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OZET

NISININ ANTIBAKTERIYEL VE ANTIPARAZITER ILACLAR iLE
KOMBINASYONUNUN BAKTERI VE PARAZITLERE KARSI AKTIVITESININ
DEGERLENDIRILMESI

Bu calismada, nisin A’nin tek basina ve farkli antibakteriyel ve antiparaziter
ilaglar ile kombinasyon halinde ¢esitli bakteri ve parazitler lizerindeki antimikrobiyal ve
antiparaziter etkinligi arastirildi. Calisma kapsaminda Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecium, Acinetobacter baumannii ve Klebsiella pneumoniae klinik bakteri kokenleri ile

Leishmania tropica ve Trichomonas vaginalis parazitleri arastirildi.

Nisinin ve segilen antimikrobiyal ajanlarin minimum inhibitor konsantrasyonlari
(MIK/ICso) mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi; kombinasyon ¢aligmalar ise
checkerboard yontemi kullanilarak gergeklestirildi ve sonuglar Fraksiyonel Inhibitor

Konsantrasyon Indeksi (FIKI) iizerinden degerlendirildi.

Elde edilen sonuglara gore, nisin—tigesiklin kombinasyonu 6zellikle Enterococcus
faecalis ve bazi Pseudomonas aeruginosa klinik kokenlerinde sinerjik etki gdsterdi.
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae kokenlerinde c¢ogunlukla kismi sinerji,
Staphylococcus aureus kokenlerinde ise sinirli diizeyde etkilesim gdzlemlendi. Buna
karsin Acinetobacter baumannii ve Enterococcus faecium kokenlerinde belirgin bir
sinerji saptanmadi. Nisin—gentamisin kombinasyonu ise test edilen kokenlerin biiytlik
cogunlugunda sinerjik etki gostermedi, yalmzca bazi Pseudomonas aeruginosa
kokenlerinde sinerjik etkilesim ve Klebsiella pneumoniae kokenlerinde ise kismi sinerjik

etkilesim belirlendi.

Leishmania tropica lzerinde gerceklestirilen c¢alismalarda herhangi bir etki
gbzlenmedi. Buna karsin, Trichomonas vaginalis lizerinde yapilan degerlendirmelerde
nisin ve metronidazoliin tek basina etkinliklerinin zamana bagli olarak arttifi ve 48

saatlik inkiibasyon siiresinde ICso ile MPK degerlerinin anlamli sekilde diistiigii
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belirlendi. Ayrica, 7. vaginalis susuna karsi nisin ve metronidazol kombinasyonunda

sinerjik etkilesim gézlemlendi.

Sonu¢ olarak, elde edilen veriler nisinin bazi antibiyotiklerle kombinasyon
halinde belirli mikroorganizmalara karsi antibakteriyel etkinligi artirilabilecegini, ancak
bu etkinin mikroorganizma tiiriine ve kullanilan antibiyotige bagli olarak degiskenlik
gosterdigini ortaya koymustur. Nisin, 0zellikle ¢oklu ilag direncinin sorun olusturdugu
patojenlerde destekleyici bir ajan olarak potansiyel tasimakla birlikte, her kombinasyon
icin genellestirilebilir bir sinerjik etki gostermemektedir. Bu nedenle, nisin temelli
kombinasyonlarin klinik uygulamaya gecmeden 6nce mikroorganizma ve ila¢ bazinda

ayrintili olarak degerlendirilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, antiparaziter. bakteriyosin, sinerji
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE ACTIVITY OF NISIN IN COMBINATION WITH
ANTIBACTERIAL AND ANTIPARASITIC AGENTS AGAINST BACTERIA AND
PARASITES

In this study, the antimicrobial and antiparasitic activities of nisin A, both alone and
in combination with various antibacterial and antiparasitic agents, were investigated against
different bacterial and parasitic species. Within the scope of the study, clinical bacterial
isolates of Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecium, Acinetobacter baumannii and Klebsiella pneumoniae as

well as the parasites Leishmania tropica and Trichomonas vaginalis, were examined.

The minimum inhibitory concentrations (MIC/ICso) of nisin and the selected
antimicrobial agents were determined using the broth microdilution method. Combination
studies were performed using the checkerboard assay, and the results were evaluated based

on the Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI).

According to the results, the nisin—tigecycline combination exhibited synergistic
activity, particularly against Enterococcus faecalis and some Pseudomonas aeruginosa
clinical isolates. Partial synergistic effects were mostly observed in Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae isolates, whereas limited interaction was detected in Staphylococcus
aureus isolates. In contrast, no significant synergy was observed in Acinetobacter baumannii
and Enterococcus faecium isolates. The nisin—gentamicin combination did not demonstrate
synergistic activity in the majority of the tested isolates; however, synergistic interactions
were identified in some Pseudomonas aeruginosa isolates, and partial synergy was observed

in Klebsiella pneumoniae isolates.

In studies conducted on Leishmania tropica, no observable effect was detected. In
contrast, evaluations performed on Trichomonas vaginalis demonstrated that the individual
activities of nisin and metronidazole increased in a time-dependent manner, with ICso and
MPK values decreasing significantly after 48 hours of incubation. Moreover, a synergistic
interaction was observed for the combination of nisin and metronidazole against the 7.
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vaginalis strain.

In conclusion, the findings indicate that the antibacterial activity of nisin can be
enhanced against certain microorganisms when used in combination with specific
antibiotics; however, this effect varies depending on the microorganism and the antibiotic
employed. Although nisin holds potential as an adjunctive agent, particularly against
pathogens where multidrug resistance poses a significant challenge, it does not exhibit a
universally generalizable synergistic effect across all combinations. Therefore, nisin-based
combinations should be thoroughly evaluated on a microorganism- and drug-specific basis

before being translated into clinical practice.

Key Words: Antimicrobial, Antiparasitic, bacteriocin, synergy
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1. GIRIS

Antimikrobiyal ajanlara karsi gelisen direng, giiniimiizde hem
bakteriyel hem de paraziter enfeksiyonlarin tedavisini ciddi sekilde
giiclestiren ve kiiresel Olgekte hizla bliyiiyen bir halk sagligi sorunu haline
gelmistir. Ozellikle ¢oklu ilaca direncli (Multiple Drug Resistance, MDR)
bakteriler ile ila¢ direngli parazitlerin neden oldugu enfeksiyonlar, tedavi
seceneklerini sinirlayarak mortalite ve morbidite oranlarimi artirmakta; bu
durum toplumsal ve ekonomik Olcilide iilkeleri etkilemektedir. Enfeksiyon
etkenlerinin antibiyotik ve antiparaziter ilaglara karst artan direng
geligtirmesi, ¢cogu zaman akilc1 antimikrobiyal kullanim politikalarinin ve
siirveyans calismalarinin yetersizligi ile daha da agirlasmaktadir. Bu tablo,
klasik tedavi yaklasimlarma ek ya da alternatif olusturabilecek yeni

antimikrobiyal ajanlarin arastirilmasini zorunlu kilmaktadir.

Bu gereklilik dogrultusunda, dogal kaynakli biyoaktif bilesiklerin
antimikrobiyal potansiyelleri giderek daha fazla arastirilmaktadir. Bitkisel
bilesikler, peptitler ve mikrobiyal kokenli dogal iiriinler; genis etki alanlar1 ve
diren¢ gelisimini diger ajanlara kiyasla daha yavas indiiklemeleri nedeniyle
bilimsel acidan dikkat c¢ekmektedir. Bu bilesikler arasinda o6zellikle
mikrobiyal kokenli antimikrobiyal peptitler, hedef hiicre membraninda
olusturduklar1 bozulma yoluyla giiclii bir bakterisidal etki gostermekte ve
diisiik toksisiteleri ile terapotik kullanim agisindan avantaj sunmaktadir. Bu
ozellikleri, soz konusu peptitleri hem tek basma hem de konvansiyonel
ilaclarla kombinasyon halinde kullanilabilecek gii¢lii adaylar haline
getirmektedir. Mikrobiyal kokenli antimikrobiyal peptitler arasinda yer alan
bakteriyosinler, ozellikle nisin, genis spektrumlu aktiviteleri ve diisiik
toksisite diizeyleri sayesinde deger kazanmustir. Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus. Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae klinik agidan

onemli bakteriyel patojenlerin yam sira Leishmania tropica ve Trichomonas



vaginalis gibi paraziter etkenlerde artan direng oranlari, hem diinya genelinde
hem de iilkemizde giderek daha ciddi bir saglik problemi olusturmaktadir. Bu
direng artis1, kullanilan antibiyotik ve antiparaziter ajanlarin etkinligini
azaltmakta ve tedavi siireglerini daha karmagsik hale getirmektedir. Bu
nedenle, bakteriyosinlerin konvansiyonel antibiyotik ve antiparaziter ajanlarla
birlikte kullaniminin saglayabilecegi olas1 sinerjik etkilerin arastirilmasi, yeni
tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi agisindan biiylik 6nem tasimaktadir.
Nitekim yapilan caligmalarda, bakteriyosin—antibiyotik kombinasyonlarinin
antimikrobiyal aktiviteyi artirabilecegi ve direncli suslara karsi yeni tedavi
stratejileri sunabilecegi bildirilmektedir (Naghmouchi ve ark., 2013; Mathur
ve ark., 2017; Soltani ve ark., 2022; Kiousi ve ark., 2023).

