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OZET
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KLORHEKSIDIN GLUKONAT VE LAVANTA ESANSIYEL YAG
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Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Arzu GORMEZ

Metisilin direngli S. aureus (MRSA) izolatlarinda antimikrobiyal ilaglarin yaninda
antiseptik maddelere kars1 da artan direngliligin oldugu bilinmektedir. Bu nedenle yeni
ve etkili antimikrobiyal ajanlarin belirlenmesi veya etkili oldugu tespit edilen bu
maddelerin tedavilerde kullanima hazir hale getirilmesi son derece 6nemlidir. Literatiirde
kombinasyonel tedavilerin Oneminin arttig1 bilindiginden bu ¢alismada MRSA
izolatlarina kars1 antibakteriyel etkinlik gosteren lavanta esansiyel yagi (LEO) ile
klorheksidin (CHG) bilesiklerinin kombinasyonel etkileri arastirildi. Bu baglamda
hastaneden temin edilen klinik izolatlar ile kiiltiir koleksiyonundan alinan MRSA ve
MSSA izolatlarina karsi antimikrobiyal ajanlarin hem tek basmma hem de birlikte
kullaniminin in vitro kosullardaki etkisi disk diflizyon ve mikrodiliisyon testleri yapilarak
degerlendirildi. Tiim izolatlar i¢in direng genlerinin (mecA, gac A/B ve gacC) varligi
arastirildi ve kombine edilen bilesiklerin checkboard testi ile sinerjistik etkileri, time kill
testi ile de farmakodinamik 6zellikleri belirlendi. Disk difiizyon testi sonuglarina gore test
edilen ajanlarin tamaminin izolatlar tizerinde etkili oldugu tespit edildi ve MIC degerleri
belirlendi. Direng genlerinin varligina yonelik yapilan ¢aligmalarda MSSA izolati harig
tim izolatlarda diren¢ genlerinin var oldugu, checkboard testi sonucuna gore
kombinasyonun test edilen tiim izolatlar {izerinde sinerjistik etki gosterdigi ve time Kill
testi sonucunda da tiim izolatlara kars1 24 saat iginde bakterisidal aktivite sergiledigi
belirlendi. Bu calisma, S. aureus izolatlarina karsi LEO&CHG kombinasyonlarinin
aktivitesini degerlendiren literatiirdeki ilk ¢alismadir. Bu baglamda elde edilen in vitro
bulgular dogrultusunda, in vivo ¢alismalarin tasarlanip yiiriitiilmesinin sonuglara anlaml
katki saglamas1 ve klinik ¢caligmalar i¢in de bir temel olusturmasi beklenmektedir.

2023, 55 sayfa

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, MRSA, Lavanta Esansiyal yagi,
Klorheksidin glukonat, mecA, gac A/B, gacC.
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It is known that MRSA isolates have increased resistance to antiseptic agents as well as
antimicrobial drugs. Since the importance of combination therapies against antimicrobial resistance is
known to increase in the literature, the combinatorial effects of lavender essential oil (LEO) and
chlorhexidine (CHG) compounds, which show antibacterial activity against MRSA isolates, were
investigated in this study.In this context, the effect of antimicrobial agents against clinical isolates obtained
from the hospital and MRSA and MSSA isolates from the culture collection was evaluated alone and in
combination by performing disc diffusion and microdilution tests. The presence of resistance genes (mecA,
gac A/B and gacC) was investigated for all isolates and the synergistic effects of the combined compounds
were determined by the checkboard test, and their pharmacodynamic properties were determined by the
time kill test. According to the results of the disk diffusion test, it was determined that all of the tested
agents were effective on the isolates. It was determined that resistance genes were present in all isolates
except the MSSA isolate, the combination showed a synergistic effect on all isolates tested according to the
checkboard test result and a bactericidal effect within 24 hours against all isolates as a result of the time
kill test. This is the first study which evaluates the activity of LEO&CHG combinations against S. aureus
isolates. In line with the findings obtained in this context, designing and conducting in vivo studies are
expected to significantly contribute to the results of the current study and also to provide the basis of clinical

studies.
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Staphyloccocus aureus

Klinik enfeksiyonlardan 6nemli bir patojen olan S. aureus, "iiziim benzeri"
kiimeler halinde oval yapida morfolojik 6zellik sergileyen ve genellikle altin sarisi
renginde kolonileri ile bilinen Gram-pozitif bakterilerdir. S. aureus, oksijenli veya
oksijensiz ortamda (fakiiltatif), 18-40 °C arasindaki sicakliklarda ve %10'a kadar tuzlu

ortamda gelisirler (Taylor and Unakal 2022).

1.1.1. Tarihgesi ve siniflandirmasi

Insan ve hayvanlarin florasinda yer alan ve gesitli enfeksiyonlara neden olan
stafilokoklar ilk defa 1878 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmistir (Sitki Doga
2018). Pasteur, 1880 yilinda bu mikroorganizmalari siv1 besi yerinde tiretmeye baslamis,
Iskogyali bilim adami Alexander Ogston (1881) ise stafilokoklarin insanlarda apselere
neden oldugunu ortaya koymustur. Alexander Ogston fare ve kobaylarda yaptig1 deneyler
sonucunda stafilokoklarin hayvanlarda da hastalik yaptigini kanitlamis ve ilk defa patojen
olarak tamimlayarak mikroskobik morfolojilerini incelemis ve {iziim salkimina
benzedigini bildirmistir (Parisi, 1985). Morfolojik yapisindan yola ¢ikarak Yunancada
iziim salkim1 anlamina gelen “staphyle” ve taneli yapilari nedeniyle yine Yunancada tane
anlamina gelen “coccus”, altin sarisi renginden dolayr da ‘“aureus” eki verilerek
isimlendirilmistir. 1884 yilinda Bergey, S. aureus bakterilerini, Micrococcaceae iiyesine
ait Gram pozitif bakteriler olarak siniflandirmistir (Garrity et al. 2000). S. aureus 'un

taksonomik siniflandirmasi Cizelge 1.1.’de sunulmustur.

Cizelge 1.1. S. aureus siiflandirmasi

Domain Bacteria

Sube Bacillota

Sinif Bacilli

Takim Caryophanales
Familya Staphylococcaceae
Cins Staphylococcus
Tiir S. aureus
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1.1.2. Genel ozellikleri

Micrococcaceae familyasi, Staphylococcus cinsine ait olan ve igerisinde 40’dan
fazla tiir barindiran S. aureus hareketsiz, spor olusturmayan, 0,5-1,5 pm boyutlarinda,
Gram pozitif bakterilerdir. Morfolojik olarak iiziim salkimma benzer bir sekilde
kiimelenen, tekli veya ikiserli koklar olarak da gdzlenebilen stafilokoklar icerisinde
virtilansi en yiiksek tiir olan S. aureus izolatlari, koagulaz pozitif olmalari nedeniyle diger

stafilokok tiirlerinden ayrilmaktadirlar (Harris and Richards 2006; Jahan et al. 2015).

Sekil 1.1. S. aureus 'un 151k mikroskobu goriintiisii (Jahan et al. 2015)

S. aureus fakiiltatif anaerop bir bakteridir ve 15°C ile 45°C kadar genis bir sicaklik
araliginda yagamasina ragmen en iyi 35°C -37°C’de tiremektedir. S. aureus bir¢ok besi
yerinde tireyebilse de en iyi gelistigi ortam 37°C’lik sicaklik ve 7,4’lik pH’da %5’lik
koyun kanli agardir. Besi ortaminda gelisimleri sonucunda olusturduklari kolonilerin
etrafinda hemoliz gérebilmek miimkiindiir. Yuvarlak ve oval seklinde piiriizsiiz, kabarik,
parlak yiizeyli, S tipinde ve 1-2 mm boyutlarinda altin saris1 renginde kolonileri ile
bilinmektedirler (Kaito and Sekimizu 2007). Koloniler, rengini karotenoid

pigmentlerinden almaktadirlar.
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Sekil 1.2. Koyun kanli agarda S. aureus’un petri goriintiisii (Y1ildirim 2022)

S. aureus yiiksek 1silara, kuruluga, antibiyotiklere ve cesitli kemoterapotik
ajanlara kars1 olduk¢a dayaniklidir ve 6zellikle bu tiir bilesiklere kars1 da gii¢lii bir direng
gelistirme egilimindedir. S. aureus uygun besi ortaminda ve sicakliklarda kiiltiire
edildiginde +4°C’de 2-3 ay, -20°C’de 3-6 ay arasinda hayata kalabilmektedir (Dicle
2018). S. aureus tiirlerinin c¢ogunda sart pigment ve beta hemoliz gorebilmek
miimkiindiir. S. aureus’un hemoliz aktivitesi koyun kanli agarda 6zellikle inkiibasyon
stirelerinin artirilmasi ile net bir sekilde gozlenebilirken, oksijensiz ortamlarda ve sivi

kiiltiirlerde hemoliz olusumu gozlenmemektedir (Kumar et al. 2016).

Sekil 1.3. S. aureus’un koyun kanli agarda beta hemolitik kolonileri (Dicle 2018)
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1.1.2.1 Hiicre duvar yapis1 ve ozellikleri

Hiicre duvarlar1 temelde peptidoglikan ve teikoik asitlerden olusmaktadir. Bu
bilesenlerin yaninda, tiirden tiire farkli karbonhidrat ve proteinler de bulunabilmektedir.
Hiicre duvarmin temel bileseni, seker olan mureindir. Peptidoglikanin yapisinda yer alan
murein neredeyse biitliin prokaryotlarda bulunan dogrusal yapidaki seker birimlerinin
birbirine baglanmasi ile olusan diiz glikan zincirlerdir. Peptidoglikanin seker yapilari N-
asetilmuramikasit (NAM)’in birinci karbonu ile N-asetilglukozamin (NAG)’nin
dordiincii karbonu arasinda olusan baglar ile birbirlerine baglanmaktadir (Sekil 1.4.)
(Alboy 2012). S. aureus 'un hiicre duvarinda teikoik asit yapilar1 bulunmakta ve bu yapilar
peptidoglikan tabakayi asarak hiicre duvariin disina kadar uzanmaktadir. Teikoik asit
yapilart S. aureus’a 6zgii molekiiller olup antijenik o6zellik sergilemektedirler. S.
aureus 'un hiicre duvarinda bulunan teikoik asit yapilarinin disinda hiicrenin etrafini
kaplayan proteinlerde genel olarak yiizey adezinleri, yani MSCRAMM (Microbial
Surface Component Reacting With Adherence Matrix Molecules) olarak
adlandirilmaktadirlar. S. aureus hiicre duvarindaki baslica ylizey adezinleri “clumping
factor”, fibronektin baglayan protein, kollajeni baglayan protein ve Protein A’dir (Ryan

and Ray 2004; Bannerman and Peacock 2006).

Hiiere
duvar

Hiiere
mambran

Sekil 1.4. S. aureus hiicre duvar yapisi (Alboy 2012)
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Hiicre Duvarinda Bulunan Yapilarin Gorevleri

Peptidoglikan yapisi: S. aureus’un endotoksine benzeyen bir yap1 gosteren hiicre
duvarindaki bu yap1 monositlerden interldkin-1 salinimini, kompleman aktivasyonunu ve
ayrica opsonik antikorlarin iiretimini indiikler. Bu 6zeliklerine ek olarak makrofajlardaki
“tolllike” reseptorleri ile etkilesime girerek fagositik hiicrelerden proinflamatuar

sitokinlerin salinimini uyarir (Diindar ve Diindar 2008).

Teikoik asitler: S. aureus’un duvarinda yerlesik bulunan diiz zincirlerden olusan
teikoik asitler birbirlerine fosfodiester kopriileri araciligiyla baglanan suda ¢oziiniir seker-
alkol-fosfat polimerleridir. Teikoik asitler stafilokok cinsine 0zgii pentaglisin
antijenleridir. N-asetilglukozamin teikoik asitlerin 4. karbonuna a ya da B glikozidik
baglariyla baglanir. Teikoik asitlerin gérevi hiicrenin dis kisminda negatif yiik olusturarak
cesitli metal iyonlar1 ile katyonlarin lokalizasyonu yaninda otolitik enzimlerin
aktivasyonunu saglamak ve S. aureus’un konak hiicre ile etkilesime girmesine yardimci

olmaktir (Diindar ve Diindar 2008).

Yiizey proteinleri: S. aureus’un hedef hiicrenin yiizeyine yapigmasi ve konakta
kolonize olmasini saglayan yapilardir. Bu gorevi yapan proteinler ylizey proteinleri olan
MSCRAMM’lardir. Bu yapilar arasinda en onemlisi Protein A dir. Protein A adezyon
gorevinin yani sira bakterinin fagositozdan korunmasina da yardimei olmaktadir (Navarre

and Schneewind 1999).

1.1.2.2. Viriilans ozellikleri

S. aureus izolatlari insanlar basta olmak tizere birgok konakg: tiirii enfekte edip
bulundugu konak hiicrede enfeksiyonlara sebep olmaktadirlar. Insanlarda hafif deri
lezyonlarindan hayati tehdit eden sistemik enfeksiyonlara kadar ¢ok cesitli hastaliklara
neden olduklar1 bilinmektedir (Vaughn et al. 2020). Ozellikle hiicre duvar: yapilari ile
konak hiicreye yapisarak insanlarda, ¢ogunlukla burun delikleri ve deride kolonize
olmakta ve g¢ogaldiktan sonra virulans etkinliklerini gostermektedirler. Hiicresel
yapilarinda yer alan kapsiil, peptidoglikan ve protein A gibi yapilar yaninda hiicre disina

salgiladiklar1 baz1 toksin ve enzimler viriilans 6zellik sergilemektedir. Bu yapilar konak
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hiicrelerin fagositik yapilarinin inaktivasyonu, konak hiicrenin savunma mekanizmalarini
devre dis1 birakma ve konak hiicrelerin yapilarini bozarak hiicrelerde hasara neden
olabilmektedir. insanlarda siklikla gozlenen stafilokoklara bagli gida zehirlenmeleri de
salgiladiklar stafilokokkal enterotoksin (SE) kaynaklidir (Cheung et al. 2021).

