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1. OZETLER

1.1. Tiirkce Ozet

Quercetin ve Hipertermi Uygulamalarimin Kolistin Direngli Acinetobacter
baumannii ve Staphylococcus epidermidis Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi
Ogrencinin Ad1 Soyadi: Hiiseyin AKDOGAN

Damismami: Prof. Dr. Nezahat AKPOLAT

Anabilim Dali: T1ibbi Mikrobiyoloji

Amacg: Quercetin ile hipertermi uygulamasinin tek baslarina ve kombinasyonunun
kolistin direngli A. baumannii ve S. epidermidis bakterilerinin iireme ve biyofilm
inhibisyonu ile morfolojik yapilari iizerine etkilerinin incelenmesi amaglandi.

Gereg ve Yontem: Deneyler 37 °C, 42 °C ve 45 °C’de yapildi. Quercetin, 512-1 pg/ml
araliginda test edildi. Calismaya biyofilm tiretimi Kongo red agar yontemi ile
belirlenen sekiz kolistin direncli A. baumannii ve sekiz S. epidermidis izolat1 dahil
edildi. Ureme inhibisyon diizeyi s1ivi mikrodiliisyon, biyofilm inhibisyon diizeyi kristal
viyole yontemi ile test edildi. iki saatlik hipertermi etkisi in vitro tedavi modeli
deneyiyle gdzlemlendi. Inhibisyon diizeyleri spektrofotometrik 6lciimle belirlendi.
Morfolojik etkiler TEM analizi ile degerlendirildi. Sonuglarin istatistiksel analizinde
p<0,05 anlamli kabul edildi.

Bulgular: Hipertermi kombinasyonu ile quercetin MIK degerlerinin azaldigi goriildii.
Ureme inhibisyon diizeyleri arasinda her iki bakteride, hipertermi etkisinde 512, 256
ve 128 pg/ml quercetin konsantrasyonlarinda anlamli farklar goriildii. Tek basina
hipertermi her iki bakteri i¢in tiremeyi 6nemli Ol¢lide yavaslatti. Biyofilm inhibisyon
diizeyleri arasinda anlamh fark goriilmedi. Tek basina hipertermi S. epidermidis igin
biyofilm inhibisyonuna anlamli diizeyde etki gosterdi. Bakteriler birbiriyle
kiyaslandiginda biyofilm inhibisyonu agisindan anlaml bir fark goriilmedi. Ureme
acisindan S. epidermidis, kolistin direngli A. baumannii’ye kiyasla hipertermiye daha
duyarhiydi. In vitro tedavi modeli deneyinde yalnizca kolistin direngli A.
baumannii’nin 64 pg/ml quercetin konsantrasyonundaki biyofilm inhibisyonunda

anlamli fark gézlemlendi. TEM sonuglarinda; quercetin ve hipertermi kombinasyonun



hiicre morfolojisini etkiledigi goriildii. 45 °C+quercetinde muhtemelen iiremenin
inhibisyonu nedeniyle S. epidermidis hiicresine rastlanmadi.

Sonug¢: Quercetin ve hipertermi kombinasyonu, lireme ve morfolojik degisimler
tizerinde 6nemli etkiye sahipti. Caligmanin sonucunda hiperterminin, quercetin ile

kullanildiginda adjuvan etki gosteridigi saptandi.

Anahtar Sozciikler: Quercetin, hipertermi, antibakteriyel, kolistin direngli A.

baumannii, S. epidermidis



1.2. Ingilizce Ozet

Investigation of the Effects of Quercetin and Hyperthermia Applications on
Colistin-Resistant Acinetobacter baumannii and Staphylococcus epidermidis
Student’s Surname and Name: AKDOGAN Hiiseyin

Adyviser of Thesis: Prof. Dr. Nezahat AKPOLAT

Department: Medical Microbiology

Aim: The aim was to investigate the effects of quercetin and hyperthermia application,
alone and in combination, on the growth and biofilm inhibition and morphological
structures of colistin-resistant A. baumannii and S. epidermidis.

Material and Method: Experiments were performed at 37°C, 42°C, and 45°C.
Quercetin was tested in the range of 512-1 pg/ml. Eight colistin-resistant A. baumannii
and eight S. epidermidis isolates, whose biofilm production was determined by the
Congo red agar method, were included in the study. Growth inhibition level was tested
by broth microdilution, and biofilm inhibition level was tested by crystal violet
method. The effect of two hour hyperthermia was observed in an in vitro treatment
model experiment. Inhibition levels were determined by spectrophotometric
measurement. Morphological effects were evaluated by TEM analysis. In the
statistical analysis of the results, p<0.05 was considered significant.

Results: The combination of hyperthermia and quercetin MIC values decreased.
Significant differences were observed between the growth inhibition levels of both
bacteria at 512, 256, and 128 pg/ml quercetin concentrations. Hyperthermia alone
significantly slowed growth for both bacteria. No significant difference was observed
between the biofilm inhibition levels. Hyperthermia alone had a significant effect on
biofilm inhibition for S. epidermidis. When the bacteria were compared with each
other, no significant difference was observed in terms of biofilm inhibition. S.
epidermidis was more sensitive to hyperthermia than colistin-resistant A. baumannii
in terms of growth. In the in vitro treatment model experiment, a significant difference
was observed only in biofilm inhibition of colistin-resistant A. baumannii at a
concentration of 64 pug/ml quercetin. TEM results showed that the combination of
quercetin and hyperthermia affected cell morphology. No S. epidermidis cells were

found at 45°C+quercetin, probably due to inhibition of growth.



Conclusion: The combination of quercetin and hyperthermia had a significant effect
on growth and morphological changes. The study found that hyperthermia had an

adjuvant effect when used with quercetin.

Keywords: Quercetin, hyperthermia, antibacterial, colistin-resistant A. baumannii, S.

epidermidis



2. GIRIS ve AMAC

Antimikrobiyal diren¢ (AMD), 21. ylizyilda halk sagligini kiiresel boyutta
tehdit eden durumlardan biri olarak ortaya ¢ikmaktadir. AMD; bakteri, mantar, parazit
ve viriislerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilan
antibiyotikler gibi antimikrobiyal ajanlara kars1 diren¢ kazanmalarina yol agan gesitli
stireglerin geligsmesi ile ortaya ¢ikmaktadir (1). Direng sorunun ortaya ¢ikmasinda ise
genellikle klinik tedavi, cesitli cevresel ve sosyal etkenlere baglh olarak

antibiyotiklerin asir1 ve bilingsiz kullanimi1 rol oynamaktadir (1).

Zamanla artan diren¢ durumu, enfeksiyonlarin tedavisini zorlagtirmis ve bu
duruma kars1 ¢esitli ¢ozlim arayisi baslatmistir. Bu ¢dziimler arasinda; antibiyotiklerin
inhibitorlerle birlikte kullanimi, gogunluk algilama inhibisyonu, ila¢ emilimini arttiric
¢Ozlimler, plazmit kiirlenmesi, genomik ¢alismalar ve antibiyotik kullanimina yénelik

farkindalik olusturulmasi sayilabilir (2).

Giliniimiizde ise antibiyotiklere alternatif olarak veya adjuvan olarak etki
gosterebilecek cesitli yontemlerin arastirilmasi devam etmektedir. Bunlar arasinda;
flavonoidler (3), faj terapisi (4), probiyotikler (4), metal iyonlar1 ve bilesenleri (4),
fekal mikrobiyota transplantasyonu (4), hipertermi (5) gibi ¢esitli bir¢cok alternatif

yontemle ilgili aragtirmalar devam etmektedir.

Hastane enfeksiyonlar1 olarak bilinen saglik hizmetiyle iliskili enfeksiyonlar
(SHIE), diinya genelinde saglik sistemleri i¢in bir sorun olusturmakta, hastalarin
hastanede kalis siirelerini ve antimikrobiyal tedavi siirelerini uzatmaktadir. Bu
enfeksiyonlarin en 6nemli sonuglarindan biri, antibiyotiklerin uzun siireli, sik ve bazen
yanlis kullanimi sonucu olusan AMD oraninin artmasidir. Bu durum, direngli
bakterilerin segilimine yol agarak tedaviyi zorlastirmaktadir (6). SHIE neden olan
patojen bakteriyel etkenlerden bazilar1t ise Acinetobacter baumannii ve

Staphylococcus epidermidis’tir (7,8).

A. baumannii 6zellikle yogun bakim hastalari, uzun siireli yatan hastalar,
cerrahi miidahale alan hastalar, kateterizasyon olan, trakeostomi yapilan ve yenidogan
gibi hassas gruplarda enfeksiyonlara neden olmaktadir (7). S. epidermidis ise insanda

deri ve mukozal yilizeylerde bulunan normal viicut mikrobiyatasinin énemli bir



parcasidir. Buna ek olarak SHIE arasinda ise kan, kardiyovaskiiler, goz, kulak, burun,

bogaz enfeksiyonlarinin 6nemli etkenlerinden biridir (8).

Quercetin, ¢esitli farmakolojik etkilere sahip bir bitkisel flavonoidtir. Cesitli
gram negatif ve gram pozitif bakterilerin liremesini engelledigi bildirilmistir.
Antimikrobiyal olarak bu etkiyi hiicre zar1 hasari, zar gegirgenliginde degisiklik,
niikleik asit ve protein sentezinde inhibisyon, viriilans faktorlerin ekspresyonunda
azalma ve biyofilm olusumunun engellenmesi ile gosterdigi bildirilmistir (9).
Hipertermi tedavisi ise proteinlerin denatiirasyonu ve membran hasar1 gibi etkilerle

bakteriler iizerinde etki gostermektedir (10).

Quercetin ve hipertermi uygulamasinin belirtildigi ilizere bakteriler {izerine
cesitli etkileri bulunmaktadir. Bu etkiler sayesinde enfeksiyonlarin tedavisinde
alternatif yontemlerin arayisinda kendilerine yer etmislerdir. A. baumannii ve S.
epidermidis ise SHIE enfeksiyonlarm onemli etkenleri arasinda yer almasi ¢alisma
agisindan onem tasimaktadir. Bu amagla ¢alismada belirtilen bakteri tiirleri iizerinde
quercetin ve hipertermi uygulamasinin tek basina ve kombine etkilerinin; bakterilerin
tiremesi, biyofilm yapisi ve yapisal degisimlerinin in vitro diizeyde incelenmesi

amaclanmustir.



3. GENEL BIiLGILER

3.1. Antibiyotikler ve Diren¢ Gelisimi

Antibiyotik kelimesi, Yunanca kars1t anlamina gelen anti ve yasam anlamina
gelen bios kelimelerinin birlesiminden olusmustur (11). Tanim olarak antibiyotikler;
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan, baz1 mikroorganizmalar tarafindan
tiretilip diger bakterilerin cogalmasini engelleyen veya onlar1 6ldiiren maddeler olarak
tanimlanmaktadir (12).

1893 yilinda Italyan mikrobiyolog Bartolomeo Gosio tarafindan Penicillium
glaucum’dan tiiretilen ve mikofenolik asit olarak bilinen maddenin Bacillus
anthracis’in iremesini engelledigi gosterilmistir. Bunun ardindan Paul Ehrlich ve
arkadaglar1 1909 yilinda Treponema pallidum’a kars1 etki gosteren ve arsenik tiirevi
ilk sentetik kemoterapotik olan Salvarsan’1 kesfetmistir. 1913 yilinda salvarsan iligkili
yan etkiler sebebiyle sifiliz tedavisinde neosalvarsan piyasaya siiriilmiistiir (13).

Sir Alexander Fleming, 1928 yilinda bir rastlant1 sonucunda Staphylococcus
i¢eren kiiltiir ortamina bulagsmis olan ve Penicillium notatum olarak tanimlanan bir kiif
mantarinin  olusturdugu kolonilerin etrafinda bakteriyel {ireme olmadigim
gbzlemlemistir. Bunun {izerine ¢esitli ¢aligmalar yapan Sir Alexander Fleming, bu kiif
mantarinin ¢esitli hastaliklara sebep olan patojen bakterileri 6ldiiren antibakteriyel
Ozellige sahip bir madde iirettigini kesfetti. Bu maddeye Sir Alexander Fleming
tarafindan Penicillium isminden esinlenerek “penisilin” ismi verildi. Bdylece
antibiyotiklerin kullanima baslandig1 yeni bir doneme gegilmis oldu (14).

Penisilinin kesfi sonrasindaki siireglerde yeni antibiyotiklerin kesif siireclerinin
Onilinii agmistir. Penisilini 1930°1u yillarda siilfonamidlerin kesfi takip etmistir (11).
Bu kesifler ozellikle 1940°l1 yillar ile 1960’11 yillar arasinda ciddi bir ilerleme
kaydetmistir. Giinlimiizde bir¢ok enfeksiyonun tedavisinde yaygin olarak kullanilan
aminoglokozitler, tetrasiklinler, polipeptitler, makrolidler, sefalosporinler ve daha
fazlas1 olan cesitli antibiyotikler 6zellikte bu donemde kesfedilmistir. Bu donem

antibiyotiklerin kesfi agisinda Altin Cag olarak nitelendirilmistir (Sekil 3.1) (15).
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Sekil 3.1. Antibiyotiklerin kesif kronolojisi (15)

Antibiyotikler iiretildikleri kokenlere gore dogal ve sentetik olmak tizere ikiye
ayrilir. Dogal kokenli antibiyotiklerin %64°li Actinomycetes sinifi bakterilerden
tiretilmekle beraber geri kalan kismi ise diger bakteri ve mantarlardan tiretilmektedir

(Sekil 3.2) (15).

(] [ ]
Azoller
Nitrofuranlar
Oksazolidinonlar
Kinolontar
Siilfonamidler

Sekil 3.2. Kokenlerine gore antibiyotikler (15)




Antibiyotikler bakteriler T{izerinde gosterdikleri etki durumuna gore

bakterisidal ve bakteriyostatik olmak tizere iki gruba ayrilir (Tablo 3.1). Bakterisidal

etki; bakterilerin Olimiine sebep olarak etkeni ortadan kaldirmay1 saglarken,

bakteriyostatik etki ise bakterilerin iremesini engelleyerek etkeni ortadan kaldirmay1

saglar (16).

Tablo 3.1. Gosterdikleri etkiye gore antibiyotik gruplari (16)

Bakterisidal Antibiyotikler Bakteriyostatik Antibiyotikler
Aminoglikozitler Tetrasiklinler
B-Laktamlar Makrolidler
Florokinolonlar Oksazolidinonlar
Glikopeptidler Stilfonamidler
Rifampisin Linkozamidler
Nitroimidazoller Trimetoprim
Lipopeptidler Kloramfenikol
Polimiksinler Nitrofurantoin
Fosfomisin Fusidik asit

Antibiyotikler i¢in bir diger smiflandirma ise goOsterdikleri

mekanizmalarina goére olup;

Hiicre duvar sentezinin inhibisyonu ve litik enzim aktivasyonu
Protein sentez inhibisyonu

Sitoplazmik membran permeabilitesinde bozulma

Enzim aktivasyonun inhibe edilmesi (antimetabolit etki)

Niikleik asit sentez inhibisyonu

bu mekanizmalar arasinda yer almaktadir (17).

etki

Antibiyotikler cesitli etki mekanizmalar1 ile bakteriyel enfeksiyonlara karsi

miicadelede etki gosterse de 6zellikle son donemlerde cesitli sebeplere dayali olarak

antibiyotik kullaniminda ciddi bir artig yasanmistir. 2016 ile 2023 yillar1 arasinda total

antibiyotik tiikketimi %16,3 oraninda bir artig gostererek 29,5 milyar tanimlanmis

giinliik doza ulagmig ve antibiyotik tiikketim orani, 1 000 kisi bagina 13,7 tanimlanmis

giinliik dozdan 15,2 tanimlanmis giinliik doza ¢ikmustir (18).



Ortaya cikan bu artis, bakterilerin antibiyotiklere kars1 direng gelisimine katk1
saglamakta ve tedavi icin gerekli ¢oziimleri zorlastirmaktadir. Antibiyotiklere karsi
direnc iki yol ile gelisir. Bunlar; dogal ve kazanilmis direng olarak adlandirilir. Dogal
direncte bazi ilaglar bakterinin gesitli 6zellikleri sebebiyle bakteriyi etkilemez; bu
durum dogal direng olarak tanimlanir. Kazanilmis direncte ise transpozon veya plazmit
DNA’sinda olusan mutasyonlar nedeniyle bakterinin genetik yapisinda ortaya ¢ikan
degisimler ile olur (19).

Bakterilerde antibiyotiklere kars1 olusan direng c¢esitli yollarla gelismektedir.
Bunlar arasinda;

e Hedef bolgede modifikasyon veya mutasyon; antibiyotiklerin etki
gosterebilmesi i¢in hedef bolge ile birlesmeleri gerekir. Hedef bolgede
meydana gelen degisim ilacin hedef ile birlesmesini engeller ve ilacin
etkisini gosterememesine sebep olur.

e Permeabilitede azalma; bakteri hiicre membraninda porin kanallar
veya dig zar porinleri adi verilen ve hiicre igerisine gecirgenligi
kolaylastiran yapilar bulunmaktadir. Antibiyotik maruziyeti sonrasinda
bakterinin membran gecirgenligini azaltmak icin porinlerin yapisinda
veya miktarinda degisim yaparak ilacin hiicre igine girisini engellemis
olur.

e Efliikks pompa sistemi; bakterilerde plazma membraninda bulunan ve
cesitli susbstratlar1 aktif olarak disa atmak i¢in tasiyict gérevi gortirler.
Bu yap, hiicre icerisinde hiicreye zarar verecek bilesenlerin birikmesini
Onleyerek hiicre i¢in zararl bilesenleri disa atmay1 saglayan bir kendini
koruma mekanizmasidir.

e Inaktive edici enzimler; bakteriler tarafindan iiretilen inaktive edici
enzimler hiicreye giren antibiyotikleri hidrolize edebilir veya modifiye
ederek hedef bolgeye ulasmadan inaktif hale getirebilir. Bu enzimler
arasinda aminoglikozitleri inaktive eden N-asetiltransferaz, O-
fosfotransferaz ve O-adenosiltransferaz, B-laktamaz, kloramfenikol
asetiltransferaz gibi enzimler 6rnek gosterilebilir.

gibi sistemler yer almaktadir (20).

10



3.2. Biyofilm

Bakterilerin antibiyotiklere kars1 gelistirdigi direngte rol oynayan bir diger yap1
ise biyofilm yapisidir. Biyofilm, kendi kendine iiretilen bir polimer matris yapisiyla
cevrili mikrobiyal hiicre toplulugu olarak tanimlanmaktadir (21). Biyofilm yapisinin
temel tas1 ekstraselliiler polimerik maddeler (EPS)’dir (22). Bakteri hiicresi tarafindan
salgilanan EPS, hiicreyi antibiyotiklere, konak immiin sistemine ve ¢esitli ¢evresel
etmenlere karst korur (22,23). EPS’nin igerigi olduk¢a kompleks bir yapida olup;
bakterinin ilireme fazina ve ¢evresel kosullara gore degiskenlik gosterir (22).
Genellikle EPS yapist; polisakkaritler, proteinler, lipitler, ekstraselliiler DNA (eDNA)
ve metal iyonlarindan olugmaktadir (22).

Biyofilm olusumu; ilk tutunma, bakteriyel yapisma ve agregasyon,
mikrokoloni olusumu, olgunlasma ve yayilim olmak {izere bes evrede

gerceklesmektedir (Sekil 3.3) (24).

@ ilk tutunma

.- == '

"-'-' @ Bakteriyel yapisma ve

@ Yayilma agregasyon
8 _ &  TheBiofilm I
2 ‘v\’\;.:., Life Cycle )

@ Mikrokoloni olusumu

@ Olgunlasma

-~ -

Sekil 3.3. Biyofilm olusum evreleri (24)

[k tutunma, serbest haldeki planktonik bakterilerin herhangi bir yiizey ile
karsilagmasi ile baglar. Yiizeye tutunma, flagella ve/veya pili gibi bakteriyel yapilar ya

da fiziksel kuvvetler araciligiyla gerceklesir. Bu asamadaki tutunma gecici ve geri
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dontistimlidiir. Yiizeye yapisma diizeyi; ylizeyin igerigi ve bilesimi, bakterinin hiicre
ylzey oOzellikleri ve diger ¢evresel etmenler ile iliskilidir. Tutunma diizeyini kontrol
eden kuvvetler arasinda hidrofobik, sterik, elektrostatik, van der Waals ve proteinlerin
adezyonu yer alabilmektedir. Bu kuvvetlerin total etkisi hiicrenin yiizeye tutunmasinda
devamlilik saglamasina ve itme kuvvetlerini asarak geri donilislimsiiz baglanmaya ve

tek bir katman olusturmalarina katki saglar (24).

Bakteriyel yapigsma ve agregasyon evresinde, yiizeye geri doniisiimlii olarak
tutunan hiicreler reseptore 6zgii ligandlar ile etkilesime giren EPS olusturur. EPS
hiicrelerin yiizeye daha stabil sekilde tutunmasini saglar. Bu evrede aktivasyon en tist
diizeye ulastifn zaman yapisma geri doOniisiimsiiz bir duruma gegerek bakteri

hiicrelerinin yapisilan yiizeyde toplanmasini saglar (24).

Mikrokoloni olusumu evresinde, yiizeye tutunan hiicreler c¢ogalarak
mikrokoloni olusturur. Farkli tlirlerde mikroorganizma toplulugu iceren biyofilm
yapilarinda her tiir kendi mikrokolonisini olusturur. Mikrokoloniler arasinda olusan
kanallar araciligiyla ortamdaki su ve besinlerin diflizyonu ger¢eklesir. Yeni olusan
mikrokolonilerde bakteri popiilasyonu gittikce artar. Bu artis ile birlikte bakterinin
etrafinda olusan popiilasyondaki yogunlugu algilamasini saglayan ¢cogunluk algilama
(QS) sinyal sistemi devreye girer. Hiicreler arasinda iletisimi saglayan bu sinyal
sistemi bakteriyel hiicrelerdeki spesifik genlerin ekspresyonunu saglayarak olgun

biyofilm yapisinin olusumunda rol alir (25).

Dérdiincii evre olgunlasma evresi olup, bu evrede biyofilm yapisinda yer alan
bakteriler EPS matrisi igerisinde ¢ogalir ve olgunlasarak ii¢ boyutlu yapilar olusturur

(23).

Yayilma siireci biyofilmin olustugu bolgeden diger bolgelere yayiliminin
oldugu dénemdir. Biyofilm yapisi tipik olarak iki katmana sahiptir. ilk katman temel
katman olup, diger katman ise bakterilerin yeni yiizeylere yayilimi i¢in bir yayilma
bolgesi olarak gorev yapar. Biyofilm yapisi yaslandikea igerisindeki kaynaklar azalir
ve toksik etkiye sahip metabolik yan iirlinler birikmeye baslar. Bu nedenle bakteri
hiicreleri lireme, besin kaynagi bulma ve toksik yan iirtinlerden kurtulmak i¢in diger

bolgelere yayilir. Yayilma bolgesinde yer alan tek veya kiime halindeki hiicreler bu
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siirecte rol oynar. Bu hiicreler yeni yiizeylere yayilarak enfeksiyonun yayilmasina ve

yeni biyofilm yapilar1 olugsmasini saglayarak canliliklarinin devamini saglar (24).

Biyofilm yapis1 antibiyotiklere karsi diren¢ olusumuna katki saglamaktadir.
Biyofilm icerisinde yer alan bakterilerin, planktonik formlarina kiyasla ila¢ direncinde
10 ile 1000 kat arasinda artis gostermektedir (24). Bu direng, antibiyotigin biyofilmin
yapist nedeniyle biyofilm igerisine yeterince gecememesinden veya penetrasyonunun
azalmast ile iliskili olarak olusmaktadir. Matris yapisi, antibiyotiklerin biyofilm
icerisine niifuz etmesini engelleyebilmektedir. Baz1 antibiyotikler matriste yer alan
yapilar ile kompleks olusturur veya enzimler ile parcalanir, bu da sonug olarak
bakteriyel hiicrelere ulasan ilag konsantrasyonunun azalmasina neden olur.
Aminoglikozitler gibi pozitif yiiklii antibiyotikler ise matriste yer alan eDNA gibi
negatif ylikli maddelere baglanarak antibiyotiklerin penetrasyonunu yavaslatabilir
(26). Olusan bu etkiler sonucunda biyofilm igerisinde yer alan bakteriler canliliklarini

siirdiirerek enfeksiyonun devamliligini ve ilerlemesini saglar.