Tim bu bulgular 15181nda, artan ila¢ direncine karsi yeni ve etkili
yaklagimlarin gelistirilmesi bir gereklilik haline gelmistir. Bu calisma, s6z
konusu gereklilikten yola ¢ikarak, se¢ilmis bakteriyosin—antibiyotik ve
bakteriyosin—antiparaziter kombinasyonlarinin antimikrobiyal ve potansiyel
sitotoksik etkilerini degerlendirmeyi amaclamaktadir. Boylece, direncli
bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek yeni

kombinasyon stratejilerine bilimsel temel olusturulmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

Enfeksiyon hastaliklari, modern tipta 6nemli ilerlemeler kaydedilmis
olmasina ragmen, kiiresel diizeyde morbidite ve mortalitenin baslica nedenleri
arasinda yer almaya devam etmektedir. Antimikrobiyal ilaglarin kesfi 20.
ylizyilda enfeksiyonlarla miicadelede devrim niteliginde bir gelisme saglamis
olsa da, mikroorganizmalarin bu ajanlara kars1 gelistirdigi direng, terapotik
basariy1 tehdit eden ciddi bir sorun haline gelmistir. Diinya Saglik Orgiitii
(World Health Organization, WHO) antimikrobiyal direnci, insan sagligi,
hayvan sagligi, gida giivenligi ve cevre saghigmi etkileyen ¢ok boyutlu bir
tehdit olarak tanimlamakta ve kiiresel 6l¢ekte koordineli miicadele gerektiren
bir kriz olarak degerlendirmektedir. Bu ¢ergevede, antimikrobiyal direncin
biyolojik kokenleri, yayilim dinamikleri ve mevcut tedavi ydntemlerini
etkisiz kilma potansiyeli, alternatif antimikrobiyal stratejilere duyulan ihtiyact

her gecen giin artirmaktadir (Cotter ve ark., 2013; Cavera ve ark., 2015).

Mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara kars1 gelistirdigi direng,
son yillarda hizla artarak 21. yiizyilda ciddi saglik sorunlarindan biri
olmustur. Antibiyotiklerin yaygin ve ¢ogu zaman uygunsuz kullanimi, ¢oklu
ilaca direnc¢li (Multiple Drug Resistance, MDR) mikroorganizmalarin ortaya
cikmasina ve bu suglarin hizla yayilmasina zemin hazirlamaktadir. MDR
mikroorganizmalarin  neden oldugu enfeksiyonlar, mevcut tedavi
seceneklerini ciddi sekilde kisitlamakta; tedavi siirelerinin uzamasi, mortalite
ve morbidite oranlarinin artmasi, saglik maliyetlerinde belirgin yiikselis gibi

sonuclara yol agmaktadir (WHO).

Diren¢ gelisiminin bu denli hizli ilerlemesinde, akilci antibiyotik
kullanimin1 yonlendiren siirveyans sistemlerinin yetersizligi 6nemli bir rol
oynamaktadir. Etkin bir siirveyans altyapisinin olmamasi, direngli suslarin

gec tespit edilmesine, uygun tedavi stratejilerinin belirlenememesine ve



direngli patojenlerin kontrolsiiz sekilde yayilmasimna yol ag¢maktadir.
Dolayisiyla, hem tedavi etkinligini artirabilecek hem de direng¢ gelisimini
yavagslatabilecek yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi biiylik 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle, alternatif yaklasimlar igerisinde dogal kokenli
biyoaktif bilesiklere yonelik ilgi giderek artmaktadir. Bu bilesikler arasinda,
mikrobiyal kaynakli antimikrobiyal peptitler olan bakteriyosinler o6zellikle
dikkat c¢cekmektedir. Genellikle ribozomal yolla sentezlenen ve diger
mikroorganizmalar tizerinde giiglii inhibitor etki gdsteren bu peptitler; genis
spektrumlu aktiviteleri, hedef hiicre membraninda hizli ve etkili yikima neden
olmalar1 ve diisiik toksisite diizeyleriyle terapotik agidan Onemli bir
potansiyel sunmaktadir (Cotter ve ark., 2012; Cavera ve ark., 2015; Darbandi
ve ark., 2022).

Nisin, pediocin ve benzeri bakteriyosinler lizerine yapilan ¢alismalar,
bu bilesiklerin hem gida giivenliginde hem de klinik uygulamalarda
kullanilabilirligini desteklemektedir (De Vuyst ve ark., 2007; Darbandi ve
ark., 2022). Direncli bakterilere karsi etkinlik gostermeleri ve konvansiyonel
antibiyotiklerle birlikte kullanildiklarinda sinerjik etki olusturabilmeleri,
bakteriyosinleri gelecekteki antimikrobiyal stratejilerin  gelistirilmesinde
giiclii adaylar haline getirmektedir (Field ve ark., 2008; Dosler ve ark., 2011;
Mathur ve ark., 2018; Sharafi ve ark., 2024).

2.1. Bakteriyosinler

Bakteriyosinler, cesitli bakteriler tarafindan ribozomal olarak
sentezlenen, protein veya peptit yapisinda antimikrobiyal bilesiklerdir. Ilk
olarak Jacob ve arkadaslar1 tarafindan “kolisin benzeri tiirler arasi
antagonistik proteinler” olarak tanimlanan bakteriyosinler, zamanla farkli
bakteri tiirlerinde benzer yapida antimikrobiyal molekiillerin kesfedilmesiyle
daha genis bir kavram halini almistir (Klaenhammer, 1988; Eckner, 1992).
Bakteriyosinler genellikle iiretici susa yakin tiirler {izerinde etkili olmalariyla
antibiyotiklerden ayrilmakta; yiiksek ozgilliikleri, c¢evresel kosullara
direngleri ve ribozomal sentez mekanizmalar1 ile dikkat c¢ekmektedir

(Hryniewicz ve ark., 1976; Klaenhammer, 1993).



Bakteriyosinler ¢ogunlukla stres kosullarinda sentezlenen spesifik
toksinlerdir ve ftretici sus disindaki duyarli bakterilerin eliminasyonunda
onemli rol oynarlar. Bu molekiiller, hedef hiicrede membran biitiinliigiinti
bozarak, por olusturarak veya hiicre metabolizmasini inhibe ederek etkilerini
gosterirler (Pugsley, 1984; Pankey ve ark., 2004). Sahip olduklar1 bu yiiksek
ozgiilliik, tiretici bakteriye genetik olarak kodlanan bagisiklik mekanizmasi
sayesinde zarar vermemelerini saglar. Bakteriyosin liretimi siklikla plazmid
DNA tarafindan kodlanmakta olup, bu 6zellik iiretici susun ekolojik rekabette

avantaj elde etmesine katkida bulunmaktadir.

Bakteriyosinlerin tanimlanmasma yonelik ilk c¢aligmalar 1925°te
Escherichia coli tarafindan sentezlenen kolisinin kesfiyle baslamis; ilerleyen
yillarda farkli bakteri gruplarinda yiizlerce bakteriyosin tespit edilmistir
(Bactibase).  Pediococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Lactobacillus, Staphylococcus gibi birgok mikroorganizmanin bakteriyosin
irettigi gosterilmistir. Klaenhammer, bakteri tiirlerinin yaklasik %99 unun en
az bir bakteriyosin liretebildigini, ancak pek ¢ok bakteriyosinin halen izole

edilemedigini belirtmistir (Arthur ve ark., 2014; Ahmad ve ark., 2017).

Tarihsel olarak bakildiginda, bakteriyosinlerin insanlar tarafindan
binlerce yildir fermente gidalarda dolayl olarak kullanildigi bilinmektedir.
Ancak bakteriyosinlerin “gida biyokoruyucusu” olarak resmi kabulii 1951
yilinda gerceklesmistir. 1928—-1947 yillar1 arasinda cesitli bakteriyosinler
kesfedilmis; bunlar arasinda en Onemlileri nisin ve onun 12 amino asitlik
dizilim farki bulunan analogu subtilindir. Nisin, 1953 yilinda ticari olarak
piyasaya sunulmus ve 1983’ten itibaren kirktan fazla iilkede yasal olarak gida
koruyucusu olarak kullanima onaylanmistir (Joo ve ark., 2012). Giiniimiizde
GRAS (Generally Recognized As Safe) statiisii alan tek bakteriyosin nisin
olup FDA tarafindan giivenli kabul edilmektedir (Klaenhammer, 1993;
Eckner, 1992).

Bakteriyosinler c¢ogunlukla 30-60 amino asit iceren katyonik ve
termostabil peptitlerdir (Field ve ark., 2015). Bu o6zellikler, bakteriyosinlerin

gida isleme kosullarinda stabil kalmasin1 saglamaktadir. Protein yapida



olmalar1 nedeniyle gastrointestinal sistemde proteazlar tarafindan
aminoasitlere parcalanabilmeleri, antibiyotiklerden farkli olarak viicutta aktif
bilesik olarak absorbe edilmemelerini saglar. Bu durum, bakteriyosinlerin

giivenli kullanim potansiyelini artirir.

