosterildigi gibi, geleneksel antibiyotiklerin
anti-bakteriyel ve anti-biyofilm aktivitesini de artirabilir. Biyofilm canliligini standart

giimiis hidrojelden daha etkili bir sekilde azalttigin1 gostermistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal

2.1.1. Alet ve Ekipmanlar

Calismada kullanilan, Giimiishane Universitesi, Miihendislik ve Doga Bilimleri
Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii Laboratuvarinda bulunan cihazlar
sunlardir:

¢ Buzdolab1 (Beko, Tiirkiye),

¢ Buz makinesi (Scotsman Ice, Italia),

e Calkalayici inkiibator (Shel Lab, USA),

¢ Diktip otoklav (Hirayama, Japan),

e Distile su cihaz1 (mes, Tiirkiye),

e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (BIO-RAD, USA),

e Elektroforez tanki (Scie-Plas HU10 Mini, England),

e Etiiv (Dathan, Tiirkiye),

e Hassas terazi (Kern ABJ-NM/ABS-N, England),

e Manyetik karistirici (IKA RH Basic 2, Germany)

e Mikrodalga firin (Altus, Tiirkiye),

e Otomatik pipetler (Eppendorf, Germany

e Santrifiij (Allegra, Germany),

e Steril Kabin,

e Termal dongii cihazi1 (Thermo scientific, USA),

e Thermo-Shaker inkiibator (Thermo Scientific, USA),

¢ UV illiiminator (Herolab, Germany),

¢ VVorteks (Heidolph, Germany),

Genetik ve Biyomiihensilik Laboratuvarinda bulunan erlenmayer, meziir, beher,
poze, jel dokme tepsisi ve tarak, petri, deney tiipii, ekiivyon ¢ubugu, tiipliik ve parafilm
kullanildi.



2.1.2. Kimyasallar, Enzimler, Vektorler ve Kitler

Kullanilan kimyasallar:

Agar (Liofilchem, Ital), Agaroz (Sigma, USA), Gliserol (ADR), dNTP (Solis
Biodyn), DNA ladder (Promega), MgCI2 (GeneON), Etidyum bromiir (PanReac
AppliChem, Germany), Etanol (Alkomed, Tiirkiye), NaCl, Tripton (Pronadisa, Spain),
Buffer (GeneON), Ampisilin, KCI, Tris, CaCl.2H20 (Sigma), KCO2CH3 (Sigma),
IPTG (Sigma), X-gal (Sigma), EDTA, Glasiyal asetik asit (Merck), Kristal viyole
(Merck).

Kullanilan enzimler:

Tag DNA polimeraz (GeneON).

Kullanilan kitler ve vektorler:

pGEM-T Easy klonlama Kiti ,Plazmid DNA izolasyon kiti (Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanildi.

2.1.3. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

LB (Luria-Bertani): 5 g yeast, 10 g tripton, 5 g NaCl hassas terazide tartild1.
Cozeltiler 1000 ml saf suda ¢oziildi. 90 dk siireyle 121°C’de otoklav cihazinda steril
edildi.

Ampisilinli LB (Luria-Bertani): 10 g tripton, 5 g yeast, 5 g NaCl hassas terazide
tartildi. Cozelti 1000 ml saf suda ¢oziildi. 90 dk’ 120°C’de otoklavlandi. Steril
edildikten sonra, sicaklik 55°C’ye diisiince ¢ozelti i¢gine 1000 ul ampisilin eklendi.

LB (Luria-Bertani) Agar: 5 g yeast, 10 g tripton, 5 g NaCl, 15 g agar hassas
terazide tartildi. 1000 ml saf suda ¢oziildiikten sonra 90 dk boyunca 120°C’de otoklav
cihazinda steril edildi. Sicaklik 55°C’ye diistiikten sonra petri plaklarina 4 mm
kalinliginda dokiildii ve donduruldu.

Ampisilinli LB (Luria-Bertani) Agar: 10 g tripton, 5 g yeast, 5 g NaCl, 15 g agar
hasaas terazide tartildt ve 1000 ml saf suda c¢oziildi. 90 dk boyunca 120°C’de
otoklavlandi. Steril edildikten sonra sicaklik 55°C’ye diisiince 1000 ul ampisilin eklendi

Petri kaplarina 4 mm kalinliginda ampisilinli LB besiyeri dokiildii.

2.1.4. Cozeltiler ve Tampon Soliisyonlarimin Hazirlanisi

Primerlerin hazirlanmast: Liyofilize halde bulunan primerler steril saf su ile
hazirlandi. Her bir primerin konsantrasyonu 10 pmol/ul olacak sekilde tiiplere stok
cozeltiden 10 pul eklendi ve lizerine 90 pl steril saf su ilave edilerek primerler hazirlandi.

Hazirlanan primerler -20°C’de saklanarak muhafaza edildi.
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1X TAE 'nin Hazilanisi: 980 ml steril deiyonize su iizerine 20 ml 50X TAE’den
eklenerek hazirlandi.

%1 Agaroz Jel hazirlanmasi: 80 ml 1X TAE tamponuna 0.8 gram agaroz eklendi
ve mikrodalga firinda yaklasik 2 dk bekletildi. Daha sonra 2 ul etidyum bromiir
eklenerek jel tepsisine aktarildi

%1 Kristal viyole: 1 g Kiristal viyole, %95’lik Etil alkol (etanol) kullanilarak

hazirlandi.

2.2. Yontem

2.2.1. Gram Negatif Bakteri izolatimn Temini ve Antibiyotik Direncliligi
Tanimlanmasi

Calismaya 2021 yilinda Bayburt Devlet Hastanesi'nden temin edilen idrar, aspirat,
balgam, kan, yara, kulak kiiltirii olmak tizere 188 Gram negatif klinik sus dahil
edilmistir. Tim klinik izolatlar biyokimyasal yontemler ile tanimlanmistir. Antibiyotik
duyarlilik testi i¢in kullanilan antibiyotikler; sefepim, amoksisilin -klavulanik asit,
seftazidim, nitrofurantoin, sefiksim, gentamisin, sefotaksim, sefoksitin, sefuroksim,
piperasilin-tazobaktam, ampisilin, seftriakson, tobramisin, fosfomisin, amikasin,
siprofloksasin, levofloksasin, siilfametoksazol-trimetoprim, meropenem, ertepenem,
imipenem, ampisilin-sulbaktam, piperasilindir. Antibiyotik duyarlilik testleri, Kirby-
Bauer disk difilizyon yontemine gore yapilmis ve EUCAST standartlarina gore

degerlendirilmistir.

2.2.2. izolatlarin Stoklanmasi

Izolatlardan birer koloni segilerek 3 ml antibiyotiksiz Luria-Bertani (LB)
besiyerine ekildi. Gece boyu 16 saat 37°C’de etiivde inkiibe edildi. Bakteriyel
siispansiyonlarin 800’er ul’si alindi ve % 20’lik gliserol stoklar hazirlandi. Stoklar -

20°C’de saklandi (Iraz vd., 2015).

2.2.3. Genomik DNA izolasyonu

3 ml gece kiiltiirii 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Pellete 1000 pl saf su
eklendi ve vortekslendi. Daha sonra 2 dk boyunca 10.000 rpm’de santrifiij edildi. 1000
ul saf su tekrar pellet {izerine eklendi. Yeniden vortekslendi. Vortekslendikten sonra 10
dk boyunca 100°C’de kaynatildi. Kaynatildiktan sonra 2 dk boyunca 10.000 rpm’de
santrifiij edildi. Tipiin ist kismindan 500 pl DNA alimip PCR (Polimeraz Zincir
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Reaksiyonu) reaksiyonlarda kullanmilmak iizere tiiplere aktarildi. Ornekler saklanmasi

icin - 20°C’ye yerlestirildi (Iraz vd., 2015; Ozad Diizgiin vd., 2019).