3.3. Cogunluk Algilama

Cogunluk algilama, otoindiikleyiciler olarak tanimlanan hiicre dist sinyal
molekiilleri ile diizenlenen bakteri hiicreleri arasi iletisim silireci olarak
tanimlanmaktadir. Popiilasyondaki bakteri yogunlugu arttikca otoindiikleyiciler
cevrede birikir ve bakterilerin ¢evredeki hiicre yogunlugunu algilamasina ve toplu
olarak gen ekspresyonunu diizenlemesini saglar. QS mekanizmasi1 bakterilerde
sporiilasyon, biyoliiminesans, biyofilm olusumu, viriilans faktorleri ve antibiyotik
tiretimi gibi siireclerin kontroliinde rol oynar (27).

Gram negatif ve gram pozitif bakterilerde farkli QS mekanizmalar1 kullanilir.
Gram negatif bakterilerde QS sistemleri, kiiciik ve membrandan yayilabilen sinyal
molekiilleri kullanirken, gram pozitif bakteriler membrandan yayilmayan sinyal
molekiilleri kullanir (28). Gram pozitif bakteriler, sinyal molekiilleri olarak
otoindiikleyici peptitler ad1 verilen peptitleri kullanir. Buna karsilik gram negatif
bakteriler a¢il homoserin laktonlar (AHL) veya diiretimi substrat olarak S-
adenosilmetionine (SAM) bagh diger molekiiller olan kiigiik molekiilleri kullanirlar

(27).
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Gram pozitif bakterilerde, QS i¢in salgilanan peptitler genellikle 6zel bir ATP
baglayic1 kaset tasiyicisi araciligl ile salgilanir. Salgilanan otoindiikleyici peptit
konsantrasyonu hiicre popiilasyonu yogunluguna bagli olarak artar. iki bilesenli sensor
kinazlar, salgilanan peptit sinyalleri i¢in dedektdr gdrevi goriir. Peptit ligandi ile
etkilesim, ayn1 tiirden bir yanit diizenleyici proteinin fosforilasyonuyla sonuglanan bir
dizi tepkime olayini baglatir. Tepki diizenleyicinin fosforilasyonu onu aktive ederek
DNA'ya baglanmasii ve QS kontrollii hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder
(29).

Gram negatif bakterilerde QS mekanizmasi, LuxI ve LuxR adi verilen iki
diizenleyici proteininin homologlarini igerir. LuxI benzeri proteinler, otoindiiktor
olarak bilinen spesifik bir AHL biyosentezinden sorumludur. Otoindiikleyici
konsantrasyonu, hiicre popiilasyonu yogunlugunun artmasiyla birlikte artar. LuxR
benzeri proteinler, kritik bir esik konsantrasyonuna ulagsmis olan ayni kdkenli AHL
otoindiikleyicilerine baglanir ve LuxR-otoindiiktor kompleksleri de hedef gen
transkripsiyonunu aktive eder. Bu QS mekanizmasini kullanarak, gram negatif
bakteriler gen ekspresyonunu hiicre popiilasyonu yogunluguna gore etkili bir sekilde

diizenleyebilir (29).

3.4. Antibiyotik Direncine Kars1 Aranan Coziimler ve Alternatifler

Son donemlerde artan antibiyotik direnci sorununa karsi yeni ¢oziim ve
alternatiflerin arayis1 icin bircok arastirma yapilmaktadir. Bu arastirmalarin
sonucunda; probiyotikler (4), bakteriyofaj terapisi (4), monoklonal antikorlar (30),
antimikrobiyal peptitler (31), nanopartikiiller (32), hipertermi uygulamasi (33) ve
flavonoidler (34,35) gibi baz1 yontem ve uygulamalar antibiyotik direncine karsi
aranan alternatif ¢ozlimler arasinda kendilerine yer bulmustur.

Probiyotikler, antimikrobiyal metabolitler {ireten ve besin kaynagi i¢in patojen
mikroorganizmalarla miicadele eden canli mikroorganizmalardir. Probiyotik olarak en
stk Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakteriler kullanilmaktadir (4).
Probiyotiklerin etki mekanizmalari arasinda bakteriyosin benzeri ve hidrojen peroksit
gibi inhibitor maddelerin iiretimi, adezyon bolgeleri ve besin maddeleri i¢in rekabet
etme gibi cesitli mekanizmalar rol oynar (4). Cesitli calismalar probiyotiklerin patojen

bakterileri inhibe ettigi ve immiin sistemi modiile ettigini gostermistir (36-38). Baz1
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Bifidobacterium cinsi bakterilerin insanlar i¢in en 6nemli patojenlerden biri olan
Staphylococcus aureus bakterisinin iiremesini inhibe ettigi bildirilmistir (39).
Pediococcus acidilactici’nin, Pseudomonas aeruginosa'nin hareket yetenegini ve
biyofilm olusumunu ve piyosiyanin, proteaz gibi viriilansin1 faktorlerini azalttigi
gosterilmistir (40). Lactobacillus acidophilus’un ise metisilin direncli S. aureus
(MRSA) izolatlarinda biyofilm olusumunu ve lipaz liretimini inhibe ettigi bildirilmistir
(37).

Bakteriyofajlar, yalnizca bakteri hiicrelerini enfekte etme yetenegine sahip
viriisleridir. Herhangi bir metabolik aktiviteleri bulunmaz ve bu sebeple bakteri
hiicresinin biyokimyasal mekanizmasini kullanarak, genetik materyalleri araciligi ile
kendilerini ¢ogaltan zorunlu hiicre i¢i parazitlerdir (31). Bakteriyofajin, hiicre igerisine
girme siireci bakteri hiicresi ylizeyine tutunmasi ile baslar. Bu siire¢ ii¢ asamadan
olusan karmasik bir siire¢ olup, ilk olarak faj ile bakteri arasinda difiizyon ve Browm
hareketi yoluyla temas gerceklesir. Ardindan, faj partikiilii elektrostatik kuvvetler
aracilifiyla geri doniisiimlii, spesifik olmayan bir baglanma gergeklestirir ve ardindan
fajin kapsid proteini ile bakteriyel yiizey reseptorii arasinda geri doniisiimsiiz bir
baglanma gerceklesir. Bu ylizey reseptorii bakteriyofajin tiirtine bagli olarak;
glikoprotein, aminoasit, lipopolisakkarit, pili veya teikoik asit gibi yapilar olabilir (31).
Bakteriyofajin bakteri hiicre yilizeyine baglanmasindan sonra, faj yapisinin bir kismi
veya fajin kendisi konak hiicreye niifuz eder ve bunu takiben genetik materyalin
tamami1 konagin hiicre i¢i ortamina salinir (31). Bakteriyofaj terapisinde etkinin ortaya
¢ikmasinda en 6nemli etken litik ve lizojenik olarak adlandirilan yasam dongiisiidiir
(Sekil 3.4). Litik dongii, bakteri hiicrelerinin dogrudan yok edilmesini sagladigindan
terapdtik uygulamalar i¢in 6zellikle dnemlidir (41). Bu dongiide konak hiicre igerisine
giren faja ait genetik materyal bakteri hiicresinin hiicresel mekanizmasini ele gegirir.
Bakteriyofaja ait genetik materyal bakteriyi, yeni viral partikiilleri bir araya getirmek
icin gereken proteinleri ve niikleik asitler gibi viral bilesenleri tiremeye yonlendirir.
Bakteriyofaj bakteri i¢inde c¢ogaldikca, bakteri hiicresi yeni olusan fajlarla dolar.
Bakteri hiicresi, faj parcaciklarinin birikmesi nedeniyle sonunda lizise ugrar ve
cevredeki ortama yeni bakteriyofajlar salinir. Bu bakteriyofajlar daha sonra komsu
bakterileri enfekte ederek enfeksiyon ve yikim dongiisiinii siirdiirebilir (41). Litik

dongliniin bakterisidal yapisi, bakteriyofajlarin terapdtik potansiyelinin temelini
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olusturur ve 6zellikle de antibiyotige direngli olan bakteriyel enfeksiyonlara karsi

etkili alternatif haline getirir (41).

Profaj bakteri kromozomundan aynlir ve litik dongiye
girebilir

8
il = ( O )

Faj konaga tutunur ve DNA’y1 enjekte
eder 3 Hiicre bolunmesi
uTiK

LiZOJENIK DONGU o ~
~ = = 1
boNGO O >
S i O
P /5-1\_/;1:\ \ o o ’ Lizojenik  bakterinin  normal
uremesi
Hiicre lizisi, faj virionlannin salinimi Faj DNA’si dairesellesir ve litik veya lizojenik
dongliye girer

(e L))

Faj DNA'si bakteri kromozomlanna entegre olur

Yeni faj DNA’s: ve proteinlerin sentezi ve
virionlarla birlesimi

‘ Bakteri konak hiicresi | Faj Bakteri kromozomu

Sekil 3.4. Bakteriyofajlarin yasam dongiisii (41)

Monoklonal antikorlar, bir antijendeki tek bir epitopa 6zgii olan ve tek bir B
hiicresi klonundan tiiretilen homojen antikorlardir. Monoklonal antikorlar toksinlere,
QS molekiillerine, hiicre yiizeyinde yer alan proteinlere ve ekzopolisakkarit yapilarina,
kapsiilli bakterilerdeki polisakkarit yapilarina baglanabilir (42). Monoklonal
antikorlar, ¢esitli mekanizmalar ile bakteri hiicreleri lizerine etki gostermektedir (Sekil
3.5).
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Sekil 3.5. Monoklonal antikorlarin etki mekanizmalar1 (42)
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Nanopartikiiller genellikle karbon ve emiilsiyon bazli metal oksitler, metaller
veya kompozitlerden elde edilen, boyutlari 1-100 nm degisen, cesitli form ve
sekillerde bulunan yapilardir (32). Boyut, morfolojik yapi, elektrik yiikii ve yiizey
kaplamalar1 gibi bir¢ok 6zellik agisindan farklilik gosterebilen gesitlik teknikler ile
farkli uygulamalarda antimikrobiyal aktiviteye sahip yeni kompozit antimikrobiyal
maddeler gelistirilebilir (43). Diinya Saglik Orgiiti (DSO), metal bazlh
nanopartikiillerin bakterilere kars1 selektifliginin yan1 sira dncelikli olarak belirlenen
patojenlere kars1 da etkili oldugunu belirtmektedir (43). Nanopartikiillerin bakteriler
tizerindeki etkileri cesitli yollarla ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar arasinda; DNA hasari,
protein hasari, mitokondriyal hasar, hiicre membraninda bozulma, biyofilm
olusumunu onleme gibi c¢esitli etkileri bulunur (Sekil 3.6) (43). Bunlara ek olarak
nanopartikiillerin ~ konvansiyonel antibiyotikler ile kombine kullanimi da

bulunmaktadir ve antibiyotiklerin etkinligini arttirmaktadir (43).

@ Nanopartikiiller

Elektron inhibisyonu Hiicre

membraninda
bozulma

Agir metal

A vonlan salimimi

¥ Hucresel bilesenlerin
sizintis:

ROS uretimi

N-‘ Hucresel bilesenlerin
oksitlenmesi

Membran
gegirgenliginde

degisim ™ )
el )@
;e Proton efliks

® & pompasinda hasar

Biyofilm olusumunun
onlenmesi

Sekil 3.6. Nanopartikiillerin bakteriler {izerinde gosterdigi etkiler (43)
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Antimikrobiyal peptitler; hayvanlar, bitkiler ve diger cesitli kaynaklardan elde
edilen, genellikle 12-50 aminoasitten olusan polipeptit yapilardir (44). Antimikrobiyal
peptitlerin cogu 100°den az aminoasit icerir ve yapisindaki aminoasitlerin dagilimi ve
bilesimi farklilik gosterir. Antimikrobiyal peptitlerin uzunlugu antibakteriyel
aktivitelerini ve mikrobiyal hedeflere kars1 oOzgilliiklerini 6nemli Olgiide
etkilemektedir (44). Genellikle +1 ile +9 arasinda degisen net pozitif yiike sahip
katyonik bilesenler olup, elektrostatik kuvvetler, Oncelikle hiicre zariyla ilk
etkilesimlerini diizenler. Katyonik yiik ile biyolojik aktivite arasinda gii¢lii bir
korelasyon vardir; burada yiikteki bir artis, artan aktiviteye ve zara bagli peptitlerin
daha ytiksek konsantrasyona ulasmasini saglar (44). Hidrofobisite, peptidin membran
tabakasina boliinme kabiliyetini diizenledigi i¢in hiicre zarlariyla etkilesimde kritik bir
rol oynar. Tipik olarak yaklasik yarisinda hidrofobik yapilar igerir. Yiik gibi,
hidrofobisite yiizdesinin optimize edilmesi de hiicre zarlarina kars1 aktiviteyi artirir
(44). Ancak, bu optimum noktanin asilmasi antimikrobiyal etkinlikte diislise ve
memeli hiicrelerine kars1 sitotoksisitede artiga yol acar (45). Hidrofilik ve hidrofobik
aminoasitleri iceren amfipatik antimikrobiyal peptitler, bakterinin hiicre zarina niifuz
etmede Onemli bir rol oynar (44). Antimikrobiyal peptitlerin en Onemli diger
ozelliklerinden biri, mikrobiyal zarlarla etkilesime girme ve onlar1 bozma yetenekleri
icin gerekli olan ikincil yapilarinin ¢esitliligidir (44). Tim bu yapisal 6zellikleri
sayesinde antimikrobiyal peptitler; hiicre duvari sentezinin inhibisyonu, membran
biitiinliiglinde bozulma, DNA, RNA ve protein sentezinde inhibisyon ile enzim

aktivasyonlarini bozarak anti bakteriyel etki gosterir (Sekil 3.7) (46).

Hicre duvar sentezinin inhibisyonu Membran bitinliginde bozulma

Protein sentezinin inhibisyonu

— Enzim aktivitesinin inhibisyonu

DNA’ya baglanma

RNA sentezinin inhibisyonu

DNA replikasyonunun
inhibisyonu

Sekil 3.7. Antimikrobiyal peptitlerin antibakteriyel etki mekanizmasi (46)
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3.5. Hipertermi Tedavisi

Hipertermi tedavisi; viicut sicakligindan yiiksek sicaklarin kullanimi ile
uygulanan 1s1 aracilt bir tedavi yontemidir. Gilinlimiizde Ozellikle tiimorlerin
tedavisinde olmak iizere onkoloji ve fiziksel tip gibi alanlarda kullanilan bir yontemdir
(47,48). Hipertermi uygulamas1 onkolojik olarak, doku sicakligini arttirarak tiimorleri
olusturan kanser hiicrelerini 6ldiirmek veya gelisimlerini engellenmek amaciyla harici
bir 1s1 kaynagi araciligi ile uygulanir (49). Hipertermi uygulamasi 6zellikle kemoterapi
ve radyoterapi basta olmak {lizere kanser tedavilerine ek olarak uygulanan bir
yontemdir (50). Onkolojik hastaliklarin tedavisinde bir adjuvan tedavi olarak
kullanilmasimin sebebi, yiiksek sicakliklarin, kanserli hiicrelerde dogrudan hasara
neden olmas1 ve hiicreleri diger tedavi yontemlerine kars: duyarl hale getirmesidir.
Boylece radyoterapi ve kemoterapi etkinligini normal dokulara zarar vermeden veya
¢ok az bir hasar ile arttirir (51).

Hipertermi tedavisi uygulama sicakliklarina gore ikiye ayrilmaktadir;

L Hafif hipertermi
IL. Ablatif veya yiiksek sicakliklarda hipertermi

Hafif hipertermi, tiimor iceren dokunun, fizyolojik veya biyolojik bir etki
yaratmak i¢in viicut sicakliginin iizerine 1s1t1ldig1, ancak ¢cogu zaman dogrudan 6nemli
hiicre 6liimii olusturmasi amaglanmayan terapétik bir tekniktir. Hafif hipertermide
amag, bir saate kadar olan zaman dilimi igerisinde 40 °C ile 45 °C sicaklik elde
etmektir (52,53).

Ablatif veya yiiksek sicakliklarda hipertermide ise genellikle 55 °C’nin
tizerindeki sicakliklar kullanilir, ancak bu sicaklarin kullanimi 20 saniyeden 15
dakikaya kadar uzayabilen bir siire ile sinirlidir (54). Ablasyon veya yiiksek sicaklikta
hipertermi, hafif hiperterminin aksine tiimorii yok etme veya tiimdrde ciddi tahribat
olusturmak amaciyla tiimore tedavilerin dogrudan uygulanmasini amaglar (55).

Hipertermi tedavisinde; mikrodalgalardan enerji iireten problar, radyofrekans,
lazerler, ultrason, kan veya kemoterapi ilaglart gibi sivilart isitip viicuda enjekte
edilmesi (perfiizyon), tim viicudu 1sitilmig bir bélmeye veya sicak su banyosuna
yerlestirme veya 1sitilmig battaniyelerle sarma gibi teknikler 1s1 kaynagi olarak

kullanilir (56).
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Hipertermi tedavisinin; hedef doku veya organa, hastaligin evresine veya
durumuna ve enerjiyi dagitim teknigine bagli olarak ii¢ ana klinik uygulama yontemi
vardir. Bu yontemler; lokal, bolgesel ve tiim viicut hipertermi uygulamalaridir. Lokal
hipertermi lokalize, bolgesel hipertermi ilerleyici veya derin yerlesimli, tiim viicut
hipertermi ise daginik yerlesimli malignitelerde tercih edilmektedir (55).

Lokal hipertermide kiicilk bir alana 1s1 uygulanir. Kullanilan lokal
hiperterminin tiirii timdriin  bulundugu yere baglhdir. Eksternal hipertermi,
intraliiminal veya endokaviter hipertermi ve interstisyel hipertermi olmak {izere {i¢ tip
lokal hipertermi uygulama teknigi bulunur (56).

Eksternal hipertermi, derinin lizerinde veya hemen altinda bulunan tiimorleri
tedavi etmek icin kullanilir. Bu tiir hipertermi i¢in tedavi alaninin g¢evresine veya
yakinina 1s1 yaratan cihazlar yerlestirir. Intraliiminal veya endokaviter hipertermi,
yemek borusu veya rektum gibi viicut bosluklarinin igindeki veya yakinindaki
tiimorleri tedavi etmek i¢in kullanilir. Bu tiir hipertermide viicut boslugunun igine 1s1
yaratan sondalar koyulur ve bunlar tiimére yerlestirilir. Interstisyel hipertermi, beyin
gibi viicudun derin kisimlarindaki tiimorleri tedavi etmek igin kullanilir. Bu tip
hipertermi, timoriin harici tekniklere gore daha yiiksek sicakliklara 1sitilmasini saglar.
Teknik anestezi altindayken uygulanir ve tiimore problar veya igneler yerlestirilir.
Probun dogru yerde oldugundan emin olmak i¢in ultrason gibi goriintiileme teknikleri
kullanilabilir. Daha sonra 1s1 kaynagi probun igine yerlestirilir. Radyofrekans
ablasyonu, kanser hiicrelerini 1sitmak ve 6ldiirmek i¢in radyo dalgalarini kullanan bir
tiir interstisyel hipertermidir (56).

Bolgesel hipertermide viicudun bosluk, organ veya uzuv gibi genis bolgelerine
1s1 uygulanir. Bolgesel hipertermide kullanilan teknikler arasinda derin doku
teknikleri, bolgesel perfiizyon ve siirekli hipertermik peritoneal perfiizyon yer alir.
Derin doku teknikleri rahim agz1 veya mesane kanseri gibi viicuttaki kanserleri tedavi
eder. Bu islem sirasinda, tedavi edilecek kavite veya organin cevresine 1s1 ileten
cihazlar yerlestirilir ve sicakligin yiikseltilmesi i¢in enerji bu bolgeye odaklanir.
Bolgesel perfiizyon teknikleri, melanom gibi kol ve bacaklardaki veya karaciger veya
akciger gibi bazi1 organlardaki kanserleri tedavi eder. Bu islem sirasinda hastanin
kaninin bir kismu alinir, 1sitilir ve daha sonra uzuv veya organa geri pompalanir. Bu

tedavi sirasinda siklikla kemoterapi verilir. Siirekli hipertermik periton perfiizyonu,
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bagirsaklari, mideyi ve karacigeri iceren periton boslugundaki kanser tiirlerinin
tedavisinde kullanilir. Bu tedavi cerrahi miidahale ile uygulanir. Anestezi altindayken,
kemoterapi ilaglar1 bir 1sitma cihazindan periton boslugu boyunca yayilarak bolgedeki
sicakligin 41 °C ile 42 °C’ye ulagmasini saglar (56).

Tlm viicut hipertermisi, viicuda yayilmis kanseri tedavi etmede kullanilir. Bu
tiir hipertermide, hastanin viicut sicakligini kisa siireligine 41,5 °C veya 42 °C’ye
yiikselten bir termal bélmeye yerlestirilir veya sicak su Ortiilerine sarilir (56).

Her tedavi yonteminde oldugu gibi hipertermi tedavisi i¢in de ¢esitli yan etkiler
bildirilmistir. Lokal hipertermi uygulanan bolgede agriya, enfeksiyona, kanamaya, kan
pihtilagmasina, sisliklere, yaniklara, kabarmaya ve tedavi edilen bolgenin yakiindaki
cilt dokusunda, kaslarda ve sinirlerde hasara neden olabilir (57). Yan etkiler viicudun
hangi kisminin tedavi edildigine ve sicakligin ne kadar yiikseltildigine baglidir. Tiim
viicut ve bolgesel hipertermi bulanti, kusma ve ishale neden olabilir. Nadir de olsa
daha ciddi yan etkiler arasinda kalp, damar ve diger 6nemli organlarla ilgili sorunlar
goriilebilir. Bolgesel ve tiim viicut hipertermisi siklikla kemoterapi ve radyasyon gibi
diger kanser tedavileriyle birlikte verildiginden, bu tedavilerin yan etkileri o anda veya
daha sonra goriilebilir. Hipertermi tedavisindeki deneyim, gelisen teknoloji ve daha iyi
beceriler, daha az yan etkiye yol agmaktadir. Cogu zaman insanlarda hipertermi ile

ilgili ciddi yan etkiler goriilmemektedir (57).

3.5.1. Hipertermi tedavisi ve mikrobiyoloji

Bakterilerin tiremelerini etkileyen 6nemli kosullardan birisi tireme sicakligidir.
Her canli gibi bakteriler de tlireyebilmek ve yasamlarini siirdiirebilmek icin belirli
sicakliklara ihtiyag¢ duyar. Bakteriler iireme sicakliklarina gore dort temel gruba ayrilir.
Bu gruplar; psikrofiller, mezofiller, termofiller ve asir1 termofillerdir.

Psikrofiller, 15 °C ve altindaki sicakliklarda iireyebilme yetenegine sahip olan
gruptur. Mezofiller, 20-45 °C sicakliklarda optimum {ireme yetene§ine sahiptir.
Termofiller, 40-80 °C araliginda iireyebilirler ve optimum iiremeleri 50-65 °C
arasindaki sicakliklarda goriiliir. Asir1 termofiller ise 100 °C’nin iizerindeki
sicakliklarda iireyebilen bakterilerdir (58).