Gida sektoriinde bakteriyosinlerin 6nemli avantajlar1 bulunmaktadir.
Uygun kosullarda gidalara dogrudan eklenebilmeleri, bakteriyosin iireten
starter veya koruyucu kiltiirlerin inokiilasyonu ile kullanilabilmeleri veya
aktif ambalaj materyallerine entegre edilmeleri miimkiindiir. Ozellikle
konserve endiistrisinde, domates konserveleri gibi diisiik pH’a sahip 1siya
duyarli iiriinlerde sporlu bakterilere karsi etkin koruma saglayabilmektedirler.
Bakteriyosinler, Gram pozitif gida patojenlerini inhibe ederek bozulmayi
azaltmakta, fermantasyon siireglerini kontrol etmekte ve raf Omriini
uzatmaktadir (Chen ve ark., 2003). Bununla birlikte bakteriyosinlerin ¢ogu
Gram negatif bakterilere, maya ve kiiflere kars1 etkili degildir. Bazi
bakteriyosinlere karsit direngli varyant hiicrelerin gelisebilmesi nedeniyle
antibakteriyel spektrumun genisletilmesi amaciyla birden fazla bakteriyosinin

kombine kullanimi1 6nerilmektedir (Ahmad ve ark., 2017).

Sonug olarak, bakteriyosinler giivenilirlikleri, 6zgiin spektrumlari,
proteolitik olarak pargalanabilmeleri ve ¢esitli uygulama sekillerine
uygunluklart nedeniyle hem gida endiistrisinde hem de potansiyel terapotik
alanlarda Onemli biyokoruyucu ajanlar olarak degerlendirilmektedir. Bu
ozellikleri, bakteriyosinleri kimyasal koruyuculara ve antibiyotiklere

alternatif olabilecek umut verici biyoaktif bilesikler haline getirmektedir.

2.2. Bakteriyosinlerin Simiflandirilmasi

Bakteriyosinlerin yapisal cesitliligi, biyolojik aktivite mekanizmalari
ve lretici suslara 6zgii farkliliklari, bu antimikrobiyal peptitlerin ayrintili
bicimde siiflandirilmasini gerekli kilmaktadir. Bakteriyosinlerin etki giigleri,
stabiliteleri, hedef mikroorganizmalara bagli 6zgiillikleri ve translasyon
sonrast modifikasyon diizeyleri, bu molekiiller arasindaki énemli ayrimlar

ortaya koymaktadir. Bu nedenle bakteriyosinlerin kimyasal yapilarina,



molekiiler  biiyiikliikklerine ve biyolojik islevlerine gore yapilan
simiflandirmalar, hem bu bilesiklerin anlasilmasi hem de gida teknolojisi ve
terapotik uygulamalarda etkin sekilde kullanilmalar1 agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Asagida bakteriyosinlerin bilimsel olarak kabul goren temel

siniflandirmalar1 6zetlenmektedir.

Gram pozitif bakteriler tarafindan iiretilen bakterisidal proteinler,
yapilarinda bulunan modifiye amino asitlere gore temel olarak iki ana grupta
incelenmektedir. Bu gruplar, translasyon sonrasi modifikasyonlar sonucu
olusan 0zgiin amino asit yapilar igeren lantibiyotikler ile bu modifiye amino
asitleri tagimayan nonlantibiyotikler (nonlanthionine bakteriyosinler) olarak

tanimlanmaktadir.

Lantibiyotikler, yapilarinda translasyon sonras1t modifikasyonla olusan
lanthionine (Ala—S—Ala) ve methyllanthionine (Abu—S—Ala) gibi tiyol igeren
halkali amino asitlerin yani sira dehidroalanin (Dha) ve dehidrobutirik asit
(Dhb) gibi dehidre formdaki amino asitleri barindirir. Bu modifiye amino
asitler, lantibiyotiklerin biyolojik aktivitesinde ve stabilitesinde 6nemli rol

oynamaktadir. Lantibiyotiklerin en bilinen 6rnegi nisindir.

Buna karsilik nonlantibiyotik bakteriyosinler, bu sira digi amino asit
modifikasyonlarin1 igermeyen, genellikle kiicik ve 1siya dayanikhi
peptitlerdir. Bu gruba ornek olarak pediocin AcH/PA-1, lactococcin A,
lactococcin B ve sakacin A verilebilir. Yapisal farkliliklara ragmen,
lanthionine igeriginin bakteriyosinlerin antimikrobiyal spektrumlar1 ile
dogrudan iligkili olmadigi, yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Jack ve

ark., 1995; Twomey ve ark., 2002).

Bakteriyosinler ig¢in literatiirde c¢esitli siiflandirmalar yapilmis
olmakla birlikte, 6zellikle Gram pozitif bakterilerin iirettigi bakteriyosinleri
temel alan Klaenhammer siniflandirmasi en yaygin kullanilan sistemdir.
Biyokimyasal oOzellikler esas alinarak yapilan bu simiflandirmada
bakteriyosinler genel olarak dort grupta toplanmaktadir. Siniflandirmada

dikkate alinan kriterler:



Molekiil byiikliigi
Kimyasal yap1 6zellikleri
Etki mekanizmalari

Is1 stabilitesi olup, biyokimyasal tanimlama agisindan 6zellikle ilk {i¢ sinifin

daha fazla 6nem tasidig1 belirtilmektedir (Chen ve ark., 2003).

2.2.1. Grup I Bakteriyosinler

Bu grupta yer alan bakteriyosinler, yapilarinda karakteristik olarak
lanthionine (Lan) ve methyllanthionine (MeLan) igermeleri nedeniyle
lantibiyotikler olarak adlandirilmaktadir. Lantibiyotikler, bilinen protein yap1
taglarindan farkli olarak translasyon sonrast modifikasyonlarla olusan bu
Ozgiin aminoasit tlirevlerini igermeleriyle dikkat ¢ekerler (bkz. Sekil 2.1.).
Genellikle <5 kDa molekiiler agirliga sahip, membran-aktif peptitlerdir ve
ylksek  biyolojik etkinlikleri  biiyilk 06l¢lide bu 06zel aminoasit
modifikasyonlarina baglanmaktadir. Ayrica, lantibiyotiklerin yapisinda
dehidroalanin (Dha) ve dehidrobutyrine (Dhb) gibi dehidre aminoasit
kalintilar1 da bulunmakta olup (bkz. Sekil 2.1.), bu bilesikler peptitin
kimyasal stabilitesi ve antimikrobiyal etkinligi {iizerinde Onemli rol

oynamaktadir (Twomey ve ark., 2002).

Lantibiyotikler kimyasal yapilari ve antimikrobiyal aktiviteleri temel
alinarak iki alt sinifa ayrilmaktadir: Tip IA ve Tip IB lantibiyotikler. Bu
siniflandirma, peptitlerin yapisal organizasyonlarini, hedef
mikroorganizmalara etki mekanizmalarint  ve biyolojik islevlerini

tanimlamada Onemli bir kriter olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 2.1. Lantibiyotik grubu bakteriyosinlerin kimyasal yapisi (Reunanen, 2007)

Grup IA Bakteriyosinler

Bu grupta yer alan bakteriyosinler, net pozitif ylike sahip, hidrofobik
ozellik gosteren polipeptit yapisindaki molekiillerdir. Bu peptitler membran-
aktif karakterdedir ve hedef bakterilerin sitoplazmik zarinda gozenek (por)
olusturarak antimikrobiyal etkilerini ortaya ¢ikarirlar. Genellikle lineer ve
esnek bir konformasyona sahip olan bu bakteriyosinlerin molekiiler agirliklari
2-5 kDa arasinda degismektedir. Lactococcus lactis subsp. lactis tarafindan
sentezlenen nisin, bu grubun en iyi tanimlanmis {iyesi olup lantibiyotiklerin
karakteristik ~ Ozelliklerini temsil etmektedir. Ayrica Staphylococcus
gallinarum tarafindan iretilen laktisin 481 de bu gruba ait bir bagka ornektir

(Bactibase).

Grup IB Bakteriyosinler

Bu gruptaki bakteriyosinler, yiiksiiz veya negatif yiklii, genellikle
globiiler yapida olan peptitlerdir ve yaklagitk 2 kDa molekiiler agirhiga
sahiptirler. Antimikrobiyal etkilerini, hedef hiicrelerde belirli enzimatik
stirecleri inhibe ederek gostermektedirler (Twomey ve ark., 2002). Bu sinifa
ait ornekler arasinda mersacidin (Bacillus spp.), actagardine (Gardimycin,
Actinoplanes liguriae) ve ancovenin (Streptomyces spp,) yer almakta olup, bu
peptitlerin her biri kendine 6zgii yapisal 6zellikler ve inhibitor mekanizmalar

sergilemektedir (Koponen, 2004).