1.1.2.3. Enfeksiyonlari

S. aureus, bagisiklik sisteminden kagmasi ve bir¢ok bilinen enfeksiyonlara neden
olma yetenegi ile bilinen firsatgr bir patojendir. S. aureus, bakteriyemi, enfektif
endokardit, deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 (impetigo, folikiilit, ¢iban, karbonkiil,
seliilit, haglanmis deri sendromu ve digerleri), osteomiyelit, septik artrit, prostetik cihaz
enfeksiyonlari, pulmoner enfeksiyonlar (pndmoni ve ampiyem), gastroenterit, menenjit,
toksik sok sendromu ve idrar yolu enfeksiyonlarina neden olurlar (Tong et al. 2015).
Konak hiicrelere ve enfeksiyon bolgesine bagli olarak, bu bakteriler invaziv
enfeksiyonlara ve/veya toksin aracili hastaliklara da neden olabilirler. Enfeksiyonlar, S.
aureus tiirlerine ve konak bolgelere bagli olarak biiyiik oOlgiide degisiklik
gosterebilmektedir (Taylor and Unakal 2022). Hastaliklara neden olabilecek
mekanizmalarin ¢esitliligi, hastalia neden olan enfeksiyonun altinda yatan sebeplerin
anlasilmasimni zorlagtirmistir (Pollitt et al. 2018). Ayrica ¢oklu antibiyotik direngli
(Metisilin direngli S. aureus) tiirlerin ortaya ¢ikmalart nedeniyle de enfeksiyonlarin

tedavileri giiclesmistir.

Sekil 1.5. S. aureus kaynakli deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 (Tong et al. 2015)
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1.1.3. Antibiyotik direnci

S. aureus izolatlarinda antibiyotik direnci ilk defa 1930’larda siilfonamidlere kars1
baslamistir. Glinlimiizde ise linezolid ve daptomisin tiirii antibiyotiklere kars1 da direng
gelisiminin olustugu bilinmektedir. Penisilinin kesfedilip kullanilmaya baslandigi 1940’11
yilarda S. aureus enfeksiyonlarinda kayda deger azalmalar olsa da penisilinaz (beta-
laktamaz) enzimi sentezlemeye baslayan izolatlarin gelisimi ile kisa siirede penisiline
kars1 direng ortaya ¢ikmaya baslamistir. Buna bagl olarak 1959 yilinda beta-laktamaz
enzimine karsi etkili, yar1 sentetik bir penisilin olan metisilin ile gelistirilen ¢6zlim,
oldukca kisa siirmiis ve 1961 yilinda Ingiltere’de COL izolat1 olarak tanimlanan ilk
MRSA izolat1 tespit edilmistir. MRSA izolatlar1 1970 ve 1980°1i yillarda Ingiltere ve
Avrupa’da ciddi salginlara neden olmus ve sonraki yillarda da direngli yeni izolatlarin
ortaya ¢ikmasi ile ¢oklu ilag direnci gosteren degisik MRSA izolatlari, hem hastanelerde
hem de toplumda ciddi enfeksiyonlara yol agmistir (Sancak 2011). S. aureus’larda
antibiyotik direnci kromozom disinda ekstrakromozal yapilarda da kodlanmakta ve
konjugasyon yoluyla bagka tiirlere aktarilmaktadir. Gelisen antibiyotik direncinin ana
nedeni asir1 antibiyotik kullanimi ve buna bagl olarak patojenlerde gelisen direng
mekanizmalar1 ile direng genlerinin aktarilmasi olarak siralanmaktadir. Ulasim
teknolojilerinin gelisimiyle uzun mesafelere seyahatlerin artmasmin da siirece katki
sagladig1 bilinmektedir (Schito 2006).

1.1.3.1. Metisilin direngli S. aureus (MRSA)

S. aureus’ta metisilin direnci B-laktamaz enzimini inhibe eden penisilin
tirevlerine karsi kazanilmis diren¢ olarak tanmimlanir. B-laktam antibiyotikleri ve
tirevlerine karsi B-laktamaz ve fem faktorleri tarafindan olusan direng mekanizmalari
yaninda MRSA’da goriilen en yaygin direng PBP2a ile olusan direnctir. Stafilokoklarda
metisilin direnci Stafilokok Kaset Kromozom (Staphylococcal Casette Chromosome;
SCC) olarak adlandirilan tasiyici bir genetik eleman tizerinde kodlanir. SCC, ilk olarak
1960’larda tanimlanmis olup giliniimiizde yaklasik 12 SCC varlig1 bilinmektedir. Tiim
SCC tipleri, penisilin baglanma proteini 2a (PBP2a)’y1 kodlayan peptidoglikan
transpeptidaz 6zelligindeki mecA’y1 ve bu genlerin ifadesini diizenleyen mecR1 ve mecl

genlerini tasimaktadir. mecA geni 2,1 kb boyutlarinda olup sadece metisilin direngli
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izolatlarda bulunmakta ve eksojen bir SCC mec geni tarafindan kodlanmaktadir. mecR1
geni hiicre zarinda sinyal tagima gorevi olan mecR1 proteinini, mecl geni ise mecA genin
ifadesini diizenleyen mecl proteinini kodlamaktadir. mec A geninin ifadesinin kontroli
mecl, mecR1 ve mecR2 genleri yaninda blaz, blal ve blaRl ifadelerinin diizenleyici
genlerine de baglidir (Lee et al. 2018). Normalde mecR1 ve mecl proteinleri ortamda bir
uyarict  bulunmadigi zaman, mecA genini baskilayarak PBP2a {iretimini
baskilamaktadirlar. Ortamda metisilin antibiyotigi bulundugu durumda ise uyarici olarak
gorev yapmakta ve mecA geni tizerindeki baskilayic1 genler ortadan kalkip mecA geni
serbest kalarak PBP2a iiretmeye baslamaktadir. Bu durum ise direng olusumuna neden
olmaktadir (Shalaby et al. 2020). 78 kDa agirligindaki PBP2a, -laktam antibiyotiklerine
kars1 diisiik afinite gostermekte ve B-laktam ya da B-laktam tiirevi bir antibiyotige maruz
kaldiginda peptidoglikan sentezine devam ederek hiicreyi antibiyotigin etkisinden

korumaktadir (Y1ildirim 2022).

1.2. Antiseptikler

Antiseptikler genel olarak canli dokular tizerine uygulanan ancak oradaki
mikroorganizmalar: 6ldiirmeyen bunun yerine mikroorganizmalarin iireme veya biiylime
hizini yavaslatan ya da engelleyen maddeleri tanimlamak i¢in kullanilmaktadirlar. Canli
dokulara uygulanan antiseptiklerin dokulara zarar vermemesi igin igerigindeki antiseptik
madde yogunlugu diisiik tutulmaktadir. Igeriginde antiseptik madde yogunlugunun
arttirllmast durumunda, mikroorganizmalarin {izerindeki etkileri artmakta ise de
uygulandiklari canli dokularda da 6nemli hasarlara neden olmaktadirlar (Timay ve Filazi
2020).

1.2.1. Antiseptik ve dezenfektanlarin etki mekanizmalari

Mikroorganizmalarin gelisimini Onlemek amaciyla kullanilan antiseptik ve
dezenfektanlarin hedef yapilari ve etki mekanizmalarn Cizelge 1.2.°de kisaca

Ozetlenmistir.
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Cizelge 1.2. Antiseptik ve dezenfektanlarin etki mekanizmalar1 ve hedef aldig1 yapilari
(McDonnell and Russell 1999).

Hedef Aldig1 Hiicre | Antiseptik veya Etki Mekanizmalari

Yapilar: Dezenfektan Cesidi

Hiicre Duvari Gluteraldehitler Proteinlerin ~ capraz ~ baglanmasini
engellerler.

EDTA Gram-negatif  bakterilerde Mg*?’un
uzaklastirilmas: ve lipopolisakaritlerin
salinmasina neden olurlar.

Hiicre Zan QAC'ler Fosfolipid ¢ift katmanini etkileyerek zar
hasarina neden olurlar.

Klorheksidin Diisiik konsantrasyanlarda zar
biitiinliiglini bozarlar, yiiksek
konsantrasyonlarda ise sitoplazmanin
donmasina neden olurlar.

Diaminler Amino asitlerin yapilarin1 bozarlar.

PHMB, aleksidin Membran lipitlerinin yapilarint bozarak
bosluklar olustururlar.

Fenoller Hiicre zarinda sizintilara neden olurlar.

Makromolekiillerin | Formaldehit Proteinler, RNA ve DNA’ya ¢apraz

Capraz Baglanmasi
Hedef Alanlar

baglanarak yapilarini bozarlar.

Glutaraldehit

Hiicre ve hiicre zarindaki proteinleri
capraz baglayarak yapisal degisiklikler
olustururlar.

DNA Interkalasyonu | Akridinler DNA'daki iki baz cifti arasina girer ve

Hedef Alanlar protein sentezini engellerler.

DNA Uzerindeki Halojenler: DNA sentezinin inhibisyonuna neden

Yapilar olurlar.

Hedefleyenler Hidrojen Peroksit, |DNA zincirinin  kirilmasina sebep

Giimiis Iyonlar1 olurlar.

Oksitleyici Ajanlar | Halojenler Tiyol gruplarinin disiilfitlere,
siilfoksitlere ~ veya  distilfoksitlere
oksidasyonunu gergeklestirirler.

Peroksijenler Hidrojen  peroksit:  enzimler  ve
proteinlerdeki tiyol gruplarini
oksitleyen serbest hidroksi

radikallerinin (OH) olusumuna neden
olurlar.
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1.2.2. MRSA izolatlarinda Antiseptik Direnc

Antibiyotiklerin bilingsiz ve asirt kullanimi sonucunda toplum ve hastane kokenli
S. aureus izolatlarinda antibiyotik direncliligin olusmasi giliniimiizde antiseptik ve
dezenfektan maddelere karsi da diren¢ kazanimi sinyalleri vermekte ve bu nedenle
temkinli olmayr gerektirmektedir. Direngli izolatlarin olusumu hastane gibi saglik
merkezlerinde bulas1 artirmak yaninda s6z konusu kisilerin topluma karismasi sonucunda
toplum igerisinde de yayilabilmekte ve tedavisi gii¢ salgin olusumlarina neden
olabilmektedir. Bu gibi etkilerinden dolay1 antiseptiklere karsi gelisen direng ve bu
direncin mekanizmalari ile tespiti antibiyotik direncinin takibi kadar 6nem arz etmektedir

(Bayraktar 2019).

1.2.3. Klorheksidin Glukonat (CHG)

Klorheksidin, hastanelerde ve toplumda hijyen amagl yaygin olarak kullanilan
antiseptiklerden biri olup ilk kez 1954 yilinda kullanilmaya baslanmistir (Davies et al.
1954). Klorheksidin sivi formda %70 izopropil alkol ile ya da pudra seklinde hijyen
amactyla genel ve cerrahi oncesi antisepsi olarak kullanilmaktadir (Weinstein et al. 2008).
Antiseptik olarak kullanilan klorheksidin genellikle %0,5 veya %4 konsantrasyonlarinda
suda c¢oziinebilen glukonat formu ile kullanilmaktadir (Weinstein et al. 2008).
Klorheksidin sahip oldugu hidrofilik ve hidrofobik yapilar1 sayesinde negatif yiiklii
bakteri duvarina yapisarak hiicre duvarinda gegirgenligi artirmakta ve bakteri hiicresinde
ozmotik dengeyi bozarak etki gostermektedir (Hugo and Longworth 1964). Klorheksidin
molekiilleri sahip olduklar1 biguanid gruplari ile bakterilerin hiicre zar1 ve hiicre duvariyla
etkilesime girerek orada bulunan anyonik bolgelere sikica baglanmaktadirlar (Sekil 1.6.).
Klorheksidinin o6zellikle hiicre zarinda fosfolipid baglari arasina girdigi veya hiicre
zarmin yapisinda bulunan Mg?* ve Ca?" gibi divalan katyonlarmn yerine gecerek hiicre
zarmin yapisint ve bunun sonucunda potasyum iyonlari ile protonlarin hiicre igine
girmesine neden olarak ozmotik dengeyi bozdugu bilinmektedir (Gilbert and Moore
2005). Klorheksidin daha ¢ok Gram pozitif bakteriler tizerinde etkili olmasina ragmen
Gram negatifler, anaeroblar, mantarlar ve baz1 zarfli viriislere karsida etkili

olabilmektedir (Hugo and Longworth 1964). Ortamda serum, sekresyon veya doku
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pargalar1 gibi organik materyallerin varliginda klorheksidinin bakteri sporlarina karsi

etkinliginin azaldig1 da bilinmektedir (Russell and Day 1993).

{a) )

Ca*s

Sekil 1.6. Klorheksidinin etki mekanizmasi (Gilbert and Moore 2005)

1.2.4. MRSA izolatlarinda klorheksidine karsi gelisen diren¢

Antiseptiklere kars1 izolatlar duyarsiz, fenotipik olarak direngli ve direngli olarak
degerlendirilebilir. Antibiyotiklere karst oldugu gibi antiseptiklere kars1 direng
mekanizmalar1 da dogal veya sonradan kazanilmis olabilir. Klorheksidin gibi
antiseptiklere karsi sonradan kazanilan diren¢ g¢ogunlukla mobil genetik elemanlar
tizerinde kodlanan 16 efluks pompa geni ile iligkilendirilir (Paulsen et al. 1996; Maillard
2007). Efluks proton pompalart ATP veya proton motif giic (PMF) ile harekete gegen ve
hiicre icerisinde hedef aldigi antibiyotik ve antiseptiklere gore ¢alisan ve bu tiir
maddelerin hiicre digina geri atilimini yapan mekanizmalar olarak tanimlanabilir. Efluks
pompalar1 S. aureus’da klorheksidine karsi olusan direngten sorumlu mekanizmalar

olarak bilinmektedir (Russell 2002).