Herhangi bir organizma i¢in iiremenin ve canliligin devam etmesi i¢in gerekli

olan sicaklik araligi, minimum ve maksimum sicaklik araligi olarak tanimlanir.
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Bakterilerin iiremesi diisiik sicakliklarda yavaglamaktadir. Bu durum diisiik
sicakliklarda enzim aktivasyonun azalmasi, lipit yapilarinin sertlesme egilimi
gdstermesi ve membran akiskanligmin kaybolmas: ile iliskilidir (58). Ureme hizi,
optimum iireme sicaklifina ulagincaya kadar sicaklik ile orantili olarak artar ve
ardindan tekrar azalir. Bir organizma i¢in optimum ve sinirlayici sicakliklar, enzim
sistemlerinin sicaklik araligini yansitir ve bu sicaklik araligi da ii¢ boyutlu protein
yapilari tarafindan belirlenir. Optimum sicaklik esigi asildiginda enzimlerde meydana
gelen denatiirasyon sonucu lireme aktivitesi kaybolur ve iireme hiz1 keskin bir sekilde
diiser (58).

Insanlarda hastalia neden olan patojenler, insan viicut 1sisinda iireme ve
canliligini slirdiirme yetenegine sahiptir. Hipertermi uygulamasi bu sicaklik esiginin
iistline ¢gikmay1 hedefledigi igin bakterilerin hipertermi etkisi altinda iiremesini inhibe
ederek etki gosterebilecegi ve lokal hipertermi tedavisinin, hipertermiye duyarli bir
patojen bakterinin liremesini engellemede etkili olabilecegi bildirilmistir (33).

Hiperterminin {ireme inhibisyonu diginda bakteriler tizerinde farkl etkileri de
bulunmaktadir. Bakteriyel hiicre morfolojisinde degisim (59), hiicre motilitesinin
inhibisyonu (59), biyofilm olusumunda azalma (60,61), koloni morfolojisinde degisim
(62), antibakteriyel ajanlar ile sinerjik etki olusumu (62—65) gibi etkiler bakteriler
tizerinde gozlemlenen lireme inhibisyonu disindaki etkiler arasinda yer almaktadir.

Hipertermi tedavisinin patojen bakteriler {izerinde kullanimma olanak
saglanmasi i¢in Oncelikle etkenin termal duyarlilik profili belirlenerek sicakliga
duyarli veya sicakliga direncgli olarak tanimlanmasi1 gerekmektedir (33). Bu amagla
antibiyograma benzer bir sekilde minimum inhibitér sicaklik (MIS) diizeyinin
belirlenmesi gerekmektedir (33). Termobiyogram olarak tanimlanan yontem ile MIS
degerini bulmak icin bakteri iceren bir s1v1 besiyerinin artan sicakliklara (6rn. 37 °C-
45 °C) sahip inkiibatorlerde gece boyu inkiibe edilmesi ve inkiibasyon siiresi sonunda
gdzle goriiliir iiremenin olmadig1 en diisiik sicaklik degerinin MIS olarak belirlenebilir
(33). Termobiyogram sonucu MIS belirlenmesinin ardindan test edilen bakterinin bir
esik sicakligina gore sicakliga duyarli veya sicaklifa direngli olduguna karar
verilebilir. Esik sicakligini etkileyebilecek ana parametre doku/organ tiiriidiir. Burada
esik degeri, bir doku veya organin sicakliga bagli olarak hasara ugramadan

1sitilabilecegi maksimum sicakliktir (33). Hipertermi tedavisinin uygulanabilmesi igin
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doku veya organin hasara ugramayacagi esik sicaklik degerleri i¢in termal dozimetri
verileri bulunmaktadir (66). Bakterinin MIS degeri enfekte ettigi doku veya hipertermi
uygulanabilecek esik sicaklik degerinden diisiik ise sicakliga duyarli kabul edilir. MIS
degeri enfekte doku veya organin hipertermi uygulanabilecek esik sicaklik degerinden
yiiksek 1se sicakliga direngli kabul edilir (33). Ancak bir doku veya organ tipi i¢in
sicakliga direncli olarak belirlenen bakteri tiiriiniin farkli bir doku veya organda

sicakliga duyarli olmas1 miimkiindiir (33).

3.6. Quercetin

Polifenoller, bitkilerde dogal olarak bulunan kimyasal bilesiklerdir.
Polifenoller, flavonoidler ve flavonoid olmayan (lignanlar, stilbenler, fenolik asitler,
fenolik olmayan metabolitler ve diger polifenoller) iki ana gruba ayrilir ve 8000’den
fazla bilesik icermektedir (67).

Flavonoidler; flavonlar, flavonoller, flavanonlar, flavanoller, antosiyanidinler
ve izoflavonlar olmak iizere alt1 alt gruba ayrilir (68). Quercetin, C1sH1007 formiiliine
sahip bir flavonol alt grubunun iiyesidir (67). Quercetinin dogadaki temel kaynagi
cesitli bitkilerdir (67).

Quercetin molekiiliinde bir ketokarbonil grubu bulunur ve birinci karbondaki
oksijen atomu baziktir ve giiclii asitlerle tuzlar olusturabilir. Molekiiler yapisi, A
halkast arasinda bir dihidroksi grubu, o-dihidroksi grubu B, C halkas1 C2, C3 ¢ift bag1
ve 4-karbonil olmak tizere dort aktif grup igerir (Sekil 3.8). Quercetinin biyolojik

aktivitesinde fenolik hidroksil grubu ve ¢ift baglarin varligi rol oynar (69).
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Sekil 3.8. Quercetinin kimyasal yapis1 (69)
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Quercetin; antioksidan, antimikrobiyal, antitiimor, koruyucu kardiyovaskiiler,
QS inhibisyonu etki gibi bir¢ok farmakolojik etkiye sahiptir (69,70).

Serbest radikallere karsi en etkili flavonoid quercetindir (71). Kimyasal
yapisindaki polifenoliin benzo-dihidropiran halkasinda dort hidroksil grubu bulunmasi
gliclii bir antioksidan etki olusturur ve bu etki ile serbest radikalleri ortadan kaldirir
(69). Antioksidan etkinin in vitro mekanizmalari; serbest radikallerin dogrudan inhibe
edilmesi, metal iyonlarinin selatlanmasi ve lipit peroksidasyonun inhibisyonudur. In
vivo mekanizmasi ise glutatyon seviyesinin diizenlenmesi, enzim aktivasyonu ve
sinyal iletim yolu iizerinde etki gostererek ortaya ¢ikar (69).

Antitiimor etkisi hem in vivo hem in vitro mekanizmalarla ortaya ¢ikmaktadir.
Quercetinin gosterdigi antitiimor etkisi hiicre dongiislinii degistirerek, hiicrelerin
cogalmasini engelleyerek, apoptozu tesvik ederek, anjiyogenez ve metastaz
ilerlemesini engelleyerek ve otofajiyi etkileyerek ortaya ¢ikmaktadir (72).

Koruyucu kardiyovaskiiler etki sonucunda quercetinin, kalp fonksiyon
bozuklugunu ve  miyokard hipertrofisini  1iyilestirebilecegini,  trombozu
Onleyebilecegini, koroner arterleri genisletebilecegini, aterosklerozu
hafifletebilecegini, kan lipit seviyelerini ve lipit peroksidasyonunu azaltabilecegini,
LDL oksidasyonunu engelleyebilecegini ve kilcal damarlardaki kirilganlhig
tyilestirebilecegini bildirilmistir (73).

Cesitli farmakolojik ve biyolojik aktivitelere sahip olan quercetinin
kullaniminda kanser hiicrelerine karsi yiiksek toksik etki gostermesine karsi, normal
hiicrelere ¢ok az yan etki veya hi¢ yan etki gdstermedigi belirtilmistir (74). Bu durum,

quercetinin kullanilabilirligi agisindan 6nem gostermektedir.

3.6.1. Quercetin ve mikrobiyoloji

Quercetin, mikroorganizmalar {izerinde c¢esitli mekanizmalar ile etki
gostermekte ve bunun sonucunda antibakteriyel, antiviral, antifungal ve antiprotozoal
aktivite ortaya ¢ikmaktadir (9,75).

Toxoplasma, Babesia, Theileria, Trypanosoma ve Leishmania gibi cesitli
protozoalara karsi quercetin etki goOstermektedir (75). Trypanosoma brucei
rhodesiense, T. brucei brucei, T. cruzi ve Leishmania donovani gibi protozoalara kars1

quercetin, liremeyi hem in vivo hem de in vitro olarak inhibe etmektedir (76).
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Toxoplasma gondii’ye karsi in vitro olarak bradizoit gelisimini baskilamaktadir (77).
Klorokin duyarli ve klorokin direngli Plasmodium falciparum’a Kkars1 ise
antiplasmodiyal etki gostermektedir (78).

Antiviral olarak, polimerazlar, revers transkriptaz, proteazlar ve integraz gibi
temel viral enzimlerin bloke ederek, DNA giraz ve viral kapsid proteinlerine
baglanmay1 baskilayarak etki gostermektedir (9).

Antifungal etki; plazma membraninda bozulma, niikleik asit sentez
inhibisyonu, protein sentezi ve mitokondriyal fonksiyonlarin inhibisyonu,
antifungaller ile sinerji, fungal adezyonun inhibisyonu, hiicre yiizeyi
hidrofobisitesinin, flokiilasyonun, maya-hif gecisinin ve biyofilm yapisinin

inhibisyonu, gen ekspresyonunda degisim ile meydana gelmektedir (Sekil 3.9) (79,80).

Hiicre duvari/zannin bozulmasi
Apoptozisin induklenmesi

Lo . - . -=].. =]
-]

Nukleik asit sentez inhibisyonu
Mayadan hifaya gecisin engellenmesi

2 2505 5 Hicre adezyonunun engellenmesi
VirGlans faktorierin reglilasyonun azalmasi ROS artis1 sebebiyle mitokondri
islevinde bozuima

Sekil 3.9. Quercetinin antifungal etki mekanizmalari (9)

Antibakteriyel etki; hiicre duvari ve hiicre membraninda bozulma, niikleik asit
sentezinde bozulma, biyofilm olusumunun inhibisyonu ve viriilans faktorlerinin

ekspresyonunda azalma ile olusmaktadir (Sekil 3.10) (9).

e = Hacre duvar, frrembraninds bozulma
-
Nukleik asit sentezinde bozulma . gg@ 3— J /\_/\
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa ~.

= iligin ve biyofilm yapisinin inhibisyonu
—— v yap! v

Sekil 3.10. Quercetinin antibakteriyel etki mekanizmalar1 (9)

25



Quercetin, bakteriyel hiicre zar1 ve hiicre duvari biitlinliiglinli bozarak
bakterilerin {iremesini engelleyebilmektedir (81). Farkli bakterilere quercetin
uygulamasinda, hiicre duvarinda bozulmalar, sitoplazmik zarin incelmesi ve hiicre
duvarindan ayirt edilememesi, sitoplazmik zarin hiicre duvarindan ayrilmasi, hiicre
duvart lizisi, sitoplazmik igerigin sizmast ve polarizasyonu, hiicresel yapinin
bozulmasi gibi sonuglar ortaya ¢ikmaktadir (81).

Quercetin, GyrB 'ye baglanma yetenegine sahiptir. Bu baglanma sonucunda
GyrB 'nin ATPaz aktivitesi inhibe olur. Bu inhibisyonun sonucunda niikleik asit
sentezi bozulur (82).

Quercetin; Enterococcus faecalis, S. aureus, Streptococcus mutans,
Escherichia coli ve P. aeruginosa gibi ¢esitli bakteriyel patojenlerin biyofilm
gelisimini engeller. Mekanizma ile ilgili net bilgiler olmamakla birlikte deneysel
calismalarda elde edilen sonuglar bu siirecin adezyonun engellenmesi, QS yolaklarinin
baskilanmasi, hiicre membraninda ortaya ¢ikan degisimler, efliks pompa
sistemlerinde inhibisyon ve niikleik asit sentezinin engellenmesi gibi etkilerin biyofilm

olusumunu inhibe ettigi bildirilmektedir (83).

3.7. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii, gram negatif, kolay {lreyebilen, fermentasyon
yapamayan, katalaz pozitif, oksidaz negatif, kokobasil morfolojisine sahip bir
bakteridir (84).

A. baumannii, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonu,
menenjit, bakteriyemi ve pndmoni gibi hem hastane kaynakli hem de toplum kaynakli
cesitli enfeksiyonlara neden olmaktadir. Hastane kaynakli enfeksiyonun olugsumunda
uzun siireli yatis, immiin sistemin baskilanmasi, yas, farkli hastaliklarin eslik etmesi,
major travma veya yaniklar, antibiyotik kullanimi, invaziv islemler, kalic1 kateter
varlig1 ve mekanik ventilasyon yer alir. Toplum kaynakli enfeksiyonun olusumunda
diyabet, kronik obstriiktif akciger hastaligi, sigara ve alkol kullanimi gibi faktorler
enfeksiyonun olusumuna olanak saglar (85).

A. baumannii patojenitesinde; dis membran proteinleri (OMP), pili, kapsiil,
lipopolisakkarit (LPS), biyofilm olusumu ve fosfolipazlar viriilans faktorii olarak rol

oynar (86).
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OMP, gram negatif bakterilerin dis zarinda lokalizedir. A. baumannii'de, konak
hiicre yiizeyine tutunma ve kaspazlarin aktivasyonu yoluyla konak hiicrede apoptozun
indiiklenmesinde rol oynar (86). A. baumannii'nin patogenezinde ve virlilansinda kilit
rol oynayan baglica OMP arasinda; OmpA, CarO, dis zar karboksilat kanallar1 (Occ),
OmpW ve Omp33-36 yer almakta olup en yogun OmpA bulunur (86). OmpA, konak
hiicreye tutunma, invazyon, apoptoz ve antibiyotik direncinde rol oynar. OmpA,
akciger epitel hiicrelerindeki Toll benzeri reseptor 2 (TLR2) ile etkilesime girer.
Ekadherin proteininin regiilasyonu azaltarak akciger epitel hiicrelerinin geg¢irgenligini
arttirir (86). Ek olarak OmpA, mikrofilament ve mikrotiibiilleri sitoskeletonda yeniden
diizenleyen bir mekanizma ile abiyotik ylizeylerde biyofilm olusumunda rol alir (87).

Pili, hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilerin ylizeyinde bulunan kisa
antijenik yapili uzantilardir. Canli ve cansiz yiizeylere tutunma, biyofilm olusumu,
hareketlilik ve konjugasyonda énemli bir rol oynarlar (86).

Kapsiil yapist bakterinin dis yiizeyinde tekrarlayan oligosakkaritlerden olusan
ve koruyucu etkiye sahip bir tabakadir. Kapsiil varligi bakterinin konak bagisiklik
sisteminden kagmasina, antimikrobiyallere karsi direncin artisinda ve kuruluk gibi
cevresel faktorlerden korunmasina olanak saglayarak bakterinin viriilansina katki
saglar (86).

LPS, endotoksin olarak da adlandirilir. Lipit A, ¢ekirdek oligosakkarit ve O
antijeni olarak adlandirilan ii¢ temel bilesenden olusur. Lipit A, glukozaminler,
fosfatlar ve yag asitlerinden olusan LPS'nin viriilansinda rol oynayan aktif bolgesidir.
Hiicrelerden sitokinler, kemokinler, interlokinler ve prostaglandinler gibi cesitli
proenflamatuar mediyatorler salgilamasini saglayarak dokularda enflamasyon
olusumunda rol oynamaktadir (88). O antijeni pili ile birlikte kolonizasyonun ilk
asamast olan konak hiicreye adezyonda gorev yapar (89).

Fosfolipazlar hidrolitik etki gdsteren enzimlerdir ve insanlarin hiicre zarinda
bulunan fosfolipitlere kars1 lipolitik aktivite gosterirler. A. baumannii, fosfolipaz D ve
fosfolipaz C olmak tizere iki fosfolipaz enzimi salgilar. Fosfolipaz D, serum direnci

saglarken; fosfolipaz C, epitel hiicreleri lizerinde etki gosterir (89).
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A. baumannii, antibiyotiklere diren¢ gelistiren 6nemli bakterilerden biridir.
Insan saglig icin kiiresel bir tehdit olusturan ve siirekli artan direng nedeniyle tedavide
zorluk yaratan ESKAPE organizmalarindan (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve
Enterobacter spp.) biridir. Karbapenem direngli A. baumannii (CRAB), 2018 yilinda
DSO tarafindan antibiyotik arastirma ve gelistirme alaninda  Oncelikli
mikroorganizmalardan biri olarak bildirilmistir (90). A. baumannii birgok antibiyotik
grubuna kars1 direng mekanizmalarina sahiptir.

B-laktam antibiyotiklere karsi direng; [-laktam grubu antibiyotiklerin
hidrolizini katalize eden B-laktamaz enzimleri, OMP, efliikks pompa sistemi, penisilin
baglayan proteinleri (PBP) kodlayan genlerdeki degisimler ile ortaya ¢ikmaktadir (90).

Aminoglikozitlere direng; ilacin baglanma kapasitesini  zayiflatan
aminoglikozit modifiye edici enzimler, 16S rRNA metiltransferazlar tarafindan hedef
bolge degisikligi ve gegirgenlik kayb1 veya efliiks pompalarinin asir1 aktivitesi sonucu
siirli ilag alimi yolu ile gerceklesir. Aminoglikozit modifiye edici enzimler
asetiltransferazlar, adeniltransferazlar ve fosfotransferazlar olarak kategorize edilir.
Direng saglayan genler, integronlar, gen kasetleri, transpozonlar ve plazmitler
araciligiyla tasimabilir (90).

Tetrasiklinlere kars1 direng ii¢ temel mekanizma ile ortaya ¢ikar. Bunlar; ATP
bagiml efliiks, enzim aracili inaktivasyon ve ribozomal koruma proteinleridir (90).
Florokinolonlara kars1 olusan direngte; DNA giraz ve topoizomeraz [V te ortaya ¢ikan
mutasyonlar, plazmit aracili diren¢ ve kromozom aracili diren¢ mekanizmalari rol alir
(90).

LPS, negatif yiiklii hidrofobik bir lipit A igerir; bu lipit, polimiksin B ve
polimiksin E'nin (yaygin olarak kolistin olarak bilinir) katyonik ribozomal olmayan
lipopeptitleriyle etkilesime girer. Bu etkilesim, dis zarin stabilitesini bozar,
polimiksinlerin periplazmaya ge¢mesine ve membran biitiinliglinii bozarak
gecirgenligin artmasina neden olur. Kolistin direnci A. baumannii igin énemli bir
problem olmaktadir. Bu problem cesitli mekanizmalarin araciligi ile direng
gelisiminden kaynaklanir. Bu mekanizmalar; pmrCAB operonu ve mcr genlerindeki
mutasyonlardan sonra lipit A modifikasyonu ile ila¢ hedefinde degisiklik, lipit A

biyosentezi i¢in gerekli olan ve lipit A eksikligiyle iliskili asiltransferazlar1 kodlayan
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IpxA, IpxC ve IpxD genlerinin mutasyonlari, membran permeabilitisinde defekt ve
ozmotik direng iliskili IpsB, IptD ve vacJ genlerin ekspresyonu, polimiksinlere
duyarlilik i¢in gerekli olan biyotin gibi LPS olusumu i¢in gerekli olan kofaktdrlerin
yetersiz konsantrasyonu ve eflitkks pompa sistemidir (90).

Kolistin direnci insan sagligi icin ciddi bir sorundur. Kolistin, ¢oklu ilaca
direngli A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde son tedavi segeneklerinden biri
olarak kabul edilir ve ciddi enfeksiyonlarda kurtarict olarak kullanilir. Ancak direng

gelisimi sebebiyle tedavi zorlasir ve mortalite riskini arttirir (7).

3.8. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis, gram pozitif, sporsuz, hareketsiz, fakiiltatif
anaerop, katalaz pozitif ve koagiilaz negatif bir bakteridir (91). Insan viicudunun deri
ve mukoza yiizeylerinde kolonize olur ve normal bakteri florasinin biiyiikk bir
boliimiinii olusturur (8). Uzun bir siire zararsiz bir bakteri olarak tanimlanmakta iken
uygun kosullar olustugunda konakta enfeksiyon yapabilen firsat¢i bir patojen olarak
tanimlanmaktadir (8).

Hastane kaynakli enfeksiyonlar S. epidermidis'in neden oldugu en sik goriilen
enfeksiyon tiirlidiir. Genel olarak hastanelerde en sik izole edilen bakteriyel
patojenlerden biri olup, kan dolasimi enfeksiyonlari, kardiyovaskiiler enfeksiyonlar,
g0z, kulak, burun ve bogaz enfeksiyonlarinda etken olarak goriiliir (8). Risk altinda
olmayan hastalarda dogal kapak endokarditi disinda piyojenik enfeksiyona neden
olmaz (8). Bagisiklik sistemi yetersiz olan hastalarda intravaskiiler katater aracilig ile
viicuda girerek enfeksiyon yapar (8). Kalici1 katater ve tibbi cihaz iliskili enfeksiyonlar
gibi yabanci cisim enfeksiyonlarinda en énemli etkenlerdendir ve biyofilm olusumu
nedeniyle bu tip enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirir (8).

S. epidermidis'in virilansinda rol oynayan baslica etkenler biyofilm
olusturmasi, ekstraseliiler enzimler ve toksinlerdir (92).

Yabanci cisim kaynakli S. epidermidis enfeksiyonlarinda ana virtilans faktorii
biyofilm olusumudur. S. epidermidis'in yabanci cisim ylizeylerinde kolonizasyonu
malzemenin bilesimine ve bakterin adezin iiretimi gibi 6zelliklerine baglidir (93).
Biyofilmi olusturma siireci bakteri hiicrelerinin inert bir yiizeye ilk tutunmasi ile

baslar. Ekstraseliiler polisakkarit adezinler ilk tutunma ve hiicreler aras1 adezyonda
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onemli bir rol oynar. S. epidermidis tarafindan {iretilen polisakkarit hiicreler arasi
adezin (PIA) ve kapsiiler polisakkarit adezin (PSA), esas olarak deasetillenmis amino
gruplari, siiksinat ve fosfat igeren p-1,6-glikozidik baglardaki N-asetil-glukozamin'den
olusur (93). ilk tutunma PSA, otolizin gibi baz1 proteinler veya her ikisi tarafindan
meydana gelirken, hiicrelerin yiizeyde birikimi PIA araciligi ile gerceklesir (93). Daha
sonra yiizeyde biriken bakteriler olgun biyofilmi olusturur ve ardindan yayilma siireci
gerceklesir (94). Biyofilm yapisi sayesinde bakteri konak icerisinde hayatta kalir ve
canliligin1 devam ettirerek yeni alanlarda enfeksiyonun yayilimini saglar. Ek olarak
biyofilm yapisi1 antibiyotiklere ve bagisiklik sisteminin olusturacagi yanita karsi direng
saglayarak tedaviyi zorlastirir (95).

S. epidermidis smirlt sayida doku hasarma yol acan ekstraseliiler enzim ve
toksin iiretir. Elastaz aktivitesine sahip metalloproteaz ve sistein proteaz enzimleri ile
yag asidi degistirici enzim (FAME) S. epidermidis tarafindan iiretilen ve viriilansa
katki saglayan enzimlerdendir (8). Metalloproteazin rolii, nétrofil fagositozunu
takiben bakteriyel sagkalimi saglayarak bagisiklik sisteminden kagmaya ve
enfeksiyonun siirdiiriilmesine katkida bulunmasidir (96). Ek olarak insanda bulunan
ve antimikrobiyal peptit etkisine sahip dermisidini pargalar ve bdylece ciltte
sagkalimmi arttirmaya yardimci olur (96). Sistein proteaz, jelatinaz ve kolajenaz
aktivitesine sahip salgilanan bir sistein proteazidir. Desmoglein-1 olmak iizere konak
bariyer proteinlerini pargalayarak epitel bariyerine zarar verir. LL-37 olarak
tanimlanan epitel antimikrobiyal peptitleri parcalar ve keratinositlerinde IL-6, 1L-8,
TLSP, IL-1a ve IL-1B ekspresyonunu artirarak enflamasyonu destekler (96). FAME,
yag asitlerini kolesterole esterlestirir ve boylece bakterisidal etkisini ortadan kaldirirak
etki gosterir (8).