2.2.4. Antibiyotik Diren¢ Genleri, Viriilans Faktor Genleri ve Sinif 1
Integronlarin Tespiti

Viriilans genleri (pap, sfa, afa, hly, aer ve cnf), B-laktamaz kodlayan genler
(blaoxa-23, blaoxa-a0, blaoxa-s1, blaoxa-ss, blaime and blaviv, blanpwm,), fosfomisin direng
genleri (fosA, fosC2 ve fosA3), kinolon direng genleri (qnrA, qnrB ve qnrS) ve sinif 1
integron gen kasetleri primerleri kullanilarak arastirildi. PCR karigimi; 5 pl genomik
DNA, her primerden 20 pM, 5 pl reaksiyon tamponu, 3 ul 25mM MgCI2, 2.5 pl 4mM
dNTP ve 0.5 U Tag DNA Polimeraz (GeneON) ve 50ul nihai hacimde hazirland: (Iraz
vd., 2015; Ozad Diizgiin vd., 2019).

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

PCR firiinlerini goriintiilemek icin agaroz jel elektroforezi ile yapildi. Hazirlanan
%1’lik agaroz jele PCR iiriinlerinden 5 pl ve 3 pl ylikleme tamponu ile pipetaj yapilarak
yiiklendi. Ornekler 90 voltta yiiriitiildii. Sonuglar UV’de gozlendi (Iraz vd., 2015; Ozad
Diizgiin vd., 2019).

2.2.6. Kompotent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan E. coli DH5a kompetent hiicreler kalsiyum kloriir yontemi
kullanilarak hazirlandi. E. coli DH5a 3 ml LB besiyerine tek bir koloni segilerek ekim
yapildi. Sivi kiiltirii 37°C’de gece boyunca 200 rpm’de iretildi. Hazirlanan gece
kiiltiiriiniin yogunlugu 600 nm’de 6l¢iildii ve OD’si 0.1 olacak sekilde yeniden 30 ml
LB besiyerine ekim yapildi. Optik yogunluk 600 nm’de 0.4—0.6 arasina ulastiktan sonra
hiicreler 5 dk 4°C’de 4000 rpm’de santrifiij edilerek toplandi. Hiicre pelletinin 10 ml
soguk 0.1 M CaCl; ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi. CaCl, ilavesinin ardindan
hiicreler buz tizerinde 30 dk bekletildi. Daha sonra 5 dk boyunca 4°C’de 4000 rpm’de
santrifiij edildi. Pellet 2 ml 0.1 M CaCl2 ¢ozeltisinde siispanse edildi 2-24 saat
bekletildikten sonra kullanildi (Cigek vd., 2014).

2.2.7. PCR Sonucunda Pozitif Cikan blaoxa-23 ve blaoxa-s1 Genlerinin pGEM-
T Easy Vektoriine Klonlanmasi
PCR sonucu pozitif ¢ikan blaOxa-23 ve blaoxasi genlerinin pGEM-T Easy

vektoriine ligasyonu saglandi. Ligasyon reaksiyonunu hazirlamak i¢in 2 pl 2X T4
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ligasyon tamponu, 4 ul hacimde 0.2 ul pGEM-T easy (10 ng) vektorii, 0.2 pl T4 DNA
ligaz ve 1.6 ul PCR iiriinii eklendi. Ligasyon iiriinii 4 pl hacimde hazirlanarak 16 saat
boyunca 16°C’de bekletildi. PCR iiriiniinii bulunduran pGEM-T easy vektoriintin 4 pl’si
pipetlenerek E. coli DH5a kompetent hiicrelerine kimyasal yollarla transforme edildi.
Transferlerin se¢imi i¢in mavi-beyaz koloni teknigi uygulandi. Bu teknige gore AMP’li
LB agar lizerine 40 pl IPTG ve 40 pl X-gal yayildi. Hiicreler bu petriler tizerine ekildi.
Gece boyunca 37°C’de bekletildi. Petrilerde olusan mavi-beyaz kolonilerden beyaz

kolonilerin se¢imi yapildi (Cigek vd., 2014).

2.2.8. Plazmid izolasyonu

Ayn tiiplere her koloni 3 ml AMP’li LB besiyeri koyuldu. Pens ucu ile tutulan
pipet ucuyla tiipler igine se¢imi yapilan koloniler ekildi. 16 saat 37°C’de {iiretilmesi i¢in
bekletildi. Uretme isleminden sonra eppendorf tiiplere aktarim yapildi. Kiiltiirler 2 dk
stiresince 12.000 rpm’de santrifiij edildi. Sonra DNA izalosyonu bakteri pelletinden
GeneJET Plazmid Miniprep kitindeki protokole gore plazmid yapildi. Elde edilen
plazmid DNA’lar %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii. Rekombinant plazmitler dizileme i¢in
Sentegen'e (Ankara) gonderildi. Dizi sonuglar1 biyoinformatik programlar: kullanilarak

degerlendirildi (Cigek vd., 2014).

2.2.9. Mikrodiliisyon Yontemi ile Rumex Giimiis Nanopartikiillerin
Minimum Inhibitér Konsantrasyonlarimn (MiK) Belirlenmesi

Bu c¢alismada daha once yesil sentez ile iiretilmis ve karakterize edilmis Rumex
glimiis nanoporticle (yayinlanmamis veri) kullanildi. Rumex glimiis nanopartikiiliiniin
Minimum inhibitdr konsantrasyonu sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi. Rumex
sulu giimiis nanopartikiil konsantrasyonu 500-67.5 ug/ml olarak hazirlandiktan sonra
deneyler 96 oyuklu bir plakada ii¢ kopya halinde yapildi. Kontrol olarak E. coli DH5a
kullanildi. Suslarin biyofilm olusumuna etkisinin arastirilmasinda elde edilen MIK

degerleri referans olarak kullanildi (Cimen ve Ozad Diizgiin, 2021).

2.2.10. Biyofilm Olusumunun Kantitatif Tayini

188 Susunun biyofilm kantitatif analizi, yar1 kantitatif kristal mor boyama
kullanilarak yapildi. Mueller-Hinton Agar (MHA) ortamina asilanan suslar gece
boyunca 37°C'de inkiibe edildikten sonra, koloniler tek tek alinarak LB ortami ile
karistirtldi ve 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 200 ul siispansiyon ilave
edildi. Her numune igin 3 tekrar yapildi. Plakalar 37°C'de 24 saat inkiibe edildi.
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Kuyucuklardaki bakteri siispansiyonlar1 inkiibasyondan sonra dokiilerek plakalar ii¢ kez
distile su ile yikand1. Yikandiktan sonra her bir kuyucuga 200 ml %1 kristal viyole boya
eklenerek oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. Her kuyucuga 200 ml %95 etanol
eklendikten sonra, optik absorbans (A) degeri 620 nm'de spektrometrede okundu.
Kontrol olarak E.coli DH5a kullanildi. Suslarin biyofilm olusumu kontroliin (Ac) OD
degerine gore 4 farkli grupta degerlendirildi: (1) negatif (-), A <AC; (2) zayif pozitif
(+), Ac 4Ac (Cimen ve Ozad Diizgiin, 2021).