Biyositlere kars1 efluks pompa ile ilgili direngten gacA, B, E EAL F, G, H, J, Z,

smr ve norA gibi en az 11 genin sorumlu oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda bu
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genlerin bir kismimnin stafilokoklarda bulunmadigi gorilmiistiir. Antiseptiklere karsi
direngten sorumlu olabilecegi diisiiniilen bu genler DNA yapilari, protein dzelikleri,
substratlara kars1 afiniteleri ve {izerinde kodlandiklar1 plazmidlere gore major
kolaylastirict siiper aile (MFS) ve kiigiik ¢oklu ila¢ direng ailesi (SMR) olarak iki ayr1
grupta degerlendirilirler. Bu gruplar igerisinde bulunan proteinler, belirli oranlarda hiicre
duvarinin bitisik yapisal olarak ilgisiz katyonik ve lipofilik substratlara efluks aracili
direnci kodlamakta ve PMF ile harekete gegmektedirler (Littlejohn et al. 1991; Paulsen
et al. 1996). SMR gen ailesi klorheksidin disinda genellikle belirli biyosidlere karsi
direnci kodlarken MFS gen ailesi tim biyosidlere kars1 direng genlerini kodlayabilir. Bu
proteinler stafilokoklarda klorheksidin lipofilik katyonlarin digar1 atilmasima sebep
olurlar. PMF bagimli efluks sistemini kodlayan gacA geni S. aureus’ da ilk tanimlanan
gendir (Tennent et al. 1989; Littlejohn et al. 1991). MFS 1 ailesi iiyelerinden olan gacA
ve gacB hiicre membraninin 14 farkli bolgesinde lokalize olan biiyiik molekiil agirligina
sahip proteinlerdir. Bazi arastiricilar gacA ve gacB genlerinin birbirleri ile yiiksek
homolojiye sahip olduklarin1 bu nedenlede gacA/B olarak tanimlanmalar1 gerektigini
bildirmislerdir (Alam et al. 2003). Yapilan dizi analizleri sonucunda gacA ile gacB
dizileri arasinda 7 niikleotidlik farklilik oldugu ve bu farkliligin 323. kodonda Asp-Ala
degisimi seklindeki tekli amino asit degisikligine sebep oldugu ve bu iki genden gacB’nin
divalant katyonlarin akigin1 saglayamadig: tespit edilmistir. gacA geni klorheksidin ve
etidyum gibi divalan katyonlar ile benzalkonyum ve setrimid gibi monovalan katyonlara
kars1 direngten sorumlu genlerdir. qacA geni farkli kimyasal gruplarda yer alan 30 farkl
katyonik lipofilik bilesigi substrat olarak kullanabilir. Bakteri genomlarinda
kromozomlar ve pSKI ailesinden biiyiik plazmidler lizerinde yerlesmistir. qacB ise
monovalen ve baz1 diisiik yogunluktaki divalan katyonik bilesiklere karsi direngten
sorumludurlar. gacB geni gacA geni ile yakin iliski icerisindedir. qacA stafilokoklarda
klorheksidin duyarliligin1 azaltan gen olarak kabul gormektedir. Koagiilaz negatif
stafilokoklarda smr ad1 verilen gacC geninin ise klorheksidine kars1 fenotipik olarak bir
direng gelistirdigi, ancak bu gelisen direncin stabil olmadigi bilinmektedir (Mitchell et al.
1998).

12
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1.3. Esansiyel Yaglar

Bitkiler eski ¢aglardan giiniimiize hem bilimsel arastirmalar da hem de ticaret
amaciyla ilag sektoriinde, fitoterapide, aromaterapide, gida ve kozmetik yapimi gibi pek
cok alanda kullanilmaktadir (Hammer et al. 1999). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine
gore tedavi amaciyla kullanilan tibbi bitki sayisinin 20.000°¢ yakin oldugu ve bu
bitkilerden yaklasik 500’{iniin {iretiminin yapildig: bilinmektedir. Ozellikle gelismekte
olan iilkelerde niifusun ¢ok biiyiik bir boliimii bitki kaynakli tedavileri benimsemekte ve
Diinya’da ftretimi yapilan ¢ogu sentetik ilacin etken maddesi de bitkilerden
saglanmaktadir (Kandavel 2010).

Esansiyel yaglar bitkilerin tiim aksamlarindan 6zellikle de yaprak, kabuk, kok,
cicek, meyve, odun ve regine yapilarindan iiretilmektedir. Esansiyel yaglar, yapilarinda
bulunan etken madde tiirline gore basta antimikrobiyal (antibakteriyel, antiviral,
antifungal) olmak tizere, sedatif, karminatif ve diiiretik gibi bircok etkiye sahiptirler
(Lahlou 2004; Maksimovic et al. 2005; Celik ve Celik 2007). Yapilarinda bulunan etken
maddeler ve genis kulanim alanlarindan dolay1 esansiyel yaglar birgok bilim adaminin
dikkatini cekmekte ve bilimsel arastirmalarda kullanilmaktadir. Ozellikle tedavilerde
kulanilan antibiyotiklere kars1 gelisen diren¢ ve bunun sonucunda direngli
mikroorganizmalarin yayilimiyla miicadele etmek igin tibbi bitkilerin ekstraktlar1 ve
esansiyel yaglarin bu patojenlere kars1 olusturduklar: aktiviteler lizerine de yogun sekilde
caligmalar yapilmaktadir (Leal-Cardoso and Fonteles 1999; Nostro et al. 2000; Dage1 vd
2002; El-Shazly et al. 2002; Lahlou 2004; Yarnell and Abascal 2004). Ulkemizde de son
yillarda bir¢ok tibbi bitki, enfeksiyon hastaliklarini tedavi etmek amaciyla ilaglara

alternatif olarak kullanilmaktadir (Aslan et al. 2021).

1.3.1. Esansiyel yaglarin antimikrobiyal 6zeliklerinin tespit edilmesi

Esansiyel yaglar, bitkilerin uygun organik c¢dziiciilerle preslenmesi, bu pres
sonucu olusan organik maddelerden su buharinin distilasyonu veya ekstraksiyonu gibi
stiregler sonucunda elde edilmektedir (Dorman and Deans 2000). Genellikle aromatik
bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarin ugucu ve hidrofobik oldugu ayrica kendine has

bir kokusunun bulundugu bilinmektedir. Esansiyel yaglarin sahip olduklar1 bu &zelikler
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onlarin biyolojik olarak aktif olduklarmi diisiindiirmektedir. Biyolojik aktivite
testlerinden biri olan antimikrobiyal 6zelliklerin belirlenmesi amaciyla yapilan testler
CLSI standartlarmma gore uygulanmakta ve her tiirli laboratuvarda kolaylikla
yapilabilmektedir. Antimikrobiyal 6zelliklerin belirlenmesi amaciyla uygulanan
yontemlerin basinda agar difiizyon, micro-well ve micro-broth diliisyon yontemleri
gelmektedir (Janssen et al. 1987). Bu yontemlere ek olarak esansiyel yaglarin inhibisyon
zon gaplarini belirlemek tizere son yillarda kullanilan diger yontemlerde disk difiizyon ve
well difiizyon yontemleridir (Abu-Shanab et al. 2004). Her tiirlii laboratuvar kosullarinda
yapilabilirligi olan ve yaygin olarak kullanilan bu testlerde nicel ve nitel veriler
gozlemlenerek kaydedilmektedir. Bu amagla ilk olarak petride uygun bir kati besi ortami
hazirlanir ve tizerine mikroorganizma ekimi yapilir, akabinde petri lizerine ya da agilan
bir ¢ukura etkinligi gézlenmek istenen antimikrobiyal madde konulur ve inkiibasyona
birakilir. Inkiibe edilen petrilerde maddelerin etkinligi olusan inhibisyon zon gaplari
oOlgiilerek degerlendirilir. Disk, agar ya da well difiizyon yonteminde antimikrobiyal
aktivitesi gozlenen bitki ekstraktlari veya ugucu yaglarin etkinlik gosterdigi en diisiik
dozun belirlenmesi amaciyla da micro-well, micro-broth ya da tiip diliisyon yontemleri
kullanilmaktadir. Her ii¢ yontemde de antimikrobiyal 6zelikleri belirlenecek maddeler ve
hedef aldigi mikroorganizmalarin etkilesime girmeleri saglanmakta ve uygun
konsantrasyonda belli oranlarda hazirlanan karisimlar inkiibasyona birakilmaktadir. Test
edilen antimikrobiyal maddeye karsi tiremenin olup olmadigi kuyucuk ya da tiiplerde
olusan renk degisiklikleri ile absorbanslar1 belirlenmekte ve bakterinin gelismedigi en
diisik konsantrasyon degeri, minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC) olarak
belirlenmektedir. Tiim bu yontemlerde kullanilan agar {izerine uygulama (agar difiizyon),
agar da kuyucuk acgilmasi (well difiizyon), besi ortami iizerine disk yerlestirilmesi (disk
difiizyon), 96 kuyucuklu plateler (well-dilisyon), eppendorf tiipleri (mikro-diliisyon) ya
da deney tiipleri (tiip diliisyon) kullanimina dayali olarak yontemin adi degismektedir

(Janssen et al. 1987; Dorman and Deans 2000).

1.3.2. Esansiyel yaglarin endiistride kullanim alanlar:

Ekolojik sistemin en onemli canlilarindan biri olan bitkiler besin zincirinde ki
onemleri kadar tibbi acgidan etkinlik gdstermeleri nedeniyle de eski zamanlardan

giiniimiize kadar farkli amaclarla yetistirilip kullanilmistir. Ilag endiistrisinin gelisimine
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paralel olarak her ne kadar tedavilerde bitkisel ilaglarin yerini sentetik ilaglar almaya
baslasa da 6zellikle geligsmis toplumlarda yesile doniis ad1 altinda dogal beslenme, dogal
tirtinlerle tedavi gibi hususlara yonelim artmis ve yeniden sentetik ilaglarin yerini almaya
baslamislardir (Aslan 2005). Glintimiizde de yan etkilerinin az olmasi ve birgok hastalik
tizerinde etkinlik gostermesi gibi 6zelliklerinden dolay1 tedavide tibbi bitkilerin degeri ve
kullanim1 hizla artmaktadir. Halk arasinda bilinen ve tedavilerde siklikla kullanilan
bitkilerin yapilan bilimsel arastirmalar ile 6nemleri ortaya konulmakta ve tiim bitki
temelli tedaviler bir bilim dali olan fitoterapi ad1 altinda incelenmektedir (Aslan 2005).
DSO verilerine gére diinyada 3 milyardan fazla insanin, gelismis iilkelerde ise toplumun
yaklagik % 80’inin fitoterapi yontemlerini kullandigi bilinmektedir (Eloff 1998).

Tibbi bitkiler ve esansiyel yaglar ila¢ olarak kullaniminin yanisira, gida ve
kozmetik sektorler basta olmak iizere bircok sektdorde de kullanilmakta ve yiiksek
ekonomik degere sahip olmaktadirlar (Celik ve Celik 2007). Tibbi bitkilerin 6zellikle
yaprak, tohum, gévde ve koklerinden elde edilen bitkisel ekstraktlarin 6nemli biyolojik

aktivitelerinin bulundugu bilinmektedir (Ertiirk ve Demirbag 2003).

1.3.3. Lavanta esansiyal yag: (LEO)

Lavanta bitkisinin ¢ogu hibrit olmak Ttizere 39 tiir ve 400 tescilli ¢esidi
bulunmaktadir. Yapisi, bulundugu yer ve kimyasal bilesenleri farklilik gosteren bu
bitkiler yaprakli, ¢igekleri olan tek yilik otsu bitkilerdir. Akdeniz bdlgesinden kdken alan
lavantalar basta Avrupa olmak lizere Kuzey Afrika, Giiney Asya, Arap Yarimadasi ve
Amerika’da yetistirilmektedir. Lavanta bitkisi sahip olduklari esansiyel yaglar sayesinde
ilag, gida, kozmetik ve parfiim endiistrisinde siklikla kullaniimakta ve ekonomik degerleri

oldukga yiiksek olmaktadir (Aprotosoaie et al. 2017).

Lavanta, Labiatae (Lamiaceae) familyasina ait bir bitkidir. Ticari olarak kullanilan
lavanta esansiyel yaglarinin ¢ogu Lavandula tiirii olan Lavandula angustifolia ve
Lavandula latifolia'nin tiirleri ile lavandinler olarak adlandirilan her iki tiiriin
melezlenmesiyle elde edilen hibrit lavanta tiiriidiir. Lavandula stoechas ve Lavandula
dentata tiirleri halk arasinda agrilarin dindirilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilan

tirlerdir. L. angustifolia igerigindeki yiiksek linalool (linalil asetat) ve az miktarda kafur
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bulundurmasindan dolay1 kozmetik ve aromaterapi endiistrilerinde en ¢ok kullanilan
tiirlerden biridir. Her tiirlii iklim kosularina adapte olabilen ve yetistirilen lavanta bitkisi
pH aralig1 7-7,5 arasinda yer alan islenmis topraklarda iyi gelisir. Genel olarak yogun
sicak, riizgarli hava ve don olaylarina karsi dayaniklidir. Lavanta bitkisi iyi bir sekilde
biiyiimesi i¢in giines 1smma ve az miktarda giibreye ihtiyag duymaktadir. Uretim
asamasinda gilibrenin ¢ok kullanilmasi durumunda yag icerigi azalmakta, yogun yaprak
gelisimi olmakta ve bundan dolay1 yag igerigi yiiksek ciceklerin sayis1 azalmaktadir. Bu
nedenle yiiksek yag igerikli olmas1 amactyla budama yapilmasi gerekmektedir (Woronuk
etal. 2011).