S. epidermidis tarafindan {iretilen tek toksin, ¢ogunlukla N-formillenmis alfa-
heliks peptit o-toksindir. O-toksin, sitoplazmik membranda porlar olusturarak
eritrositlerin lizisine neden olur. 6-toksin ayrica, makrofaj kokeninden gelen
hiicrelerde sitokin ve NF-«B iiretimini diizenledigi i¢in fenolde ¢oziinen modulin ad1
verilen bir enflamatuar polipeptit kompleksinin bir parcasidir (8).

S. epidermidis'te spesifik antibiyotik diren¢ genleri yaygindir. Bircok iilkede
hastane kaynakli enfeksiyonlardan izole edilen S. epidermidis izolatlar1 metisiline

onemli 6l¢iide direnglidir (97). Bazi iilkelerde alinan 6nlem ve hijyen caligmalari
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metisilin direngli S. aureus’a (MRSA) kars1 etki géstermisken, metisilin direngli S.
epidermidis i¢in daha disik diizeyde etki goOstermistir (97). Metisiline direng,
stafilokok kaset kromozomu mec (SCCmec) araciligi ile gelisir. Bu kaset kromozomu,
diger PBP'lerin afinitesine kiyasla metisiline daha az afinitesi olan penisilin baglayici
bir protein olan PBP2a'y1 kodlayan mecA genini igerir. S. epidermidis'te 10 farkl
SCCmec yapisi tanimlanmistir ve en yaygin SCCmec tip IV goriiliir (97). Metisiline
direncin yani sira, S. epidermidis rifamisin, florokinolonlar, gentamisin, tetrasiklin,
kloramfenikol, eritromisin, klindamisin ve siilfonamidler de dahil olmak iizere bir¢ok
baska antibiyotige diren¢ kazanmistir. Streptograminler, linezolid ve tigesikline direng
de nadir olsa da goriilmektedir. Cogu antibiyotik direng geni plazmit aracili taginir ve
metisiline direngli olanlarda metisiline duyarli olanlara kiyasla daha sik bulunur (97).
Metisiline ve diger antibiyotiklere karsit dirence ragmen, S. epidermidis kaynakl
kateter enfeksiyonlarinin 6nemli bir kismi kateter ¢ikarilmadan vankomisin gibi
antibiyotiklerle tedavi edilebilir. Ancak biyofilm olusumu vankomisin ve diger
antibiyotiklerin etkinligini énemli 6l¢iide azaltmaktadir (97). Ortaya ¢ikan direng
sorunu sonucunda tedavi i¢in kullanilan mevcut antibiyotiklerin sayis1 azalmakta

bununla beraber tedavi siireci ve maliyeti zorlagsmaktadir (98).
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Etik Kurul Onay1

Bu tez calismasina Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan 20.03.2024 tarihli toplantisinda 124 sayili onay alind1
(Ek-1).

4.2. Bakteri izolatlar1 ve Calisma Grubu

Calismaya c¢esitli klinik birimlerden rutin tani amaciyla gonderilen klinik
orneklerden izole edilen ve rutin tan1 prosediirleri uygulanarak tanimlamalar1 yapilan
S. epidermidis ve kolistin direngli A. baumannii izolatlar1 dahil edildi. Bakteri
tanimlamalar1 BD Phoenix M50 (BD, ABD) tam otomatize sistemi ile yapildi. Kolistin
duyarlilig1 sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi ve >2 ug/ml direncli kabul edildi.
Otuz ii¢ S. epidermidis ve 17 kolistin direncli A. baumannii izolati ¢aligmanin
deneyleri baslayana kadar ornekler -20 °C’de saklamaya alindi. Fenotipik olarak
biyofilm iirettikleri tespit edilen izolatlar arasindan sekiz kolistin direncli A. baumannii
ve sekiz S. epidermidis olmak iizere 16 bakteri izolat: rastgele secilerek ¢alisma grubu
olusturuldu.

Bu calismada etki biiyiikliigii Cohen kriterleri kullanilarak 0,33, a=0,05 ve gii¢

0,91 alinarak gerekli olan minimum 6rnek sayis1 16 olarak belirlendi.

4.3. Biyofilm Olusumunun Fenotipik Tespiti

Calisma grubunu olusturmak amaciyla saklamaya alinan bakteri izolatlarinin
biyofilm olusturup olusturmadigini belirlemek amaciyla Kongo red agar (KRA)
metodu kullanildi. Besiyeri hazirlanmasinda Freeman ve ark. (99) tarafindan

uygulanan metod kullanildi.

Besiveri icerigi Miktar
Beyin-Kalp Infiizyon Sivi Besiyeri (BHIB) (Merck, Almanya) 37 g/L
Agar (Condalab, Ispanya) 10 g/L
Sakkaroz (Sigma-Aldrich, Almanya) 50 g/LL
Kongo Red Tozu (Sigma-Aldrich, Almanya) 0,8 g/L
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Besiyeri hazirlanirken; bir cam balon joje icerisine 800 ml distile su, BHIB,
agar ve sakkaroz eklendi ve ayr1 bir cam balon joje igerisine 200 ml distile su ve Kongo
red tozu eklendi. Her iki ¢cozelti de steril hale getirilmesi amaciyla 121 °C’de 15 dakika
stire ile otoklavlama islemi yapildi. Otoklavlama islemi sonrasinda besiyeri ¢ozeltisi
55 °C’ye soguyunca boya ¢Ozeltisi besiyeri ¢ozeltisi igerisine aktarildi ve homojen hale
gelene kadar galkalanarak karistirildi. Homojen hale gelen besiyeri ¢ozeltisi ¢alismada
kullanilmak iizere bek alevi bulunan ortamda steril petri kaplarina aktarildi ve
katilasmas1 saglanarak kullanima hazir hale getirildi.

Calisma grubunu olusturacak bakterilerin biyofilm iiretiminin fenotipik tespiti
amaciyla saklamaya alinan bakteri izolatlarinin hazirlanan besiyerlerine plastik 6ze
yardimuryla kiiltiirii yapildi.

Kiiltiirii yapilan bakteri izolatlar1 37 °C’de 24 saat siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 bakterilerin ilk koloni morfolojisi degerlendirildi ve kiiltiir igeren
besiyerleri ikinci degerlendirme i¢in 24 saat siireyle oda 1s1sinda bekletildi. Kuru, opak
siyah veya kirmizi-siyah renk olusturan koloniler biyofilm pozitif; pembe-kirmizi
koloniler biyofilm negatif olarak kabul edildi (Sekil 4.1) (100).

Biyofilm iiretimi pozitif bulunan izolatlar arasindan her iki bakteri i¢in de sekiz

izolat rastgele secilerek calisma grubu olusturuldu.

Sekil 4.1. Kongo red agarda biyofilm pozitif ve biyofilm negatif bakteri 6rnekleri (A:
Biyofilm negatif A. baumannii, B: Biyofilm pozitif A. baumannii, C: Biyofilm negatif
S. epidermidis, D: Biyofilm pozitif S. epidermidis)
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4.4. Quercetin Minimum Inhibitér Konsantrasyonun Diizeylerinin Belirlenmesi

Biyofilm {irettigi tespit edilerek segilen ¢alisma grubunda yer alan bakteriler
lizerinde quercetin igin minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIK) belirlemek
amactyla sivi mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Calisma i¢in her sicaklikta 6zdes ii¢
mikroplak hazirland1 ve es zamanli inkiibe edildi.

Besiyeri olarak katyon ayarli Miiller-Hinton s1v1 besiyeri (KAMHB) (Merck,
Almanya) kullanildi. Besiyeri iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda hazirlandi.
1000 ml distile su igerisine toz halindeki besiyerinden 22 gram eklenerek cam balon
joje icerisinde besiyeri ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin steril hale getirilmesi
amaciyla 121 °C’de 15 dakika siire ile otoklavlama islemi yapildi. Otoklavlama islemi
sonrasinda besiyeri sogumaya birakildi. Soguyan besiyeri steril tliplere alinarak
kullanima hazir hale getirildi.

Quercetin (Q4951, Sigma-Aldrich, Almanya) stok soliisyon %10’luk dimetil
siilfoksit (DMSO) (Aromel, Tiirkiye) igerisinde hazirlandi (101). Stok soliisyonu
hazirlamak i¢in > %99,99 safliktaki DM SO oncelikle steril su igerisinde 1:10 oraninda
diliie edilerek %10’luk DMSO konsantrasyonu elde edildi. Quercetin stok soliisyonu
2048 pg/ml konsantrasyonunda hazirlandi. Bu amagla %10’luk DMSO igerisinde

asagidaki formiiller ile eklenmesi gereken quercetin miktar1 hesaplandi (102).

Hacim (ml)xKonsantrasyon (ug/ml)

Agirlik (mg) =

Potens

Potens = Saflik x Aktif fraksiyon x (1 — su igerigi)

2048 ng/ml konsantrasyonunda quercetin stok soliisyonu hazirlamak amaciyla
oncelikle potens belirlendi ve ardindan agirlik;

Potens=960x1x(1 — 0,02)=940,8 ng/mg

Agirlik (mg)=2222%-108,84 mg

940,8

olarak belirlendi.
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Stvi  mikrodiliisyon testi i¢in bakteri siispansiyonu dogrudan koloni
siispansiyonu yontemi ile hazirlandi. Bu amagla saklamaya alinan bakterilerin koyun
kanli agara (KKA) ekimi yapildi ve gece boyu 37 °C’de inkiibe edilerek bakterilerin
iiremesi saglandi. Taze iireyen bakteri kolonilerinden 0,5 McFarland (10 kob/ml)
yogunlugunda bakteri slispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan siispansiyon 1:10 oraninda
diliie edilerek 107 kob/ml yogunlugu elde edildi.

MIK degerlerini belirlemek igin diiz tabanli 96 kuyucuklu mikroplaklar
kullanild1. Hazirlanan quercetin soliisyonu 1:2 oraninda diliie edilerek 1024 pg/ml
konsantrasyonu elde edildi. Quercetin MIK degerini belirlemek i¢in tiim kuyucuklara
taze hazirlanan KAMHB 100 pl eklendi. Ardindan ilk test kuyucuklarina 100 ul 1024
pg/ml quercetin soliisyonu eklenerek son kuyucuga kadar seri diliisyonu yapildi ve son
kuyucuktan 100 pl alinarak atildi. Boylece 512-1 pg/ml araliginda ikiser kat test
konsantrasyonlar1 elde edildi. Daha sonra kuyucuklara test edilecek bakterilerden
hazirlanan 107 kob/ml yogunlugundaki bakteri siispansiyonlarindan ilgili kuyucuklara
5 ul eklendi bdylece kuyucuklarda 5 x 10° kob/ml bakteri yogunlugu elde edildi. ilk
iki kuyucuk siitunu pozitif ve negatif kontrol kuyucuklari olarak hazirlandi. Uremenin
kontrolii, hipertermi etkisinin tek basina Ol¢iimii ve inhibisyon diizeylerini
belirleyebilmek amaciyla pozitif kontrol kuyucuklarinda sadece besiyeri ve bakteri yer
alirken; kontaminasyonun kontrolii amaciyla negatif kontrol kuyucuklarinda sadece
besiyeri ve quercetin yer aldi. Hazirlanan mikroplaklar 37 °C, 42 °C ve 45 °C’de 24
saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonun bitimiyle birlikte MiK degeri belirlemek icin degerlendirme
yapildi. Uremenin inhibe oldugu ve ¢iplak gozle goriilebilen en diisiik konsantrasyon
MIK olarak belirlendi. izolatlarin nihai MiK sonucu tekrar sonuclarinin ortancasi

olarak kabul edildi.

4.5. Ureme Inhibisyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Inhibisyon diizeylerinin Kkantitatif olarak belirlenmesi icin spektrofometrik
yontem kullanildr (103). MiK degerlerini belirlemek igin daha 6nce belirtilen sekilde
hazirlanan mikroplaklar inkiibasyona girmeden Once, inkiibasyonun 2. saatinde,
inkiibasyonun 4. saatinde, inkiibasyonun 6. saatinde ve 24. saatin sonunda Euroimmun

Analyzer [ (Euroimmun, Almanya) cihazinda 620 nm dalga boyunda
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spektrofotometrik Olgiimleri alindi ve 6l¢iim zamanlarinda elde edilen sonuglarin
ortalamas1 alinarak kaydedildi. Elde edilen sonuglara gore inhibisyon diizeyleri

asagidaki sekilde hesaplandi (103).

T24 Test—TO Test
T24 PK37-TO0 PK37

Inhibisyon diizeyi (%) = 1 — ( ) X 100

724 Test: Quercetin + bakteri iceren test kuyucuklarimn 24. Saatteki 6l¢iim sonucu, T0 Test: Quercetin + bakteri
igeren test kuyucuklarinin 0. Saatteki olgiim sonucu, T24 PK37: 37 °C deki pozitif kontrol kuyucuklarimin 24. Saatteki dl¢iim
sonucu, T0 PK37: 37 °C’deki pozitif kontrol kuyucuklarimin 0. Saatteki 6l¢iim sonucu

Sadece hiperterminin inhibisyon etkisini 6l¢gmek amactyla yukaridaki formiilde
yer alan 724 Test ve T0 Test igin bakterilerin 42 °C ve 45 °C’deki pozitif kontrol

kuyucuklarinin 6l¢iim sonuglar1 kullanildi.

4.6. Biyofilm Inhibisyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Quercetinin biyofilm inhibisyonu iizerindeki etkisinin kantitatif analizi i¢in
kristal viyole metodu kullanildi. Yontem i¢in Stepanovic ve ark. tarafindan yapilan
caligsmalarda kullanilan teknik uygulandi (104,105). Calisma i¢in her sicaklikta 6zdes
tic mikroplak hazirlandi ve es zamanli inkiibe edildi.

Besiyeri olarak %1 (w/v) glikoz eklenmis triptik soy sivi besiyeri (TSB)
kullanildi. TSB (Oxoid, ingiltere), iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda 30 gram
tartilarak 1000 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildi. Glikoz (Merck, Almanya)
agirlik/hacim (w/v) olacak sekilde hazirlanan besiyeri ¢ozeltisi icerisine 10 gram
tartilarak eklendi. Hazirlanan besiyeri ¢ozeltisinin steril hale getirilmesi amaciyla 121
°C’de 15 dakika siire ile otoklavlama islemi yapildi. Otoklavlama iglemi sonrasinda
besiyeri sogumaya birakildi. Soguyan besiyeri steril tliplere alinarak kullanima hazir
hale getirildi.

Quercetin stok soliisyonu 2048 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde
%10’luk DMSO igerisinde hazirlandi.

Bakteri silispansiyonu i¢in dogrudan koloni siispansiyonu yontemi kullanildi.
Bu amagla ¢alisma grubunda yer alan bakterilerin KKA’da kiiltiirii yapildi ve gece
boyu 37 °C’de inkiibe edilerek bakterilerin iiremesi saglandi. Taze iireyen bakteri
kolonilerinden 0,5 McFarland (10® kob/ml) yogunlugunda bakteri siispansiyonu

hazirlandi.
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Calisma 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplaklarda yapildi. Tiim kuyucuklara
oncelikle 100 pl %1 glikoz eklenmis TSB besiyerinden eklendi. Ardindan stok
soliisyondan 100 pl alinarak ilk test kuyucuklarindan son test kuyucuklarina kadar seri
dilisyonu yapildi ve son kuyucuktan 100 pl almarak atildi. Quercetin seri
diliisyonunun ardindan tiim kuyucuklara 80 pl besiyeri tekrar eklendi. Hazirlanan 0,5
McFarland yogunlugundaki bakteri siispansiyonlarindan 20 pl alinarak ilgili test
kuyucuklarina eklendi. Boylece kuyucuklarin final hacmi 200 pl’ye ulasti ve quercetin
konsantrasyonlari i¢in 512-1 pl araliginda ikiser kat test konsantrasyonlar1 elde edildi.
Ik iki kuyucuk siitunu pozitif ve negatif kontrol kuyucuklari olarak hazirlandi.
Uremenin kontrolii, hipertermi etkisinin tek basina 6l¢iimii ve inhibisyon diizeylerini
belirleyebilmek amaciyla pozitif kontrol kuyucuklarinda sadece besiyeri ve bakteri yer
alirken; kontaminasyonun kontrolii amaciyla negatif kontrol kuyucuklarinda sadece
besiyeri ve quercetin yer aldi. Hazirlanan mikroplaklar 37 °C, 42 °C ve 45 °C’de 24
saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda testin kantitatif analizi i¢in kristal viyole
yontemine ait asamalara gecildi. Ilk olarak inkiibasyon siiresi biten mikroplaklar
igerisindeki kuyucuklar hizla ters ¢evrilerek bosaltildi. Bosaltilan mikroplaklar fosfat
buffered saline (PBS) ile ii¢ kez yavasca yikandi ve kuyucuklardaki planktonik
hiicreler uzaklastirildi. Yikanan mikroplaklar ters cevrilerek kurumaya birakildi.
Kuruyan kuyucuklarda tutunan bakteri biyofilmlerini fikse etmek amaciyla 200 pl
metanol (Isolab, Tiirkiye) eklendi ve 15 dakika beklendi. Siirenin sonunda
kuyucuklardaki metanol bosaltildi ve kuyucuklar kurumaya birakildi. Fiksasyon
sonras1 kuruyan kuyucuklara 150 ul %0,1 kristal viyole boyas1 eklendi ve boyanin
penetrasyonu i¢in 15 dakika beklendi. Ardindan kuyucuklardaki fazla boya bosaltildi
ve PBS ile yikama yapilarak fazla boya uzaklastirildi. Bosaltilan kuyucuklar kurumaya
birakildi. Kuyucuklardaki kuruyan boyay1 ¢dzdiirmek amaciyla %33’liikk glasiyal
asetik asit (Merck, Almanya) eklendi ve kuyucuk yiizeyinde tutunan boyanin
cozdiiriilmesi saglandi. Hazir hale gelen mikroplaklarin Euroimmun Analyzer I
cthazinda 570 nm dalga boyunda spektrofotometrik ol¢iimleri alind1 ve elde edilen
sonuclarin ortalamasi alinarak kaydedildi. Elde edilen sonuglara gore biyofilm

inhibisyon diizeyleri asagidaki sekilde hesapland1 (106).
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Test OD570

. O g o 0 _ _
Biyofilm Inhibisyon Orani (%) = (1 K37 0D570

) x 100

Test OD570: Quercetin ve bakteri igceren iceren test kuyucugunun ol¢iim sonucu, PK37 OD570: 37 °C’deki pozitif

kontrol kuyucuklarinin 6l¢iim sonucu

Sadece hiperterminin inhibisyon etkisini 6l¢mek amaciyla yukaridaki formiilde
yer alan Test OD570 icin bakterilerin 42 °C ve 45 °C’deki pozitif kontrol

kuyucuklarinin 6l¢iim sonuglar1 kullanildi.

4.7. In vitro Tedavi Modeli Deneyi

In vitro tedavi modeli deneyinde hiperterminin iki saatlik etkisinin iireme ve
biyofilm iizerine etkinliginin 6l¢iilmesi amacglandi. Bu dogrultuda iireme ve biyofilm
inhibisyon oranlarinin tespiti i¢in yukarida tanimlanan iireme inhibisyonu ve biyofilm
inhibisyonu yontemleri ile Sturtevant ve ark. (61) yontemi modifiye edildi. Calisma
icin 0zdes tic mikroplak hazirlandi ve es zamanli inkiibe edildi.

Quercetin stok soliisyonu 2048 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde
%10’luk DMSO igerisinde hazirlandi. Hazirlanan stok soliisyon i¢in iireme inhibisyon
deneyi i¢in 5 ml KAMHB igeren 10 adet steril kapakli 15 mI’lik tiiplerin igerisinde,
biyofilm inhibisyon deneyi i¢in 5 ml 10 adet %1 glikoz eklenmis TSB igeren steril
kapakli 15 mI’lik tiiplerin igerisinde 1:2 oraninda seri diliisyonlar1 yapildi ve 1024-2
png/ml konsantrasyonunda quercetin iceren stok soliisyonlar elde edildi.

Bakteri siispansiyonu i¢in dogrudan koloni siispansiyonu yontemi kullanildi.
Bu amagla ¢alisma grubunda yer alan bakterilerin KKA’da kiiltiirii yapildi ve gece
boyu 37 °C’de inkiibe edilerek bakterilerin iiremesi saglandi. Taze lireyen bakteri
kolonilerinden 0,5 McFarland (10® kob/ml) yogunlugunda bakteri siispansiyonu
hazirlandi. Ureme inhibisyonunu belirlemek igin hazirlanan siispansiyon 1:10
oraninda diliie edilerek 107 kob/ml yogunlugu elde edildi.

Hiperterminin iki saatlik etkisinde {ireme inhibisyon diizeyini belirleyebilmek
i¢in 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplaklar kullanildi. Her kuyucuga 90 ul KAMHB
eklendi. Ardindan 107 kob/ml yogunlugundaki bakteri siispansiyonundan 10 ul test
kuyucuklarma eklendi. Uremenin kontrolii, hipertermi etkisinin tek basina dl¢iimii ve
inhibisyon diizeylerini belirleyebilmek amaciyla pozitif kontrol kuyucuklarinda
sadece besiyeri ve bakteri yer alirken; kontaminasyonun kontrolii amaciyla negatif

kontrol kuyucuklarinda sadece besiyeri ve quercetin yer aldi. Hazirlanan mikroplaklar
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dort saat stire ile 37 °C’de inkiibe edildi ve bakteri sayisinin artmasi saglandi. Stirenin
sonunda mikroplaklar 37 °C’den alind1 ve hazirlanan quercetin stok soliisyonlarindan
ilgili kuyucuklara 100 pl eklendi. Boylece kuyucuklardaki toplam hacim 200 ul’ye,
quercetin konsantrasyonlar1 ise 512-1 pg/ml’ye ulasti. Hazirlanan mikroplaklar
Euroimmun Analyzer 1 cihazinda baslangic icin 620 nm dalga boyunda
spektrofotometrik 6l¢timleri alindi ve 6lgiimiin ardindan mikroplaklar iki saat siire ile
45 °C’de inkiibe edildi. Siirenin sonunda mikroplaklar tekrar 37 °C’ye alind1 ve 24
saatlik siire tamamlanana kadar inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda tekrar
spektrofotometrik Ol¢timleri alindi ve kaydedildi. Elde edilen sonuglar daha 6nce
belirtilen ireme inhibisyon formiilii ile hesaplandi.

Hiperterminin iki saatlik etkisinde biyofilm inhibisyon diizeyini
belirleyebilmek i¢in 96 kuyucuklu diiz tabanlt mikroplaklar kullanildi. Her kuyucuga
80 ul %1 glikoz eklenmis TSB eklendi. Ardindan 10® kob/ml yogunlugundaki bakteri
siispansiyonundan 20 pl test kuyucuklarma eklendi. Uremenin kontrolii, hipertermi
etkisinin tek bagina 6l¢limii ve inhibisyon diizeylerini belirleyebilmek amaciyla pozitif
kontrol kuyucuklarinda sadece besiyeri ve bakteri yer alirken; kontaminasyonun
kontrolii amaciyla negatif kontrol kuyucuklarinda sadece besiyeri ve quercetin yer
aldi. Hazirlanan mikroplaklar dort saat siire ile 37 °C’de inkiibe edildi ve bakteri
sayisinin artmasi saglandi. Siirenin sonunda mikroplaklar 37 °C’den alindi ve
hazirlanan quercetin stok soliisyonlarindan ilgili kuyucuklara 100 ul eklendi. Boylece
kuyucuklardaki toplam hacim 200 ul’ye, quercetin konsantrasyonlarit ise 512-1
pg/ml’ye ulasti. Ardindan mikroplaklar iki saat siire ile 45 °C’de inkiibe edildi. Siirenin
sonunda mikroplaklar tekrar 37 °C’ye alind1 ve 24 saatlik siire tamamlanana kadar
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda kristal viyole yontemi uygulandi ve
spektrofotometrik ol¢timleri alinarak kaydedildi. Elde edilen sonuglar daha once
belirtilen biyofilm inhibisyon formiilii ile hesaplandi.