2.2.11. Rumex Giimiis Nanoparcaciklarinin Biyofilm Olusumuna EtKisi

Suslar {izerinde MIK degeri belirlenen Rumex giimiis nanoparcaciginin orta ve
giiclii biyofilm olusturan suslarin biyofilm olusumuna etkisini arastirmak i¢in kullanildu.
Rumex gilimiis nanopartikiiliin Mik degeri 250ul/mg mikrolitre olarak belirlendikten
sonra iki farkli konsantrasyon (125-67.5) upl/mg) biyofilm deneylerinde kullanildi.
Deneyler, 96 oyuklu plakalar {izerinde ii¢ kopya halinde yapildi. Inkiibasyondan sonra,
daha once bahsedilen biyofilm olusumunun kantitatif tayini yontemi uygulanmistir

(Cimen ve Ozad Diizgiin, 2021).
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3. BULGULAR

3.1. izolatlarin Temini ve Tanimlanmasi

2021 yilinda Tiirkiye’de Bayburt Devlet Hastanesi’nden 188 susun 149'u
(%79.25) idrardan, 17'si (%9.04) aspirattan, 130 (%6.91) balgamdan, 5 (%2.65)
kandan, 2'si (%1.069) yaralardan ve 2'si (%1.06) kulak kiiltiirlerinden izole edilmistir.
188 izolat arasinda 129 (%67.55) E.coli, 12 (%6.38) Enterobacter spp. 15 (%7.97)
Acinetobacter baumannii, 3 (%1.59) Citrobacter freundii,11 (%5.85) Klepsiella spp. 5
(%2.65) Klepsiella pneumoniae, 2 (%1.06) Klepsiella oxytoca, 3 (%51.59) Proteus spp.,

6 (%3.19) Proteus mirabilis, 2 (%1.06) Pseudomonas spp. izolati tanimlanmustir.

3.2. Izolatlarin Antibiyotik Duyarhihklari

Izolatlarin sefepim, amoksisilin -klavulanik asit, seftazidim, nitrofurantoin,
sefiksim, gentamisin, sefotaksim, sefoksitin, sefuroksim, piperasilin-tazobaktam,
ampisilin, seftriakson, tobramisin, fosfomisin, amikasin, siprofloksasin, levofloksasin,
stilfametoksazol-trimetoprim, meropenem, ertepenem, imipenem, ampisilin-sulbaktam,
piperasilin antibiyotiklerine kargt duyarliliklari belirlendi.

Toplamda suslarin sefipime %37.76, amoksisilin -klavulanik asite %52.12,
seftazidime %38.29, nitrofurantoine %34.57, sefiksime %46.27, gentamisine %27.65,
sefotaksime %43.08, sefoksitine %35.10, sefuroksime %44.68, piperasilin-tazobaktama
%30.31, ampisiline %97.34, seftriaksona %39.36, tobramisine %29.78, fosfomisine
%29.78, amikasine %22.87, siprofloksasine %37.76, levofloksasine 9%35.63,
siilfametoksazol-trimetoprime %47.34, meropeneme %20.74, ertepeneme %23.93,
imipeneme %15.95, ampisilin-sulbaktama %92.02 - ve piperasiline kars1 %0.53 direng
gosterdigi belirlendi (Tablo 1).



Tablo 1. Suslarin antibiyotik direng profilleri

Antibiyogram Toplam E_coli Enterobacter A Klepsiella K. K. Citrobacte  Proteus Proteus  Pseudomonas
Adi ' spp. baumannii spp. pneumoniae  oxytoca r freundii spp. mirabilis spp.
FEB 71(%37.76)  34(%26.35) 9(%75) 14(%93.33)  6(%54.55) 2(%40) 0 3(%100) 0 1(%16.66) 2(%100)

AMC 98(%52.12)  55(%42.63) 12(%100)  14(%93.33)  7(%63.63) 4(%80) 1(%50)  3(%100) 1(%33.33) 1(%16.66) 0
CAZ 72(%38.29)  33(%25.68) 9(%75) 15(%100)  7(%63.63) 2(%40) 1(%50)  3(%100) 0 1(%16.66) 1(%50)
F100 65(%34.57) 17(%13.17) 9(%75) 15(%100)  9(%81.81) 2(%40) 1(%50)  3(%100)  3(%100)  6(%100) 0
CFM 87(%46.27)  48(%37.20)  10(%83.33)  15(%100) 7(%63.63) 2(%40) 1(%50)  3(%100) 0 1(%16.66) 0
CN 52(%27.65)  18(%13.95) 9(%75) 15(%100)  3(%27.279 1(%20) 1(%50)  2(%66.66) 1(%33.33) 1(%16.66) 1(%50)
CTX 81(%43.08)  42(%32.55) 9(%75) 15(%100)  8(%72.72) 2(%40) 1(%50)  3(%100) 0 1(%16.66) 0
FOX 66(%35.10)  26(%20.15) 12(%100) 15(%100)  6(%54.55) 1(%20) 1(9%50)  3(%100) 1(%33.33) 1(%16.66) 0
CXM 84(%44.68)  43(%33.33) 9(%75) 15(%100)  9(%81.81) 2(%40) 1(9%50)  3(%100) 1(%33.33) 1(%16.66) 0
TPZ 57(%30.31)  20(%1.55) 9(%75) 15(%100)  5(%45.45) 3(%60) 1(%50)  2(%66.66) 0 1(%16.66) 1(%50)
AM 183(%97.34) 126(%97.67)  12(%100) 15(%100)  11(%100) 5(%100)  2(%100) 3(%100)  3(%100)  6(%100) 0
CRO 74(%39.36)  37(%28.68) 9(%75) 15(%100)  6(%54.55) 2(%40) 1(%50)  3(%100) 0 1(%16.66) 0
TOB 56(%29.78)  20(%1.55) 9(%75) 15(%100)  4(%36.36) 2(%40) 1(%50)  2(%66.66) 1(%33.33) 1(%16.66) 1(%50)
FF200 56(%29.78) 19(%14.72) 6(%50) 13(%86.66) 9(%81.81) 2(%40) 0 3(%100)  1(%33.33)  3(%50) 0
AK 43(%22.87)  12(%9.30) 9(%75) 15(%100)  2(%18.18) 1(%20) 1(%50)  2(%66.66) 0 1(%16.66) 0
Cip 71(%37.76)  32(%24.80) 9(%75) 15(%100)  6(%54.55) 2(%40) 1(%50)  2(%66.66) 2(%66.66) 1(%16.66) 1(%50)
LEV 67(%35.63)  29(%22.48) 9(%75) 14(%93.33)  6(%54.55) 2(%40) 1(%50)  2(%66.66) 2(%66.66) 1(%16.66) 1(%50)
SXT 89(%47.34)  51(%39.53) 9(%75) 14(%93.33)  8(%72.72) 1(%20) 0 2(%66.66)  3(%100) 1(%16.66) 0
MEM 39(%20.74) 9(%6.97) 9(%75) 15(%100)  1(%9.09) 1(%20) 0 2(%66.66) 0 1(%16.66) 1(%50)
ETP 45(%23.93)  13(%10.07) 9(%75) 15(%100)  2(%18.18) 1(%20) 1(%50)  3(%100) 0 1(%16.66) 0
iPM 30(%15.95) 7(%5.42) 5(%41.66)  13(%86.66) 1(%9.09) 1(%20) 0 2(%66.66) 0 1(%16.66) 0
SAM 173(%92.02) 121(%93.79)  11(%91.66)  14(%93.33) 10(%90.90) 1(%20) 1(%50) 2(%66.66) 3(%100)  6(%100) 0
PRL 1(%0.53) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(%50)
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3.2.1. Viriilans Genlerinin Belirlenmesi
Izolatlarin PCR sonras1 UV altinda goriintiilleme sonrasi elde edilen verilere gore

188 susun 121’inde viriilans faktor gen tespit edildi (Sekil 7). En yiiksek oranda aer 56

(%29.78) virulans faktor geni belirlendi. Aer virulans faktér genini sirasiyla 53 sfa
(%28.19), 51 afa (%27.12), 40 cnf (%21.27), 24 pap (%12.76) ve 24 hly (%12.76)

virulans faktor genleri takip etti.