2.2.2. Grup II Bakteriyosinler

Bu gruptaki bakteriyosinler, Grup I bakteriyosinlerinden farkli olarak
lanthionine igermemeleri ile karakterizedir. Genellikle <10 kDa molekiiler
agirliga sahip olan bu peptitler, yliksek sicakliklarda dahi kayda deger 1s1
stabilitesi gostermektedir. Nitekim grubun baz1 iiyeleri, 100-121°C
araligindaki sicakliklarda bile yapisal biitiinligiinii koruyabilmektedir.
Antimikrobiyal aktiviteleri temel olarak membran-aktif olmalarindan
kaynaklanmakta olup, hedef hiicre zarinda gecirgenlik bozukluklar1 ve
membran potansiyelinde cokiise neden olarak etkilerini gosterirler. Cok
sayida bakteriyosini kapsayan bu genis grup, yapisal ve fonksiyonel

ozelliklerine gore i¢ alt sinifa ayrilmaktadir.

Grup IIA Bakteriyosinler

Bu alt gruptaki bakteriyosinler, oOzellikle Listeria tiirlerine karsi
sergiledikleri giiclii ve seg¢ici antimikrobiyal aktiviteleriyle taninirlar. Bu
bakteriyosinlerin  belirleyici yapisal ozelliklerinden biri, N-terminal
bolgelerinde bulunan ve Class Ila bakteriyosinlerinin karakteristik motifini
olusturan  Tyr-Gly—Asn—Gly—Val-Xaa—Cys (YGNGVXC) aminoasit
dizisidir. Bu korunmus motifin, hedef hiicre yiizeyinde yer alan mannose
fosfotransferaz sistemi (Man-PTS) gibi reseptorlere baglanmada kritik rol
oynadig1 ve boylece peptidin membranda gozenek olusturarak antimikrobiyal
aktivite gostermesine katkida bulundugu bildirilmektedir (Chen ve ark.,
2003). Bu smifa ornek olarak pediocin PA-1 (Pediococcus acidilactici),
enterocin A (Enterococcus faecium), sakacin P (Lactobacillus sakei) ve
leucocin A (Leucocin A-UAL 187, Leuconostoc gelidum) gibi bakteriyosinler
verilebilir; bu peptitlerin tiimii, s6z konusu YGNGV motifini tasityarak
Listeria  monocytogenes  lzerine yiiksek diizeyde inhibitér etki

gostermektedir.
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Grup IIB Bakteriyosinler

Bu gruptaki bakteriyosinler, primer yapilari birbirinden farkli iki ayri
polipeptitten olugmaktadir. Bu polipeptitler tek baglarina smirli diizeyde
antimikrobiyal aktivite gosterebilseler de, optimal biyolojik etkinligin ortaya
cikabilmesi icin her iki peptidin de ayn1 anda aktif olmas1 gerekmektedir. iki
peptidin birlikte etkilesime girmesi sonucunda hedef hiicre membraninda
gozenek (por) olusumu indiiklenmekte ve bu por olusumu bakterisidal

etkinligin temel mekanizmasini olusturmaktadir (Twomey ve ark., 2002).

Bu alt gruba iligskin en bilinen 6rnekler arasinda, Lactococcus lactis
tarafindan iretilen lactococcin G ve lactococcin Q, Carnobacterium piscicola
kokenli carnobacteriocin XY, Enterococcus faecium tarafindan sentezlenen
enterocin L50A/B, ve Pediococcus acidilactici kaynakli pediocin JD yer
almaktadir. Bu bakteriyosinlerin her biri, cift-peptit yapilart sayesinde
genisletilmis membran hedefleme kapasitesine sahiptir ve ¢ogunlukla Gram

pozitif patojenler tizerinde gii¢lii inhibitor aktivite gdstermektedir.

Grup IIC Bakteriyosinler

Bu gruptaki bakteriyosinler, genel yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri
bakimindan Grup II bakteriyosinlerine benzer ancak Grup IIA ve IIB alt
simiflarma dahil edilmeyen diger peptitleri kapsamaktadir. Bu peptitlerin
onemli bir kismi yapilarinda sistein aminoasidi icerdigi i¢in literatiirde
“thiolbiotic” veya “cystibiotic” olarak adlandirilir. Tiyo-aktif 6zellik gosteren
bu bakteriyosinlerin antimikrobiyal aktiviteleri, sistein kalintilarinin
indirgenmis (serbest tiol) formda bulunmasina baglidir. Bu nedenle peptidin
etkinligi, distilfit baglarinin olusmamas1 ve tiol grubunun reaktif kalmasiyla
iligkilidir. Bu smifa Lactococcin B (Lactococcus lactis subsp. cremoris),
Lactococcin M (Lactococcus lactis MMFII), Leucocin C (Leuconostoc
mesenteroides) ve Mesentericin Y105 (Leuconostoc mesenteroides) gibi
bakteriyosinler 6rnek olarak verilebilir; s6z konusu peptitlerin tiimii serbest

tiol gruplarina bagimli aktivite gostermeleriyle karakterizedir.
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2.2.3. Grup III Bakteriyosinler

Bu gruptaki bakteriyosinler, diger bakteriyosin siniflarma kiyasla
yiiksek molekiil agirhigina sahip (>30 kDa) biiyilk peptid zincirlerinden
olusmakta ve vyapisal olarak 1siya karst daha duyarli bir karakter
sergilemektedirler (Riley ve ark., 2002). Bununla birlikte, bu gruba ait
bakteriyosinlerin biiyiik bir kismi1 heniiz tam olarak karakterize edilememis,
dolayistyla yapisal diizenleri, etki mekanizmalar1 ve hedef hiicre 6zgiilliikleri
hakkinda smnirli bilgi bulunmaktadir. Literatiirde bu gruba Helveticin J
(Lactobacillus helveticus), lactocin A ve B (Lactobacillus acidophilus) ile
enterolysin A (Enterococcus faecalis) gibi yiiksek molekil agirlikli
bakteriyosinler =~ 6rnek  olarak  gosterilmektedir  (Bactibase).  Bu
bakteriyosinlerin cogu genis spektrumlu antimikrobiyal etki potansiyeli tagisa
da, biyokimyasal 6zellikleri ve mekanik isleyisleri {izerine calismalar halen

devam etmektedir.

2.24. Grup IV Bakteriyosinler

Bu  gruptaki  bakteriyosinler,  yapisal  olarak  kompleks
makromolekiiller olup, biyolojik aktivitelerinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in peptit
bilesenine ek olarak belirli karbonhidrat veya lipid yap1 taglarinin varlhigina
gereksinim duyarlar. Bu nedenle bu bakteriyosinlerin glikopeptit veya
lipoprotein karakteri tasidigi diisiiniilmektedir. Mevcut literatiirde bu sinifa
iliskin bilgiler olduk¢a sinirlidir; s6z konusu peptitlerin primer yapilari, olast
post-translasyonel modifikasyonlari, hedef hiicre reseptorleriyle etkilesimleri
ve antimikrobiyal spektrumlari heniiz ayrintili bigimde tanimlanamamaistir.
Bu gruba aday olarak gosterilen bakteriyosinler arasinda Lactobacillus
helveticus tarafindan {retilen yliksek molekiil agirlikli helvetisin benzeri
bakteriyosinler ile baz1 Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinden izole
edilen, karbonhidrat veya lipid bilesenleri icerdigi bildirilen kompleks
antimikrobiyal peptitler bulunmaktadir. Ancak bu peptitlerin biiyiik bolimii
heniiz biyokimyasal olarak yeterince karakterize edilmemistir. Bu nedenle,

yapisal ve fonksiyonel oOzelliklerin net olarak ortaya konulabilmesi igin
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kapsamli molekiiler, biyofiziksel ve analitik ¢alismalar yapilmasina ihtiyag

duyulmaktadir (Chen ve ark., 2003).

2.3. Bakteriyosinlerin Etki Mekanizmalar

Bakteriyosinler, iiretici bakteriler tarafindan sentezlenerek duyarh
mikroorganizmalar tizerinde inhibitor veya dldiiriicii etki olusturan ribozomal
protein kokenli antimikrobiyal peptitlerdir. Bu molekiillerin hedef hiicreler
iizerindeki etkileri genel olarak iki asamali bir biyolojik silire¢ kapsaminda
degerlendirilir. ik asamada bakteriyosinler, hedef bakterinin hiicre duvarida
yer alan spesifik veya spesifik olmayan reseptor bolgelerine baglanirlar. Bu
etkilesim geri doniisiimlii olup antimikrobiyal etkinin baslatici basamagini
olusturur. Ikinci asamada ise bakteriyosin, hedef hiicrede geri doniisii
olmayan yapisal ve fizyolojik degisikliklere yol agarak hiicre Olimiinii
tetikler. Bu asamada hiicrenin enerji dengesinin bozulmasi, membran
biitiinliigliniin kaybi, iyon gegirgenliginin artmasi ve metabolik siireclerin

durmasi gibi etkiler ortaya ¢ikmaktadir.