In vitro tedavi modeli deneyinden elde edilen veriler 37 °C’deki tlireme ve
biyofilm inhibisyon diizeyleri ile kiyaslanarak iki saatlik hipertermi etkisinin arada bir

fark olusturup olusturmadig incelendi.
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4.8. Gecirimli Elektron Mikroskobi (TEM) Goriintiilemesi

Bakteri hiicrelerinde quercetin ve hipertermi etkisinin hiicre yapisinda
olusturdugu etkileri gozlemlemek amaciyla hem S. epidermidis hem de kolistin
direncli A. baumannii igin hazirlanan 37 °C, 37 °C+quercetin, 42 °C+quercetin ve 45
°C+quercetin orneklerine gecirimli elektron mikroskobi (TEM) uygulandi. Elektron
mikroskobisi Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nde (DUBTAM) hizmet alim1 olarak yiiriitiildii.

Quercetin i¢in 1024 pg/ml konsantrasyonunda stok soliisyon hazirlandi. Her
iki bakteri i¢in birer izolat se¢ildi ve KKA’da taze kiiltiirii yapildi. Hazirlanan taze
kiltiirlerden her iki bakteri i¢in 0,5 McFarland yogunlugunda bakteri siispansiyonu
hazirland1. Hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 1:10 oraninda diliie edildi. 37 °C’de
normal hiicreleri gozlemlemek i¢in steril kapakli 15 ml’lik tiiplerin igerisine 1900 pl
KAMHB eklendi ve ardindan diliie edilen bakteri siispansiyonundan 100 pl eklendi.
37°C + quercetin, 42 °C + quercetin ve 45 °C + quercetin 6rnekleri i¢in steril kapakl
15 mP’lik tiiplerin igerisine 900 pl KAMHB eklendi ve ardindan diliie edilen bakteri
siispansiyonundan 100 pl eklendi. Daha sonra hazirlanan quercetin stok
soliisyonundan 1000 pl eklendi ve homojen hale getirildi. Boylece tiiplerdeki quercetin
konsantrasyonu 512 pg/ml’ye, bakteri yogunlugu 5 x 103 kob/ml’ye ve toplam hacim
iki mI’ye ulasti. Hazirlanan 6rnekler 37 °C, 42 °C ve 45 °C’de 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda rnekler 3000xg bes dakika santrifiij edildi ve elde
edilen siipernatant atildi. Pelet i¢in %2,5’luk glutaraldehit igerisinde 24 saat boyunca
ilk fiksasyonu yapildi. Daha sonra ii¢ defa 15 dakikada bir degistirilmek suretiyle pH:
7,4 ve 0,1 M fosfat tamponu ile yikands. ikinci fiksasyon osmium tetroksit igerisinde
1,5 saat siireyle +4 °C’de yapildi. Ornekler daha sonra ii¢ defa 15 dakika fosfat
tamponunda yikandi. Dehidratasyon isleminde + 4 °C’de %50, %70, %90’ lik etil alkol
ile 2 defa 15 dakika; %96, %100’liik etil alkol ile 2 defa 30 dakika siireyle uygulandi.
Daha sonra ornekler propilen oksitte iki defa 30 dakika siireyle, 1:1 oranindaki
propilen oksit ve araldit karisiminda iki saat siireyle bekletildi. Ornekler saf araldit
icerisinde bir gece bekletildikten sonra gomme islemi yapildi. Polimerizasyon islemi
iki giin boyunca 60 °C sicakligindaki etiivde gergeklestirildi. islem sonras1 yar1 ince

kesit alma islemine gecildi.
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Bloklar trimlendikten sonra Leica ultramikrotomda (Leica, Almanya) 500 um
yar1 ince kesitler alindi. Alinan ince kesitler petri kabina konulan toluidin mavisi
boyasi i¢inde 7 dakika bekletildi. Daha sonra temiz petri kabina konulan distile su
icinde 2-3 dakika bekletildikten sonra fazla boyadan arindirildi. Lamlara alinip
kuruduktan sonra 151k mikroskobunda incelenerek bdlge segimi yapildi. Islem sonrasi
ince kesit alma islemine gecildi.

70-100 pm boyutlarinda olan ince kesitler 200 mesh bakir gridler iizerine alinip
%2’lik uranil asetat ile 1 saat siiresince boyandi. Gridler fosfat tamponu ile yikandiktan
sonra 15 dakika kursun asetat ile muamele edildi. Kursun asetat ile muamelesinden
sonra tekrar yikandi bdylece numuneler elektron mikroskobunda incelemeye hazir
hale getirildi (107).

Incelemeye hazir hale gelen drnekler Jeol JEM-1010 (Jeol, Japonya) model
TEM ile incelendi ve ayni elektron mikroskobuna bagl yandan girisli 782 ES500W
Erlangshen CCD kamera (Gatan, ABD) araciligi ile goriintiiler alindi.

4.9. istatistiksel Analiz

Calisma grubunda yer alan her iki bakteriye ait sekiz izolatin sonuglarinin
ortalamasi alind1 ve istatistiksel analize dahil edildi.

Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde IBM SPSS 21.0 istatistik paket
programi kullanildi. Olgiimsel degiskenler ortalama + standart sapma (SS), medyan,
minimum deger, maksimum deger, korelasyon katsayisi (1), %95 giiven araligi (%95
CI), kategorik degiskenler say1 ve yiizde (%) ile sunuldu. Verilerin normal dagilima
uyup uymadigma Shapiro-Wilk normallik testi ile bakildi. Normal dagilim
gostermeyen; iki grup arasindaki karsilastirmada Mann Whitney U testi kullanildi.
Normal dagilim gostermeyen ikiden fazla gruplarin karsilagtirilmasinda Kruskal
Wallis testi ile Friedman Anova testi kullanildi. Nitel degiskenlerin
karsilagtirilmasinda Pearson Chi-kare (y2) testi kullanildi. Degiskenler arasindaki
iligki icin Spearman korelasyon analizi yapildi. Hipotezler ¢ift yonlii alinarak, p<0,05

ise istatistiksel olarak anlamli sonug kabul edildi.
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S. BULGULAR

5.1. Kongo Red Agar ile Biyofilm Olusumu Tespiti

Calisma grubunu olusturmak amaciyla ¢esitli klinik 6rneklerden 1zole edilerek
saklamaya alinan 33 S. epidermidis izolatinin 23’1 (%69,7), 17 kolistin direngli A.
baumannii izolatinin dokuzu (%52,9) KRA metodu ile biyofilm olusturdugu tespit
edildi.

5.2. Quercetin Minimum Inhibitor Konsantrasyon Diizeyleri ve Hipertermi

Etkisinde Degisimleri

Kolistin direncli A. baumannii izolatlarmin tamami (%100) i¢in 37 °C’de MIK
degeri >512 pg/ml; 42 °C’de bir izolat (%12,5) igin MIK degeri 128 pg/ml, yedi izolat
(%87,5) igin 256 pg/ml; 45 °C’de alti izolat (%75) i¢in MIK degeri 128 pg/ml, iki
izolat (%25) i¢in 256 pg/ml olarak tespit edildi (Tablo 5.1).

37 °C’deki MIK sonuglar ile kiyaslandiginda 42 °C’de bir izolatta (%12,5)
dort kattan daha biiylik, diger yedi izolatta (%87,5) ise iki kattan daha biiyiik diizeyde
MIK sonuglarinda azalma goriildii. 45 °C’deki MiK sonuclarinda ise 37 °C’ye kiyasla
alt1 izolatta (%75) dort kattan daha biiytik, iki izolatta (%?25) iki kattan daha biiyiik
diizeyde MIK sonuglarinda azalma goriildii. 42 °C ile kiyaslandiginda MIK
sonuclarinda 45 °C’de bes izolatta (%62,5) iki katlik azalma goézlemlenirken, ii¢
izolatta (%37,5) degisim gozlemlenmedi (Tablo 5.1).

Tablo 5. 1. Kolistin direngli A. baumannii 37 °C, 42 °C ve 45 °C'deki quercetin MIK
sonuglar1 ve hipertermi etkisinde MIK degisimleri

izolat MiK Sonuclari (ng/ml) MiK Degisimleri
37°C 42°C 45°C 37°C-42°C 37°C-45°C 42°C-45°C
ColRAB-1 >512 128 128 >4x >4x DY
ColRAB-2 >512 256 128 >2x >4x 2x
ColRAB-3 >512 256 128 >2x >4 2%
ColRAB-4 >512 256 128 >2x >4x 2x
ColRAB-5 >512 256 256 >2x >2 X DY
ColRAB-6 >512 256 128 >2x >4x 2x
ColRAB-7 >512 256 128 >2x >4 2%
ColRAB-8 >512 256 256 >2x >2x DY

ColRAB: Kolistin Direngli A. baumannii, DY: Degisim yok
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S. epidermidis izolatlarma ait 37 °C’deki MIK degerleri dort izolatta (%50) 512
pg/ml, dort izolatta (%50) 256 pg/ml olarak belirlendi. 42 °C’de izolatlarin yedisinde
(%87,5) MIK degeri 256 ug/ml, birinde (%12,5) 512 pg/ml idi. 45 °C°de bes izolatin
(%62,5) MIK degeri 256 ng/ml iken ii¢ izolatta (%37,5) MIK degeri 128 pg/ml olarak
tespit edildi (Tablo 5.2).

37 °C’deki MIK degerleri ile kiyaslandiginda 42 °C’de ii¢ izolatta (%37,5) iki
katlik; 45 °C’de ise bes izolatta (%62,5) iki katlik, bir izolatta (%12,5) ise dort katlik
azalma goriildii. 42 °C ile kiyaslandiginda MiK degerlerinde 45 °C’de dort izolatta
(%50) iki katlik azalma tespit edildi (Tablo 5.2).

Tablo 5. 2. S. epidermidis 37 °C, 42 °C ve 45 °C'deki quercetin MIK sonuglar1 ve
hipertermi etkisinde MIK degisimleri

izolat MIK Sonuclar1 (ng/ml) MIK Degisimleri
37°C  42°C 45°C 37°C-42°C 37°C-45°C  42°C-45°C

SE-1 512 256 256 2% 2x DY
SE-2 256 256 128 DY 2x 2x
SE-3 512 512 256 DY 2x 2x
SE-4 512 256 128 2% 4x 2%
SE-§ 256 256 256 DY DY DY
SE-6 256 256 128 DY 2% 2x
SE-7 256 256 256 DY DY DY
SE-8 512 256 256 2% 2% DY

SE: S. epidermidis, DY: Degisim yok

5.3. Kolistin Direncli A. baumannii Ureme Inhibisyon Deneyi Sonuclar

Kolistin direngli A. baumannii i¢in 37 °C, 42 °C ve 45 °C ile degisen quercetin
konsantrasyonlarinin {ireme inhibisyonu iizerine etkileri incelendiginde; sadece
hipertermi etkisinde lireme inhibisyonu i¢in anlamli bir fark gézlemlenmedi (p>0,05).
64-1 pg/ml arasinda degisen quercetin konsantrasyonlarinda da anlamli bir fark
goriilmedi (p>0,05). Diger yandan 42 °C’de 512 pg/ml quercetin konsantrasyonunda
%?26,16£23,46 inhibisyon goriiliirken, bu oran 45 °C’de %60,91+17,38 diizeyindeydi.
Benzer sekilde 256 pg/ml quercetin konsantrasyonunda 42 °C’de %32,63+16,51
inhibisyon goriiliirken, 45 °C’de %7,66+10,22 diizeyinde lireme inhibisyonu saptandi.
128 pg/ml quercetin konsantrasyonunda 45 °C’de %11,51+7,84 diizeyinde iireme
inhibisyonu gozlemlendi. Bu durumda 512, 256 ve 128 pug/ml quercetin

konsantrasyonlaridna degisen sicaklik diizeyleri ile arasinda anlamli bir fark
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gozlemlendi (p<0,05). Ayni sicakliklarda degisen quercetin konsantrasyonlarinda 37
°C’de anlaml bir fark goriilmez iken, 42 °C ve 45 °C’de aym sicakliklarda degisen
quercetin konsantrasyonlar1 arasinda anlaml fark goriildii (p<0,05) (Tablo 5.3).

Tablo 5. 3. Kolistin direngli A. baumannii’nin quercetin ve hipertermi etkisinde tireme
inhibisyon diizeyleri

Kons. 37°C (%) 42°C (%) 45°C (%)
(ng/ml)

Ort+SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max)

512 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 26,16+23,46 21,13 (0,00-66,70) 60,91£17,38 61,54 (36,79-88,04) < 0,001

256 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 32,63+16,51 27,79 (12,53-66,13) 7,66£10,22 3,22 (0,00-26,30) < 0,001

128 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,80+5,08 0,00 (0,00-14,37) 11,51+7,84 14,54 (0,00-19,97) 0,001
64 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,84+5,19 0,00 (0,00-14,68) 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,368
32 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 0.60+1.13 0,00 (0,00-2,83) 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,124
16 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
8 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
4 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
2 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
1 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

HT 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
» 1,000 <0,001 <0,001

Kons: Konsantrasyon, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan, Min: Minimum, Max: Maksimum

Kolistin direngli A. baumannii’nin sadece hipertermi etkisi altinda farkl
sicakliklardaki tireme diizeyleri arasinda 2. ve 4. saatlerde anlamli bir fark goriilmedi
(p>0,05). Ancak sadece hipertermi etkisi altinda farkli sicakliklardaki tireme diizeyleri
arasinda 6. saatte ve 24. saatte anlamli bir fark saptandi (p<0,05) (Tablo 5.4, Sekil 5.1).

Tablo 5. 4. Kolistin diren¢li A. baumannii'nin farkli sicakliklardaki iireme diizeyleri
arasindaki iligki

[of O O
ColRAB 37 °C (%) 42 °C (%) 45 °C (%) »

Ort+SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max)

2.Saat 0,079+0,051 0,063 (0,051-0,207)  0,065+0,006 0,065 (0,055-0,074)  0,063+0,008 0,06 (0,055-0,078) 0,593
4.Saat 0,175£0,033 0,169 (0,125-0,243)  0,167£0,031 0,157 (0,136-0,239)  0,154+0,034 0,147 (0,132-0,237) 0,080
6.Saat 0,296+0,027 0,301 (0,24-0,337) 0,272£0,029 0,266 (0,242-0,335)  0,236+0,02 0,239 (0,200-0,258) 0,003

24.Saat  0,756+0,209 0,733 (0,51-1,026) 0,133£0,018 0,137 (0,106-0,151)  0,147+0,021 0,145 (0,122-0,178) <0,001

ColRAB: Kolistin Direngli A. baumannii, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan, Min: Minimum, Max: Maksimum
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Kolistin Direncli A. baumannii
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Sekil 5.1. Kolistin direngli A. baumannii'nin farkli sicakliklardaki 0., 2., 4., 6. ve 24.
saatlerdeki tireme diizeyleri

5.4. S. epidermidis Ureme Inhibisyon Deneyi Sonuglari

S. epidermidis i¢gin 37 °C, 42 °C ve 45 °C ile degisen quercetin
konsantrasyonlarmin {ireme inhibisyonu {lizerine etkileri incelendiginde; sadece
hipertermi etkisinde {ireme inhibisyonu i¢in anlamli bir fark gdzlemlenmedi (p>0,05).
64-1 pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda da anlamla bir fark goriilmedi
(p>0,05). 37 °C, 42 °C ve 45 °C’de 512 pg/ml quercetin konsantrasyonunda sirasiyla
%27,01+14,81, %96,95+21,55 ve %79,16+20,96 diizeyinde inhibisyon goriildii ve
anlamli bir fark gézlemlendi (p<0,001). 37 °C, 42 °C ve 45 °C’de 256 pg/ml quercetin
konsantrasyonunda sirastyla  %13,78+£14,86, %?29,93£16,59 ve %33,74+9,82
diizeyinde inhibisyon goriildii ve anlamli bir fark gézlemlendi (p=0,022). 128 pg/ml
icin 37 °C ve 42 °C’de iireme inhibisyonu gozlemlenmedi, 45 °C’de %7,67+11,86
diizeyinde ilireme inhibisyonu ve anlamli bir fark goézlemlendi (p=0,038). Ayni
sicakliklarda degisen quercetin konsantrasyonlarinda iireme inhibisyonu agisindan 37

°C, 42 °C ve 45 °C’de anlaml fark gorildii (p<0,05) (Tablo 5.5).
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Tablo 5. 5. S. epidermidis’in quercetin ve hipertermi etkisinde iireme inhibisyon

diizeyleri
Kons. 37 °C (%) 42 °C (%) 45 °C (%)
p
(ng/ml)
Ort+SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max)

512 27,01£14,81 28,67 (3,39-46,98)  96,95+21,55 90,99 (63,68-132,02) 79,16+20,96 67,59 (60,28-114,66) < 0,001

256 13,78+14,86 11,55 (0,00-29,34)  29,93+16,59 33,07 (0,00-57,88) 33,74+9,82 34,03 (17,19-50,10) 0,022

128 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00:+0,00 0,00 (0,00-0,00) 7,67+11,86 0,00 (0,00-29,44) 0,038
64 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00:+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
32 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00:+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00:+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
16 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00:+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00:+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
8 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00:+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00:+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
4 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00:+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00:+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
2 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00:+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
1 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

HT 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00:+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
P <0,001 <0,001 <0,001

Kons: Konsantrasyon, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan, Min: Minimum, Max: Maksimum

S. epidermidis’in sadece hipertermi etkisi altinda farkli sicakliklardaki iireme
diizeyleri arasinda tiim 6l¢iim saatlerinde anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05) (Tablo
5.6, Sekil 5.2).

Tablo 5. 6. S. epidermidis'in farkli sicakliklardaki ireme diizeyleri arasindaki iligki

SE 37 °C (%) 42 °C (%) 45 °C (%) »

Ort+SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max)

2.Saat 0,044+£0,004 0,044 (0,039-0,051)  0,042+0,002 0,041 (0,040-0,047)  0,040+0,001 0,040 (0,038-0,043) 0,028
4.Saat 0,044+0,002 0,045 (0,040-0,049)  0,050+0,003 0,050 (0,046-0,055)  0,048+0,004 0,046 (0,042-0,055) 0,018
6.Saat 0,058+0,007 0,057 (0,046-0,068)  0,097+0,036 0,088 (0,052-0,158)  0,074+0,019 0,069 (0,052-0,107) 0,034

24.Saat  0,483+0,089 0,487 (0,373-0,648)  0,125+0,037 0,129 (0,064-0,195)  0,086+0,038 0,073 (0,052-0,148) <0,001
SE: S. epidermidis, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan, Min: Minimum, Max: Maksimum

0.6 S. epidermidis
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Sekil 5.2. S. epidermidis'in farkl sicakliklardaki 0., 2., 4., 6. ve 24. saatlerdeki iireme

diizeyleri
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5.5. Kolistin Direncli A. baumannii Biyofilm Inhibisyon Deneyi Sonuclari

Biyofilm inhibisyon diizeyleri her ii¢ sicaklikta da en fazla 512 ug/ml quercetin
konsantrasyonunda tespit edildi. Tek basina sicaklik etkisi altinda 42 °C ve 45 °C’de
sirastyla  %8,68+24,54 ve %13,07£30,22 diizeyinde biyofilm inhibisyonu
gozlemlendi. Kolistin diren¢li A. baumannii i¢in 37 °C, 42 °C ve 45 °C’de degisen
quercetin konsantrasyonlarinin biyofilm inhibisyonunda tiim konsantrasyonlarda
anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05). Ayni sicakliklarda degisen quercetin
konsantrasyonlarinda biyofilm inhibisyonu agisindan 37 °C, 42 °C ve 45 °C’de anlaml1
fark goriildi (p<0,05) (Tablo 5.7).

Tablo S. 7. Kolistin direngli A. baumannii’nin quercetin ve hipertermi etkisinde
biyofilm inhibisyon diizeyleri

Kons. 37°C (%) 42 °C (%) 45°C (%)
(ng/ml) p
Ort£SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max)
512 52,46+32,06 55,67 (3,42-98,33) 40,03+35,71 49,98 (0,00-90,93)  51,70+34,58 67,53 (0,00-81,83) 0,579
256 39,39+19,34 39,47 (14,75-66,72)  19,75+33,76 0,95 (0,00-94,49)  45,04+31,23 48,43 (0,00-82,84) 0,149
128 17,18+25,25 6,40 (0,00-72,86) 16,43+30,11 2,22 (0,00-85,18)  38,03+42,06 28,59 (0,00-96,00) 0,808
64 2,95+6,42 0,00 (0,00-18,11) 13,12+£32,16 0,00 (0,00-92,18)  23,56+31,15 9,90 (0,00-82,93) 0,381
32 13,02£31,60 0,00 (0,00-90,59) 11,81+33,39 0,00 (0,00-94,45)  28,94+36,97 6,48 (0,00-79,38) 0,391
16 29,38+34,85 18,48 (0,00-97,28) 11,01£31,14 0,00 (0,00-88,07)  23,17+33,23 0,00 (0,00-81,31) 0,160
8 20,05+37,50 0,00 (0,00-89,97) 11,40+£29,13 0,00 (0,00-83,15) 15,32422,39 0,00 (0,00-56,75) 0,908
4 13,93£18,99 4,09 (0,00-51,11) 8,69+24,58 0,00 (0,00-69,52)  20,21£29,70 5,41 (0,00-82,18) 0,328
2 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 11,56+32,69 0,00 (0,00-92,45) 6,58+10,20 0,00 (0,00-26,01) 0,167
1 12,02+30,61 0,00 (0,00-87,40) 11,75433,22 0,00 (0,00-93,97) 6,09+13,91 0,00 (0,00-39,58) 0,875
HT 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 8,68+24,54 0,00 (0,00-69.,42) 13,07£30,22 0,00 (0,00-86,14) 0,336
p <0,001 0,005 0,035

Kons: Konsantrasyon, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan, Min: Minimum, Max: Maksimum

5.6. S. epidermidis Biyofilm Inhibisyon Deneyi Sonuclar

S. epidermidis igin 37 °C, 42 °C ve 45 °C’de degisen quercetin
konsantrasyonlarinin biyofilm inhibisyonu {izerine etkileri incelendiginde tiim
konsantrasyonlar i¢in anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05). Ancak tek basina
hipertermi etkisinde 42 °C ve 45 °C’deki inhibisyon diizeylerinde anlamli bir fark
goriildi (p=0,006). 42 °C ve 45 °C’de swrasiyla %28,92+28,73 ve %44,29+37,18
diizeyinde biyofilm inhibisyonu gozlemlendi. Ayni sicakliklarda degisen quercetin
konsantrasyonlarinda biyofilm inhibisyonu acgisindan 37 °C, 42 °C ve 45 °C’de anlaml

fark goriildi (p<0,05) (Tablo 5.8).
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Tablo 5. 8. S. epidermidis’in quercetin ve hipertermi etkisinde biyofilm inhibisyon

diizeyleri
Kons. 37°C (%) 42 °C (%) 45 °C (%)
(ng/ml) p
Ort+SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max)
512 46,70+30,72 57,62 (0,00-83,00)  52,21+£34,92 72,52 (0,00-81,77)  52,92+36,09 71,00 (0,00-86,95) 0,651
256 31,09+28,69 35,82 (0,00-68,71)  46,86+33,82 55,52 (0,00-78,54)  54,11+35,77 74,64 (0,00-84,96) 0,232
128 38,18+32,20 54,16 (0,00-70,18)  30,03+33,37 21,67 (0,00-75,50)  40,13+35,89 27,56 (0,00-90,17) 0,704
64 28,27+25,56 33,56 (0,00-64,82)  22,88+26,04 16,28 (0,00-61,21)  37,64+30,90 40,96 (0,00-88,00) 0,535
32 15,06£22,70 0,00 (0,00-51,88)  22,27+24,22 16,25 (0,00-54,82)  39,06+35,02 44,25 (0,00-84,33) 0,349
16 12,97£19,74 0,00 (0,00-45,18)  10,59+15,26 0,00 (0,00-35,97) 23,80+34,70 0,00 (0,00-84,02) 0,842
8 0,83+2,35 0,00 (0,00-6,64) 9,07+13,81 0,00 (0,00-35,79) 15,22+28,50 0,00 (0,00-68,95) 0,483
4 10,53+18,22 0,00 (0,00-45,80) 8,69+23,11 0,00 (0,00-65,78) 28,18+35,57 8,42 (0,00-82,65) 0,412
2 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 6,30+£17,81 0,00 (0,00-50,37) 19,43+35,84 0,00 (0,00-88,04) 0,127
1 2,45+6,01 0,00 (0,00-17,18)  11,46+24,32 0,00 (0,00-68,07) 30,93+36,76 17,70 (0,00-88,35) 0,267
HT 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 28,92428,73 23,33 (0,00-70,59)  44,29+37,18 50,00 (0,00-86,67) 0,006
P <0,001 <0,001 0,043

Kons: Konsantrasyon, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan, Min: Minimum, Max: Maksimum

5.7.Kolistin Direncli A. baumannii ve S. epidermidis Ureme Inhibisyon

Sonug¢larimin Karsilastirilmasi

Kolistin direngli A. baumannii ve S. epidermidis’in 37 °C’deki iireme
inhibisyon diizeyleri karsilastirildiginda 512 pg/ml quercetin konsantrasyonunda
anlaml bir fark gorildi (p<0,001). 256 pg/ml quercetin konsantrasyonunda S.
epidermidis i¢in inhibisyon goriildii fakat anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). 128-1
pug/ml arasindaki konsantrasyonlarda her iki bakteri icin de {ireme inhibisyonu
goriilmedi ve anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05) (Tablo 5.9).