1.3.3.1. Lavanta esansiyel yaglarinin antimikrobiyal 6zelikleri

Lavanta esansiyel yaglarinin tiir farkliligina dayali olarak icerdikleri yag
miktarlar1 ile igerigindeki aktif bilesenler degismekte ve bu baglamda farkli biyolojik
aktivite sergileyebilmektedir. Pek ¢ok lavanta tiiriiniin mikroorganizmalara 6zellikle de
MRSA ve vankomisine direngli Enterococcus gibi direngli patojenik mikroorganizmalara
kars1 gliglii antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu, bu durumun da esansiyel yagin
iceriginde bulunan etken maddelerin miktariyla paralel oldugu bilinmektedir (Cavanagh
and Wilkinson 2005). L. stoechas esansiyel yaglarinin bakteriler, mayalar ve ipliksi
mantarlar gibi bir cok mikroorganizmaya karsi oldukea etkili genis spektrumlu bir lavanta
tirli oldugu; Lavandula coronopifolia esansiyel yaglarmm MRSA ya karsi giigli
bakterisidal etki gosterdigi; Lavandula luisieri esansiyel yaglarinin da ozelikle
Aspergillus ve mayalara karsi antifungal etkinlik gosterdigi bilinmektedir (Dagli vd
2015).

1.3.3.2. Lavanta esansiyel yaglari ve mikroorganizmalar iizerindeki etkileri

Lavanta esansiyel yaglar1 genel olarak linalool, linek asetat, [-ocimene ve
levandulol gibi monoterpenlerden olusmaktadir. Ayni zamanda [-karyofilen gibi
seskiterpeen bilesikler ile lavandulil asetat esterleride i¢erebilmektedir. Lavanta esansiyel
yaglarinda bulunan bazi bilesenler ve bu bilesenlerin mikroorganizmalar {izerinde
etkiledikleri yapilar Cizelge 1.3.de gosterilmistir (Leong et al. 2021). Lavanta esansiyel
yaglar1 sahip olduklar1 hidrofobik &zeliklerinden dolay1 ¢ogunlukla mikroorganizmalar

da hiicre duvari ve hiicre zarin1 hedef alarak antimikrobiyal etkisini gostermektedir. S6z
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konusu esansiyel yaglar bakterilerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 gegirgenligini saglayan hiicre
zarmin temel bileseni olan ¢ift tabakali fosfolipit zarin yanisira hiicre duvariin yapisini
olusturan peptidoglikan tabaka ile de etkilesime girerek hasar olusumuna neden olmakta
ve bunun sonucunda hiicre biitiinliigii yok olan bakterilerin 6liimiine neden olmaktadir
(Yang et al. 2020; Yap et al. 2021).

Cizelge 1.3. Lavanta esansiyel yagi bilesenleri ve etki mekanizmalar1 (Leong et al. 2021)

Kimyasal Molekiiler | LEO’da bulunma | Antimikrobiyal etki

bilesenler gosterimi yiizdesi (%) mekanizmasi

Linalool C10H180 20-40 Hiicre = zarmin  yapisini
bozarak bakterinin

biliylimesini engeller.

Linalil asetat C12H2002 25-50 Hiicre zarinin yapisini bozar.

B-ocimene CioH16 3-5 Hiicre zarinin yapisini bozar.

Terpinen-4-ol | C10H180 3-8 Hiicre zarinin ~ yapisini
bozarak bakterinin
biliylimesini engeller.

Biyofilm olusumunu engeller.

Okaliptol C10H180 1-4 Hiicre = zarmin  yapisini
(1,8-sineol) bozarak bakterinin
bliylimesini  engeller. Akis
pompalarinin islevini bozar.

Kafur C10H160 1-10 Hiicre zarinin yapisint
bozarak bakterinin
biiyltimesini engeller.

Biyofilm olusumunu engeller.

B-karyofilen CisH24 2-5 Hiicre zarinin yapisini bozar.

Sardunya C10H180 2-5 Hiicre zarinin yapisini bozar.
Biyofilm olusumunu engeller.

Lavanta asetat | C12H200: 3-8 Bakterilerin biiylimesini
engeller.

Linalil C7H2sNO, | 2-12 Hiicre zarinin yapisini bozar.

antranilat
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1.4. Tezin Amaci

Bakteriyel izolatlarin pek ¢ok antibiyotige kars1 direng kazanmig olmas1 nedeniyle
giintimiizde enfeksiyonel hastaliklarin tedavisi olduk¢a zordur. Bu nedenle yeni ve etkili
bilesiklerin tespit edilmesi veya etkili oldugu tespit edilen bilesiklerin tedavilerde
kullanima hazir hale getirilmesi son derece 6nemlidir. S. aureus ciddi enfeksiyonlara
neden olan 6nemli bir patojendir. Bu patojenin 6zellikle metisilin ve tiirevlerine karsi
gelistirmis oldugu diren¢ nedeniyle tedavisi olduke¢a giigtiir. Metisilin direngli S. aureus
(MRSA) izolatlarinda antimikrobiyal ilaglarin yaninda antiseptik maddelere karsi da
artan direncliliginin oldugu ve bu durumun toplum sagligi i¢in son derece 6nemli bir
tehdit oldugu goriilmektedir. Bu antiseptiklerden en 6nemlisi ve en ¢ok kullanilanlardan
biri olan klorheksidin ve tlirevlerine karsi gelisen direnglerin varligr da saglik i¢in 6nemli
bir tehditin habercisidir. Her ne kadar organizmalardaki antibiyotik ve antiseptik
direnclilik mekanizmalar1 birbirinden farkli ise de ikisinin de ortak yani izolatlarin bu
maddelere kars1 azalan duyarliliklari ve gelecekte ciddi enfeksiyon olusturma potansiyeli
arz etmeleridir. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda antimikrobiyal ya da antiseptik 6zelligi
bilinen birgok esansiyel yagin sdz konusu izolatlarda 6nemli diizeyde inhibasyona neden
oldugu goriilmektedir. Bu noktadan hareket ederek planlanan tezde 6ncelikle metisilin
direngli S. aureus (MRSA) izolatlarina kars1 lavanta esansiyel yaginin (LEO) sonrasinda

ise CHG ile kombinasyonlarinin etkileri arastirilmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Tez galismasi ile iliskili olarak lavanta esansiyel yagi basta olmak tizere pek ¢ok
bitkinin antimikrobiyal ajanlarla kombine halde kullanilmasina iliskin giiniimiize kadar

yapilan ¢alismalarin kisa bir 6zeti asagida sunulmustur.

Fyfe et al. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada rezene, anason ve feslegen
esansiyel yaglar ile bu yaglarin benzoik asit ve metil paraben kombinasyonlarinin
Listeria monocytogenes ve Salmonella enteriditis'e kars1 inhibisyon etkileri
arastirilmistir. Calismanin sonucunda metil-paraben ile kombine edilen esansiyel yaglarin
benzoik asitle yapilan kombinasyonlardan daha etkili oldugu, L. monocytogenes e karsi
en etkili inhibitor etkinin anason esansiyel yagi ve metil-paraben kombinasyonunda, S.
enteriditis'e karsi1 da feslegen esansiyel yaginin tek basma kullanildigi durumlarda
gozlendigi bildirilmistir (Fyfe et al. 1998).

Filoche et al. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, tar¢in, ¢cay agaci (Melaleuca
alternifola), manuka (Leptospermum scoparium), Leptospermum morrisonii, arnika,
okaliptiis, greyfurt, ugucu yag gargarasi, Listerine Cool Mint ve iki bileseni ile mentol ve
timol ucucu yaglarin tek basina ve klorheksidin diglukonat ile kombinasyonunun
Streptococcus mutans ile Lactobacillus plantarum’un planktonik ve biyofilm kiiltiirlerine
kars1 antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. Calismanin sonucunda test edilen ugucu yag
ve bilesenlerin birgogunun antimikrobiyal aktivitesinin oldugu, en yliksek aktivitenin
(1,25-2,5 mg/ml) targinda  gorildigi, Ozellikle ugucu  yag-klorheksidin
kombinasyonlarmin biyofilm kiiltiirlerine kars1 oldukca etkili oldugu ve esdeger bir
bliylime inhibisyonu elde etmek i¢in gereken klorheksidin miktarinin, tar¢in, manuka, L.
morrisonii, timol ve Listerine ile kombinasyon halinde kullanildiginda 4-10 kat azaldig1

sonucuna varilmistir (Filoche et al. 2005).

Karpanen et al. (2008) tarafindan yapilan ¢aligmada, S. epidermidis biyofilmleri
lizerine ¢ay agaci, okaliptiis ve timol esansiyel yaglari ile klorheksidin diglukonat
kombinasyonunun sinerjistik etkileri dama testi yontemi ile arastirilmistir. Calismada en

Iyi aktivitenin timol esansiyel yaginda gozlendigi, dama testi sonucunda ise klorheksidin
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diglukonat ve okaliptiis yag1 kombinasyonunun giiclii bir antibiyofilm etkinlik gosterdigi
bildirilmistir (Karpanen et al. 2008).

Hendry et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada okaliptiis esansiyel yaginin
etken maddesi olan 1,8-sineol ile hastane ortamlarinda siklikla kulanilan antiseptiklerden
biri olan klorheksidin diglukonatin ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde S. aureus, MRSA,
P. aeruginosa, E. coli ve C. albicans izolatlarina kars1 antibiyofilm etkileri arastirilmistir.
Calisma sonucunda MRSA ve P. aeruginosa izolatlarina karsi1 klorheksidin diglukonat ve
1,8-sineol kombinasyonlarinin sinerjistik etki gosterdigi, diger izolatlara karsi ise

antagonistik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Hendry et al. 2009).

Roller et al. (2009) tarafindan yapilan g¢alismada farkli lavanta tiirlerinden
(Lavandula angustifolia, L. latifolia, L. stoechas ve L. luisieri) ekstrakte edilen esansiyel
yaglarin 1 ila 20 ul arasinda degisen konsantrasyonlarda uygulandiklart MRSA ve MSSA
izolatlarina kars1 inhibiyon etkileri test edilmis ve test edilen izolatlara kars1 0,8 ile 3 cm

arasinda inhibisyon zonu olusturdugu rapor edilmistir (Roller et al. 2009).

Cho et al. (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada imipeneme direngli Klebsiella
pneumoniae (IRKP) izolatlarina kars1 yesil cay bitkisinden ekstrakte edilen esansiyel
yagin onemli bir bileseni olan epigallocatechin gallate ile imipenem antibiyotigi
kombinasyon halinde uygulanmis ve her iki uygulamanin da sonuglar1 sinerjistik etkileri
ile karsilastirilmistir. Calismada yapilan antimikrobiyal duyarlilik testleri sonucunda test
edilen tiim izolatlarin imipeneme direngli olduklari, dama tahtas1 ve zamana bagh
oldiirme testleri sonucunda da kombine edilen maddelerin sinerjistik etkiye sahip
olduklar tespit edilmistir. Calismanin sonucunda epigallocatechin gallate ve imipenem
kombinasyonun IRKP izolatlarina kars1 gii¢lii antibakteriyel aktivite sergiledigi rapor

edilmistir (Cho et al. 2011).

Zuzarte et al. (2012) tarafindan yapilan calismada, Lavandula multifida
bitkisinden elde edilen esansiyel yaglar gaz kromotografisi (GC) ve kiitle spektroskopisi
(MS) kullanilarak analiz edilmis ve fenolik bilesenlerce zengin bu bitki tiirtinden elde
edilen esansiyel yaglarin ¢esitli maya ve fungus tiirleri (Candida albicans, Cryptococcus

neoformans, Aspergillus) ile c¢esitli dermatofitler iizerindeki etkileri arastirilmistir.
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Calismanin sonucunda L. multifida esansiyel yaginin fungal gelisimi inhibe ettigi, sahip
oldugu monoterpen bilesikler ile funguslarin sitoplazmik zarlarinda hasara neden olarak
etki gosterdigi ve dolayisyla kandidozu tedavi etmek icin tamamlayict olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir (Zuzarte et al. 2012).

Yap et al. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada tar¢in kabugu, lavanta, mercankosk
ve cay agaci bitkilerinden elde edilen esansiyel yaglar ampisilin, piperasilin, sefazolin,
sefuroksim, karbesinilin ve meropenem antibiyotikleri ile kombine edilerek Escherichia
coli (J53 R1, J53 pMG321, J53 pMG309) izolatlarina karsi sinerjistik etkileri sivi
mikrodiliisyon ve dama tahtasi yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Yapilan testler
sonucunda test edilen 35 kombinasyondan sadece dort tanesinin (piperasilin-lavanta yagi,
piperasilin-tar¢in kabugu yagi, piperasilin-nane yagi ve meropenem-nane yagi) izolatlara

kars1 sinerjistik etki gosterdigi bildirilmistir (Yap et al. 2013).