Gram pozitif bakteriler tarafindan sentezlenen bir¢ok bakteriyosinde
bu iki asamali mekanizma belirgin bir sekilde goriilmekle birlikte Laktik Asit
Bakterileri (LAB) tarafindan liretilen bakteriyosinlerde baglanma agamasinin
daha c¢ok spesifik olmayan nitelikte oldugu belirtilmektedir. LAB
bakteriyosinlerinin, yalnizca duyarl hiicrelere degil ayn1 zamanda dayanikli
hiicre yilizeylerine de baglanabildigi gosterilmistir. Bu  durumun,
bakteriyosinlerin yapisinda yer alan hidrofobik karakterdeki aminoasit
bolgelerinin, reseptdr tanimmmasini  maskeleyerek baglanmayr ylizey
ozelliklerine bagimli hale getirmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir
(Riley ve ark., 2002). Dolayisiyla LAB bakteriyosinleri ile hedef hiicre
arasindaki ilk temasin, reseptor-spesifik tanima mekanizmalarindan ziyade
hidrofobik ve elektrostatik fiziksel etkilesimlerle iligkili oldugu kabul
edilmektedir. Bakteriyosinlerin antimikrobiyal etkilerinin biiyiik bir boliimii,
hedef hiicrenin sitoplazmik membraninda por olusturma yeteneklerinden
kaynaklanmaktadir. Bu por olusumu hiicre ig¢inde iyon dengesizligi, ATP

kaybi, proton motive kuvvetin ¢okmesi ve sonug olarak hizli hiicre 6liimiine

13



yol agar. Literatlirde bakteriyosinlerin membranda por olusturma siire¢lerini

aciklamak tizere ii¢ temel model One siiriilmiistiir:

1. Barrel-Stave Mekanizmasi,
2. Wedge Modeli,
3. Lipit II Modeli.

Bu modeller membran-peptit etkilesimlerinin yapisal diizeyde nasil
gergeklestigini, peptitlerin konumlanma big¢imlerini ve por olusumunun hangi

adimlarla ilerledigini agiklamaktadir.

Barrel-Stave Mekanizmasi

Bu modele gore bakteriyosinlerin por olusturma siireci, peptidin
katyonik yiiklii C-terminal bolgesinin membran fosfolipitlerinin anyonik
bas gruplariyla elektrostatik etkilesime girmesiyle baglar. Membran
potansiyelinin etkisiyle bakteriyosin membran igine yerlesir ve burada
oligomerize olarak iyon gecirgen bir por olusturur (bkz. Sekil 2.2.). Oligomer
yapisinda peptitlerin hidrofobik yiizeyleri membrana, hidrofilik yiizeyleri ise
porun merkezine yonelmistir. Bu yapi, klasik bir “fi¢1 ¢itas1t modeli” (Barrel-
stave) dizilimi olusturmaktadir (Koponen, 2004; Asutay, 2007; Wu ve ark.,
2021). Ortaya ¢ikan bu iyon gegirgen por, hiicrenin iyon homeostazini

bozarak hizla 6liimciil membran depolarizasyonuna neden olur.

A~ o~ or RS G xSy
yapilandiriimamis
peptit > o8

! | |

ANANAAAS

oy N NN
yapilandiriimig \/\N\
peptit " s esik . '
* konsantrasyonu
u

N2 s v

agliitinasyon modeli

Sekil 2.2. Barrel-Stave Mekanizmasi (Wu ve ark., 2021)
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Wedge Modeli

Wedge modeli, por olusumunun membran lipit yapisinda meydana
gelen asimetrik bozulmalar yoluyla gergeklestigini 6ne siirer. Bu modele
gore bakteriyosinin Kkatyonik yiiklii C-terminal boélgesi membranin
anyonik fosfolipit tabakasiyla giiclii elektrostatik etkilesim kurarak
membran yiizeyine sikica baglanir. Peptidin membrana kismi penetrasyonu
sonucunda fosfolipit diizeni bozulur ve membranda kama seklinde bir
deformasyon olusur. Bu deformasyon membranin i¢ kisimlarinda
biikiilmelere ve gerilmelere neden olarak, zamanla por benzeri agikliklarin
olusumuna yol acar (bkz. Sekil 2.3.). Bdylece membran gecirgenligi
kontrolsiiz sekilde artar ve hiicre i¢i homeostaz bozulur (Koponen, 2004;

Asutay, 2007).

Sekil 2.3. Bakteriyosinlerin “Wedge modeli” ile hiicre membraninda por olusturmasi

(Koponen, 2004)

Lipit II Modeli

Lipit II modeli, 06zellikle lantibiyotiklerin bakterisidal etkisini
aciklamada 6nemli bir mekanizma olarak kabul edilmektedir. Bu modele gore
bakteriyosinler, peptidoglikan sentezinde gorevli temel bir prekiirsor olan
Lipit II ile 1:1 oraminda baglanarak spesifik bir kompleks olusturur. Bu
baglanmada bakteriyosinin N-terminal bolgesi gorev almakta olup membran
ylzeyinde negatif yiik gereksinimi bulunmamaktadir. Daha sonra
bakteriyosinin C-terminal kismi membrana penetre olur ve membranin karsi

ylizeyine dogru ilerleyerek por olusumunu tetikler (bkz. Sekil 2.4.). Ancak bu
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mekanizma ile por olusumunun gergeklesebilmesi icin birden fazla
bakteriyosin—Lipit II  kompleksinin  birlikte  hareket etmesi
gerekmektedir (Koponen, 2004; Asutay, 2007). Oylece Lipit II, hem
peptidoglikan biyosentezinin inhibisyonunda hem de membran {izerinde

islevsel por olusumunda kritik bir rol oynamaktadir.

[

Sekil 2.4. Bakteriyosinlerin Lipit II modeli ile hiicre membraninda por olusturmalari

(Koponen, 2004; Asutay, 2007).

Bu {i¢ model, bakteriyosinlerin membran hedefli etkilerinin yapisal ve
biyofiziksel temellerini aciklamakla birlikte, farkli bakteriyosinlerin
etkilerinin bu modellerden yalnizca birine veya birkacinin kombinasyonuna
dayanabildigi de bildirilmektedir. Dolayisiyla bakteriyosinlerin — etki
mekanizmalari, peptidin  yapisal  Ozelliklerine,  hidrofobik/katyonik
karakterine, hedef hiicre membran kompozisyonuna ve g¢evresel kosullara

bagli olarak cesitlilik gosterebilmektedir.

2.4. Bakteriyosinlerin Biyosentezi

Bakteriyosinler, farkli mikroorganizmalar tarafindan; plazmit kokenli
ve/veya kromozomal kokenli ve ribozomal olarak sentezlenen antimikrobiyal
peptitlerdir. Bakteriyosinlerin iiretim ve etki mekanizmalar ile aminoasit ve
gen diziligleri belirlenmis olup, bu molekiillerin bir¢cok ortak 6zellige sahip
oldugu gosterilmistir. Bakteriyosinler RNA aracilifiyla kodlanan genetik
bilginin translasyonu sonucunda 6ncii peptitler olarak sentezlenir; gesitli post-
translasyonel modifikasyonlarin ardindan yap1 kazanarak Sec mekanizmasi
(proteinlerin  katlanmamis halde hiicre zarindan gegirilmesini saglayan

salgilama yolu, sec-dependent) araciligiyla hiicre digina salgilanirlar.
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Bakteriyosin tiiretimi ve immiiniteyi kodlayan genler kromozom,
plazmid, her ikisi ya da transpozonlar {izerinde bulunabilmektedir. Bununla
birlikte, her operon tiim genleri icermedigi gibi operonlar arasinda gen

organizasyonu da farklilik gostermektedir (Field ve ark., 2015).

Bir bakterinin bakteriyosin sentezi i¢in; pre-peptidi kodlayan yapisal
gen, immiinite geni, ABC-tasiyic1 proteinini kodlayan gen ve bakteriyosinin
disar1 tasinmasinda gorev alan yardimci proteini kodlayan gen olmak iizere 4

farkli gene ihtiya¢ duymaktadir (Field ve ark., 2015; bkz. Sekil 2.5).

Immiinite proteinleri iiretici bakteriyi kendi bakteriyosinine kars: etkin
bicimde korurken diger bakteriyosinlere karsi yalnizca kismi koruma
saglamaktadir. Bu proteinler arasinda amino asit dizi benzerligi diisiik
olmasina ragmen ortak bazi ortak Ozellikler bulunmaktadir. S6z konusu
proteinler genellikle katyonik ve hidrofilik yapida olup a-heliks
konformasyonuna  sahiptir. ~ Transmembran  (hidrofobik)  bdlgeler
icermemeleri, hem hiicre disina salgilanabildiklerini hem de hiicre iginde

kalabildiklerini gostermektedir (Koponen, 2004).

Bakteriyosinlerin biyosentezi gruplar (I, II, III, IV) arasinda benzerlik
gostermektedir. Sentezleri arasindaki tek fark; grup II ve grup III
bakteriyosinleri, grup 1 bakteriyosinleri gibi kimyasal modifikasyona
ugramamakta ve bunun sonucunda anormal aminoasitler icermemektedirler

(Koponen, 2004).

Uretilen bakteriyosinin hiicre digina taginmasi, membranda yer alan
ABC-tasiyic1 protein ve yardimci protein araciligiyla gerceklestirilir. ABC-
tagiyict proteinler pre-bakteriyosinin translokasyonunda gorev almakla
birlikte proteolitik aktiviteye de sahiptir ve bu sayede pre-peptidin lider
dizisinin uzaklastirilmasini saglar. Sonug olarak lider peptidi ayrilmis olgun

bakteriyosin, sitoplazmik membrandan dis ortama taginir.