Sekil 6. Virilans genlerinin jel goriintiisi (M=Marker, 56=afa, S57=afa+taer,
58=sfa+hly+aer+cnf, 59=sfa+aer, 60=aer+cnf, 61=sfa+aer,
62=sfa+afa+hly+cnf+ aer, 63= sfatafa+hly+cnf, 64=aer, 65=sfa+hly+aer,
66= sfa+afa+hly+cnf, 67=sfa+ afa,68=aer, 69=pap+sfa+aer, 70=s

188 Gram negatif izolat arasinda 35 farkli viriilans faktor gen paterni belirlendi. 6
tekli, 11 ikili, 10 Ggli, 6 dortli ve iki besli viriilans faktor gen paterni (afa, aer , cnf, sfa,
pap, pap+sfa , sfatafa , aer+cnf , pap+afa , pap+hly , pap+aer , pap+ cnf , sfataer ,
sfa+cnf , afataer , afatcnf | pap+afatcnf | pap+sfataer , pap+sfatcnf , pap+sfa+afa ,
sfatafa+aer , sfat+ hly+aer , sfathly+cnf , afathly+aer , afataer+cnf , hly+aer+cnf ),
(pap+ sfa +afataer , paptsfathly+cnf |, pap+sfataer+cnf , sfathly+aer+cnf |
afat+hly+aer +cnf |, sfat+afathly+aer ,pap +sfat+afa+hly+cnf , sfat+afa+hly+aer+cnf)
tespit edildi (Tablo 2).

Calisilan virulans faktor genlerinden pap; E.coli’ de %13.17, A. baumannii’de
%13.33, Klepsiella spp’de %36.36 ve P. mirabilis ‘de %16.16, sfa; E.coli’de %30.23,
Enterobacter spp’ de %16.66, A. baumannii’de %20, Klepsiella spp’de %18.18, K.
pneumoniae’de %40, C. freundii’de %66.66 ve P. mirabilis ‘de %16.16, afa; E.coli’de
%34.88, Enterobacter spp’ de %8.33, A. baumannii’de %6.66, Klepsiella spp’de
%36.36, K. pneumoniae’de %20 ve P. mirabilis ‘de %16.16, hly; E.coli’de %13.17, C.
freundii’de %66.66, Klepsiella spp’de %27.27 ve P. mirabilis ‘de %16.16, aer;
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E.coli’de %33.33, Enterobacter spp’ de, %8.33, A. baumannii’de %13.33, Klepsiella
spp’de  %36.36, K. pneumoniae’de %20, Proteus spp ‘de %33.33, P. mirabilis ‘de
%33.33 ve C. freundii’de %66.66, cnf; E.coli’de%24.03, Enterobacter spp’ de %8.33,
A. baumannii’de %6.66, Klepsiella spp’de %54.54, C. freundii’de %33.33, P. mirabilis
‘de %16.16 oranlarinda tespit edilmistir (Tablo 3)

Tablo 2. Viriilans faktor gen dagilimi

Pap sfa afa hly aer Cnf
Toplam - Adet 24 53 51 24 56 40
Toplam-Yiizdesi %12.76 %28.19 %27.12 %12.76 %29.78 %21.27
E.coli-Adet 17 39 45 17 43 31
E.coli-Yiizdesi %13.17 %30.23 %34.88 %13.17 %33.33 %24.03
Enterobacter spp.-Adet 0 2 1 0 1 1
Enterobacter spp.-Yiizdesi 0 %16.66 %8.33 0 %8.33 %8.33
Acinetobacter baumannii-Adet 2 3 1 1 2 1
Acinetobacter baumannii-Yiizdesi %13.33 20% %6.66 %6.66 9%13.33 %6.66
Klepsiella spp.-Adet 4 4 2 3 4 6
Klepsiella spp.-Yiizdesi %36.36 %36.36 %18.18 %27.27 %36.36 %54.54
Klepsiella pneumoniae-Adet 0 2 1 0 1 0
Klepsiella pneumoniae-Yiizdesi 0 40% 20% 0 20% 0
Citrobacter freundii-Adet 0 2 0 2 2 1
Citrobacter freundii-Yiizdesi % %66.66 % %66.66 %66.66 %33.33
Proteus spp.-Adet 0 0 0 0 1 0
Proteus spp.-Yiizdesi 0 0 0 0 %33.33 0
Proteus mirabilis-Adet 1 1 1 1 2 1
Proteus mirabilis-Yiizdesi %16.66 %16.66 %16.66 %16.66 %33.33 %16.66
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Tablo 3. Viriilans faktor gen paternleri

Bakteri Toplam E coli Enterobacter Acinetobacter Klepsiella ~ Klepsiella Citrobacter Proteus

0 Virulans Genler ' spp. baumannii spp. pneumoniae  freundii mirabilis
1 pap+cnf 1(%0.53) 0 0 0 1(%9.09) 0 0 0

2 pap-+aer 4(%2.12) 2(%1.55) 0 1(%25) 0 0 0 1(%16.66)
3 pap-+afa 1(%0.53) 1(%0.77) 0 0 0 0 0 0

4 pap+sfa 2(%1.06) 2(%1.55) 0 0 0 0 0 0

5 pap+hly 1(%0.53) 0 0 0 1(%9.09) 0 0 0

6 aer+cnf 5(%2.65) 3(%2.32) O 0 2(%18.18) 0 0 0

7 sfa+aer 9(%4.78) 5(%3.87) 1(%8.33) 0 2(%18.18)  1(%20) 0 0

8 afa+aer 3(%1.59) 3(%2.32) O 0 0 0 0 0

9 sfa+afa 7(%3.72) 6(%3.19) 0 1(%25) 0 0 0 0

10 sfa+cnf 2(%1.06) 1(9%0.77)  1(%8.33) 0 0 0 0 0

11 afa+cnf 4(%2.12) 3(%2.32) O 0 0 0 0 1(%16.66)
12 afa+hly+aer 1(%0.53) 1(%0.77) 0 0 0 0 0 0

13 sfa+hly+aer 3(%1.59) 1(%0.77) 0 0 0 0 1(%33.33) 1(%16.66)
14 pap+sfa+aer 1(%0.53) 1(%0.77) O 0 0 0 0 0

15 pap+sfa+afa 1(%0.53) 1(%0.77) O 0 0 0 0 0

16 pap+sfa+cnf 1(%0.53) 1(%0.77) 0 0 0 0 0 0

17 afa+aer+cnf 2(%1.06) 2(%1.55) 0 0 0 0 0 0

18 sfa+hly+cnf 4(%2.12) 4(%3.10) 0 0 0 0 0 0

19 sfa+afa+aer 3(%1.59) 3(%2.32) 0 0 0 0 0 0

20 pap-+afa+cnf 1(%0.53) 1(%0.77) 0 0 0 0 0 0

21 hly+aer+cnf 1(%0.53) 1(%0.77) 0 0 0 0 0 0

22 sfa+hly+aer+cnf 4(%2.12) 2(%1.55) O 1(%9.09) 0 0 1(%33.33) O

23 sfa+afa+hly+aer 1(%0.53) 1(%0.77) O 0 0 0 0 0

24 afathly+aer+cnf 1(%0.53) 1(%0.77) 0 0 0 0 0 0

25 pap+sfa+afa+aer 1(%0.53) 1(%0.77) O 0 0 0 0 0

26 pap+afa+aer+cnf 1(%0.53) 1(%0.77) O 0 0 0 0 0

27 pap+sfa+hly+cnf 3(%1.59) 3(%2.32) 0 0 0 0 0 0

28 sfatafa+hly+aer+cnf  1(%0.53) 1(%0.77) O 0 0 0 0 0

29 pap+sfatafa+hly+cnf  4(%2.12) 2(%1.55) O 0 2(%18.18) 0 0 0
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3.2.2. Siif 1 integronlarin PCR ile Belirlenmesi

Sinif 1 integronlara 6zgiil primer ciftleri kullanilarak yapilan 188 Gram negatif
izolattan PCR sonucunda toplamda 167 Gram negatif izolatinin siif 1 integron
(%88.82) tasidigr tespit edildi. PCR pozitif siif 1 integronlarin agaroz jel goriintiisii
Sekil 8’de gosterilmektedir.