De Rappwe et al. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada S. aureus, P. aeruginosa ve
Candida albicans izolatlarina kars1 Lavandula angustifolia’dan izole edilen LEO,
kloramfenikol, siprofloksasin, nistatin ve fusidik asit gibi antimikrobiyal ajanlarla
kombine edilerek patojen izolatlar {izerindeki etkileri arastirilmigtir. Sinerjistik etkilerinin
belirlenmesi i¢in gergeklestirilen dama tahtasi ve izobologram deneyleri sonucunda en
giiclii etkinin P. aeruginosa (XFIC 0,29)’ya karsi kloramfenikol kombinasyonunda
gozlendigi bununla beraber LEO’nun tiim antimikrobiyal ajanlarla sinerjistik etki

gosterdigi bildirilmistir (de Rapper et al. 2016).

Alabdullatif et al. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada Artemisia herba-alba,
Rosmarinus officinalis, L. multifida, Origanum marjoram ve Thymus capitatus esansiyel
yaglari ile CHG kombinasyonlarinin S. epidermidis’e karsi antibiyofilm aktivitesi ve in
vivo testler de tavsan derileri tizerinde ki etkileri arastirilmistir. Calisma sonucunda %30
konsantrasyondan fazla esansiyel yag kullaniminin hayvan derilerinde tahrise neden
oldugu, gaz kromotografisi ve kiitle spektroskopisi sonucunda bu esansiyel yagin yiiksek
seviyede linalool i¢erdigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda etken madde olarak tespit edilen
linalool-CHG kombinasyonlarmin izopropil alkol ile antibiyofilm aktivitesini 6nemli
olgtide artirdig1 ve dolayistyla potansiyel olarak cilt dezenfeksiyonunda kullanilabilecegi
bildirilmistir (Alabdullatif et al. 2017).
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Simgek and Duman (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, dama tahtasi yontemi
kullanarak S. aureus, MRSA, E. coli, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa,
Enterococcus faecalis ve C. albicans izolatlarmma karsi CHG ve okaliptiis esansiyel
yagindan izole edilen 1,8-sineol kombinasyonlarinin sinerjistik etkileri arastirilmustir.
Calisma sonucunda CHG ve 1,8-sineol kombinasyonlarinin test edilen izolatlardan
sadece P. aeruginosa’ya karsi aditif diger tiim izolatlara karsi ise sinerjistik etki
gosterdigi, bu nedenle de CHG'ye kars1 direngli izolatlarin ortadan kaldirilmasina neden

olarak cilt antisepsisinde faydali olabilecegi one siiriilmiistiir (Simsek and Duman 2017).

Adaszynska-Skwirzynska et al. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada S. aureus
ATCC 25923, MRSA ve P. aeruginosa ATCC 9027 izolatlarina karst LEO, LEO aktif
bileseni linalool ile gentamisin antibiyotik kombinasyonlarnin etkileri arastirilmistir.
Yapilan c¢alismalar sonucunda hem LEO-gentamisin hemde linoool-gentamisin
kombinasyonlarinin S. aureus ve MRSA izolatlarina karst giiclii sinerjistik etki
gosterdigi, ancak P. aeruginosa izolatlarina kars1 FICI>0,700 oldugundan dolay1 aditif

etki gosterdigi rapor edilmistir (Adaszynska-Skwirzynska et al. 2019).

Kwiatkowski et al. (2019) tarafindan yapilan galismada, MRSA izolatlarina karsi
LEOQ ile etkili bir antiseptik olan oktenidin dihrokloriir (OCT)’{in tek tek ve kombinasyon
halinde antibakteriyel aktiviteleri ve sinerjistik etkileri arastirillmistir. Calismada dama
tahtasi test sonuglarina gore LEO ve OCT kombinasyonlarinin MRSA ’ya kars1 sinerjistik
etki gosterdigi, zamana bagli Oldiirme testleri sonucunda ise kullanilan bu
kombinasyonun bes saat sonrasinda bakterilerin biiyiimesini inhibe etikleri rapor
edilmistir. Calisma sonucunda bu kombinasyonun MRSA izolatlarinda hiicre duvar
yapisini degistirerek, hiicre zarinin gegirgenligini artirarak etki gosterdigi ve antiseptik
ozellikteki OCT’a kars1 duyarliligr artirdigi ve bu nedenle profilaktik ve terapotik
potansiyel bir bilesik olarak tercih edilebilecegi ongorilmistiir (Kwiatkowski et al.2019).

Yang et al. (2020) tarafindan yapilan ¢aligmada LEO ve karbapenemaz inhibitorii
olan meropenem antibiyotigi kombinasyonlarinin karbapenaz direngli K. pneumoniae
izolatina karsi inhibitor etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Calismalarinda dama
tahtast ve zamana bagli 6ldiirme testleri ile LEO ve meropenem arasindaki sinerjistik

etkinin tespiti, zeta potansiyel Olg¢timleri ve etidyum bromiir ig/dis akis deneyleri
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kullanilarak da hiicre zar iizerindeki etki mekanizmalari aydinlatmaya calisilmistir.
Calisma sonucunda LEO ve meropenem’in K. pneumoniae’ye karsi giiglii sinerjitik etki
gosterdigi, ayn1 zamanda bakteri sitoplazmik zar yapisindaki protein kaybi ile hiicre zar1
yapilarinda degisime neden oldugu ve bunun sonucunda da bakterinin hiicre zarinda

gecirgenligi artirdigi rapor edilmistir (Yang et al. 2020).

Leong et al. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada lavanta esansiyel yaglarinin
bilesenleri tespit edilerek antibakteriyel aktiviteleri belirlenmistir. Calisma sonucunda
lavanta esansiyel yag bilesenlerinin linalool, linek asetat, s-ocimene ve levandulol gibi
monoterpenlerden olustugu ve bu yapilarin genel olarak mikroorganizmalarin hiicre
zarlari ile etkilesime girerek aktivite gdsterdigi ve bu bilesenlerin tek tek hedef aldigi

hiicre yapilar1 belirlenip rapor edilmistir (Leong et al. 2021).
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3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan izolatlar ve bilesikler

3.1.1.2. Kullanilan izolatlar

Tez c¢aligmasinda kullanilan Klinik izolatlar Erzurum Sehir Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarindan, MRSA ATCC 43300 ve MSSA ATCC 25923 izolatlar
ise Erzurum Teknik Universitesi Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari koleksiyonundan

temin edilmistir.

3.1.1.3. Kullamilan bilesikler

Biyolojik aktivite ¢aligmalarinda kullanilan Lavanta Esansiyel Yag saf sekilde
Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesinden temin edilmistir. Yine calismalarda sivi
formu kullanilan CHG (%20), Drogsan Ila¢ Sanayi ve Ticareti A. S.’den temin edilmistir.
Tez ¢alismasinda Lavanta Esansiyel yag1t %5 DMSO igerisinde ¢6zdiiriilerek, CHG ise

%2 s1v1 formuna seyreltilerek kullanilmigtir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Tez ¢alismasinda istifade edilen cihazlarin listesi Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

3.1.3. Kullanmilan kimyasal maddeler

Tez galismasinda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.2.’de belirtilmistir.

24



3. MATERYAL ve YONTEM

Cizelge 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar

Cihaz Adr Cihaz Modeli

+4°C Sogutucu J.P. Selecta

-20°C Sogutucu J.P. Selecta

-80°C Derin dondurucu Thermo Sciencific FDE

CO:z inkiibator
Calkalamali1 Inkiibator
Ceker Ocak
Elektroforez Sistemi
Hassas Terazi
Homojenizator

Jel Gortintiileme Sistemi
Magnetik Isitici

Class II Biyogiivenlik Kabini
Class II Biyogiivenlik Kabini
Mini Santrifiij

Nanodrop

Otoklav

PCR Cihaz1

Rotor-Gene Q
Sogutmal1 Santrifiij
Spektrofotometre

Statik Inkiibator

Su Banyosu

Ultra Saf Su Cihazi
Ultrasonik su banyosu
UV Goriintiileyici
Vorteks

ESCO Cell Culture
Zhicheng-ZHWY-2102C
TuraLab

BioRad Mini ReadySub-Cell™ ve Mini
Shimadzu ATX 224

Qiagen TissueLyser LT

BioRad ChemiDocTM MP
Daihan, shr

ESCO NordicSafe™

ESCO Airstream

WiseSpin CF10

Biotek EPOCH

JSR, JSAC-60

SensoQuest Thermocycler
Qiagen

Hettich Zentrifugen Universal 320R
Thermo Scientific Multiskan Go
Memmert IN110

Daihan

Millipore, Q-3W

Caliskan Ultrasonic Cleaner
Analytikjena

WisdWisemix VM-10
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Cizelge 3.2. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Markasi

50X TAE Ecotech
Agaroz BIOMAX
Benzaldehit Sigma-Aldrich
DMSO EMPLURA® MERCK
EDTA Sigma-Aldrich
Etanol ISOLAB
Etilasetat TEKKIM
Fenol:Kloroform:izoamialkol Sigma-Aldrich
Hidroklorik asit Sigma-Aldrich
Izopropanol MERCK
Kloroform Sigma-Aldrich
Sodyum Hidroksit MERCK
Sodyum Siilfat MERCK
TRIzol Invitrogen
Trietilamin Sigma-Aldrich
Tripsin Sigma-Aldrich
Tris Sigma-Aldrich

3.1.4. Kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltiler

Luria Bertani Agar (LBA) (Bilesenler (g/L): Maya Ekstrakt: 5,0, Tripton: 10,0,
Sodyum Klorit: 10,0, Agar: 15,0):1 L dH20 igerisine 40 g LBA tartilarak konulup
karigtirthirdi. Otoklavda 15 dk 121°C’de sterilize edilen besi ortami oda sicakliginda

50°C’ye kadar sogutularak petrilere dokiildii ve kullanima hazir hale getirildi.

Luria Bertani Broth (LB) (Bilesenler (g/L): Maya Ekstrakt: 5,0, Tripton: 10,0,
Sodyum Klorit: 10,0): 1L dH20 igerisine 25 g LB tartilarak ¢6zdiiriiliirdii ve hazirlanan
karisim otoklavda 15 dk 121°C’de steril edildi.
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Mueller Hinton Agar (MHA) (Bilesenler (g/L): Et Ekstrakt: 2,0, Nisasta: 1,5,
Kazein:17,5, Agar: 15): 1L dH20 igerisine 36 g MHA tartilarak konuldu ve hazirlanan
¢ozelti kanstirildiktan sonra 15 dk 121°C’de otoklav cihazinda sterilize edildi.

Otoklavlanan ¢ozelti oda sicakliginda sogutulup petrilere dokiilerek hazirlandi.

Mueller Hinton Broth (MHB) (Bilesenler (g/L): Et Ekstrakt: 2,0, Nisasta: 1,5,
Kazein:17,5,): 1L dH20 igerisinde 26,5 g MHB tartilarak ¢ozdiiriildii ve hazirlanan
karisim 15 dk 121°C’de otoklavda sterilize edildi.

Bakteriyel DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

%70’lik Etanol: Etil alkol (35 ml) tizerine dH2O (15 ml) ilave edilerek hazirlandi.

%75’lik Etanol: Etil alkol (37,5 ml) tizerine dH,O (12,5 ml) ilave edilerek

hazirlandi.

1X TAE tamponu: 50X TAE tampondan 20 ml alinarak 1.000 ml’ye

tamamlayacak sekilde tizerine 980 ml distile su eklenerek hazirlanda.

EDTA (MA: 372,2 g/mol) Tamponu (0,5 M pH 8,0): 18,6 g EDTA tartilarak
100 ml dH20 igerisinde ¢ozdiiriildii ve tampon {izerine 5 M NaOH ilave edilerek pH’s1

8,0’e ayarlandi.

TE Tamponu: 1 ml Tris-HCI (1 M, pH 8,0) tamponu ve 200 ul EDTA (0,5 M pH

8,0) karistirilarak tizerine dH20 ilave edildi ve son hacim 100 mI’ya tamamlandi.

Tris-HCI Tamponu (1 M, pH 8,0): Molekiil agirigi 121,14 g/mol olan Tris’den
12,14 g tartilarak 100 ml dH20 igerisinde ¢6zdiirtildii ve 1 N HCI ilave edilerek tampon
pH’s1 8,0’°e ayarlanda.
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3.2. Yontem

3.2.1. S. aureus izolatlarinin gelistirilmesi

Klinik ve kiiltiir izolatlar1 frozen stoklarindan alinarak LB agar besiyerine ekim
yapildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. LB agar besiyerinde biiyiiyen izolatlar
calismalarda kullanilmak tizere LB broth besiyerinde ¢alkalayici inkiibatérde 24 saat 37
°C’de inkiibe edildi.

3.2.2. Direng genlerinin belirlenmesi

MRSA izolatlarinda hedeflenen gen bolgelerinin belirlenmesi amactyla ilk olarak

genomik DNA izolasyonlar1 yapildi.

3.2.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Calismada kullanilan izolatlarin tamaminin genomik DNA izolasyonu manuel olarak

gerceklestirilmis olup kullanilan protokol agsagida sunulmustur.

1. Genomik DNA izolasyonu icin MRSA izolatlar1 LB agar besiyerinde
inkiibasyona birakildi.

2. LB agar besi ortaminda biiyiitiilen MRSA izolatlar1 3 ml LB siv1 besi ortamina
aktarilmig ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.

3. Inkiibasyonu takiben MRSA izolatlar1 13.500 rpm de 3 dk santrifiigasyona tabii
tutuldu.

4. Santrifiyj sonrasinda siipernatant atilarak pellet tizerine 1 ml lizis buffer eklendi ve
30 dk homojenize edildi.

5. Homojenizatérden sonra 10 dk 12.000 rpm’de santrifiij yapildi ve ist faz yeni
tiipe aktarildu.

6. Yeni tiipe alinan karigimlarin iizerlerine 2 pl RNAaz eklendi ve daha sonra 15 dk
37°C’de inkiibe edildi.

7. Inkiibasyondan sonra fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ¢dzeltisinden esit

hacimde eklenerek 10 dk 12.000 rpm’de santrifiije tabii tutuldu.
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8. Santriflij sonrasinda iist faz yeni bir tiipe alinarak %100 etanol esit hacimde
eklendi ve -20°C’de 1 saat inkiibe edildi.