42 °C’deki tireme inhibisyon diizeyleri karsilastirildiginda 37 °C’deki lireme
inhibisyon diizeyleri ile benzer sonuglar elde edildi. 512 pg/ml quercetin
konsantrasyonunda anlamli bir fark gorildii (p<0,001), 256 upg/ml quercetin
konsantrasyonunda her iki bakteri icin de inhibisyon goriildii. Ancak inhibisyon
diizeyleri arasinda anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05) (Tablo 5.10).

Kolistin direngli A. baumannii’ye kiyasla S. epidermidis 45 °C’de 256 pg/ml
quercetin konsantrasyonunda anlamli diizeyde daha fazla inhibisyon gosterdi
(p<0,001). 128-1 pg/ml arasindaki quercetin konsantrasyonlarinda kolistin direngli A.
baumannii ve S. epidermidis arasinda iireme inhibisyon diizeyleri agisindan anlami bir

fark goriilmedi (p>0,05) (Tablo 5.11).
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Tablo 5. 9. Kolistin direngli A. baumannii ve S. epidermidis’in 37 °C’deki ilireme
inhibisyon diizeylerinin karsilastiriimasi

. Konsantrasyon 37 °C (%)

Izolatlar p
(ug/ml) Ort+SS Med (min-max)

ColRAB 512 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) <0,001

SE 27,01+14,81 28,67 (3,39-46,98)

ColRAB 256 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0.105

SE 13,78+14.,86 11,55 (0,00-29,34)

ColRAB 128 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB 64 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB 3 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB 16 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,000,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB g 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) ’

ColRAB 4 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00£0,00 0,00 (0,00-0,00) ’

ColRAB g 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) ’

ColRAB 1 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00:£0,00 0,00 (0,00-0,00) ’

ColRAB HT 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB: Kolistin direngli A. baumannii, SE: S. epidermidis, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan,

Min: Minimum, Max: Maksimum
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Tablo 5. 10. Kolistin diren¢li A. baumannii ve S. epidermidis’in 42 °C’deki iireme
inhibisyon diizeylerinin karsilastirilmasi

izolatlar Konsantrasyon 42 °C (%)
(ng/ml) Ort+SS Med (min-max) P
ColRAB 26,16+23,46 21,13 (0,00-66,70)
<

SE S12 96,95+21,55 90,99 (63,68-132,02) 0,001
ColRAB 256 32,63+16,51 27,79 (12,53-66,13) 0.721
SE 29,93+16,59 33,07 (0,00-57,88)
ColRAB 1,80+5,08 0,00 (0,00-14,37)

128 0,721
SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
ColRAB 64 1,84+5,19 0,00 (0,00-14,68) 0.721
SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) ’
ColRAB 0,60+1,13 0,00 (0,00-2,83)

2 ’ 0,442

SE 3 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
ColRAB 16 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1.000
SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) ’
ColRAB 3 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1.000
SE 0,004+0,00 0,00 (0,00-0,00) ’
ColRAB 4 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1.000
SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) ’
ColRAB ’ 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1.000
SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) ’
ColRAB 1 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1.000
SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) ’
ColRAB 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

HT 1
SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 000

ColRAB: Kolistin direngli A. baumannii, SE: S. epidermidis, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan,
Min: Minimum, Max: Maksimum
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Tablo 5. 11. Kolistin diren¢li A. baumannii ve S. epidermidis’in 45 °C’deki iireme
inhibisyon diizeylerinin karsilastirilmasi

. Konsantrasyon 45 °C (%)

Izolatlar - p
(ng/ml) Ort+SS Med (min-max)

ColRAB 512 60,91+17,38 61,54 (36,79-88,04) 0.161

SE 79,16£20,96 67,59 (60,28-114,66)

ColRAB 256 7,66+10,22 3,22 (0,00-26,30) <0,001

SE 33,7449,82 34,03 (17,19-50,10)

ColRAB 128 11,51+7,84 14,54 (0,00-19,97) 0.279

SE 7,67£11,86 0,00 (0,00-29,44)

ColRAB 64 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB 3 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB 16 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB 8 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB 4 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB 5 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB 1 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB HT 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB: Kolistin direngli A. baumannii, SE: S. epidermidis, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan,
Min: Minimum, Max: Maksimum
5.8. Kolistin Direngli A. baumannii ve S. epidermidis Biyofilm Inhibisyon

Sonuclarimin Karsilastirilmasi

Kolistin diren¢li A. baumannii ve S. epidermidis’in 37 °C’deki biyofilm
inhibisyon diizeyleri karsilastirildiginda tiim konsantrasyonlar i¢in bakteriler arasinda
anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05) (Tablo 5.12).

Kolistin direngli A. baumannii ve S. epidermidis’in 42 °C’deki biyofilm
inhibisyon diizeyleri karsilastirildiginda 37 °C’deki sonuglara benzer sekilde tiim
konsantrasyonlar igin bakteriler arasinda anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05). Tek
basma hipertermi etkisi i¢in anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05). Ancak S.
epidermidis, kolistin direncli A. baumannii’ye kiyasla tek basina hipertermi etkisi

altinda daha fazla inhibisyon gosterdi (Tablo 5.13).
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Kolistin direngli A. baumannii ve S. epidermidis’in 45 °C’deki biyofilm
inhibisyon diizeyleri karsilastirildiginda 37 °C ve 42 °C’deki sonuglara benzer sekilde
tiim konsantrasyonlar i¢in bakteriler arasinda anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05). Tek
basma hipertermi etkisi i¢in anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05). Ancak S.
epidermidis, 42 °C’deki sonuclara benzer sekilde kolistin direngli A. baumannii’ye
kiyasla tek basina hipertermi etkisi altinda daha fazla inhibisyon gosterdi (Tablo 5.14).

Tablo 5. 12. Kolistin direngli A. baumannii ve S. epidermidis’in 37 °C’deki biyofilm
inhibisyon diizeylerinin karsilastiriimasi

. Konsantrasyon 37 °C (%)

Izolatlar p
(ng/ml) Ort+SS Med (min-max)

ColRAB 512 52,46+32,06 55,67 (3,42-98,33) 0.721

SE 46,70+30,72 57,62 (0,00-83,00)

ColRAB 256 39,39+19,34 39,47 (14,75-66,72) 0,798

SE 31,09+28,69 35,82 (0,00-68,71)

ColRAB 128 17,18+25,25 6,40 (0,00-72,86) 0.574

SE 38,18+32,20 54,16 (0,00-70,18)

ColRAB 64 2,95+6,42 0,00 (0,00-18,11) 0,083

SE 28,27+25,56 33,56 (0,00-64,82)

ColRAB 3 13,02+31,60 0,00 (0,00-90,59) 0.878

SE 15,06+£22,70 0,00 (0,00-51,88)

ColRAB 16 29,38+34,85 18,48 (0,00-97,28) 0.195

SE 12,97+19,74 0,00 (0,00-45,18)

ColRAB 3 20,05+37,50 0,00 (0,00-89,97) 0.645

SE 0,83+2,35 0,00 (0,00-6,64)

ColRAB 4 13,93+18,99 4,09 (0,00-51,11) 0.721

SE 10,53+18,22 0,00 (0,00-45,80)

ColRAB 5 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB 1 12,02+30,61 0,00 (0,00-87,40) 0.959

SE 2,45+6,01 0,00 (0,00-17,18)

ColRAB HT 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

SE 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

ColRAB: Kolistin direngli A. baumannii, SE: S. epidermidis, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan,
Min: Minimum, Max: Maksimum
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Tablo 5. 13. Kolistin direngli A. baumannii ve S. epidermidis’in 42 °C’deki biyofilm
inhibisyon diizeylerinin karsilastirilmasi

. Konsantrasyon 42 °C (%)

1zolatlar p
(ng/ml) Ort+SS Med (min-max)

ColRAB 512 40,03+35,71 49,98 (0,00-90,93) 0.442

SE 52,21+34,92 72,52 (0,00-81,77)

ColRAB 256 19,75+33,76 0,95 (0,00-94,49) 0234

SE 46,86+33,82 55,52 (0,00-78,54)

ColRAB 128 16,43+30,11 2,22 (0,00-85,18) 0.721

SE 30,03+33,37 21,67 (0,00-75,50)

ColRAB 64 13,12+32,16 0,00 (0,00-92,18) 0.574

SE 22.88+26,04 16,28 (0,00-61,21)

ColRAB 3 11,81+33,39 0,00 (0,00-94,45) 0.161

SE 22,27+24.22 16,25 (0,00-54,82)

ColRAB 16 11,01+31,14 0,00 (0,00-88,07) 0.505

SE 10,59+15,26 0,00 (0,00-35,97)

ColRAB 3 11,40+29,13 0,00 (0,00-83,15) 0.721

SE 9,07+13,81 0,00 (0,00-35,79)

ColRAB 4 8,69+24,58 0,00 (0,00-69,52) 0,798

SE 8,69+23,11 0,00 (0,00-65,78)

ColRAB 5 11,56+32,69 0,00 (0,00-92,45) 0.959

SE 6,30+17,81 0,00 (0,00-50,37)

ColRAB 1 11,75+33,22 0,00 (0,00-93,97) 0,798

SE 11,46+24,32 0,00 (0,00-68,07)

ColRAB HT 8,68+24,54 0,00 (0,00-69,42) 0.065

SE 28,92+28,73 23,33 (0,00-70,59)

ColRAB: Kolistin direngli A. baumannii, SE: S. epidermidis, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan,

Min: Minimum, Max: Maksimum
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Tablo 5. 14. Kolistin direngli A. baumannii ve S. epidermidis’in 45 °C’deki biyofilm

inhibisyon diizeylerinin karsilastiriimasi

. Konsantrasyon 45 °C (%)

Izolatlar - p
(ng/ml) Ort+SS Med (min-max)

ColRAB 512 51,70+34,58 67,53 (0,00-81,83) 0.878

SE 52,92+36,09 71,00 (0,00-86,95)

ColRAB 256 45,04+31,23 48,43 (0,00-82,84) 0.382

SE 54,11+35,77 74,64 (0,00-84,96)

ColRAB 128 38,03+42,06 28,59 (0,00-96,00) 0,798

SE 40,13+35,89 27,56 (0,00-90,17)

ColRAB 64 23,56+31,15 9,90 (0,00-82,93) 0.382

SE 37,64+30,90 40,96 (0,00-88,00)

ColRAB 3 28,94+36,97 6,48 (0,00-79,38) 0.721

SE 39,06+35,02 44,25 (0,00-84,33)

ColRAB 16 23,17+33,23 0,00 (0,00-81,31) 1000

SE 23,80+34,70 0,00 (0,00-84,02)

ColRAB 3 15,32+22,39 0,00 (0,00-56,75) 0.878

SE 15,22+28,50 0,00 (0,00-68,95)

ColRAB 4 20,21+£29,70 5,41 (0,00-82,18) 0.798

SE 28,18+35,57 8,42 (0,00-82,65)

ColRAB 5 6,58+10,20 0,00 (0,00-26,01) 0.878

SE 19,43+35,84 0,00 (0,00-88,04)

ColRAB 1 6,09+13,91 0,00 (0,00-39,58) 0.279

SE 30,934+36,76 17,70 (0,00-88,35)

ColRAB HT 13,07+30,22 0,00 (0,00-86,14) 0.105

SE 44,29+37,18 50,00 (0,00-86,67)

ColRAB: Kolistin direngli A. baumannii, SE: S. epidermidis, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan,

Min: Minimum, Max: Maksimum

5.9. In vitro Tedavi Modeli Deneyi Sonuclari

Kolistin direngli A. baumannii’ye ait in vitro tedavi modeli deneyinin iireme

inhibisyonuna etkisi iizerine degisen konsantrasyonlar arasinda anlamli bir fark

goriilmedi (p=0,44) (Tablo 5.15).
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Tablo 5. 15. Kolistin direngli A. baumannii'nin in vitro tedavi modeli deneyinde
degisen quercetin konsantrasyonlarinda {ireme inhibisyon diizeylerinin
karsilastirilmast

Konsantrasyon (ug/ml) IVIMD (%)

Ort+SS Med (min-max)
512 0,88+2,47 0,00 (0,00-7,00)
256 1,14+3,24 0,00 (0,00-9,15)
128 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
64 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
32 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
16 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
8 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
4 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
2 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
1 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
HT 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)

p 0,44

IVTMD: In vitro tedavi modeli deneyi, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan, Min: Minimum, Max:
Maksimum

In vitro tedavi modeli deneyinde 512 pg/ml ve 256 pg/ml quercetin
konsantrasyonlarinda sirasiyla %0,88+£2,47 ve %]1,14+£3,24 oraninda inhibisyon
gozlemlendi. Kolistin direngli A. baumannii’ye ait in vitro tedavi modelinin iireme
inhibisyon deneyi sonuglar1 ile 37 °C’deki iireme inhibisyon deneyi sonuglari
kiyaslandiginda sonuglar arasinda anlamli bir fark gézlemlenmedi (p>0,05) (Tablo
5.16).

Tablo 5. 16. Kolistin direngli A. baumannii’nin in vitro tedavi modeli deneyi sonuglari
ile 37 °C’deki iireme inhibisyon deneyi sonuclarinin karsilastiriimasi

IVTMD (%) 37 °C (%)
Kons. (ng/ml) : :
OrtxSS Med (min-max) OrtxSS Med (min-max)
512 0,88+2,47 0,00 (0,00-7,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,721
256 1,14+3,24 0,00 (0,00-9,15) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,721
128 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
64 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
32 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
16 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
8 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
4 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
2 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
1 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
HT 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

Kons: Konsantrasyon, IVTMD: In vitro tedavi modeli deneyi, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan,
Min: Minimum, Max: Maksimum
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Kolistin direngli A. baumannii’ye ait in vitro tedavi modeli deneyinin biyofilm
inhibisyonuna etkisi {lizerine quercetin konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir fark
goriildil (p=0,001) (Tablo 5.17).

Tablo 5. 17. Kolistin direngli A. baumanniinin in vitro tedavi modeli deneyinde
degisen quercetin  konsantrasyonlarinin  biyofilm  inhibisyon
diizeylerinin karsilastirilmasi

Konsantrasyon (pg/ml) IVIMD (%)
Ort£SS Med (min-max)
512 48,80+34,03 62,05 (0,00-86,73)
256 44,68+28,58 40,26 (6,83-97,82)
128 42,30+36,78 55,44 (0,00-80,10)
64 43,42425,53 45,32 (0,00-89,78)
32 20,42+30,78 6,07 (0,00-88,65)
16 27,01£23,51 24,90 (0,00-66,02)
8 22,91+29,04 11,51 (0,00-84,17)
4 20,21+29,70 5,41 (0,00-82,18)
2 20,75+28,50 7,88 (0,00-80,08)
1 24,05+27,80 20,36 (0,00-78,54)
HT 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
p 0,001

IVTMD: In vitro tedavi modeli deneyi, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan, Min: Minimum, Max:
Maksimum

In vitro tedavi modeli deneyinin kolistin direngli A. baumannii’nin biyofilm
inhibisyonu iizerine etkisi incelendiginde sadece 64 pg/ml quercetin
konsantrasyonunda anlamli bir fark goriildii (p=0,003) (Tablo 5.18).

Tablo 5. 18. Kolistin direngli A. baumannii’nin in vitro tedavi modeli deneyi sonuglari
ile 37 °C’deki biyofilm inhibisyon deneyi sonuglarinin karsilastiriimasi

Kons. (ug/ml) IVTMD (%) 37 °C (%) »
Ort+SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max)
512 48,80+34,03 62,05 (0,00-86,73) 52,46+32,06 55,67 (3,42-98,33) 0,878
256 44,68+28,58 40,26 (6,83-97,82)  39,39+19,34 39,47 (14,75-66,72) 0,798
128 42,30+36,78 55,44 (0,00-80,10)  17,18+25,25 6,40 (0,00-72,86) 0,442
64 43,42425,53 45,32 (0,00-89,78) 2,95+6,42 0,00 (0,00-18,11) 0,003
32 20,42+30,78 6,07 (0,00-88,65)  13,02+31,60 0,00 (0,00-90,59) 0,574
16 27,01+£23,51 24,90 (0,00-66,02)  29,38+34,85 18,48 (0,00-97,28) 1,000

22,91£29,04 11,51 (0,00-84,17)  20,05+37,50 0,00 (0,00-89,97) 0,279
20,21£29,70 5,41 (0,00-82,18)  13,93+18,99 4,09 (0,00-51,11) 0,878

2 20,75+28,50 7,88 (0,00-80,08) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,105
24,05+27,80 20,36 (0,00-78,54)  12,02+30,61 0,00 (0,00-87,40) 0,279
HT 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

Kons: Konsantrasyon, IVTMD: In vitro tedavi modeli deneyi, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan,
Min: Minimum, Max: Maksimum
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S. epidermidis’e ait in vitro tedavi modeli deneyinin {ireme inhibisyonuna
etkisinde anlaml bir fark goriildii (p<0,001) (Tablo 5.19).

Tablo 5. 19. S. epidermidis'in in vitro tedavi modeli deneyinde degisen quercetin
konsantrasyonlarinda {ireme inhibisyon diizeylerinin karsilagtirilmasi

Konsantrasyon (png/ml) IVIMD (%) :
OrtxSS Med (min-max)
512 28,61+14,04 30,28 (5,97-48,70)
256 11,72+12,59 10,63 (0,00-25,31)
128 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
64 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
32 0,00=+0,00 0,00 (0,00-0,00)
16 0,00=+0,00 0,00 (0,00-0,00)
8 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
4 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
2 0,00=+0,00 0,00 (0,00-0,00)
1 0,00=+0,00 0,00 (0,00-0,00)
HT 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00)
p <0,001

IVTMD: In vitro tedavi modeli deneyi, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan, Min: Minimum, Max:
Maksimum

S. epidermidis i¢in in vitro tedavi modeli deneyinde 512 pg/ml ve 256 pg/ml
quercetin konsantrasyonlarinda sirasiyla %28,61+14,04 ve %11,72+12,59 oraninda
inhibisyon gozlemlendi. IVTMD {ireme inhibisyon deneyi sonuglar1 ile 37 °C’deki
tireme inhibisyon deneyi sonuglari kiyaslandiginda anlamli bir fark gézlemlenmedi
(p>0,05) (Tablo 5.20).

Tablo 5. 20. S. epidermidis’in in vitro tedavi modeli deneyi sonuglari ile 37 °C’deki
iireme inhibisyon deneyi sonuglarinin karsilastirilmasi

IVTMD (%) 37 °C (%)
Kons. (ug/ml)
Ort+SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max)

512 28,61+14,04 30,28 (5,97-48,70)  27,01+14,81 28,67 (3,39-46,98) 0,574
256 11,72+12,59 10,63 (0,00-25,31)  13,78+14,86 11,55 (0,00-29,34) 0,574
128 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
64 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
32 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
16 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
8 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
4 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

1 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000
HT 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

Kons: Konsantrasyon, IVTMD: In vitro tedavi modeli deneyi, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan,
Min: Minimum, Max: Maksimum
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S. epidermidis’e ait in vitro tedavi modeli deneyinin biyofilm inhibisyonuna
etkisi iizerine degisen quercetin konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir fark goriildii

(p<0,001) (Tablo 5.21).

Tablo 5. 21. S. epidermidis'in in vitro tedavi modeli deneyinde degisen quercetin
konsantrasyonlarinin biyofilm inhibisyon diizeylerinin karsilastirilmasi

Konsantrasyon (pg/ml) IVIMD (%)
Ort£SS Med (min-max)
512 56,92435,67 71,43 (0,00-86,24)
256 49,10+£31,41 63,46 (0,00-79,83)
128 46,82+30,31 59,25 (0,00-74,57)
64 34,97+30,61 43,67 (0,00-75,24)
32 18,55+30,09 0,00 (0,00-75,91)
16 13,44+26,29 0,00 (0,00-69,65)
8 8,08+22,86 0,00 (0,00-64,66)
4 8,85+24,00 0,00 (0,00-68,20)
2 11,09+25,71 0,00 (0,00-73,30)
1 19,71+£28,39 0,00 (0,00-70,08)
HT 0,00-+0,00 0,00 (0,00-0,00)
P <0,001

IVTMD: In vitro tedavi modeli deneyi, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan, Min: Minimum, Max:
Maksimum

In vitro tedavi modeli deneyinin, S. epidermidis’in biyofilm inhibisyonu
tizerine etkisi incelendiginde 37 °C’ye kiyasla anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05)

(Tablo 5.22).

Tablo 5. 22. S. epidermidis’in in vitro tedavi modeli deneyi sonuglari ile 37 °C’deki
biyofilm inhibisyon deneyi sonuglarinin karsilastirilmasi

Kons. (ug/ml) IVTMD (%) 37 °C (%) »
Ort+SS Med (min-max) Ort+SS Med (min-max)

512 56,92+35,67 71,43 (0,00-86,24) 46,70+£30,72 57,62 (0,00-83,00) 0,161
256 49,10£31,41 63,46 (0,00-79,83) 31,09+£28,69 35,82 (0,00-68,71) 0,234
128 46,82+30,31 59,25 (0,00-74,57) 38,18+£32,20 54,16 (0,00-70,18) 0,721
64 34,97+30,61 43,67 (0,00-75,24) 28,27+£25,56 33,56 (0,00-64,82) 0,505
32 18,55+30,09 0,00 (0,00-75,91) 15,06£22,70 0,00 (0,00-51,88) 0,878
16 13,44+26,29 0,00 (0,00-69,65) 12,97+19,74 0,00 (0,00-45,18) 0,798
8 8,08422,86 0,00 (0,00-64,66)  0,83£2,35 0,00 (0,00-6,64) 1,000
4 8,85£24,00 0,00 (0,00-68,20) 10,53+18,22 0,00 (0,00-45,80) 0,721
2 11,09£25,71 0,00 (0,00-73,30)  0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,442
19,71£28,39 0,00 (0,00-70,08)  2,45+6,01 0,00 (0,00-17,18) 0,505

HT 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 0,00+0,00 0,00 (0,00-0,00) 1,000

Kons: Konsantrasyon, IVTMD: In vitro tedavi modeli deneyi, HT: Hipertermi, Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, Med: Medyan,
Min: Minimum, Max: Maksimum
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5.10. Gegirimli Elektron Mikroskobi Sonuclari

Kolistin direngli A. baumannii’ye ait 37 °C’de herhangi bir etki olmadan
tiremede hiicresel morfolojisi diizgiin, hiicre duvar1 ve zar yapist normal, sitoplazma

yogun ve boliinme asamasindaki hiicreler goriildii (Sekil 5.3).