Sekil 7. Smif 1 integron pozitif 6rneklerinin jel goriintiileri.

E.coli de %90.69, Enterobacter spp. de %91.66, Acinetobacter baumannii de
100%, Klepsiella oxytoca da 50%, Klepsiella spp.de %90.90, Klepsiella pneumoniae de
100%, Citrobacter freundii de 100%, Proteus spp.de 100%, Proteus mirabilis de
%66.66, Pseudomonas spp de 100% Sinif-1 integron geni tespit edilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Sinif 1 integron tasiyan izolatlar
Sinif-1 integron Adet Sinif-1 integron Yiizde

Toplam 167 %88.82
E.coli 117 %90.69
Enterobacter spp. 11 %91.66
Acinetobacter baumannii 11 100%
Klepsiella oxytoca 1 50%
Klepsiella spp. 10 %90.90
Klepsiella pneumoniae 5 100%
Citrobacter freundii 3 100%
Proteus spp. 3 100%
Proteus mirabilis 4 %66.66
Pseudomonas spp. 2 100%
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3.2.3. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

Fosfomisine direngli 51 susta fosA, fosC2 ve fosA3 genlerinin varligi arastirilmig
ve suslar arasinda pozitif gen belirlenmemistir. Kinolon grubu antibiyotiklere direncli
67 izolatta plazmit aracili kinolon direnci genleri olan qnrA, qnrB ve qnrS arastilmis ve
15 susun plazmit aracili kinolon direng genlerini tagidig tespit edilmistir.

Karbapenem direngli 41 izolatta blaoxa -23, blaoxa-40, blaoxa-s1, blaoxa-ss, blanowm,
blaimp ve blavim genleri arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére 16 susun OXA-23
(Sekil 9) ve 19 susun OXA-51 (Sekil 10) beta laktamaz tasidig belirlenmistir. OXA-23

tastyan suslar; A. bumanni (n=13), E.coli (n=2) ve K.oxytoca (n=1).

Sekil 8. blaoxa-23 gen pozitif 6rnekler (M=Marker ve pozitif sus numaralari)

OXA-51 beta laktamaz iireten suslar ise; A. baumannii (n=15), E.coli (n=2),
K.oxytoca (n=1) ve P. mirabilis (n=1). Pozitif 6rnekler vektore ligasyonu yapilmis
E.coli Dh5a hiicrelerine transformasyonu  gercgeklestirilmistir  (Sekil — 11).
Transformasyon sonrasi izole edilen plazmitler sekans analizine gonderilmistir. Dizi
analizi biyoinformatik programlar kullanilarak yapilmis ve tiim 6rneklerin blaoxa-23 ve
blaoxas: oldugu tespit edilmistir. Arastirilan diger beta laktamaz genlerinin varlig

karbapenem direncli suslarda goriilmemistir.
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Sekil 10. Transformasyon sonucu mavi-beyaz koloni olusumu

3.2.4. Biyofilm Olusumunun Kantitatif Olarak Belirlenmesi

Klinik Gram negatif bakterilerin viriilansla ilgili en 6nemli 6zelliklerinden biri
biyofilm olusturma yetenegidir. Bu nedenle, izolatlarin biyofilm olusturma kapasitesi
belirlenmistir. Biyofilm olusturmasinin kantitatif degerinin OD620 de ii¢ tekrarli okuma
ile elde edilen ortalama degerin 0.1272 oldugu tespit edildi. Bu sonu¢ dogrultusun da
suslarin 71’1 zayif pozitif (%37.76), 13’1 orta derece pozitif (%6.91), 3 izolatta kuvvetli
pozitif (%1.59) biyofilm olusturdugu tespit edilmistir. 101 izolatin ise biyofilm

olusturma kabiliyetinin olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 5).

Tablo 5. Suslarin biyofilm olusturma kabiliyetleri

Biyofilm Olusturma Kabiliyeti  Sayis1 Yiizde Degeri
NEGATIF 101 %53.72
ZAYIF POZITIF 71 %37.76
ORTA DERECE POZITIF 13 %6.91
KUVVETLI POZITIF 3 %1.59
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E.coli izolatlar1 arasinda 46 susun zayif pozitif (%35.65), 5 susun orta derece
pozitif (%3.87) ve 1 susun ise kuvvetli pozitif (%0.77) biyofilm olusturdugu tespit
edilmistir. 4 Enterobacter spp. susunun zayif pozitif (%33.33) biyofilm olusturdugu
goriilmiistiir. A. baumannii suslarmin elliii¢ii zayif pozitif (%23.66), altis1 orta derece
pozitif (%5.2) ve bir izolatin kuvvetli pozitif (%0.2) biyofilm olusturdugu tespit
edilmigtir. C. freundii suslarinda 2’sinin zayif pozitif (%66.66) biyofilm olusturdugu
belirlenmistir. Klebsiella spp. izolatlarmin biyofilm olusturma kapasiteleri 3 zayif
pozitif (%27.27), 1 orta derece pozitif (%9.09) ve 1 kuvvetli pozitif (%9.09) olarak
belirlenmistir. K. pneumoniae suslarimin 1’nin orta derece pozitif (%20) ve 3’niin zayif
pozitif (%60) biyofilm olusturdugu gorilmistiir. 2 K. oxytoca susunun zayif pozitif
(%100) biyofilm olusturdugu tespit edildi. 2 zayif pozitif (%66.66) biyofilm olusturan
Proteus spp susu belirlendi. Proteus mirabilis suslar1 arasinda ise 4 zayif pozitif
(%66.66) biyofilm olusturan izolat tespit edilmistir. Ayrica Pseudomonas spp. suslarinin
biyofilm olusturmadigi goriilmiistiir. Tablo 6’da suslarin  biyofilm olusturma

kabiliyetleri gosterilmistir.

Tablo 6. Farkli izolatlarin biyofilm olusturma degerleri

ORTA ,
: ZAYIF KUVVETLI
. NEGATIF P DERECE i
NO BAKTERI ADI BIYOFILM PQZI"_FIF POZITIF PQZI"_[IF
Biyofilm b Biyofilm
Biyofilm
1 E.coli 77(%59.68) 46 5(3.87) 1(%0.77)
2 Enterobacter spp. 8(%66.66) 4(%33.33) 0 0
3 pinetobacter 3(%20.2)  5(%23.66) 6(%5.2)  1(%0.2)
4 Citrobacter freundii  1(%33.33) 29%66.66 O 0
5 Klepsiella spp. 6(%54.54) 3(%27.27) 1(%9.09) 1(%9.09)
6 Klepsiella 1(%20) 3(%609  1(%20) 0
pneumoniae
7 Klepsiella oxytoca 0 2(%100) O 0
8 Proteus spp. 1 (%33.33) 2(%66.66) 0O 0
9 Proteus mirabilis 2 (%33.33) 4%66.66 0 0
10 Pseudomonas spp. 2(%100) 0 0 0