9. Inkiibasyondan sonra 10 dk +4°C’de 12.000 rpm de santrifiij edildi ve iist faz atilip
pellet tizerine %70’lik etanolden 1 ml eklendi.

10. 10 dk +4°C’de 12.000 rpm de santrifiij sonrasinda iist faz atilip pellet havada
kurutularak 1x TE buffer da ¢6zdiiriildii (Gérmez 2011).

Izole edilen DNA’larin konsantrasyonlarimn belirlenmesi: 2 pl TE buffer
ortaminda 260 nm’de izole edilen DNA’larin absorbanslar 6l¢iildii ve akabinde 280
nm’de absorbansi dlgiilerek, saflik analizi icin A260/A280 degerleri belirlendi (Riizgar
2019).

Genomik DNA’nin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi: Agaroz (1,2 g),
100 ml 1X TAE tamponu igerisine eklenerek mikrodalga firinda 2-3 dk isitilarak
¢Ozdiriildi. Sicaklign distriildiikten sonra agaroz c¢ozeltisine etidyum bromiirden
(konsantrasyonu 0,5 pg/ml) 4 ul eklenildi ve hafifge karigtirilarak karisim elektroforez
kiivetine dokiildii ve jel tizerine taraklar yerlestirildi. Katilagan jel tizerine tampon (1X
TAE) ilave edildi ve ilk kuyucuga 50 bp DNA marker (GeneDirex DNA Ladder RTU 50
bp, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 800, 900, 1.000, 1.200, 1.500
bp), diger kuyucuklara da DNA 6rnekleri (5 pl DNA 6rnegi+ 2,0 pl 6X yiikleme tamponu
ile karigtirilarak) yiiklendi. DNA 6rnekleri 50 dk 90 voltta yiiriitiildiikten sonra olusan
bant profilleri UV altinda goriintiilendi (G6rmez 2011).

3.2.2.2. Direng genlerinin PCR ile amplifikasyonu

Calismada test edilen izolatlarda mecA, gacA/B ve gacC direng¢ genlerinin
varligimi belirleyerek gen bolgelerini amplifiye etmek amaciyla 30 pl’lik PCR reaksiyonu
hazirlandi. Pozitif kontrol olarak ftsZ geninin tercih edildigi PCR c¢alismalarinda
kullanilan primerler Cizelge 3.3.’de, reaksiyon karisimi Cizelge 3.4.’de, reaksiyon

kosullari ise Cizelge 3.5.’de verilmistir (Gérmez 2011).

29



3. MATERYAL ve YONTEM

Cizelge 3.3. PCR reaksiyonunda kullanilan primerler

Primer Forward Reverse

gacA/B GCAGAAAGTGCAGAGTTCG CCAGTCCAATCATGCCTG
gacC(smr) GCCATAAGTACTGAAGTTATTGGA  GACTACGGTTGTTAAGACTAAACCT
ftsz AGCTGCAGAGGAATCTCGTGAACA TCCGCCACCCATACCAGAAGT

mecA GTTAGATTGGGATCATAGCGTCATT GCCTAATCTCATATGTGTTCCTGTAT

Cizelge 3.4. PCR reaksiyon karisimi

Reaktif Miktar (ul)
10X PCR tamponu 3
dNTP mix(dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 10 0,6
mM) Forward primer 3
Reverse primer 3
DMSO 1,2
MgCl; 1,8
Taq DNA polimeraz (5 unit/pl) 0,3
Ultra Pure dH20 12,1
Template DNA 5
Toplam: 30 pl

Cizelge 3.5. PCR reaksiyon kosullari

Asamalar Sicakhik (°C) Siire (dk) Dongii sayisi
On denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 1 36

Baglanma 50 1 36

Uzama 72 2 36

Son uzama 72 5 1
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PCR iiriinlerinin elektroforezi: PCR sonucunda ¢ogaltilan DNA 6rnekleri jele
yiiklenildi ve elektroforezde (50 dk 90 voltta) yiiriitiilerek goriintiilendi.

3.3. Biyolojik Aktivite Testleri

3.3.1. Antibakteriyel testler

Disk difiizyon metodu: LB agarda kiiltiire edilen izolatlar steril 0,85’lik NaCl
¢ozeltisinde konsantrasyonu 0,5 McFarland (108 CFU/mL)’a gore ayarlandi.
Konsantrasyonu ayarlanan bakteriyel inokulumlar MHA yiizeyine steril swap ile
yayildiktan sonra disklere 10 pL emdirilmis 1.000 pl/ml konsantrasyonlardaki LEO ve
CHG hbilesikleri petrilere yerlestirildi, 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda bakteri gelisiminin goriilmedigi disklerin etrafindaki zon ¢ap1 dlciilerek
antibakteriyel aktiviteler belirlendi. Inhibisyon zonunun ¢apt mm seklinde &lgiilerek,
standart zon tablolarina gore degerlendirmeler yapildi ve mikroorganizmanin kullanilan
antimikrobik ajanlara kars1 duyarlilik durumu belirlendi. Pozitif kontrol olarak ampisilin,
negatif kontrol olarak da DMSO kullanildi. Her bir deneme tii¢ tekrarli c¢alisildi ve
sonuglar karsilastirilmali olarak degerlendirildi (Sekil 3.1.) (Ozgeris et al. 2021).

@ Test Bilesigi ..
. e Zon Cap Olgiimii

—p | Sy ) —> . —

Inkiibasyon . Q
S Kiiltiir inokulum Yayma Ekim

Test Bllosngl disk {
Bakteri (-ellslml \\j

Sekil 3.1. Disk difiizyon testi sematik gosterimi (Yildirim 2022)

Mikrodiliisyon metodu: LEO ve CHG’nin minimal inhibisyon konsantrasyon

(MIC) degeri CLSI’dan modifiye edilen mikrodiliisyon yontemiyle belirlendi. Bu amagla
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ilk olarak LEO 5% (v/v) dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.
Test izolatlart MHB besi ortaminda bir giin 6ncesinden 37°C’de inkiibasyona birakildi ve
izolatlarmn hiicre yogunlugu 0,5 McFarland’a gore 108 CFU/mL’ye ayarlandi. LEO ve
CHG bilesikleri 96 kuyucuklu plate ilk kuyucuktan basglanarak seri diliisyon yontemiyle
(1.000-0,01 pl/ml) inokule edildi ve son olarak konsantrasyonu ayarlanan bakteri
izolatlarindan 100 pL eklenildi. Plateler 18-24 saat siireyle 37°C’de inkiibe edildikten
sonra kuyucuklarda olusan bulaniklik spektrofotometrede (600 nm) OSlgiilerek bakteri
tiremesinin goriilmedigi konsantrasyonlar MIC degerleri olarak belirlendi. Pozitif kontrol
olarak ampisilin, negatif kontrol olarak da DMSO kullanildi. Her bir deneme ti¢ tekrarli
calisildi ve sonuglar karsilastirilmali olarak degerlendirildi (Ozgeris et al. 2021).

LEO ve CHG kombinasyonlarmmin disk difiizyon testi: Bu deneyde disk
diflizyon metodundan farkli olarak MIC degerleri belirlenen LEO ve CHG bilesiklerinin
kombinasyon halinde aktiviteleri test edildi. LB agarda kiiltiire edilen izolatlarin steril
0,85’lik NaCl ¢ozeltisinde konsantrasyonu 0,5 McFarland (102 CFU/mL)’a gére
ayarlandi. Konsantrasyonu ayarlanan bakteriyel inokulumlar MHA yiizeyine steril swap
ile yayildiktan sonra disklere 10 uL emdirilmis MIC konsantrasyonlardaki LEO ve CHG
kombinasyonlari, petrilere yerlestirildi, 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
siresi sonunda bakteri gelisiminin goriilmedigi disklerin etrafindaki zon c¢ap1 Sl¢iilerek
antibakteriyel aktiviteler belirlendi. inhibisyon zonunun ¢apr mm seklinde &lgiilerek,
standart zon tablolarina gore degerlendirmeler yapildi ve mikroorganizmanin kullanilan
antimikrobik ajanlara kars1 duyarlilik durumu belirlendi. Pozitif kontrol olarak ampisilin,
negatif kontrol olarak da DMSO kullanildi. Her bir deneme {ii¢ tekrarli galisildi ve
sonuglar karsilastirilmali olarak degerlendirildi (Ozgeris et al. 2021).

3.3.2. Checkerboard (Dama tahtasi) testi

Checkerboard testi, MRSA klinik ve kiiltiir izolatlarina kars1 LEO ve CHG
antimikrobiyalleri arasinda sinerjistik etkinin olup olmadigimi belirlemek amaciyla
gerceklestirildi. MIC degerleri belirlenen bilesenler mikroplatelere yerlestirildi.
Mikroplate iizerindeki her bir kuyucuga 100 pL 0,5 McFarland standardina ayarlanmis
bakteri ilave edildi. Toplam hacim 200 pL olacak sekilde kuyucuklara MHB besiyeri
eklenildi ve mikroplateler 24 saat 37°C'de inkiibasyona birakild. Inkiibasyondan sonra,
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elde edilen sonuglar ve fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu (FIC) degeri asagidaki
formiiller (3.1, 3.2 ve 3.3) kullanilarak hesaplandi. FIC degeri belirlenirken; FICI<0,5
sinerji; 0,5<FICI<1 aditif etki; 1<FICI<4 etkisiz ve FICI>4 antagonizm skalasi
kullanilarak sonuglar degerlendirildi. Her bir deneme ii¢ tekrarli ¢alisildi ve sonuglar

karsilastirildi (Chovanova et al. 2016).

_ kombinasyon durumunda LEO’nun MIC degeri
FIC(LEO) = Tek basina LEO'nun MIC degeri (3.1)
_ kombinasyon durumunda CHG/nin MIC degeri
FIC(CHG) = Tek bagina CHG/nin MIC degeri (3:2)
YFICI= ((FIC LEO)+(FIC CHG)) (3.3)

Cizelge 3.6. Kombinasyon etkisi denenen klorheksidin glukonat ve lavanta esansiyel yagi
kombinasyon diliisyonlart (pug/ml).

Ureme Kontrol a*0,97 a0,48 |a0,24 |a0,12 |a0,06 | a0,03 a0,015
b*1.000 a0,97 a0,48 |a0,24 |a0,12 |a0,06 | a0,03 a0,015
b1.000 b1.000 | b1.000 | b1.000 | b1.000 | b1.000 b1.000
b500 a0,97 a0,48 |a0,24 |a0,12 |a0,06 |a0,03 a0,015
b500 b500 b500 b500 b500 b500 b500
b250 a0,97 a0,48 |a0,24 |a0,12 | a0,06 |a0,03 a0,015
b250 b250 b250 b250 b250 b250 b250
b125 a0,97 a0,48 |a0,24 |a0,12 | a0,06 |a0,03 a0,015
b125 b125 b125 b125 b125 b125 b125
b62,5 a0,97 a0,48 |a0,24 |a0,12 | a0,06 |a0,03 a0,015
b62,5 b62,5 |b625 |b625 |b625 |b625 b62,5
b31,25 a0,97 a0,48 |a0,24 |a0,12 |a0,06 | a0,03 a0,015
b31,25 b31,25 | b31,25 | b31,25 | b31,25 | b31,25 b31,25
b15,62 a0,97 a0,48 |a0,24 |a0,12 | a0,06 |a0,03 a0,015
b15,62 b15,62 | b15,62 | b15,62 | b15,62 | b15,62 b15,62
b7,81 a0,97 a0,48 |a0,24 |a0,12 | a0,06 |a0,03 a0,015
b7,81 b7,81 |b781 [|b7,81 |b7,81 |b7,81 b7,81
b3,90 a0,97 a0,48 |a0,24 |a0,12 | a0,06 |a0,03 a0,015
b3,90 b3,90 | b3,90 |b3,90 |b3,90 | b3,90 b3,90
b1,95 a0,97 a0,48 |a0,24 |a0,12 | a0,06 |a0,03 a0,015
b1,95 b1,95 |bl,95 [b1,95 |bl,95 | bl,95 b1,95
b0,97 a0,97 a0,48 a0,24 a0,12 a0,06 a0,03 Sterilite
b0,97 b0,97 | b0,97 |b0,97 |b0,97 | b0,97 Kontrol

*a: CHG b: LEO
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3.2.3.3. Zamana bagh éldiirme testi (Time Kill Assay)

LEO ve CHG bilesiklerinin ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde zamana bagl olarak
Oldiirme egrisini belirlemek amaciyla yapilan bu deneyde ilk olarak 0,5 McFarland
konsantrasyonunda 5 ml’lik MRSA kiiltiirleri hazirlandi. Her tiipe, iceriginde Y2 MIC
degerlerinde LEO ve CHG ile kombinasyonlar1 eklenildi ve 37°C’de inkiibasyona
birakildi. 0, 0,5, 3, 6, 10 ve 24. saatlerde 6rneklerden 0,1 ml alinip, MHB besiyerinde 10
#1iik seyreltmelerden sonra MHA besiyerine yayma plak yontemi ile ekildi. Petrilerin 24
saatlik inkiibasyonu sonunda olusan koloniler sayilarak CFU/ml hesab1 yapildi (Formiil

3.4.) (Chovanova et al. 2016).