Baz1 bakteriyosinler ise genel salgilanma yoluyla salgilanirlar. Bu

bakteriyosinler sinyal peptid denilen N-terminal lider dizisini icermektedir.
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Bu lider dizi; pozitif yiiklii N-terminal bdlge, hidrofobik bir merkez ve bir
kesilme bolgesinden olugmaktadir. Kesilme bolgesi, bakteriyosinin
membrandan tasinmasi sirasinda sinyal peptidaz tarafindan proteolitik olarak
ayrilir ve boylece olgun bakteriyosinin sitoplazmik membrandan dis ortama

taginmasi saglanir (Sahl ve ark., 1995; Riley ve ark., 2002; Koponen, 2004).

Bakteriyosinler sentez sonrasinda katlanarak fonksiyonel ii¢ boyutlu
yapilarini kazanirlar. Olusan bu konformasyon; amino asit dizi 6zellikleri (tiir
ve say1) ile ¢evresel kosullar, 6zellikle de ortam pH’s1 tarafindan belirlenir.
S6z konusu yapi, bakteriyosinlerin hiicre membranindaki spesifik hedef
bolgelere baglanarak etki gostermesi acisindan kritik 6neme sahiptir. Ortam
pH’s1 yalnizca katlanma siirecini degil, ayn1 zamanda etki mekanizmasini da
dogrudan etkileyerek bakteriyosinlerin inhibitor aktivitesinin artmasina veya

azalmasina yol agabilir.

Olgun smif I bakteriyosin indiiksiyon faktéri
AT HHTYT«(WHT? CRICK R ¢ (06000 (((( rrrrey
L L AL AR AL L Ceeieeeacees N
QUL ATP COeiee
AT  Hiicre membram
T Pre-bakteriyosin Qp ADP
———> gt sccee,
; coct®
PN N e e T Tepki diizenleyici
> Pro»bakleriyosin'@ ‘\
3 ([
e a ccfasfosece, Tepki diizenleyici
T Prekiirsor bakteriyosin
[ W W W W - g g g
A B T C | P R K F E G
Tnmmimite geni Yapisal gen Yadmoproteingeni  Modifikasyongeni  piizenleyici bilesenler geni

Sekil 2.5. Bakteriyosin biyosentezi (Bisht ve ark., 2024)

2.5. Bakteriyosinlerin Ozellikleri
Bakteriyosinler ~ farkli  bakteriyel = taksonomik  dallara  ait

mikroorganizmalar tarafindan ribozomal olarak sentezlenen antimikrobiyal

peptitlerdir (bkz. Tablo 2.1.). Bu antimikrobiyal peptitler diger bakterilere
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kars1 yaygin bir savunma sistemidir.

Cogu bakteriyosin bir veya birden fazla proteolitik enzime karsi
duyarhidir (Klaenhammer, 1993). Proteaza duyarlilik, bir inhibitoriin
bakteriyosin olarak siniflandirilmasinda temel belirleyici kriterlerden biridir.
Zira bakteriyosinler protein yapili molekiiller olup a-kimotripsin, tripsin,
proteinaz K ve pepsin gibi ¢esitli proteolitik enzimler tarafindan pargalanarak

inaktive edilir (De Vusyt ve ark., 2007).

Normal sartlarda Gram-negatif bakteriler LAB’nin {irettigi
bakteriyosinlere kars1 dayaniklidir. Gergeklestirilen bazi calismalarda EDTA
gibi selatlayic1 maddelere, 1s1 ve donma islemlerine maruz birakilan Gram-

negatif bakterilerin nisine karsi duyarli hale geldikleri belirlenmistir (De

Vusyt ve ark., 2007).

Tablo 2.1. Bakteriyosinlerin genel 6zellikleri.

OZELLIK
Kaynak Birgok Gram (+) pozitif ve Gram (-) negatif bakteriler tarafindan sentezlenirler.
Molekiiler agirhk Genellikle 10 kDa’dan kiigiik yapilidirlar.

Aminoasit sayisi

19 — 80 aminoasit (genellikle 40) igermektedirler.

Ozellik Ekstraselliiler metabolitlerdir. Hidrofobik ve amfifiliktir.
e  Basit aminoasitler
Kimyasal yapilari e  Glikoproteinler (Grup IV)
e  Lipoproteinlerden (Grup IV) olusurlar.
Cogu bakteriyosin {iretici susa yakin iliskili suslara etkili oldugu i¢in dar etki
Aktivite spektrumu

spektrumuna sahiptirler.

Etki mekanizmalar

e  Hiicre sitoplazmik zarda gdzenek olusturma
e DNA, RNA, protein sentezinin inhibisyonu

e  Hiicre lizizi

Bakteriyosin kodlayan

genlerin bulundugu yer

e  Plazmit
. Kromozom

e  Transpozon

Enzimlere kars1 duyarhhk

Tiim bakteriyosinler proteolitik enzimlere duyarlidirlar. Bununla birlikte baz

bakteriyosinler amilolitik ve lipolitik enzimlere duyarlilik gosterebilmektedir.

Sicakhi@a kars1 duyarhhik

Istya dayaniklidirlar.

pH’ya kars1 duyarhhik

Cogu bakteriyosin 3-9 aras1 pH degerlerine direng gostermektedirler.

DNA :Deoksiriboniikleik asit ; RNA: Riboniikleik asit
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2.6. Bakteriyosinlerin Kullanim Alanlar

Bakteriyosinler, geleneksel olarak gida endiistrisinde biyokoruyucu
ajanlar olarak degerlendirilmelerinin yaninda, diigiik toksisiteleri, biyolojik
olarak pargalanabilir yapilari, yiiksek stabilite gdstermeleri ve ¢oklu ilaca
direngli mikroorganizmalar {izerindeki etkileri nedeniyle gliniimiizde saglik,
veterinerlik, tarim, kozmetik ve biyoteknoloji gibi ¢ok farkli disiplinlerde de
onemli bir aragtirma alani haline gelmistir (Cotter ve ark., 2013; Ahmad ve
ark., 2017). Bu 06zellikler, bakteriyosinleri hem alternatif hem de tamamlayici
antimikrobiyal stratejiler kapsaminda potansiyel terapdtik ve endiistriyel

ajanlar olarak 6n plana ¢ikarmaktadir.

Tip ve Klinik Uygulamalar

Tibbi uygulamalarda bakteriyosinlerin rolii, 6zellikle g¢oklu ilaca
direncli patojenlerle miicadelenin gii¢lestigi giiniimiizde giderek artmaktadir.
Yapilan calismalar, nisin, mersacidin, lacticin ve pediocin gibi
bakteriyosinlerin, PRSP (Penicillin-resistant Streptococcus pneumoniae),
VRE (Vancomycin-resistant Enterococci) ve MRSA (Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus) gibi klinik acidan 6nemli direngli bakterilere karsi
yiksek etkinlik sergiledigini gostermektedir (Field ve ark., 2015; Shin ve
ark., 2016; Ahmad ve ark., 2017). Bu nedenle bakteriyosinler, konvansiyonel
antibiyotik tedavilerine destek saglayabilecek veya belirli durumlarda

alternatif antimikrobiyal ajanlar olarak degerlendirilmektedir.

Bakteriyosinlerin yara iyilesmesi ve topikal uygulamalardaki etkinligi
de dikkat cekmektedir. Nisin ve diger lantibiyotiklerin yara ylizeylerinde
mikrobiyal yiikii azaltma, yanik ve cerrahi alan enfeksiyonlarinin kontroliinii
destekleme, biyofilm tabakalarinin parcalanmasi ve doku rejenerasyonunu
artirma amagclh hidrojel sistemlerine entegre edilerek kullanilabilecegi

bildirilmektedir (Shin ve ark., 2016).

Tibbi cihaz kaynakli enfeksiyonlar acisindan bakildiginda, kateter,

protez, stent ve implant, yilizeylerinde biyofilm olusumu saglik hizmeti iligkili
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enfeksiyonlarin en 6nemli nedenlerinden biridir. Bakteriyosinlerin biyofilm
inhibisyonu ve biyofilm bozucu aktiviteleri, tibbi cihaz kaplama
materyallerinde kullanim potansiyelini artirmaktadir (Dosler ve ark., 2011;

Shin ve ark., 2016; Ghapanvari, 2022).

Ayrica bakteriyosinler, agiz ve dis sagligi alaninda da degerli
biyomolekiiller olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Mutasin ve nisin gibi bazi
bakteriyosinlerin, agiz mikroflorasinda yer alan Streptococcus mutans gibi
cliriik etkeni patojenlere karsi etkili oldugu, periodontal tedavide, agiz
gargaralarinda, dis macunlarinda ve dental implant kaplamalarinda
degerlendirilebilecegi belirtilmistir (Bapna, 1988; Kirkup ve ark., 2006). Bu
bulgular, bakteriyosinlerin tibbi alanda yalnizca antimikrobiyal bir ajan degil,
aynt zamanda biyofilm yOnetimi ve yeni nesil tedavi yaklagimlarinin bir

bileseni olabilecegini gostermektedir.