— -

Sekil 5.3. Kolistin direncli A. baumannii'ye ait 37 °C’deki TEM goriintiileri (A: Hiicre
duvar1 ve hiicre zar1 belirgin, morfoloji diizgiin, sitoplazma yogun, B:
Boliinen hiicreler, C: Hiicresel boliinme normal ve yogun, hiicresel yapilar
normal)

Kolistin direngli A. baumannii’ye ait 37 °C’de quercetine maruz birakilan
hiicrelerde sitoplazmik yogunlukta azalma, hiicre duvarinda yirtilma, sitoplazmik
icerigin disa sizmasi ve yeni olusan hiicrelerin hiicre duvarinda defekt ve hiicre

yapisinda kok yapisina doniisiim goriildii (Sekil 5.4).

59



- Jg,.g

e

Sekil 5.4. Kolistin direngli A. baumannii'ye ait 37 °C’de quercetine maruz birakilan
hiicrelerin TEM goriintiisii (A: Hiicre duvarinda yirtilma ve sitoplazmik
icerigin disa sizmasi, B: Sitoplazmik yogunlugun azalmasi ve yeni olusan
hiicrenin hiicre duvar yapisinda defektler)

Kolistin direngli A. baumannii’ye ait 42 °C’de quercetine maruz birakilan
hiicrelerde sitoplazmik yogunlukta azalma, hiicre icerisinde vakuol olusumu, hiicre

duvarinda yirtilma ve sitoplazmik igerigin hiicre digina sizmasi, yeni olusan hiicrede

hiicre duvar1 olusumunda defekt ve kok yapisina dontisiim goriildi (Sekil 5.5).

Sekil 5.5. Kolistin direngli A. baumannii'ye ait 42 °C’de quercetine maruz birakilan
hiicrelerin TEM goriintiisii (A: Hiicrede vakuol olusumu, sitoplazmik
yogunlukta azalma, B: Hiicre duvarinda yirtilma, sitoplazmik igerigin disa
akist, hiicre duvar defekti)
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Kolistin direngli A. baumannii’ye ait 45 °C’de quercetine maruz birakilan
hiicrelerde sitoplazmik yogunlukta 6nemli 6l¢iide azalma, hiicre duvar esnekliginin
kayb1 ve bu sebeple invajinasyon olusumu, sitoplazmik igerigin hiicre disina akisi,
hiicre duvar yapisinda 6nemli 6l¢lide defekt, hiicre igerisinde vakuol olusumlari ve kok

yapisina doniigiim gozlemlendi (Sekil 5.6).

Sekil 5.6. Kolistin direngli A. baumannii'ye ait 45 °C’de quercetine maruz birakilan
hiicrelerin TEM goriintiisii  (A:  Sitoplazmik yogunlukta azalma,
invajinasyon, sitoplazmik igerigin hiicre digina akisi, B: Hiicre duvar
yapisinda defekt, vakuol olusumlari, sitoplazmik yogunlukta azalma,

invajinasyon, C: Hiicre duvar yapisinda defekt, sitoplazmik yogunlukta
azalma, invajinasyon)

61



S. epidermidis’e ait 37 °C’de herhangi bir etki olmadan {ireyen hiicrelerde

hiicre morfolojisi diizgiin, hiicre duvar yapis1 belirgin, sitoplazma igerigi yogun ve

normal hiicre boliinmesi gergeklestiren hiicreler goriildii (Sekil 5.7).

AR 1 i

Sekil 5.7. S. epidermidis'e ait 37 °C’deki TEM goriintiileri (A: Hiicre duvari ve hiicre
zar1 belirgin, morfoloji diizgiin, sitoplazma yogun, B: Bdliinen hiicreler)

S. epidermidis’e ait 37 °C’de quercetine maruz birakilan hiicrelerde hiicre

duvart olusumunun inhibisyonu, hiicre duvarinda minimal diizeyde yirtilma, hiicre

duvarinda incelme ve sitoplazmik yogunlukta azalma goriildi (Sekil 5.8).

st . . & S

Sekil 5.8. S. epidermidis'e ait 37 °C’de quercetine maruz birakilan hiicrelerin TEM
goriintlisii (Hiicre duvari olusumunda inhibisyon, hiicre duvarinda minimal
yirtilma, hiicre duvarinda incelme, sitoplazma yogunlugunda azalma)
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S. epidermidis’e ait 42 °C’de quercetine maruz birakilan hiicrelerde hiicre
duvarimin tamamen ortadan kalktigi, sitoplazmik yogunlugun azaldigi, hiicre ici

homeostazin bozulmasi sebebiyle hiicrenin lizise gittigi goriildii (Sekil 5.9).

— s

Sekil 5.9. S. epidermidis'e ait 42 °C’de quercetine maruz birakilan hiicrelerin TEM
goriintlisiit (A: Hiicre duvari ortadan kalkmis, sitoplazmik yogunluk
azalmus, lizis stirecindeki hiicre, B: Hiicre duvari ortadan kalkmis hiicre)

S. epidermidis’e ait 45 °C’de quercetine maruz birakilan hiicrelerde TEM ile

Sekil 5.10. S. epidermidis'e ait 45 °C’de quercetine maruz birakilan hiicrelerin
goriintiisii (Tarama yapilan alanlarda hiicresel yapiya rastlanmadi)

63



6. TARTISMA

Bu ¢alismada s1vi mikrodiliisyon ydntemiyle quercetin MIK degerleri 37 °C’de
kolistin direngli A. baumannii icin test edilen tiim izolatlarda >512 pg/ml, S.
epidermidis igin test edilen izolatlarda 256-512 pg/ml degerlerinde tespit edilmistir.
Odabas Kose ve ark. calismalarinda sivi mikrodiliisyon yontemi ile test ettikleri
kolistin direngli A. baumannii bakterilerinin dérdiinde MIK degerini 256 pg/ml,
birinde 128 pg/ml olarak tespit etmislerdir (108). A. baumannii izolatlar1 iizerinde
yapilan farkli bir ¢alismada ise MIK degerleri 11 izolatta 16-128 pg/ml olarak
bildirilmistir (109). S. epidermidis tizerinde yapilan farkli bir ¢aligmada ise quercetin
icin MIK degerleri 256-384 pg/ml diizeyinde tespit edilmistir (110). Quercetinin farkl:
patojen bakteriler iizerinde MiK degerlerinin belirlendigi cesitli galismalar mevcuttur.
P. aeruginosa i¢in 64-128 pug/ml (109), 158 pg/ml (111), 500 pg/ml (112); metisilin
direncli S. aureus i¢in 176 pg/ml (111), 300-600 pg/ml (113); E. coli igin 128-512
pg/ml (114) MIK degerleri tespit edilmistir. Bakteriler arasinda diren¢ olusumunda
genetik faktdrler rol oynamaktadir (19). Quercetin MIK degerlerindeki farkliliklar
calismalardaki bakteri izolatlar1 veya suslari aym tiirlere ait olsa da genetik
yapilarindaki farklilik sebebiyle ortaya ¢ikmis olabilir.

Hipertermi etkisinin devreye girmesiyle bu ¢aligmada test edilen bakterilerin
42 °C ve 45 °C’deki MIK degerlerinde her iki bakteri tiirii icin azalma goriildii. S.
aureus ATCC 29213 (MSSA) ve S. aureus ATCC 700698 (hVISA) suslari lizerinde
yapilan ¢alismada 45 °C’de 37 °C’ye kiyasla disk diflizyon yontemiyle farkli
antibiyotiklere karst her iki susun zon c¢aplarinda artig goriilmiistiir. Ayn1 ¢calismada
stvi mikrodiliisyon yOntemiyle yapilan deneylerde MSSA ig¢in sefepim ve
siprofloksasin MiK degerleri icin sirasiyla x8 ve x4 katlik; hVISA i¢in imipenem ve
siprofloksasinin MiK degerlerinde sirastyla x16 ve x2 katlik azalma bildirilmistir (62).
P. mirabilis izerinde disk difiizyon yontemi ile yapilan farkli bir ¢alismada ise 42 °C
ile kombine edildiginde test edilen izolatlarin %94’iinde en az bir antibiyotige karsi
duyarlilik gelistigi bildirmistir (63). Bu durum hipertermi etkisinin bakteriler tizerinde
antibiyotik diren¢ profilini degistirebildigini ve ozellikle daha diisiik MIK
diizeylerinde tedavi etkinliginin saglanabilecegini gostermektedir.

Staphylococcus spp. 6,5-46 °C gibi genis bir sicaklik araliginda tireyebilirler
fakat optimum iireme sicakligi 30-37 °C’dir (115). A. baumannii ise 44 °C’ye kadar
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olan sicakliklarda {ireyebilmektedir (116). Hipertermi etkisi tek basina hem S.
epidermidis hem de kolistin direngli A. baumannii icin iireme iizerinde inhibe edici
etki gosterememistir. Hem S. epidermidis hem de kolistin direnc¢li A. baumannii 42 °C
ve 45 °C’lik sicakliklarda liremelerini devam ettirmistir. Ancak her iki bakteri i¢in de
inkiibasyon siiresi sonunda 37 °C’ye kiyasla oOnemli olglide tlireme hizim
yavaslatmistir. Benzer etki S. aureus suslarinda da goriilmiistiir. Gazel ve ark. (62) 45
°C’de iireme hizinin 37 °C’ye kiyasla azaldigini ve bunun optimal lireme sicaklik
esiginin asilmasi kaynakli oldugunu bildirmistir. Bakterilerin lireyerek yeni hiicreler
olusturmasi i¢in ardigik siireclerin birbirini takip etmesi gerekir. Bir iireme
dongiisiinde bakteri hiicresi DNA’siin ¢ogaltilmasi, yeni kromozomlarin ayrilmasi,
yeni hiicre duvarinin sentezlenmesi ve sonunda yeni hiicreyi olusturarak boliinmesi
gerekir. Bu siireglerin kontrollii ve diizenli bir sekilde yerine getirilmesi
gerekmektedir. Cesitli proteinler ve protein kompleksleri bir hiicrenin bdliinerek
cogalmasini saglamak i¢in islevlerini koordineli bir bi¢imde yerine getirir (117).
Sicaklik bakteriyel tireme ile dogrudan iligkili ¢evresel etkenlerden biridir. Optimum
tireme sicakligindan daha diisiik sicakliklarda enzimlerin ¢aligma hiz1 yavaslar, lipit
yapilar1 sertlesme egilimi gosterir ve membran akiskanlig1 azalir. Ureme igin gerekli
optimum sicakliga ulasilana kadar iireme hizi artar ancak optimum sicaklik esiginin
astlmasi ile enzimlerin yapilarindaki bozulma sebebiyle lireme hiz1 tekrar diismektedir
(58). 42 °C ve 45 °C her ne kadar bu caligmada yer alan bakterilerin iireme
gosterebildigi sicakliklar olsa da optimal lireme sicakliklarinin tizerinde sicakliklardir.
Optimal iireme sicaklig1 esigiden yiiksek sicaklikta enzimlerin yapisindaki bozulma
bakteri hiicresinin boliinme siirecini yavaglatmaktadir. Bu durum hipertermi
uygulamasi ile bakteriyel enfeksiyonlarin oldugu bolgelerde bakterilerin {iremesini
yavaslatmasina ve bakteri popiilasyonu artigsinin kontrol altina alinmasinda yardimci
olabilecegini gostermektedir.

Tek basina hiperterminin bakterilerin liremeleri {izerine etkisi incelendiginde
S. epidermidis igin 2, 4, 6 ve 24. saatlerde sicakliklar arasinda anlamli bir farklilik
gozlemlendi; kolistin direngli A. baumannii igin anlamh farklilik 6 ve 24. saatlerde
goriildii. Yiksek sicakliklar, bakterilerin dis hiicre katmanlarinda degisikliklere neden
olabilir. Gram negatif bakterilerde, hiicreler hafif bir termal soka maruz kaldiginda dis

membranda hasar meydana gelir. Bu hasarin sonucunda morfolojik, yapisal
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degisiklikler ve lipopolisakkarit kaybi1 ortaya c¢ikmaktadir (118). S. aureus gibi
bakterilerin hiicre duvari, daha fazla miktarda ve yaygin capraz baglh peptidoglikan
icerdiginde ¢ok daha sert yapiya sahiptir (118). Ancak 1stya maruz kalan S. aureus
hiicrelerinde morfolojik degisimler, hiicre i¢ci maddelerde ¢okelme ve sizint1 gibi
etkiler oldugu bildirilmistir (119). S. epidermidis, S.aureus’a benzer bir hiicre yapisina
sahiptir ve A. baumannii’ye kiyasla daha sert bir hiicre yapisina sahip ve 46 °C’ye
kadar lireme yetenegi olsa da sicakliga daha duyarl olabilir. Bu sebeple S. epidermidis
icin hiperterminin ireme hiz1 iizerine etkisi kolistin diren¢li A. baumannii’ye kiyasla
daha hizli ortaya ¢ikmis olmasina neden olabilir.

Quercetinin potansiyel antibakteriyel etki mekanizmalari; hiicre duvar hasari,
hiicre permeabilitesinde degisiklik, protein sentezi ve ekspresyonunu etkilemek, enzim
aktivitesini azaltmak ve niikleik asit sentesizini inhibe etme ile ortaya ¢ikmaktadir
(69). Wang ve ark. (81) calismalarinda quercetinin in vitro bakteriyostatik etkisini
dogrulamak i¢in E. coli, Salmonella enterica serovar Typhimurium, S. aureus ve P.
aeruginosa olmak iizere dort farkli bakteriyi sirastyla 2,2x10%, 1,4x10°, 2,3x10°, ve
2,1x10° kob/ml yogunlugunda bakteri siispansiyonlari {izerinde test etmis ve baslangic
yogunlugunun quercetinin bakteriyostatik etkisi tizerine etkisi olmadigini bildirmistir.
Ancak E. coli, Salmonella enterica serovar Typhimurium, S. aureus ve P. aeruginosa
i¢in quercetin MIK sonuglarmin sirastyla 0,0082, 0,0072, 0,0068 ve 0,0085 umol/ml
olarak tespit etmis ve artan quercetin konsantrasyonlarinda zon g¢apininda anlamli
diizeyde arttigini belirtmistir. Ayn1 ¢alismada bu sonuclarin quercetinin gram pozitif
bakterilerde bakteriyostatik etkisinin gram negatif bakterilere kiyasla daha giiclii
oldugu ve gram pozitif bakterilerin quercetine karsi daha duyarli oldugu tespit
edilmistir. Zhao ve ark. (120) seker kamis1 bagasi (470 mg quercetin/g polifenol
igeren) Ozitlinlin S. aureus, Listeria monocytogenes, E. coli ve Salmonella enterica
serovar Typhimurium'un {iremesine kars1 bakteriyostatik etkisinin oldugunu
gostermistir. Caligmalarinda inhibisyon zonlarimin gram pozitif bakterilerde, gram
negatif bakterilere kiyasla anlamli diizeyde daha genis oldugunu ve S. aureus’un
inhibisyonun anlamli diizeyde daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. iki ¢alismada da
gram pozitif ve gram negatif bakteriler arasindaki bu farkin hiicre duvarlar1 arasindaki
yapisal farkliliktan kaynaklaniyor olabilecegi one siiriilmiistiir (81,120). Gram negatif

bakterilerin daha yiiksek direng gostermesi, hidrofobik bilesiklerin difiizyonunu
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kisitlayan lipopolisakkarit dig membranindan kaynaklaniyor olabilecegi bildirilmistir
(120).

Quercetinin bakteriyel hiicre yapisi lizerine etkileri ¢esitli ¢aligmalarda
arastirilmis ve hiicrelerin morfolojik yapisi tizerindeki etkileri ortaya koyulmustur. E.
coli ve S. aureus iizerinde sirastyla quercetinin 50x MIK ve 10x MIK diizeylerinin test
edildigi bir calismada E. coli’de hiicre duvarinda hasar ve sitoplazmik zarin hiicre
duvarindan ayrilmasi, hiicre duvari lizisi, sitoplazmik igerigin sizmasi ve
polarizasyonu gibi anormallikler goriilmiistiir. S. aureus’ta ise hiicre duvarinda hasar
olusumu ve sitoplazmik zarda incelme meydana geldigi bildirilmistir (81). Aym
bakterilerin yer aldig1 baska bir ¢alismada da sitoplazmik zarin hiicre duvarindan
ayrilmasi, sitoplazmik igerigin sizmast ve hiicrelerin morfolojik yapilarinda
bozulmalarin oldugu bildirilmistir (120). Ek olarak S. aureus hiicrelerinde normal
hiicrelerde homojen bir hiicre icin goriinim mevcut iken test edilen hiicrelerde
plazmoliz, bosluk ve hiicre i¢i koyu renkli kiitle kiimeleri gibi hiicre i¢i anormallikler
olustugu bildirilmistir (120). Pal ve Tripathi (109) calismalarinda quercetinin P.
aeruginosa hiicre yapisinda genislemis-oval yani sferoblast benzeri hiicre olusumunu,
A. baumannii’de ise hiicrelerin olduk¢a uzadigini gozlemlemislerdir. Ayn1 ¢alismada
hiicre yiizeylerinde belirgin bir ¢dkelme oldugu ve hiicre duvar yapisinda bozulmalar
oldugu da gosterilmistir (109). Farkli bir ¢alismada ise K. pneumoniae ve E. coli
tizerinde quercetinin hiicre duvar biitlinliiglinii bozarak antibakteriyel etki gosterdigi
tespit edilmistir (121).

Quercetin hiicre duvari ve hiicre membran1 permabilitesi {izerine etki
gostermektedir. Wang ve ark. (81) ¢alismalarinda E. coli ve S. aureus'un hiicre dist
alkalen fosfataz aktivitesinin artan quercetin konstrasyonlari ile korele olarak dnemli
Olctlide arttigin1 ve hiicre duvar1 permeabilitesinin antibiyotiklerin etkisine kiyasla 50x
MIK quercetin konsantrasyonunda daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Ayni ¢alismada
E. coli ve S. aureus'ta B-galaktozidaz aktivitesi ve ¢oziiniir protein konsantrasyonlart,
artan quercetin konsantrasyonlariyla 6nemli 6l¢lide arttig1 bildirilmis ve quercetinin E.
colimin ATP aktivitesi iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmadig: fakat S. aureus'un
ATP aktivitesinin, artan quercetin konsantrasyonlariyla onemli Olclide degistigi

bildirilmistir (81). Yine aynm1 c¢aligmada B-galaktozidaz aktivitesi, ¢ozilinlir protein
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konsantrasyonlar1 ve ATP aktivitesindeki degisikliklerin, hiicre zarinin gegirgenliginin
quercetin tarafindan etkilendigini ortaya koydugu bildirilmistir (81).

Hipertermi uygulamasi bakteriler {izerinde ¢esitli etkiler gostermektedir.
Protein denatiirasyonu bakteri hiicreleri iizerinde hipertermi etkisiyle ortaya
cikabilmektedir. Yapisal ve islevsel proteinler, termal inaktivasyonunun
hedeflerindendir. Proteinlerin denatiirasyonu hiicreler termal strese maruz kaldiginda
meydana gelir (118). Proteinlerin denatiirasyonun termodinamik parametreleri ile
cesitli organizmalarda gozlemlenen Olim oranlari arasinda sayisal bir korelasyon
tespit edilmis ve bunun da mezofilik bakterilerde hiicre 6liimiiniin olas1 bir nedeni
olabilecegi bildirilmistir (122). Ek olarak hipertermi protein sentezini de
etkilemektedir. Eshraghi ve ark. (123) 10 dakika siireyle 48 °C’ye maruz birakildiginda
E. coli’de protein sentezini azalttigini tespit etmislerdir.

Hipertermi etkisiyle bakterilerin hiicresel yapilarinda ve morfolojisinde ¢esitli
degisimler meydana gelmektedir. Hiicreler hipertermiye maruz kaldiginda, zarlarinin
lipit tabakas1 daha akigkan ve gegirgen hale gelir, bdylece iyonlar, besinler ve diger
molekiiller hiicreden sizarak hiicresel homeostazi etkiler. Ayrica, zardaki proteinlerin
denatiirasyonu, zarin biitiinliigiinii ve islevini daha da etkiler. Tiim bu olaylar, zarin
yirtildig ve tiim igerigin serbest kaldigi, hiicre 6liimiine yol agan hiicre lizisine yol
acar (10). Tsuchido ve ark. (124) yaptiklar1 ¢aligsmalarinda sicaklik etkisine maruz
birakilan bakteri hiicrelerinde dis membran yapisinin diizensizlesmesine ve bunun
sonucunda membran gecirgenliginde bozulmalara neden oldugunu bildirmistir. Hiicre
gecirgenliginin artmasi hiicre igerisine madde giris ve ¢ikisin arttirabilir. Hipertermi
sonucu gegirgenligin artmast ve protein sentezinin azalmasi, sonucunda tedavide
kullanilan antibiyotiklerin hiicre i¢ine difiizyonunu artirabilir ve sinerjik etki
gosterebilir (62). Farkli calismalarda hipertermi etkisiyle bakterilerin antibiyotik
duyarlilik diizeylerinde olumlu yonde degisimler oldugu bildirilmistir (62,63). Bakteri
hiicrelerinin gekilsel yapisinda, hiicre iskeleti ve PBP’ler tarafindan iiretilen
peptidoglikan yapisindan olusan hiicre duvari ana belirleyicilerdir (125). Horii ve ark.
(126) farkli gram negatif klinik izolat ornekleri iizerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda
karbapenem grubu antibiyotiklerin in vitro olarak basil formundaki bakterilerin
kiiresel ve tireyemeyen hiicreler olusturdugunu saptamiglardir. Bu durumun ise PBP-

2 inhibisyonu ile ortaya c¢iktigini bildirmistir. Hipertermi etkisinin incelendigi bazi
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calismalarda da benzer sonuclar goriilmiistiir. Proteus mirabilis ve P. aeruginosa
tizerinde 45 °C’lik hipertermi etkisinin Ol¢iildiigii bir ¢alismada P. mirabilis’in
hipertermiye maruz kalan hiicrelerinin basil formundan kok-kokobasil formlarina
doniistiigii ve yayilma yeteneginin anlamli diizeyde inhibe oldugu, P. aeruginosa’nin
i1se 37 °C’deki hiicrelere kiyasla hipertermiye maruz kalan hiicrelerin daha ince ve kisa
oldugu goriilmiistiir. Ortaya ¢ikan bu degisimin hipertermi etkisinin karbapenem
grubu antibiyotiklere benzer sekilde PBP-2’yi inhibe etmesi kaynakli olabilecegi
bildirilmistir (59). Rice ve Bayles (127) tarafindan vakuolizasyonun tek hiicreli
canlilar i¢in otoliz ile ger¢eklesen hiicre Oliimiiniin bir isareti oldugu belirtilmistir.
Yapilan farkli bir ¢alismada P. mirabilis’in 42°C’lik hipertermi etkisinde hiicrelerin
kok-kokobasil yapisina doniistiigii ve hiicresel yapist degisen bakteri hiicrelerinde
vakuolizasyon olusumlari bildirilmistir (63). Ayni ¢alismada hipertermi etkisiyle bazi
apoptotik mekanizmalarin devreye girebilecegi ve bunun da antibiyotikler ile
kullaniminin bakterilerin 6limiinii kolaylastirabilecegi belirtilmistir (63). Baska bir
calismada ise hipertermi sonucu hiicre duvarinda olusan hasarin, bakterinin yapisal
goriinimiinde degisiklige ve hiicre iskeletinin bozulmasina neden olabilecegi
bildirilmistir ve bu durumun, hiicre duvar1 sentezini inhibe eden [-laktam
antibiyotiklerin etkisini artirabilecegi veya hiicrede meydana gelen fiziksel
degisiklikler hiicrenin dogrudan 6lmesine yol agabilecegi ileri siiriilmiistiir (62).
Calismamizda quercetinin farkli sicakliklarda bakterilerin iireme inhibisyon
diizeyleri arastirildi. Kolistin direngli A. baumannii igin farkl sicakliklarda 512, 256
ve 128 pg/ml quercetin konsantrasyonlarinda anlamli farklar goriildi. 37 °C’de
herhangi bir inhibisyon goriilmedi. Ancak 512 pg/ml quercetin konsantrasyonunda 42
°C ve 45 °C’de sirastyla %26,16 ve %60,91 diizeylerinde iireme inhibisyonu saptandi.
256 ng/ml quercetin konsantrasyonunda iireme inhibisyon diizeyleri 42 °C ve 45 °C’de
strastyla %32,63 ve %7,66; 128 ng/ml quercetin konsantrasyonunda 45 °C’de %11,51
diizeyindeydi. 512 ve 256 pg/ml quercetin konsantrasyonlarinda 42 °C ve 45 °C’deki
tireme inhibisyon diizeyinin 37 °C’ye kiyasla; 128 pg/ml konsantrasyonun 45 °C’deki
tireme inhibisyon diizeyinin 37 °C ve 42 °C’ye kiyasla daha fazla oldugu gézlemlendi.
Benzer sonuglar S. epidermidis i¢in de goriildi. 37 °C’de 512 pg/ml quercetin
konsantrasyonunda lireme inhibisyon diizeyi %27,01 iken hipertermi etkisiyle bu oran

42 °C ve 45 °C’de sirastyla %96,95 ve %79,16 diizeylerine ¢ikt1. 256 pg/ml quercetin
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konsantrasyonunda 37 °C’de %13,78 diizeyinde inhibisyon goriiliirken, 42 °C ve 45
°C 1i¢in swrastyla %29,93 ve %33,74 diizeylerine ulasmustir. 128 pg/ml quercetin
konsantrasyonunda i¢in ise sadece 45 °C’de %7,67 diizeyinde inhibisyon saptandi. 512
ve 256 pg/ml quercetin konsantrasyonlarinda 42 °C ve 45 °C’deki tireme inhibisyon
diizeyinin 37 °C’ye kiyasla; 128 pg/ml quercetin konsantrasyonunda 45 °C’deki iireme
inhibisyon diizeyinin 37 °C ve 42 °C’ye kiyasla daha fazla oldugu S. epidermidis i¢in
gozlemlendi. Ureme inhibisyon sonuglari ile ilgili olarak elde edilen bulgular daha
once yapilan caligmalar ile uyumlu sonuglar gostermektedir. Benzer sekilde ortaya
cikan anlamh farklar da daha O6nce bahsedilen ¢alisma bulgular1 ile agiklanabilir.
Quercetin etki mekanizmasi olarak hiicre duvari ve hiicre membrani permeabilitesini
etkileyebilmektedir. Hiicre membrani iizerinde benzer etki hipertermi etkisi ile de
goriilmektedir. Bakteri hiicrelerinde 42 °C ve 45 °C’de, 37 °C’ye kiyasla anlamli
diizeyde fark goriilmesinin sebebi hipertermi etkisiyle artan permeabilite sonucunda
quercetinin hiicre igerisine daha yogun olarak difiize olmasi ve bunun sonucunda
etkinliginin artmas1 ve hiicre permeabilitesini etkileyen iki faktoriin sinerjik etki
gostermesiyle ortaya ¢ikmig olabilecegini gostermektedir.