3.2.5. Rumex Giimiis Nanoparc¢aciklarin Biyofilm Olusumuna Etkisi

Rumex giimiis NP'lerinin antibiyofilm aktivitesi, orta ve gii¢lii biyofilm olusturma
kabiliyetine sahip bes izolata kars1 arastirildi. Oncelikle Rumex giimiis NP'lerinin bu
bes izolata karst MIC degeri 67.5 pg/ mL olarak bulundu. 2 MIC konsantrasyonundaki
nanopartikiiller, bes susa kars1 antibiyofilm ajanlar1 olarak hareket etmek icin kullanildi.
Kuvvetli pozitif (0.5492) biyofilm olusturma kabiliyeti gosteren A. baumanni 2.65 kat
azalarak zayif pozitif (0.2071) biyofilm olusturmustur. Kuvvetli pozitif (0.5855)
biyofilm olusturma kabiliyeti gosteren E.coli 1.21 kat azalarak orta derece pozitif
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(0.4830) biyofilm olusturmustur. Kuvvetli pozitif (0.5434) biyofilm olusturma kabiliyeti
gosteren Klepsiella spp. 3.23 kat azalarak zayif pozitif (0.1678), biyofilm olugturmustur.
Orta derece pozitif (0.4835) biyofilm olusturma kabiliyeti gosteren K. pneumonia 3.58
kat azalarak zayif pozitif 0.1347 biyofilm olusturmustur. Orta derece pozitif (0.3050)
biyofilm olusturma kabiliyeti gosteren A. baumannii 1.56 kat azalarak zayif pozitif

(0.1950) biyofilm kazandigi tespit edilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Rumex nanopartikiiliin antibiyofilm aktivitesi

: : NANOPARTIKUL VANOPARTIKUL
BIYOFILM BIYOFILM SONRASI SONRASI
NO M.0.NO M.O.ADI DEGERI OLUSTURMA BIYOFILM BiYOFILM
KABILIYETI DEGERI OLUSTURMA
KABILIYETI
1 30  Acinetobacter /5, Kuwvetli Pozitif 0.2071 Zayif Pozitif
baumannii
2 94 E.coli 0.5855 Kuvvetli Pozitif 0.4830 Orta Derece Pozitif
3 130 Klepsiella spp. 0.5434 Kuvvetli Pozitif 0.1678 Zayif Pozitif
Klepsiella Ee ..
4 151 pneumoniae 0.4835 Orta Derece Pozitif 0.1347 Zayif Pozitif
Acinetobacter . ..
5 186 baumannii 0.3050 Orta Derece Pozitif 0.1950 Zayif Pozitif
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4. TARTISMA

Bazi bakterilerin mevcut tiim antibiyotiklere karsi direngli olmasi diinya ¢apinda
bir saglik krizine neden olmaktadir. Direngli patojenlere karsi olan bu saglik krizine
kars1 yeni ajanlar ile ilgili devam eden ¢alismalar bulunmaktadir (Breijyeh vd., 2020).
Gram negatif bakteriler yapilari nedeniyle Gram pozitif bakterilere gore daha
direnglidir. Diinya capinda 6nemli morbidite ve mortaliteye yol acarlar ve Ozellikle
bagisikligi baskilanmis bireylerde ciddi hastaliklara neden olurlar (Breijyeh vd., 2020;
Oliveira ve Reygaert 2019). Antibiyotige direngli Gram-negatif bakteriler genellikle
kateterle iliskili kan dolasimi enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE) ve
ventilatorle iligkili pnémoni vakalarindan sorumludur (Breijyeh vd., 2020). Gram-
negatif bakterilerdeki antibiyotik diren¢ mekanizmasi, kromozomal genlerde, p-
laktamazlar1 kodlayan plazmitlerde ve aminoglikozitleri degistiren enzimlerde
mutasyonlart indiikleyebilir veya qnr dahil direng genlerini tasiyan mobil genetik
faktorleri transfer edebilir (Breijyeh vd., 2020; Rupe vd., 2015).

Bakterilerin kinolonlara karsi direncini saglayan cesitli mekanizmalar vardir.
Plazmit aracili kinolon diren¢ genleri (qnrA, qnrB ve qnrS) florokinolonlara direng
gbsteren mekanizmalar arasindadir (Kareem vd., 2021). integronlar gibi hareketli
genetik elemanlar lizerinde qnr genlerinin varligi, bunlarin Gram negatif bakteriler
arasinda hizla yayilmasina neden olabilir (Kareem vd., 2021; Karatoli, 2009). Yapilan
bu tez ¢alismasinda qnr (qnrA, gnrB ve gnrS) genleri 67 izolatin 15'inde tanimlanmustir.
Bu c¢alismadaki kinolon direngli diger izolatlarin siprofloksasin ve levofloksasine
direncine  PMQR belirtecleri aracilik etmeyebilir, ancak diger kinolon direng
mekanizmalart (gyrA ve parC mutasyonlari, DNA giraz /veya topoizomeraz IV ve
bunlarin aktivitesini diizenleyen genler) aracilik edebilir (Carattoli, 2009; Ruiz, 2003);
Martinez-Martinez vd., 1998).

Karbapenem direngli Gram-negatif bakteriler de genellikle aminoglikozitler ve
florokinolonlar gibi farkli antibiyotik gruplarina direnglidir ve bu mikroorganizmalarin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavi se¢enekleri sinirlidir (Davoudi-Monfared ve Halil
2018). Bu nedenle, karbapenem direngli suslarin varligi, diinya ¢apinda halk sagligi icin
ciddi bir endise kaynagidir. Saglig: tehdit eden bu izolatlarin prevalansinin belirlenmesi
ve direng mekanizmalarinin arastiritlmasit 6nemlidir (Davoudi-Monfared ve Khalili
2018).



D Siifi B-laktamazlar, izoksazolilpenisilin oksalini penzilpenisilin'den ¢ok daha
hizli hidrolize ettikleri i¢in oksasilinazlar (OXA) olarak adlandirilirlar. (Jeong vd.,
2009). OXA'larin bazilar1 karbapenem grubu antibiyotikleri hidrolize edebilir. (Perez
vd., 2007). OXA-23, OXA-40/24, OXA-51 ve OXA-58 gibi karbapenemleri inaktive
edebilen OXA'larin varligi, A. baumannii izolatlarindaki ana karbapenem direng
mekanizmalarindan biridir (Lin ve Lan 2014; Poirel vd., 2010). Diinya ¢apinda yayilan
blaoxa23 geni, kromozomlar veya plazmitler iizerinde ve bazen de integronlarda
bulunabilir (Navia vd., 2002). OXA tipi B-laktamaz grubu arasinda simdiye kadar
tanimlanan en biiyiik grup, A. baumannii‘ye 6zgii olan ve bu tiiriin kromozomunda dogal
olarak bulunan OXA-51 benzeri -laktamazlardir (Brown vd., 2005; Heritier vd., 2005).

Sirbistanda 2020 yilinda yapilan ¢alismada karbapenem direngli A. baumannii‘nin
(CRAB) izolatlarinin prevalansi aragtirtlmistir. Elde edilen sonuglara gére, Sirbistan'da
CRAB izolatlar1 arasinda blaoxa-72 geni, blaoxa-23 geni ve blanom-1 genlerinin varligi
goriilmistiir. Bu genlerin klonal yayilimi nedeniyle A. baumannii klinik izolatlari
arasinda son derece yiiksek oranlarda karbapenem direnci oldugunu ortaya koymustur
(Lukovic vd., 2020).

2021 yilinda Fasta Fez MUB'de yatan hastalardan izole edilen Acinetobacter
suslarinda karbapenemaz varligin1 aragtirilmistir. Bu ¢alismada blawve, blaviv , blaoxa-23
ve blaoxa-s1 genleri arastirilmis ve tiim suslarin OXA 51 geni, 53 susun (%91) OXA 23
geni tagidigi tespit edilmistir ( Massik vd., 2021).