Koloni sayisi x Diliisyon faktori
CFU /ml = Y Y (3.4)

Petriye yayilan miktar (mL)

3.2.3. istatistiksel Analiz

Tez calismasi neticesinde elde edilen verilerin GraphPad Prism 9.3.0 (463)
software programu ile istatiksel analizleri gerceklestirildi ve sonuglar ortalama + standart
hata olarak degerlendirildi. Istatistiksel anlamliliklar igin Unpaired t test kullamldi ve
p<0,05 degerleri anlamli olarak kabul edildi (p<0,05: 6nemli, p<0,01: ¢ok Onemli,
p<0,0005: yiiksek derecede 6nemli, p<0,0001: yiiksek derecede ¢ok o6nemli, p>0,05:

Onemsiz).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. S. aureus Izolatlarmin Gelistirilmesi

Klinik ve kiiltiir izolatlar1 frozen stoklarindan alinarak LB agar besiyerine ekim
yapild1 ve 24 saat inkiibasyona birakildi. LB agar besiyerinde biiyiiyen bakteriler her
calisma i¢in ayr1 ayr1 hazirlanarak LB broth besiyerinde c¢alkalayici inkiibatérde 24 saat
37 °C’de inkiibasyonda bekletildi.

4.2. Diren¢ Genlerinin PCR ile Amplifikasyonu

MRSA izolatlarin da direng genleri genomik DNA ve plazmid DNA iizerinde
kodlanmaktadir. Plazmid iizerinde kodlanan diren¢ mekanizmalari izolatlarin bulundugu
cevre ve ortam kosullarina gore degisiklik gosterebileceginden bu ¢aligmada sadece
kromozom {iizerinde kodlanan diren¢ genlerinin varlig1 arastirildi. Bu genlerin varligini
tespit etmek amaciyla ilk olarak MRSA izolatlarindan manuel olarak genomik DNA
izolasyonlar1 gergeklestirildi. Genomik DNA konsantrasyonlar1 Cizelge 4.1.°de
verilmistir. Izole edilen DNA’lar diren¢ genlerine spesifik primerler ile amplifiye
edildiginde ise pozitif kontrol olarak kullanilan MRSA ile hastane ortamindan alinan ii¢
Klinik izolatta mecA, qacA/B ve gacC genlerinin oldugu, negatif kontrol olarak kullanilan
MSSA izolatinda ise beklenildigi lizere direngten sorumlu genlerin olmadig teyit edildi.
Sekil 4.1. ve 4.2.°de direng genlerinin elektroforez goriintiileri verilmistir. MRSA
izolatlarinda varligi tespit edilen direng genlerinin hakkinda ki bulgular hastane kaynakli
metisiline karsi direng gelisiminden sorumlu mecA geni ile CHG gibi kuarterner
amonyum bilesiklerinden olusan antiseptiklere kars1 gelisen direng ile iliskilendirilen gac
A/B ve gacC direng genlerinin varligina yonelik literatiirdeki verilerle uyumludur
(Maillard 2007; Lee et al. 2018).
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Cizelge 4.1. DNA konsantrasyon degerleri

Bakteriyel Izolatlar DNA Konsantrasyonlari (ng/pl)
MRSA ATCC 43300 87,15
MSSA ATCC 25923 93,21
Klinik Izolat 1 76,30
Klinik Izolat 2 69,34
Klinik izolat 3 81,63

a4

Tk % e - St 4 8 9 10 11 12 13 14 |
e 3

Sekil 4.1. MRSA izolatlarinin genomik DNA diren¢ genlerinin elektroforez goriintiisii
(1: 50kb Marker, 2: Klinik izolat 1 ftsZ, 3: Klinik izolat 2 ftsZ, 4: Klinik izolat
3 ftsZ, 5: Klinik Izolat 1 mecA, 6: Klinik izolat 2 mecA, 7: Klinik izolat 3
mecA, 8: Klinik izolat 1, qacA/B 9: Klinik izolat 2 gacA/B, 10: Klinik izolat 3
gacA/B, 11: Klinik izolat 1 gacC, 12: Klinik Izolat 2 gacC, 13: Klinik Izolat 3
gacC 14: Negatif kontrol.

SO0bp s

200bp

SObp

Sekil 4.2. MRSA izolatlarinin genomik DNA diren¢ genlerinin elektroforez goriintiisii
(1: 50kb Marker, 2: MRSA ATCC 43300 ftsZ, 3: MSSA ATCC 25923 ftsZ, 4:
MRSA ATCC 43300 mecA, 5: MSSA ATCC 25923 mecA, 6: MRSA ATCC
43300 gacA/B, 7: MSSA ATCC 25923 gacA/B, 8: MRSA ATCC 43300 gacC
9: MSSA ATCC 25923 gacC, 10: Bos kuyucuk 11: Negatif kontrol.
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MRSA izolatlarinda gelisen direngten siklikla stafilokokkal kaset kromozomu
Staphylococcal Casette Chromosome; SCC) lizerinde yer alan, mec gen ailesi iiyesi olan,
mecA geni sorumludur (Ray et al. 2016). Bu gen tarafindan kodlanan PBP2a proteini
vasitasiyla da S. aureus izolatlari, metisilin ve diger p-laktam grubu antibiyotiklere karsi
direng gelistirmektedir. Bu nedenle giiniimiizde metisilin direncinden sorumlu gen olan
mecA geni diren¢ mekanizmalarinin ¢alisilmasinda altin standart olarak kabul
edilmektedir (Ibrahim et al. 2011). MRSA izolatlarinda yapilan genom analizlerinde
klorheksidin ve kuaterner amonyum bilesiklerine (QAC) kars1 gelisen direngten ise efluks
pompa genleri olan qgac genleri sorumlu tutulmaktadir (Maillard 2007). MRSA
izolatlarinda bu direng ile iliskilendirilen genler gacA/B ve gacC (smr) genleridir. gacA
ve gacB genleri DNA yapilarindaki yiiksek homoloji nedeniyle genellikle birlikte
degerlendirilmekte ve efluks pompa genleri ad1 altinda gruplandirilmaktadirlar (Alam et
al. 2003). S6z konusu genlerin direng mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilmamasina
ragmen bu genlerin de diger efluks pompa genleri gibi antiseptikleri hiicre digina atarak
etki gosterdikleri diistiniilmektedir (Russell 2002). Litaratiirde yapilan ¢aligmalarda ¢ogu
MRSA izolatlarinda bu genlerin var oldugu ve metisilin direncinin olusumunda da

gorevlerinin olabilecegi disiiniilmektedir (Anthonisen et al. 2002).

4.3. Antibakteriyel Aktivite Sonuclar:

4.3.1. Disk difiizyon testi sonuclari

Tez ¢alisgmasinda LEO, CHG ve kombinasyonlarinin test edilen izolatlara kars1
duyarhiliklarimi belirlemek amaciyla disk difiizyon testi yapildi ve test sonunda zon
caplar ol¢iilerek kaydedildi (Sekil 4.3., Cizelge 4.2.). Sekil 4.3. ve Cizelge 4.2.de de
goriildiigli lizere antimikrobiyal maddeler arasinda en yiiksek aktivite CHG
uygulamasinda gézlenmistir. Kontroller ile kiyaslandiginda LEO’nun da tiim izolatlara
kars1 oldukca yiiksek diizeyde aktivite gosterdigi belirlenmistir. Literatiirde LEO ile
yapilan ¢aligmalarda da MRSA ve MSSA izolatlarina kars1 ortalama 0,8-3 cm arasinda
degisen oranlarda inhibisyon zonu olusturdugu c¢esitli arastiricilar tarafindan rapor
edilmistir (Chao et al. 2008; Roller et al. 2009; Khadir et al. 2016). Yapilan ¢alismada da
disk diflizyon testleri sonucunda LEO’nun klinik ve kiiltiir MRSA izolatlarinda 1,7- 2,5
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cm arasinda zon ¢api ile inhibisyon etkisinin oldugu ve literatiirdeki caligsmalarla

kiyaslandiginda paralel oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Klinik Izolat 1 Klinik Izolat 2 Klinik Izolat 3

MRSA ATCC 4300 MSSA ATCC 25923

Sekil 4.3. Disk difiizyon test sonuglar1 (LEO: Lavanta esansiyel yagi, CHG: Klorheksidin
Glukonat, PK: Pozitif Kontrol (Ampisilin), NK: Negatif Kontrol (DMSO)).

Cizelge 4.2. Disk diflizyon analiz sonuglart™

Bakteriyel izolatlar LEO CHG Pozitif Kontrol  Negatif Kontrol

MRSA ATCC 43300 2 2,2 19 0,1
MSSA ATCC 25923 2,5 2,3 1,9 0,1
Klinik izolat 1 1,5 2,3 1,7 0
Klinik izolat 2 1,3 2,2 1,8 0
Klinik izolat 3 1,7 2,5 1,7 0,1

*LEO: Lavanta Esansiyel Yagi, CHG: Klorheksidin Glukonat, Pozitif Kontrol:
Ampisilin, Negatif Kontrol: DMSO (Tiim degerler cm cinsinden verilmistir.)
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Disk diflizyon testi laboratuvar ortamlarinda mikroorganizmalarin antibiyotik
duyarliliklarini belirlemek amaciyla 6n basamak olarak kulanilan bir testir. Kirby-Bauer
tarafindan gelistirilen bu test kullanilan ekipman maliyetlerinin diisiik olmas1 ve kolay
uygulanabilir olmasindan dolayi siklikla tercih edilmektedir (Lee and Komarmy 1976).
Literatiirde CHG i¢in disk difiizyon ¢alismalar1 yapilsa da agar ortaminda yiiksek veya
diisiik oranlarda difiize olmasi ve bulunan sonuglarn MIK degerleriyle farklilik
gostermesi nedeniyle standart bir yontem olarak tercih edilmemekte, sadece diger testler
igin bir 6n basamak olarak degerlendirilmektedir (Suller and Russell 1999). Nitekim
literatlirde klorheksidinin ¢esitli mikroorganizmalarin olusturduklar1 biyofilm {izerine
etkilerinin arastirildigi  ¢alismalarin  yan1 sira antimikrobiyal aktivitesinin de
degerlendirildigi ¢aligmalar yer almaktadir. Calismada elde edilen disk difiizyon testi
sonuclarina gére LEO ve CHG bilesiklerinin, izolatlarin tiimiine kars1 bakterisidal bir
aktivite gosterdigi ve belirlenen sonuglarin literatiirdeki sonuglarla uyumlu oldugu

goriilmektedir (Bonez et al. 2013).

4.3.2. Mikrodiliisyon testi Sonuclari

Disk difflizyon testi sonuglarina gore antibakteriyel aktivitesi gézlenen LEO ve
CHG bilesiklerinin etkili oldugu en diisiik minimal inhibisyon konsantrasyonunu (MIC)
belirlemek amaciyla mikrodiliisyon testi yapildi ve sonuglar kaydedildi (Cizelge 4.3.).
Caligmanin bir sonraki asamasinda yapilacak olan Time Kill (zamana bagl 6ldiirme testi)
testi i¢cin de LEO ve CHG nin yar1 (1/2) MIC degerleri hesaplanarak ¢izelgeye dahil
edildi. Mikrodiliisyon testi sonuglarina gére LEO’nun klinik 3 izolatina kars1t MIC degeri
7,812 png/ml, diger tiim izolatlara kars1 ise 15,625 pg/ml oldugu tespit edildi. Calismanin
bulgulart literatiirdeki verilerle uyumlu olarak degerlendirildi (Kwiatkowski et al. 2019).
Calismada test edilen bir diger bilesik olan CHG (2%, v/v)’nin ise diisiik
konsantrasyonlarda kullanilmasina ragmen MIC degerlerinin oldukga diisiik oldugu tespit
edildi. Literatiirde yapilan caligmalarda da genel olarak CHG’nin %0,5 ile %2
konsantrasyonlarda kullanildig1 ve test edilen izolatlara karsi etkili oldugu bilinmektedir.
Her ne kadar uygulanacak konsantrasyonlar, kombinasyonda kullanilacak maddelere ve
mikroorganizmalara gore degiskenlik gosterse de calismanin sonucunda elde edilen
verilerin antibakteriyel aktivite sonuglar1 bakimimndan CHG’nin literatiirde bulunan MIC

degerleri ile uyumlu oldugu tespit edildi (Simsek and Duman 2017).
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Cizelge 4.3. LEO ve CHG kombinasyonlarinin MIC ve 2 MIC degerleri

Bakteriyel MIC degerleri Y2 MIC degerleri Pozitif Kontrol
izolatlar

LEO CHG LEO CHG
MRSA ATCC 15,625 0,12 31,25 0,24 1.000
43300
MSSA ATCC 15,625 0,03 31,25 0,06 1.000
25923
Klinik izolat 1 15,625 0,03 31,25 0,06 1.000
Klinik izolat 2 15,625 0,03 31,25 0,06 1.000
Klinik izolat 3 7,812 0,06 15,625 0,12 1.000

* MIC konsantrasyon degeri pg/ml olarak hesaplanmistir.