Kolistin direngli A. baumannii’ye ait TEM goriintiileri incelendiginde 37 °C’de
quercetin etkisine maruz birakilmayan 6rnekte hiicresel morfolojinin diizgiin oldugu,
hiicre duvart ve hiicre membranimnin belirgin oldugu, hiicrelerin yogun sitoplazma
icerdigi gézlemlendi. 37 °C’de quercetin etkisine maruz birakilan hiicrelerde ise hiicre
duvarinda yirtilmalar, hiicre iceriginin diga sizmast, sitoplazmik yogunlugun azalmasi,
yeni olusan hiicrede hiicre duvar defekti ve kok yapisina dontisiim gibi etkiler goriildii.
Hipertermi ve quercetin etkisine 42 °C’de maruz birakilan hiicrelerde sitoplazmik
yogunlukta azalma, hiicre duvarinda yirtilma, sitoplazmik igerigin diga sizmasi, hiicre
duvarinda defektler, vakuol olusumlar1 ve kok yapisina doniisim goézlemlendi. 45
°C’de quercetine maruz birakilan hiicrelerde sitoplazmik yogunlukta azalma, hiicre
duvarinda defekt, sitoplazmik igerigin hiicre digina sizmasi, vakuol olusumlari, hiicre
duvarinin i¢e kivrilmasi ile morfolojik degisimler ve kok yapisina doniisiim goriildii.
Yine daha Once bahsedilen ¢alismalarin sonuglarima gore quercetin ve hipertermi
bakterilerin hiicresel yapilarini etkilemektedir. Tek basina quercetin kolistin direncli
A. baumannii’de 37 °C’de yeni olusan hiicrede hiicre duvar defekleri olusturdu. Yeni

hiicre olusumu ig¢in ¢esitli proteinler ve protein komplekslerinin islevlerini koordineli
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olarak yaptig1 daha once belirtilmistir. Burada quercetinin muhtemelen protein sentez
inhibisyon mekanizmasinin devreye girmesiyle yeni olusan hiicrede hiicre duvar
sentezini etkileyen proteinleri inhibe etmis olmasi olasidir. Hipertermi etkisinin
devreye girmesiyle kolistin diren¢li A. baumannii’de gézlemlenen vakuol olugumlari
daha once de belirtildigi iizere hiicrenin apoptotik mekanizmalarinin devreye girmesi
kaynakli ortaya ¢ikmis olabilecegini gostermektedir. 45 °C’de quercetine maruz
birakilan hiicrelerde goriilen hiicre duvarinin ige kivrilmasi ve bunun sonucunda ortaya
¢ikan morfolojik degisim ise hiicre igeriginin disa sizmasi sonucu gerceklesen
plazmoliz sonucunda homeostazin bozulmasi nedeniyle hiicre yilizeyinde defektler
olugmasina bagl olabilir. S. epidermidis i¢in yapilan TEM goriintiilemelerinde 37
°C’deki kontrol drneginde hiicre duvar1 ve hiicre zar1 belirgin, sitoplazmik igerigi
yogun, morfolojik yapisi diizglin ve normal boliinen hiicreler gozlemlendi. 37 °C’de
quercetin etkisine maruz birakilan hiicrelerde hiicre duvarit olusumunda inhibisyon,
hiicre duvarinda minimal yirtilmalar ve hiicre duvarinda incelme, sitoplazmik
yogunlukta azalma gibi etkiler goriildii. 42 °C’de quercetin igeren Ornekte ise hiicre
duvarinin ortadan kalktig1, sitoplazmik yogunlugun azaldigi ve hiicrenin lizis
siirecinde oldugu gozlemlendi. 45 °C’de quercetin igeren ornekte ise farkli kesitlerde
bir¢ok alan taranmis ancak hiicresel olusuma rastlanmadi. 37 °C’de quercetin etkisine
maruz birakilan hiicrelerde ortaya ¢ikan hiicre duvar olusumunun inhibisyonu daha
once belirtildigi iizere protein sentez mekanizmasinin inhibisyonu sebebiyle ortaya
c¢tkmig olabilir. 42 °C’de quercetin igeren Ornekte goriilen etki quercetinin hiicre
duvarinda olusturdugu lizis ile hiperterminin etkisinin bir araya gelmesi sonucu ortaya
¢ikan sinerji sonucunda hiicre lizis siireci baslamis olmast muhtemeldir. 45 °C’de
quercetin igeren Ornekte hiicre goriilmeme sebebi ise lireme inhibisyon diizeyinin
artmasi sonucu bakteri yogunlugunun azalmasi sonucunda ortaya ¢ikmis olabilir. Her
iki bakteri tiirli icin de goriilen hiicre duvarindaki yirtilmalar ve bunun sonucunda
sitoplazmik igerigin hiicre disina sizmasi hem quercetin hem de hiperterminin hiicre
membrani ve hiicre duvari lizerine etkilerinden kaynaklantyor olabilir.

Her iki bakterinin 37 °C, 42 °C ve 45 °C’de degisen quercetin
konsantrasyonlarinda lireme inhibisyon diizeyleri kiyaslandiginda 37 °C ve 42 °C’de
512 pg/ml quercetin konsantrasyonunda, 45 °C’de ise quercetin 256 pg/ml

konsantrasyonunda bakteriler arasinda anlamli fark goriildii ve S. epidermidis’in
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kolistin direngli A. baumannii’ye kiyasla ilireme inhibisyonu daha fazlaydi. Benzer
sonuglarin elde edildigi ve gram pozitiflerin quercetine daha duyarli oldugunu belirten
daha onceki ¢aligmalarda gram negatif bakterilerin hiicresel yap: elemani olan dis
membranin hidrofobik bilesenlerin difiizyonunu kisitlamasina bagli olabilecegi
belirtilmistir.

Quercetin ve hiperterminin bakterilerin olusturdugu biyofilm yapisina karsi
etkinligi ¢esitli calismalarda gosterilmistir. S. epidermidis ATCC 35984 ile yapilan bir
calismada biyofilm olugsumunun dihidroksi gruplarinin ikame edilmedigi indirgeyici
polisakkaritlerden olusan EPS'ye bagli oldugu bulunmustur (128). Mu ve ark. (129)
quercetinin S. epidermidis tarafindan gerceklestirilen EPS iiretimini arastirildigi
calismalarinda quercetin varliginda S. epidermidis’in EPS tiretiminin azaldigini tespit
etmislerdir. Ayn1 calismada elde edilen sonuglarda quercetinin biyofilm olusumunu
doza bagl bir sekilde 6nemli dlgiide inhibe ettigi gosterilmistir. Yine ayni ¢calismada
elde edilen bir diger onemli bulgu ise hiicreler aras1 adezyonun azalmasi sonucu
biyofilm olusumunun azalmasinin nedeni olarak biyofilm olusumunda hiicre adezyonu
ile iligkili olan ica lokusunun quercetin etkisiyle regiilasyonun azalmasi oldugu
bildirilmistir. Quercetine maruz birakilan biyofilmlerde daha ince ve kolay yok
edilebilir bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir (129). Farkli bir ¢alismada qRT-PCR
yontemi ile S. aureus’un biyofilm olusumu ile iligkili genleri arastirilmistir. Calismada
elde edilen sonuglar hiicreler arasi adezyon ile ilisikili icaA ve icaD genlerinin, cesitli
proteaz genlerinin ve bir QS geni olan agrA’nin ekspresyonunun onemli Olciide
baskilandigini bildirmistir (130). Quercetinin A. baumannii tarafindan olusturulan
biyofilm iizerine etkilerinin arastirildigi bir calismada quercetinin EPS {iretimini
%47,4 diizeyinde azalttig1 bildirilmistir (131). Pourhajibagher ve ark. (131) quercetine
maruz birakilan A. baumannii biyofilminde %36,2 diizeyinde azalma oldugunu
saptamislardir. P. aeruginosa ile yapilan farkli bir ¢alismada ise quercetinin P.
aeruginosa biyofilmini %43,12-%78,72 oraninda inhibe ettigi gosterilmistir (112).
Ouyang ve ark. (132) P. aeruginosa lizerinde quercetinin 8, 16, 32 ve 64 pug/ml
konsantrasyonlarinda sirasiyla %36, %51, %28 ve %20 diizeyinde biyofilm tiretimini
azalttigim1 saptamiglardir. Ek olarak lasl, lasR, rhll ve rhIR gibi QS genlerinin
ekspresyonunu onemli 6l¢iide azalttigin1 ve biyofilm olusumundaki azalmanin QS

tizerindeki etkilerden kaynaklantyor olabilecegini bildirmislerdir (132).
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Pavlovsky ve ark. (133) caligmalarinda bir saat siireyle 60 °C’ye maruz
birakilan S. epidermidis biyofilminin biitiinliiglintin sicaklik etkisiyle 6nemli 6l¢iide
azaldigin1 tespit etmislerdir. Alumutairi ve ark. (64) S. aureus biyofilminin
eradikasyonuna karst hipertermi etkisinin diisiik oldugunu ancak antibiyotikler ile
kombine kullanimda S. aureus biyofilmine karsi bakterisidal bir etki gosterdigini
saptamiglardir. Ortaya ¢ikan bu etkiyi ise hipertermi etkisi sonucu antibiyotiklerin
hiicre icerisine daha fazla diflize olmasi ile iliskilendirilmistir. S. aureus ve P.
aeruginosa igeren polimikrobiyal bir biyofilm yapisina siprofloksasin ile hafif
hipertermi uygulamasinin kombinasyonun sinerjik etki gosterdigi bildirilmistir (134).
Ayrica bu etkinin ortaya ¢ikis sebebinin metabolik aktivite ile iligkili oldugunu ve
bunun da biyofilm fazinda bakteriler tarafindan daha fazla antibiyotik alimini
kolaylagtirdigin1 gostermislerdir. Palau ve ark. (60) tarafindan A. baumannii,
Klebsiella pneumoniae, P. aueruginosa ve MRSA’da in vivo ve in vitro kosullarda 42
°C’lik hiperterminin her biri 15 dakika olmak iizere bir, iki ve li¢ pulse uygulamasinin
etkinligi test edilmistir. In vitro olarak biyofilm olusumunun %100 olarak 6nlenmesi
icin tim bakterilerde 42 °C’de 15 dakika boyunca {i¢ pulse uygulanmasi gerektigi
saptanmustir. In vivo modelde ise iki K. pneumoniae ve iki P. aueruginosa susunda
strastyla %85 ve %80 diizeyinde biyofilm olusumu 6nledigi bildirilmistir.

Bu caligmada ise ayni quercetin konsantrasyonlarinin 37 °C, 42 °C ve 45
°C’deki kolistin direngli A. baumannii biyofilm inhibisyon diizeyleri arasinda anlamli
bir farklilik goriilmedi. Tek basina hipertermi etkisiyle 42 °C ve 45 °C’de sirasiyla
%38,68 ve %13,07 diizeyinde inhibisyon goriilse de anlamli bir fark ortaya ¢ikmadi. 37
°C, 42 °C ve 45 °C’de degisen quercetin konsantrasyonlar1 ile inhibisyon diizeyleri
arasindaki iligki incelendiginde tiim sicakliklarda anlamli farklar goriildii ve en yiiksek
inhibisyon 512 pg/ml ve 256 ug/ml quercetin konsantrasyonlarinda tespit edildi. Ayni
quercetin konsantrasyonlarinin 37 °C, 42 °C ve 45 °C’deki S. epidermidis biyofilm
inhibisyon diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi. Ancak tek basina
hipertermi etkisiyle 42 °C ve 45 °C’de sirasiyla %28,92 ve %44,29 diizeyinde
inhibisyon goriildii ve 37 °C’ye kiyasla anlamli bir fark tespit edildi. Bu etkinin
olusumundaki muhtemel sebebin quercetin gibi hipertermi de protein sentezini
etkilemesi olabilir. Quercetinin anti-biyofilm mekanizmalar1 arasinda hiicresel

adezyonu etkileyen adezinlerin ekspresyonunun azaltildigi daha 6nce belirtilmistir.
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Hipertermi etkisinin de S. epidermidis iizerine etkisinin kolistin direngli A.
baumannii’ye kiyasla daha yliksek diizeyde oldugu g6z oniine alindiginda bu anlamh
farklilik benzer bir sebepten kaynaklaniyor olabilir. 37 °C, 42 °C ve 45 °C’de degisen
quercetin konsantrasyonlar1 ile inhibisyon diizeyleri arasindaki iliski incelendiginde
tiim sicakliklarda anlamli farklar goriildii ve en yiiksek inhibisyon 37 °C’de 512 pg/ml
ve 128 pg/ml quercetin konsantrasyonlarinda; 42 °C ve 45 °C’de ise 512 pg/ml ve 256
ng/ml quercetin konsantrasyonlarinda tespit edildi. Her iki bakterinin 37 °C, 42 °C ve
45 °C’de degisen quercetin konsantrasyonlarindaki biyofilm inhibisyon diizeyleri
incelendiginde anlaml bir farklilik gériilmedi. Ureme inhibisyon diizeylerinin aksine
quercetin ve hipertermi uygulamasinin her iki bakterinin de biyofilm inhibisyonu
lizerine benzer etki gosterdigi tespit edildi.

S. aureus ve S. epidermidis ile yapilan bir ¢aligmada 18 saat boyunca biyofilm
olusumunun saglanip ardindan vankomisin ile kombine iki saatlik hipertermi
uygulanip tekrar 10 saat 37 °C’de inkiibe edilen kiiltiirlerde 45 °C’de 37 °C’ye kiyasla
biyofilmdeki hiicrelerin zar yapilariin bozuldugu ve S. epidermidis biyofilminin
hipertermi etkisine kars1 duyarli oldugu gozlemlenmistir. Ayrica 1 pg/ml
konsantrasyonundaki vankomisin ve 45 °C’lik kombinasyonun sonrasinda hiicre
canliliginin, 37 °C’de 100 pg/ml konsantrasyonundaki vankomisin uygulamasiyla
benzer bir 6ldlirme performansi gosterdigi tespit edilmistir (61). TEM ile yapilan
analizlerde ise iki saat hipertermiye maruz birakilan hiicrelerin hiicre duvarlarinda
kolayca tespit edilebilen morfolojik degisiklikler ortaya koymustur. Bu etkiler
arasinda her iki bakteri i¢cin de hiicre duvarlarinin 6nemli o6l¢iide kalinlastigi,
diizensizlestigi ve genel hiicre yapisinda degisimler oldugunu tespit etmislerdir. TEM
analizlerinde 45 °C’ye maruz birakilan hiicrelerde hiicre duvarinda kalinlagsma oldugu
bildirilmistir. Ek olarak bu artigin sicaklik farki kaynakli oldugu bildirilmistir (61). Bu
calismada yapilan in vitro tedavi modeli deneyi ile iki saatlik 45 °C hipertermi
uygulamasiyla quercetin kombinasyonunun etkinligi degerlendirilmistir.  S.
epidermidis tizerine etkiler 37 °C ile kiyaslandiginda hem iireme hem biyofilm
inhibisyonu ac¢isindan anlamli bir fark goriilmedi. Kolistin direncli A. baumannii
tizerine etkilerinde ise lireme inhibisyonu agisinda 37 °C ile bir farklilik goriilmedi
fakat biyofilm inhibisyonu ag¢isindan sadece 64 ng/ml konsantrasyonunda anlamli fark

goriildil.
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7. SONUC

Yapilan caligmalar ile birlikte degerlendirdigimizde bu c¢aligmada diger
caligmalara benzer sekilde quercetinin antimikrobiyal etki gosterdigi gorildii.
Mikrobiyoloji i¢in yeni bir arastirma alani1 sunan hipertermi ¢aligmalari ile de uyumlu
olarak bu caligmada artan sicakliklarin bakteriler iizerinde etkinligi saptandi. Her
ikisinin bir arada kullaniminda ise antibakteriyel etki; iireme ve morfolojik agidan
onemli etkilere sahipti. Bu durum hiperterminin tiimor tedavilerinde kullanildigr gibi
aslinda bakteriyel etkenlerin tedavisine adjuvan bir etki saglayabileceginin
gostergesidir. Calismamiz quercetin ve hipertermi kombinasyonlarinin patojen
bakteriler {lizerinde etkinliginin arastirildig: ilk ¢alisma olma niteligi tasimaktadir.
Ancak calismamizin cesitli kisithiliklar1 vardir. Bunlarin en baslica olani in vitro
testlerde siirecin uzun olmasi sebebiyle sicakligin uzun siire uygulanmasidir.
Hipertermi tedavisi teknik olarak en fazla iki saatlik bir siire ile uygulanmaktadir.
Bakterilerin standart iireme siireci ise yaklasik 18-20 saatlik bir siire oldugundan iki
saatlik etkinin net bir bicimde gozlemlenmesini zorlastirmaktadir. Ayrica S.
epidermidis i¢in metisilin direnci gibi spesifik diren¢ profili olan izolatlarin
degerlendirilmesi daha etkili olabilir. Calismada standart sus degerlendirilmedi
yalnizca klinik izolatlar ¢aligildi. 512 pg/ml iizerindeki konsantrasyonlarin ¢alismada
yer almamasi sebebiyle kolistin direcli A. baumannii izolatlariin MIK degerleri 37
°C’de >512 pg/ml olarak ifade edildi. Sadece hipertermi etkisine maruz birakilan
orneklerin TEM goriintiilerinin  olmamasi1 nedeniyle sadece sicaklik etkisi
gbzlemlenemedi. Ek olarak hem standart suslar hem de klinik izolatlarin MIS
degerlerinin belirlenmesi ile calismalar daha standart hale getirilebilir. Calisma
yalmizca iki patojen bakteri diizeyinde gerceklestirildi. Bu sebeple 6zellikle hayvan
modelleri {lizerinde hipertermi ve antibiyotik, hipertermi ve flavonoidler gibi cesitli
kombinasyonlarin in vivo olarak test edilmesinin tedavide kullanilabilirlik agisinda
onem arz etmektedir. Ayrica bu in vivo testler dncesinde bakterilerin hipertermi
uygulamasiyla olusan inhibisyon diizeyleri, antibiyotik duyarlilik profilleri,
morfolojik yapiya etkileri ve biyofilm yapisina etkileri iizerine daha fazla in vitro
calisma yapilarak in vivo ¢alismalar i¢in daha genis bir veritabani olusturulmasi i¢in

daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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o6z
i coli hem mil i hem de en dnemli biridir. E.
coli ve i inal grup! yer alan forkli jik etkiler g farkis i sahiptir.
E colig E. coli, sepsis iliskili E. coli ve neonatol menenjit iliski E. coli yer
Bunlar en sik iyon etkeni E. coli'dir. Farkii potolojik etkilere sahip
enfeksiyonlara neden olmas: ekstraintestinal E. coli'de gesitli virilans foktérlerinin varliging baghidir. Bu foktérler
bashca i is g direnci ve inler yer Bu
E.coli rol alan bu virilons foktorleri ele

elinmstir.
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01.06.2023 / 01.June.2023 Escherichia coli is one of the most important bacteria in humans in terms of both microbiota and pothogenicity.
E. coli has diff with diff i effects in the extra-intestinal and intestinal
groups. The extra-intestinal E. coli group includes E. coli, sepsi: i E. coli and
meningitis-associated E. coli. Among them, the most agent is E. coli. Couse
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Hepatitis C Genotype Distribution in Tiirkiye; Are Genotypes
Distributions Changing? A Meta-Analysis
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Abstract

Backround: Hepatitis C virus is one of the leading causes of viral hepatitis in humans. It is clinically characterized by
chronic hepatitis developing after acute infection. There are seven genotypes of HCV. Each genotype, numbered one to
seven, has several subtypes. Genotype differences play a role in the course of HCV infection, basic pathological features,
and response to treatment. In this study, we aimed to determine the genotype distribution of HCV in Tarkiye and whether
there is a change in the HCV genotype distribution over the years.

Methods: PubMed, Scopus and TR Dizin databases are used to select the appropriate publications to use data in the study.
103 studies were included in this study. Of these, 32036 data were evaluated. This study protocol was developed keeping
in view the requirements of the PRISMA guidelines.

Result: A total of 32036 genotype data were found from the studies included in the evaluation. Genotype 1 (82.6%) was
the most common genotype. The genotype distribution rates for genotype 2, genotype 3, genotype 4 and other groups
are 3.9%, 8.7%, 3.9% and 0.9%, respectively. There was a significant difference between the genders Genotype 1
incidence is significantly higher in females compared to males, while genotypes 2 and 3 have a higher incidence in males.
There was a significant difference between the regions for all genotypes. When the distribution was analyzed according
to the years, there was a significant difference according to the years. After 2011, a significant decrease in genotype 1
and a significant increase in genotype 3 were detected.

Conclusion: The most common HCV genotype in Tirkiye is genotype 1. The most common genotype has not changed
over the years, but we observed that the distribution of genotypes has changed at various rates. This may increase in the
future for various reasons.

Keywords: Hepatitis C, HCV, genotype, Tiirkiye
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