Veterinerlik Uygulamalar

Veteriner hekimlik alaninda bakteriyosinlerin kullanimi, o6zellikle
antibiyotik kullaniminin smirlandirilmasmin gerekliligi hayvansal {iretim
sistemlerinde 6nem kazanmaktadir. Nisin ve diger bakteriyosinlerin; mastitis
etkeni Staphylococcus aureus ve Streptococcus agalactiae, gastrointestinal
sistem enfeksiyonlar1 ve solunum yolu patojenlerine karsi etkili oldugu
gosterilmistir (Wu ve ark., 2007). Ayrica, antibiyotiklerin biiyiitme faktorii
olarak kullaniminin yasaklanmasiyla birlikte giivenli alternatiflere olan
ithtiyag artmis; bu kapsamda bakteriyosinler, yem hijyeninin iyilestirilmesi,
patojen ylkiinlin azaltilmast ve hayvan performansinin desteklenmesi
amaciyla yem katkisi olarak degerlendirilmeye baglanmistir. Bu dogrultuda
bakteriyosinler, direng gelisimi diisiik ve siirdiiriilebilir yem katki maddeleri

arasinda one ¢ikmaktadir.

Tarmm ve Bitki Koruma Uygulamalar

Tarim alaninda bakteriyosinlerin kullanimia olan ilgi, kimyasal

pestisitlerin ¢evresel ve saglik agisindan olusturdugu risklerin artmasina
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paralel olarak hizla genislemistir. Bakteriyosinler, Erwinia amylovora,
Xanthomonas campestris ve Pseudomonas syringae gibi fitopatojenlere karsi
etkili biyolojik miicadele ajanlaridir (Montesinos, 2007). Bu molekiillerin
tohum ve fide dezenfeksiyonunda kullanilarak patojen yiikiinii azaltmasi,
hastaliklarin erken donem kontroliine ve {iriin verimliliginin artirilmasina
katki saglamaktadir. Ayrica bakteriyosinlerin hedefli etki gostermeleri,
kimyasal kalinti birakmamalar1 ve g¢evreye uyumlu olmalar1 siirdiiriilebilir
tarim uygulamalarinin 6nemli bir bileseni haline gelmelerini saglamaktadir

(Kumar ve ark., 2021).

Biyoteknoloji ve Nanoteknoloji Uygulamalar

Biyoteknoloji ve nanoteknoloji alanlarinda bakteriyosinler, kontrollii
salim sistemlerinin gelistirilmesi, antimikrobiyal etkinligin artirilmasi ve
hedefe yonelik tedavi stratejileri agisindan degerli molekiillerdir. Nisin yiiklii
nanopartikiiller, lipozomlar ve biyopolimer kapsiilasyon sistemleri,
bakteriyosinlerin kararliligini, biyoyararlanimini ve hedef 6zgilliiglinii
artirmak amaciyla gelistirilmektedir (Arthur ve ark., 2014; Zimet ve ark.,
2024). Bu sistemler oOzellikle biyofilm kaynakli kronik enfeksiyonlarda

avantaj saglamaktadir.

Bakteriyosinler ayni1 zamanda biyosensor teknolojilerinde segici
biyoreseptor bileseni olarak kullanilmakta olup Listeria ve Staphylococcus
gibi patojenlerin hizli tespitinde yiiksek duyarlilik saglamaktadir (Riley ve
ark., 2002). Sentetik biyoloji yaklasimlariyla da genetigi diizenlenmis
bakteriler kullanilarak daha genis spektrumlu veya fonksiyonel olarak

gelistirilmis yeni bakteriyosinlerin tiretilmesi miimkiin hale gelmistir.

Tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde bakteriyosinlerin yalnizca
gida endiistrisinde kullanilan dogal antimikrobiyal ajanlar olmaktan ¢ikip; tip,
veterinerlik, tarim, kozmetik ve biyoteknoloji ve nanoteknoloji gibi ¢ok
cesitli alanlarda stratejik Oneme sahip biyomolekiiller haline geldigi
goriilmektedir. Coklu ilaca direngli mikroorganizmalarin artisi, biyofilm

kaynakli enfeksiyonlarin tedavi zorlugu ve kimyasal antimikrobiyallere
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duyulan ihtiyacin azalmasi, bakteriyosinlerin gelecekte hem terapdtik hem de
endiistriyel uygulamalarda yenilik¢i ¢éziimler sunma potansiyelini daha da
giiclendirmektedir. Bu ¢ercevede bakteriyosinler arasinda en genis uygulama
alanina sahip ve en iyi karakterize edilmis molekiillerden biri olan,
Lactococcus lactis subsp. lactis tarafindan iiretilen nisin, glinimiizde yaygin
olarak gida koruyucusu isleviyle kullanilmaktadir. Bununla birlikte pediyosin
de gida endiistrisinde koruyucu amagla kullanilan bir diger o6nemli

bakteriyosindir.

Nisin; aralarinda  Streptococcus, Pediococcus, Lactobacillus,
Micrococcus, Staphylococcus, Listeria, Leuconostoc ve Clostridium
suslarinin da oldugu birgok tiire kars1 aktivite gosteren antibakteriyel etkiye
ve genis etki spektrumuna sahip bir bakteriyosindir (Hansen 1994; Field ve

ark., 2008).

Aktif nisin molekiilii, 6ncii nisin polipeptidinde yer alan serin, treonin
ve sistein kalintilarinin  post-translasyonel modifikasyonu sonucunda
olugsmaktadir. 34 amino asitten olusan bu yap1 dehidro amino asitler ve
tioester baglari icermekte (Bkz. Sekil 2.6.) olup yaklasik 3500 Dalton

molekiil agirligina sahiptir.

Nisinin antibakteriyel etki mekanizmasi; hiicre membranda por
olusumuyla baslamakta; iyonlarin sitoplazmik membrandan disar1 sizmasiyla
ilerlemekte ve hiicre lizisi ile sonlanmaktadir (Henning ve ark., 1986; Sahl ve
ark., 1987). Nisin ve benzeri bakteriyosinler, cogunlukla hiicre zarini hedef
almakta ve spesifik reseptorlere baglanma gereksinimi gostermemeleri
nedeniyle farkli bakteri tiirleri {izerinde inhibitdr etki gosterebilmektedir

(Chen ve ark., 2003).

Nisin ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan kullanimi giivenli
kabul edilerek dogal bir gida koruyucu olarak kullanima sunulmustur (Field
ve ark., 2008). Nisinin gidalarda koruyucu katki maddesi olarak kullanimina
ilk kez krem peynirde izin verilmistir. Glinlimiizde 47 iilke tarafindan giivenli

gida koruyucusu olarak kabul edilerek kullanilmaktadir. Bir¢ok ¢alisma, nisin
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ve nisin varyantlarinin, ¢oklu ilag diren¢li organizmalar da dahil olmak iizere
klinik patojenlere karsi etkili oldugunu gostermistir (Abedon ve ark, 2011;
Cotter ve ark., 2012; de Castro ve ark., 2015; Ghosh ve ark., 2019).

Nisin A (34 amino asit)

Tle-Dhb-Ala-Ile-Dha-Leu-Ala-Abu-Pro-Gly-Ala-Lys-Abu-Gly-Ala-Leu-Met-Gly-
Ala-Asn-Met-Lys-Abu-Ala-Abu-Ala-His-Ala-Ser-Ile-His-Val-Dha-Lys

Sekil 2.6. Nisin aminoasit siras1 (NCBI)

2.7. Bakteriyosinlerin Antimikrobiyal Aktivite Calismalar

Bakteriyosinler, ribozomal olarak sentezlenen, ¢ogunlukla Gram-
pozitif bakteriler tarafindan iiretilen ve genis bir mikrobiyal spektruma kars1
etkili olabilen antimikrobiyal peptitlerdir. Molekiiler yapilarinin yiiksek
stabilite, diisiik toksisite ve kolay modifiye edilebilirlik gibi avantajlara sahip
olmasi1 nedeniyle, antibiyotik direncinin hizla arttig1 giiniimiiz kosullarinda
hem gida giivenliginde hem de klinik tedavide potansiyel yeni biyoaktif

ajanlar olarak 6nem kazanmaktadir (Cotter ve ark., 2013).

Bakteriyosinlerin Antibakteriyel Aktivite Caliymalar

Bakteriyosinler antibakteriyel aktiviteleri nedeniyle en kapsamli
sekilde aragtirilan peptit siniflari arasinda yer almaktadir. Basta lantibiyotikler
(nisin, laktisin, mersasidin), pediocin benzeri peptitler ve enterosinler olmak
iizere birgok bakteriyosin tiirii, gida kokenli patojenlerden yiiksek riskli
nozokomiyal bakterilere kadar genis bir yelpazede etkilidir (Delves-

Broughton ve ark., 1996).

Giincel aragtirmalar, Ozellikle ¢oklu antibiyotik direncine sahip
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecium,
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii gibi ESKAPE
patojenlerine karsi bakteriyosinlerin umut vaat eden alternatifler oldugunu

gostermektedir (Cavera ve ark., 2015).
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Nisin, Ozellikle Listeria monocytogenes fiizerinde giiglii inhibitor
etkiye sahiptir ve gida endiistrisinde GRAS (Generally Recognized As Safe)
statiisii ile yaygm bi¢cimde kullanilmaktadir (Delves-Broughton ve ark.,
1996). Pediocin PA-1 ise Listeria tiirlerine karst pikomolar diizeylerinde
aktivite gosterebilmekte ve gida kaynakli kontaminasyonun engellenmesinde

etkili bir biyokoruyucu olarak kabul edilmektedir (Rodriguez ve ark., 2002).