Tayland’ da 2020 yilinda karbapenem direngli Acinetobacter baumannii (CRAB)
ile yapilan bir ¢alismada intrinsik bir enzim belirteci olan blaoxa-51 benzeri gen tiim
klinik izolatlarda saptanmis ve blaoxa-23 benzeri gen, izolatlarin ¢ogunda (%68.31)
goriilmiistiir. Buna karsilik, CRAB izolatlarinda blaoxa-40/24 benzeri ve blaoxa-58
benzeri gen olusumlarmin yaygimlik oranlari sirastyla yalnizca %4.92 ve %1.09 olarak
belirlenmistir. Tiim izolatlar karbapenemlere direngli olup, imipeneme %100 direng
gostermis, bunu meropenem (%98.91) ve doripenem (%94.54) izlemistir.
(Thirapanmethee vd., 2020)

2022 yilinda Fransa yapilan amoksisilin-klavulanata direngli izolatlar arasinda
OXA-23 karbapenemaz iireten Proteus mirabilis'in yiiksek prevalansi ¢alismasinda,
amoksisilin-klavulanata direngli Proteus mirabilis izolatlarinin %26.9'unun (14/52)
OXA-23 karbapenemaz iirettigi bildirilmistir. (Lombes vd., 2021)

Karbapenem direngli Acinetobacter'de OXA-23 ve OXA-51 varhiginin ciddi
saglik sorunlarina neden oldugu gosterilmistir (Manohar vd., 2021). Bu ¢alismada hem

OXA-23 hem de OXA-51 karbapenemaz iireten K. oxytoca, E.coli ve A. baumannii
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izolatlar tespit edildi. Bu ¢alismanin en 6nemli bulgulari arasinda hem blaoxa-23 hem de
blaoxas1 genlerini tagiyan E.coli'nin tespiti yer almaktadir. Blaoxa-23 geninin varligi
daha oOnce Hindistan'da E.coli'de gosterilmisti (Manohar vd., 2021). Ayrica bu
calismanin bir diger 6nemli bulgusu K.oxytoca izolatinda blaoxa-23 ve blaoxa-s1in ilk kez
tespit edilmis olmasidir.

Direng isaretleri tasiyan integronlar, gen kasetlerini entegre etme, ifade etme ve
yayma yetenegine sahiptir. Bu yetenek bakterilerde c¢oklu ila¢ direnci olusumunda
onemli rol oynar. Integronlar hizla direng fenotiplerini yaydigindan, viriilans veya
antimikrobiyallere direncin halk sagligin1 daha fazla etkileyebilecegi diisiiniilmektedir
(Sabbagh vd., 2021). Calismamizda integron igeren izolat sayisi ¢ok yiiksek
bulunmustur (%93.08). Suslar arasinda integronlarin yiiksek prevalansi, antimikrobiyal
direncin yayilmasma katkida bulunur. Onlenmedigi takdirde antimikrobiyal direng
salginina yol acabilecek ve enfeksiyon tedavi protokollerini daha da karmasik hale
getirebilecek integronlarin yayilmasina karsi ek ihtiyati tedbirlere ihtiyag vardir (Kargar
vd., 2014).

E. coli‘de en dikkate deger viriilans genleri: acrobaktin (aer), nekrotizan faktor 1
(cenf 1), P fimbriae (pap), S fimbriae sfa), afimbrial adhesin I (afal) ve hemolizindir
(hly). Bunlar &zellikle TYE'lerle iliskilidir ve organizmalarin konak yiizeylerini kolonize
etmesine, konak savunma mekanizmalarindan ka¢gmasina ve klinik hastaliga neden
olmasina yardimci olur (Tajbakhsh vd., 2016; Johnson, 1991). E. coli‘de bu viriilans
genlerinin varhig1 bircok calismada bildirilmistir (Ozad Diizgiin vd., 2019; Tajbakhsh
vd., 2016; Akyildiz vd., 2020). Tiirkiye'de daha 6nce yapilan bir ¢alismada E. coli
izolatlarinin %16.6'sinda afa ve cnf genleri saptanmis ve 11 farkl viriilans gen paterni
belirlenmistir (Ozad Diizgiin vd., 2019). Tiirkiye'de yapilan bir baska calismada ise
40/83 susta aer geni goriilmiis, E. coli izolatlarinda 10 viriilans faktér gen paterni
gozlenmistir (Akyildiz vd., 2020). Bu ¢alismada en yiiksek afa gen yiizdesi (%34.88) E.
coli izolatlarinda bulunmustur. 2020 yilinda Katongole ve Nalubega tarafindan
Uropatojenik E. coli izolatlarmin biyofilm olusturma kabiliyetini, viriilans genlerinin
varligin1 ve antimikrobiyal duyarlilik paterni belirlenmistir. Bu ¢aligmada, izolatlarin
%62.5'1 (125/200) biyofilm olusturdugu belirlenmistir ve bu suslarin %78'inin (156/200)
coklu ilaca direngli (CID) oldugu gériilmiistiir. izolatlarin en ¢ok trimetoprim
stilfametoksazol ve amoksisiline (%93), ardindan gentamisin (%87) ve en az ise
imipenem (%0.5) direncgli oldugu tespit edilmistir. Arastirilan virulans faktor genleri
arasinda en yaygin fim (%53.5) bulunmustur, bunu Pap (%21), Sfa (%13), Afa (%S8),
Cnf (%5.5) ve Hyl (%0) virulans genleri takip etmistir. (Katongole ve ark, 2020). Bu tez

38



calismasinda izolatlarin %46.27'sinin biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu
belirlenmistir. 188 susun 121’inde viriilans faktor gen goriilmiis ve en fazla aer 56
(%29.78) olmak tizere 53 sfa (%28.19), 51 afa (%27.12), 40 cnf (%21.27), 24 pap
(%12.76) ve 24 hly (%]12.76) tespit edilmistir.

Bu viriilans faktor genlerinin varligi, E. coli izolatlarinin yan1 sira Enterobacter
spp., Klepsiella, Pseudomonas spp., A. baumannii ve Proteus spp. gibi diger Gram
negatif bakterilerde de arastirildi. Onceki c¢alismalar, bu viriilans faktdr genlerinin
birgogunun P. mirabilis, Enterobacter'deki varlig1 arastirnlmamistir. Bir ¢alismada, K.
pneumoniae'de papC geni tespit edilmistir (Iseppi vd., 2020). Bu tez calismasinda
arastirilan Klebsiella izolatlarinda sfa, cnf, aer, pap, hly ve afa'nin viriilans genleri
gozlendi. Ayrica tez kapsaminda IYE hastalarindan izole edilen Proteus'ta bulunan
viriilans genlerini ve antimikrobiyal duyarliligi belirlemek i¢in analizler yapilmistir.
Elde edilen sonuclara gore Proteus izolatlarinin hly, aer, sfa, afa, pap ve cnf viriilans
genlerini tasidigr belirlendi. Yapilan farkli ¢alismada Proteus izolatlar1 arasinda hlyA
geninin varligi (%23.8) saptanmistir (Hussein vd., 2020). Baska bir c¢alismada ise
izolatlarin higbirinde hlyA geni bulunmamustir (Cestari vd., 2013).

Patojenik suslar, antimikrobiyal direngleri ve viriilans faktorleri nedeniyle
potansiyel olarak daha tehlikelidir ve bu nedenle enfeksiyon tedavi segeneklerini
sinirlar. Bu nedenle ¢alismalar, diger viriilans ve direng ile ilgili genlerin yayilma
mekanizmalar1 ve direng belirtecleri hakkinda daha fazla aragtirma yapilmasi gerektigini
diigiindiirmektedir (Ahmed vd., 2016). Viriilans genlerinin varliginin antimikrobiyal
ajanlara karsi direncin artmasma yol a¢tigi diisiiniilmekte ve bu da onlarin direng
fenotipleri ile 6nemli bir iliskisi oldugunu gostermektedir (Hussein vd., 2020).