4.3.3. LEO&CHG kombinasyonlarimn disk difiizyon testi sonuclar:

LEO&CHG kombinasyonlarinin etkisinin incelendigi bu agamada ilk yapilan disk
diflizyon testinden farkli olarak Cizelge 4.3. de verilen MIC degerlerinden yararlanilarak
bilesiklerin kombinasyon halinde izolatlara karsi aktiviteleri tespit edildi. Yapilan
kombinasyonlar sonucunda bu maddelerin birlikte olusturduklar: etkilesimlerin MRSA
izolatlar1 iizerinde tek basina uygulanilan bilesiklere nazaran daha yiiksek aktivite
gosterdigi tespit edildi ve sonuclar hesaplanarak kaydedildi (Sekil 4.4., Cizelge 4.4.).
Kombine edilen bilesiklerin izolatlara karst olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplarindaki
artis tek olarak kullanimlar1 ile kiyaslandiginda sonuclarin oldukga etkili oldugu
gorllmiistiir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4). Bu durumun literatiirde de belirtildigi {lizere
temelde bu iki maddenin MRSA izolatlar1 tizerinde benzer yollarla aktivite gdsterdiklerini
destekler niteliktedir. Literatiirde yapilan g¢alismalarda klorheksidinin sahip oldugu
hidrofilik ve hidrofobik yapilar1 sayesinde negatif yiiklii bakteri duvarina yapisarak hiicre
duvarindaki gegirgenligi artirdigi ve bundan dolayr bakteri hiicresinde ozmotik dengeyi
bozarak etki gosterdigi bildirilmistir (Hugo and Longworth 1964). Benzer bir ¢alismada
da klorheksidin molekiillerinin sahip olduklar1 biguanid gruplariin bakterilerde hiicre
zar1 ile etkilesime girdigi, bu etkilesim sonucunda anyonik bolgelere sikica baglanarak
fosfolipid baglari arasina girip zar yapisinda bulunan Mg?* ve Ca?" gibi divalan
katyonlarin yerine gecerek hiicre zar1 yapisini etkiledigi ve boylelikle potasyum iyonlari
ve protonlarinin da hiicre icerisine gecerek bakterilerde ozmotik dengeyi bozdugu
bildirilmistir (Gilbert and Moore 2005). Klorheksidine benzer bir yol izleyen LEO’nun
da sahip oldugu etken maddelerin bakterilerde hiicre zariyla etkilesime girdigi, hiicre
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zarlarinin gegirgenligini bozdugu ve bundan dolay1 hiicre gegirgenligi ortadan kalkan
bakterilerin hiicre yapisinda osmotik basing dengesinin bozularak hiicreyi &liime
gotiirdiigii gesitli arastiricilar tarafindan tespit edilmistir (Yang et al. 2020; Leong et al.
2021). Literatiirde yer alan verilerden de anlasilacagi tizere CHG ve LEO’nun benzer
yollarla mikroorganizmalar {lizerinde etki gosterdigi goriilmekte ve yapilan bu ¢alismada
CHG ve LEO’nun birlikte uygulandiginda aktivitelerini artirdigi g6z Oniinde
bulunduruldugunda da test edilen kombinasyonlarin muhtemelen bu bulgular

destekledigi diisiiniilmektedir.

Klinik Izolat 1 Klinik Izolat 2

Sekil 4.4. LEO&CHG Kombinasyonlariyla olusturulan disk difiizyon sonuglar
(LEO&CHG: (Lavanta Esansiyel Yagi ve Klorheksidin Glukonat
Kombinasyonu), PK: Pozitif Kontrol (Ampisilin), NK: Negatif Kontrol
(DMSO0)).

41



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Cizelge 4.4. LEO&CHG kombinasyonlari ile olusturulan disk difiizyon analiz sonuglari*

Bakteriyel LEO&CHG Kombinasyonu Pozitif Kontrol Negatif Kontrol

izolatlar
MRSA ATCC 2,3 2,1 -
43300
MSSA ATCC 3 2,2 -
25923
Klinik izolat 1 3,5 2,5 -
Klinik izolat 2 2,8 2,4 -
Klinik izolat 3 2,6 2,3 -

* LEO: Lavanta Esansiyel Yagi, CHG: Klorheksidin Glukonat, Pozitif Kontrol:
Ampisilin, Negatif Kontrol: DMSO (Tiim degerler cm cinsinden verilmistir.)

4.4, Checkerboard (Dama Tahtasi) Testi Sonuclar:

Dama tahtasi, iki antimikrobiyal ajanin birbirleri ile kombinasyon halinde
uygulandiginda in vitro ortamda olusturduklar etkileri gozlemlemek i¢in kullanilan bir
yontemdir. 96 kuyucuklu well platelerde yapilan bu test, uygulanmasi ve kullaniminin
kolay olmasi nedeniyle kombinasyonel analizler i¢in laboratuvar ortaminda siklikla tercih
edilmektedir. Bu amagla uygulanan test sonucunda LEO&CHG kombinasyonlarinin
izolatlar ftizerindeki etkileri FICI degerleri hesaplanarak belirlenmis ve bulunan
indekslere gore bu bilesiklerin izolatlar tizerindeki etkileri ve sinerjistik durumlari tespit

edilmistir (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. LEO ve CHG FIC degerleri ve sinerji durumlari*

Bakteriyel izolatlar FIC degerleri SFICI Etki Durumu
LEO CHG

MRSA ATCC 43300 0,12 0,06 0,18 Sinerjistik etki

MSSA ATCC 25923 0,25 0,25 0,5 Sinerjistik etki

Klinik izolat 1 0,25 0,12 0,37 Sinerjistik etki

Klinik izolat 2 0,25 0,12 0,37 Sinerjistik etki

Klinik izolat 3 0,25 0,06 0,31 Sinerjistik etki

* FIC: Fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu, Y FICI=((FIC LEO)+(FIC CHG)); LEO:
Lavanta Esansiyel Yagi, CHG: Klorheksidin Glukonat.

Dama tahtas1 testi sonucunda hesaplanan FICI degerlerine gore LEO&CHG
kombinasyonlarinin tiim izolatlara kars1 sinerjistik etki (XFIC<0,5) gosterdigi

belirlenmistir. LEO&CHG bilesiklerinin MIC degerleri ile olusturulan kombinasyonlari
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literatiir ile karsilastirildiginda birbirleri ile sinerjistik etki gosterecegine dair ipuglari
sundugu tespit edilmisti, nihayetinde yapilan bu yontem sonucunda da disk difiizyon
sonuglar1 ile paralel oldugu tespit edilmistir. Literatiirde yapilan ¢alismalarda da ¢esitli
izolatlara kars1 farkli esansiyel yaglar ya da onlarin bilesenleri ile CHG’ nin kombine
edildigi c¢aligmalar gerceklestirilmis ve sinerjistik etki gozlendigi bildirilmistir
(Alabdullatif et al. 2017; Simsek and Duman 2017; Kwiatkowski et al. 2019). Bu etkinin
izolatlarda hiicre zarlarindaki yapilar1 hedef almalarindan kaynakli oldugu
soylenmektedir (Yang et al. 2020; Leong et al. 2021). Cesitli arastiricilar tarafindan 1,8-
sineol&CHG, LEO&OCT kombinasyonlart ile yapilan g¢alismalarda da MRSA
izolatlarma kars1 sinerjistik etki gozlendigi rapor edilmis olup sonuglar1 ¢aligmamizi
destekler nitelikte degerlendirilmistir (Simsek and Duman 2017; Kwiatkowski et al.
2019).

4.5. Zamana Bagh Oldiirme Testi (Time Kill Assay) Sonugclar

Calismada test edilen LEO ve CHG bilesiklerinin ayr1 ayr1 ve kombinasyon
halinde zamana bagli olarak Oldiirme egrisini belirlemek amaciyla gergeklestirilen
deneyler sonucunda izolatlarin logaritmik olarak azaliglari tespit edilerek hesaplanmig ve
sonuglar grafiklerle gosterilmistir (Sekil 4.5, 4.6., 4.7., 4.8. ve 4.9). Grafiklerden de
gorlilecegi lizere en yiiksek aktivite LEO&CHG kombinasyonlarinda gozlenmis ve
kombine edilen bilesiklerin O6zellikle MSSA izolatinin gelisimini yaklasik 3 saat
icerisinde tamamen inhibe ederek bakterisidal bir etki gosterdigi tespit edilmistir. Yine
aynt kombinasyonun MRSA Kkiiltiir izolat1 ile Klinik 3 izolatim yaklagik 10. saat
icerisinde tamamen inhibe ederek bakterisidal etki gosterdigi, Klinik izolat 1 ve 2’yi ise
digerlerinden farkli olarak 24. saat sonunda tamamen inhibe ettigi tespit edilmistir.
LEO&CHG kombinasyonlarindan sonra en yiiksek aktivitenin CHG uygulamasinda
oldugu ve tek basina CHG nin en yiiksek aktiviteyi MSSA kiiltiir izolatina kars1 6. saat
de, MRSA izolatina kars1 10. saat igerisinde, klinik izolatlara kars1 da 24. saat igerisinde
gosterdigi ve izolatlar1 tamamen inhibe ederek bakterisidal etki gosterdigi belirlenmistir.
LEO’nun tek basma kullanildig1 uygulamalarda ise bakterisidal etkinin sadece MSSA
kiiltiir izolatina karsi 24. saat sonunda gozlenildigi diger izolatlara kars1 ise koloni
sayilarinda azalmalar goriilse de bakterisidal etki yerine bakteriyostatik etki gdsterdigi

tespit edilmistir (Sekil 4.9.). CLSI tarafindan belirtilen standartlara gore, S. aureus
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hiicrelerine karsi bakterisidal aktiviteye sahip antimikrobiyal ajanlarin kullaniminin
enfeksiyonlarin kontroliinde daha etkili olacagi bildirilmistir. Antimikrobiyal bir
maddenin farmokodinamik 06zelikleri hakkinda bilgi veren zamana bagli 6ldiirme
testlerinde, etkili bir ajanin mikroorganizmalar tiizerinde bakterisidal bir aktivite
olusturabilmesi i¢in verilen madde miktarinda baslangictaki mikroorganizma
miktarindan >3 log (CFU/ml) kadar koloni sayisinin azalmasi gerektigi bilinmektedir.
Belirtilen konsantrasyonlar disinda daha az sayida mikroorganizma azalmasi durumunda
bakteriyostatik bir etki gosterdigi belirtilmektedir (Woronuk et al. 2011; Foerster et al.
2016). Bu tez kapsaminda yapilan g¢alismanin sonuglari incelendiginde LEO&CHG
kombinasyonlarinin yart MIC konsantrasyonlarda kullanildiginda MRSA izolatlarina

kars1 bakterisidal bir aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Klinik izolat 1
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Sekil 4.5. Klinik izolat 1’in zamana bagli 6liim grafigi
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Klinik Izolat 2
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Sekil 4.6. Klinik izolat 2’nin zamana baglh 6liim grafigi

Klinik izolat 3
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Sekil 4.7. Klinik izolat 3’iin zamana bagli 6liim grafigi
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MRSA ATCC 43300
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Sekil 4.8. MRSA ATCC 43300’{in zamana bagl 6liim grafigi

MSSA ATCC 25923
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Sekil 4.9. MSSA ATCC 25923’ilin zamana bagli 6liim grafigi
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5. SONUC ve ONERILER

Tez caligmast kapsaminda LEO, CHG ve LEO&CHG kombinasyonlarinin S.

aureus izolatlar lizerindeki etkileri arastirilmis ve asagidaki sonuglar tespit edilmistir.

1. Hastane kaynaklt MRSA izolatlar1 ve kiiltiir izolatlarinin genomik DNA’larinda
antibiyotik direncinden sorumlu mecA ve antiseptik direncinden sorumlu oldugu
diistiniilen qacA/B ve gacC genlerinin varligi tespit edilmistir.

2. Antibakteriyel aktivite ¢alismalarina gore; disk difiizyon testinde LEO ve CHG
bilesiklerinin MRSA izolatlar1 lizerinde etkili olduklar1 tespit edilmis ve
inhibisyon zon ¢aplart dlgiilerek aktiviteleri belirlenmistir. Mikrodiliisyon testi
sonuclarina gore de MIC degerleri belirlenmis ve gili¢lii antibakteriyel aktivite
sergiledikleri gézlenmistir.

3. LEO&CHG kombinasyonlarinin test edildigi ¢aligmalarda; bilesiklerin tek basina
gostermis oldugu MIC degerlerine nazaran ¢ok daha yiiksek aktivite gosterdikleri
tespit edilmis ve izolatlara karsi olusturduklart inhibisyon zon c¢aplari
belirlenmistir.

4. LEO&CHG kombinasyonlarinin test edildigi ¢caligmalarda; Dama tahtas1 yontemi
(Cheeckboard test) ile bu iki madde arasinda sinerjistik etki oldugu tespit
edilmistir.

5. Zamana bagl 6ldiirme testi (Time Kill Assay) ile yar1 MIC degerlerinde LEO ve
CHG bilesikleri ile bunlarin kombinasyonlarina maruz kalan izolatlarda belirli
zaman araliklarinda hiicre sayilarindaki azalmalar belirlenmis ve cogunlukla

bakteriyosidal etki gdzlenmistir.

Oneriler

Yapilan c¢alismalar g6z Oniine alindiginda, ¢alismanin bundan sonraki

asamasinda;

e Lavanta esansiyel yaginin igerisindeki etken maddelerin belirlenerek test edilen

izolatlar tizerinde Ki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi ve ayni zamanda bu bilesenlerle
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zengin farkli esansiyal yaglarin da kullanilarak giiclii aktivite gosteren bilesiklerin
belirlenmesi,

e LEO&CHG kombinasyonlarinin izolatlar iizerindeki etki mekanizmalarinin
detayl1 bir sekilde arastirilmas,

e LEO ile CHG arasindaki etkilesimlerin ve biyokimyasal 6zelliklerin arastirilmast,
farmakodinamik 6zeliklerinin ortaya ¢ikarilmasi,

e LEO ile LEO&CHG kombinasyonlarinin toksisite ¢alismalarinin yapilarak in
vitro ve in vivo ortamlarda canlilar iizerindeki etkilerinin tespit edilmesi ve bu
baglamda hijyen amagli kullanima uygun olup olmadiginin belirlenmesi,

e LEO&CHG kombinasyonlarimin direng genleri {izerindeki etkilerinin
belirlenmesi ve bu maddelerin etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi,

e LEO&CHG kombinasyonlarinin farkl izolatlar, 6zellikle de ¢oklu ilag¢ direngli
izolatlar tizerinde ki etkilerinin arastirilmasi ve etki spektrumlarinin belirlenmesi

calismalarinin gerceklestirilebilecegi dngoriilmektedir.
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