Giimiis nanopartikiillerin ¢esitli mikroorganizmalara karsi aktif oldugu rapor
edilmis ve bu oOzellik c¢oklu antimikrobiyal aktivite mekanizmalarina atfedilmistir
(Pelgrift ve Friedman, 2013; Jain ve Mehata ,2017; Caliskan vd., 2019; Garibo vd.,
2020). Son zamanlarda, Singh vd. (2021), yesil sentez ile dretilen giimis
nanopartikiillerin, mevcut ¢alismada benzer sekilde gozlemlendigi gibi E.coli ve S.
aureus'a karst inhibisyon gosterdigini bildirmistir. Ayni calismada arastirmacilar,
Ampisilin ve Siprofloksasin antibiyotiklerinin nanopartikiillerle kombinasyonunu da
test ettiler ve nanopartikiil-antibiyotik formiilasyonlarmin tek basina antibiyotiklerden
daha etkili oldugunu gosterdiler (Singh vd., 2021). Baska bir g¢alismada, glimiis
nanopartikiillerin antibiyotige direngli E. coli, P. aeruginosa, S. pyogenes bakterisidal
aktiviteye sahip oldugunu gosterdi. Bu bulgu direng proteinlerinin  glimiis

nanopartikiiller ~{izerinde herhangi bir etkisinin olmadigin1 ve bakterilerin
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nanopartikiillere duyarliliinda herhangi bir degisiklige neden olmadigini ortaya
koymustur (Lara vd., 2010). Ayrica giimiis nanopartikiil ve antibiyotik konjugatlarinin
coklu ilaca direngli ve biyofilm olusturan mikroorganizmalara kars1 da biyoaktiviteye
sahip oldugu kanitlanmistir (Thomas vd., 2020). Baska bir ¢alisma, nanopartikiiller ve
antibiyotikler arasinda sinerjik bir iliski oldugunu gostermis, boylece antibiyotiklerin ve
nanopartikiillerin farkli antibakteriyel mekanizmalar kullandigini kanitlamistir (Slavin
vd., 2017).

Biyofilm olusumu orta kulak iltihabi, dis eti iltithab1 ve akciger enfeksiyonlar1 gibi
bir¢ok hastaligin gelisiminde rol oynar ve bakterilerin birden fazla antibiyotige direng
gostermesine neden olabilir. NP'lerin tiretimi ve kullanimi, biyofilm olusumu gibi ilaca
diren¢ mekanizmalarinin iistesinden gelmek i¢in umut verici stratejiler arasindadir
(Pelgrift ve Friedman, 2013). Bu g¢alismada, Rumex giimiis NP'lerinin orta ve giiglii
biyofilm olusturma kabiliyetine sahip farkli antibiyotige direncli patojenik bakterilere
karst antibiyofilm etkisini arastirildi. Skora vd. (2021), glimiis NP'lerin antibiyofilm
etkisini arastirmis ve farkli biyofilm indirgeme yiizdeleri belirlenmistir. Her iki E. coli
(4.69 kat) izolat1 i¢in en iyi biyofilm azalmasini 2 mg/mL konsantrasyonda bulmuslardir
(Skora vd., 2021). AgNP'lerin hastane tedavisinde sorun yaratan A. baumannii gibi
klinik olarak onemli bir¢ok bakteri susu iizerindeki olumsuz etkileri tartisilmisir
(Martinez-Gutierrez vd., 2013). Farkl1 bir ¢alismada diisilk AgNP dozlarinda canli ¢oklu
ilaca direngli (MDR) A. baumannii'nin %90'dan fazla inhibisyonu goriilmiis ve bunun
A. baumannii'nin insan akciger epitel yiizeyine baglanmasini ve ardindan biyofilm
olusumunu engelledigi bildirilmistir (McNeilly vd., 2021; Wintachai vd., 2019). 2019
yilinda yapilan bir ¢aligmada, triptofan giimiis NP'lerin statik kosullar altinda E. coli ve
K. pneumonia'nin olusturdugu biyofilm {izerindeki antibiyofilm aktivitesi arastirilmistir.
Sonuglar, NP'lerin E. coli ve K. pneumonia biyofilm olusumu iizerinde %50'yi asan bir
antibiyofilm etkisine sahip oldugunu gostermistir (Courrol vd., 2019). Bu ¢alismada,
Rumex giimiis NP'leri A. baumannii ve K. pneumonaie suslarinin biyofilm olusturma
kapasitesini 2.66 kat ve 3.25 kat azaltirken, E.coli'ninkini 1.25 kat azalttig1 tespit
edilmistir. Bu tz kapsaminda, incelenen NP'ler, bakteriyel biyofilm olusumu tizerindeki
yiiksek antibiyofilm etkileri ile karakterize edilmistir. Birgok farkli ¢alismada
gosterildigi gibi, AgNP'ler, MDR izolatlarinin 6nemli halk sagligi sorununu ele almak

icin umut verici bir antimikrobiyal ajan olarak goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Tez Calismasi1 Sonuclari

1. 129 E.coli (%67.55) , 15 Acinetobacter baumannii (%7.97), 12 Enterobacter
spp. (%6.38), 11 Klepsiella spp. (%5.85), 6 Proteus mirabilis (%3.19), 5 Klepsiella
pneumoniae (%2.65), 3 Citrobacter freundii (%1.59), 3 Proteus spp. (%1.59), 2
Klepsiella oxytoca (%1.06) ve 2 Pseudomonas spp. (%1.06) olmak {izere 188 Gram
negatif bakteri susu izole edildi ve antibiyotik duyarlilik degerleri belirlendi.

2. 188 susta sinif 1 integron, viriilans faktor ve antibiyotik direng genlerinin
varligi arastirildi. 121 susun viriilans faktor geni tasidigi belirlendi. Sinif 1 integron 167
izolatta goriildi

Aragtirilan antibiyotik diren¢ genleri arasinda; 15 susta plazmit aracili kinolon
direng genleri, 16 susta (%39.02) bla oxa-23 geni Ve 19 izolatta bla oxa-s1 geni bulundu.

3. OXA-23 ve OXA-51 iireten suslarin K. oxytoca, A. baumannii, E.coli ve
P.mirabilis oldugu goriildii. Bu ¢alismada Tiirkiye'den ilk kez hem bla oxa-2z hem de
bla oxa-s1 genlerini tasiyan klinik izolat K. oxytoca tanimlanmustir.

4. Suslarin biyofilm olusturma kapasiteleri arastirilmis ve izolatlarin %46.27'sinin
biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir.

5. Rumex giimiis NP'lerinin antibiyofilm aktivitesi degerlendirilmistir. Daha once
belirlenen orta ve giiclii biyofilm olusturma kabiliyetine sahip izolatlarin biyofilm
olusturma kabiliyetlerini Rumex naopartiikiilerinin 6nemli derece de azalttig

gOriilmiistiir.

5.2. Oneriler

Karbapenem direngli Gram negatif bakteriler acil olarak miidahale edilmesi
gereken bir halk sagligr tehdididir. Son yillarda karbapenem direnci patojen bakteriler
arasinda yayilim gostermektedir. Bu da yiiksek mortalite orani ile tedavisi zor olan
coklu ilag direncine neden olmaktadir. Bu nedenle direncin dnlenmesi i¢in bu suslarin
izlenmesi Onerilmektedir.

Farkli hastalardan, farkli numunelerden veya farkli hastanelerden Gram negatif
bakteriler alinarak yeni ¢aligmalar yapilabilinir. Fakli direng genleri veya farkli virulans
genlerinin varlhig1 arastirilabilinir. Antibiyotik direncinin plazmit mi kromozom aracili

oldugu arastirilabilinir. Farkli bitki kullanarak yine giimiis nanopartiikiillerin veya



Rumex bitkisinin farkli metallerle nanpartikiilleri elde edilerek antibiyofilm aktivitesi
arastirilabilinir. Yine Rumex giimiis nanopartikiiliiniin antimikrobiyal veya antibiyofilm

etkisi farkli izolatlar {izerinde arastirilabilinir.
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