Gram-negatif ~ bakterilerde dis membranin gecirimsizligi
bakteriyosinlerin etki kabiliyetini sinirlasa da, kombinasyon yaklasimlar ile
bu engel asilabilmektedir. EDTA veya organik asitlerle yapilan
permeabilizasyon islemleri, nisin ve diger lantibiyotiklerin E. coli ve K.
pneumoniae gibi tiirlere karsi aktivitesini 6nemli oOlgiide artirmistir
(Ghapanvari ve ark., 2022). Yeni nesil ¢aligmalar, membran modifiye edici
peptitler veya nanopartikiil tasiyici sistemlerle bakteriyosinlerin Gram-negatif
patojenlere kars1 etkinliginin daha da artirilabilecegini gostermektedir

(Ghapanvari ve ark., 2022).

Bakteriyosinlerin Antiparaziter Aktivite Calismalar:

Mevcut tedavi segeneklerinin ¢ogunun 20. yiizyilin baglarindan ve
ortalarindan kalma olmasi, hastaligin ileri evrelerinde siirli etkinlige sahip
olmas1 ve spesifik olmamasi veya oldukca toksik olmasi nedeniyle bu
hastaliklarin geleneksel tedavisi Onemli sinirlamalara sahiptir (Martin-
Escolano ve ark., 2019). Bu nedenle, bu hastaliklarin etkili bir sekilde tedavi
edilmesi ve kontrol altina alimmasi i¢in yeni antiparaziter maddelerin

gelistirilmesine yonelik ¢alismalar gerceklestirilmesi ihtiyaci dogmaktadir.

Bakteriyosinlerin antiparaziter aktiviteleri antibakteriyel etkilerine
kiyasla daha gec kesfedilmistir; ancak son yillarda protozoon ve helmint
parazitlere karsi etkili olabilecekleri yoniindeki bulgular hizla artmaktadir.
Protozoonlarda membran lipid yapisinin bakterilere kiyasla farkli olmasi
nedeniyle etki mekanizmalar1 tam olarak bakteriyel mekanizmalarla

ortiismese de, genel olarak membran biitlinliigliniin bozulmasi, mitokondriyal
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fonksiyon kaybi, ROS artis1 ve apoptotik benzeri siireclerin tetiklenmesi

iizerinden etki gosterdikleri bilinmektedir (Soltani ve ark.,2022).

Son  zamanlarda  bakteriyosinlerin  antiparaziter  Ozellikleri
incelendiginde hiicre membran biitiinliigliniin bozunmasinda etkili oldugu
belirlenmistir (Martin-Escolano ve ark., 2019; Corman ve ark., 2022;

Robledo, 2023).

Bakteriyosinler, hem antibakteriyel hem de antiparaziter aktiviteleri
ile genis terapdtik potansiyele sahip dogal biyoaktif molekiillerdir. Direncli
bakterilere karsi etkili olmalari, diisiik toksisiteleri, hedefe ozgili etki
kabiliyetleri ve kombinasyon terapilerinde sinerji saglamalar1 onlar1 klasik
antibiyotiklere giiclii bir alternatif haline getirmektedir. Antiparaziter
etkilerine yoOnelik calismalar heniliz gelisme asamasinda olsa da, ozellikle
Leishmania, Trypanosoma ve Trichomonas gibi klinik agidan kritik
protozoonlara karst gdosterdikleri aktivite bakteriyosinlerin  gelecekte
antiprotozoal tedavilerin énemli bilesenleri olabilecegine isaret etmektedir.
Tiim bu bulgular, bakteriyosinlerin hem medikal hem de biyoteknolojik

uygulamalarda daha genis bir kullanim alan1 bulacagin1 gostermektedir.

2.8. Direnc Gelisimi ve Bakteriyosinler

Bakteriyosinlere kars1 gelisen direng; hiicre yiizey yiikiinde meydana
gelen degisiklikler, membran lipid kompozisyonunun modifikasyonu ve
reseptor proteinlerinin azalmasi veya korunmasi gibi c¢esitli adaptasyon
mekanizmalarina dayanmaktadir (Cotter ve ark., 2013; Draper ve ark., 2016).
Bununla birlikte, bu diren¢ mekanizmalarinin bakteriler iizerinde olusturdugu
fizyolojik yiik; hiicresel islevlerde fonksiyonel bozulmaya ve biiyiime
siireclerinde olumsuz degisikliklere yol acgabilmektedir. Bu nedenle
bakteriyosin direncinin genellikle uzun siire siirdiiriilemedigi ve ¢ogu
durumda kalict hale gelemedigi bildirilmektedir (Mathur ve ark., 2018). Bu
ozellik, bakteriyosinleri klasik antibiyotiklere kiyasla direng gelisimi

acisindan daha avantajh bir alternatif olarak 6ne ¢ikarmaktadir.
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2.9. Bakteriyosin ve Antimikrobiyal fla¢ Kombinasyonlar

Enfeksiyonlarin  geleneksel —antimikrobiyal tedavi yaklasimlari
kullanilarak etkin sekilde kontrol altina alinmasina yonelik stratejiler
gelismeye devam ederken; mevcut tedavi segenekleri 6nemli smirliliklar
icermektedir. Bircok konvansiyonel antimikrobiyal ajanin belirgin toksisiteye
sahip olmasi, ozellikle kritik/riskli hastalarda degisen farmakokinetik (PK)
parametreler ve bir¢ok birinci basamak ile son ¢are antimikrobiyal ajan igin
standartlastirilmis ve yaygin erisilebilir tedavi siirecinde ilag diizeyi izleme
yontemlerinin bulunmamasi tedavi basarisini olumsuz yonde etkilemektedir.
Buna ek olarak, yetersiz antimikrobiyal yonetim uygulamalarinin, ila¢ direnci
ve coklu ilaca diren¢li (MDR) suslarin artiginda temel faktorlerden biri
oldugu bildirilmistir (Roberts ve ark., 2009; Jain ve ark., 2023).

Bu baglamda, antimikrobiyal direncle miicadelede kombinasyon
tedavileri Onemli bir strateji olarak O©ne c¢ikmaktadir. Farkli etki
mekanizmalarina sahip ajanlarin birlikte kullanilmasi, hem antimikrobiyal
etkinligin  artirrlmasimi  hem de diren¢ gelisiminin  baskilanmasini
saglayabilmektedir. Kombinasyon tedavilerinin; daha diisiik dozlarda etkinlik
saglama, toksisiteyi azaltma ve bakterisidal aktiviteyi artirma gibi avantajlara
sahip oldugu c¢esitli caligmalarla ortaya konmustur (Dosler ve ark., 2011;
Tamma ve ark., 2012; Li ve ark., 2013; Naghmouchi ve ark., 2013; Mathur ve
ark., 2017; Sharafi ve ark., 2024).

2.9.1. Antibiyotiklerle Kombinasyon ve Sinerji Calismalari

Bakteriyosinlerin antibiyotik kombinasyonlar1 son yillarda yogun ilgi
gormektedir.  Literatiirde,  bakteriyosinlerin  ¢esitli  antibiyotiklerle
kombinasyonunda belirgin sinerjik etkiler rapor edilmistir. Ozellikle nisin A
gibi lantibiyotiklerin, bakteri hiicre membraninda por olusturarak membran
biitiinliigiinii bozdugu ve bu sayede diger antimikrobiyal ajanlarin hiicre i¢ine
girisini kolaylastirdig1 gosterilmistir (Cotter ve ark., 2013). Nisinin lipid II’ye

baglanarak hem hiicre duvari sentezini inhibe etmesi hem de membran
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gecirgenligini artirmasi, onu kombinasyon tedavileri agisindan giiclii bir aday

haline getirmektedir (Breukink, 2006; Field ve ark., 2015).

Nisin  A’min  B-laktamlar, glikopeptidler, florokinolonlar ve
aminoglikozidlerle birlikte kullanimi, 6zellikle direngli suslara karsi belirgin
bir sinerjik etki olusturarak antibakteriyel aktivitenin artmasina yol
acmaktadir (Naghmouchi ve ark., 2013; Field ve ark., 2016; Mathur ve ark.,
2017; Shin ve ark., 2022; Telhig ve ark., 2022).

Nisin ve vankomisin kombinasyonunun, direngli Enterococcus
faecalis ve Enterococcus faecium suslart lizerinde sinerjik etki gosterdigi
bildirilmistir (Cavera ve ark., 2015). Benzer sekilde, nisin ile gentamisin
kombinasyonunun, o&zellikle membran gegirgenliginin artirilmasi yoluyla
antibiyotigin hiicre i¢i hedeflerine daha etkin ulasmasimni sagladigi

gosterilmistir (Field ve ark., 2015).

Pediocin PA-1 ve enterosinlerin, vankomisin ve linezolid ile kullanimi
da direncli Enterococcus suslarinda anlamli sinerji saglamaktadir (Cavera ve
ark., 2015). Bu kombinasyon yaklagimlarinin, antibiyotik dozunun
azaltilmasi, hedef hiicre direncinin kirilmasi ve bakterisidal etkinin
hizlanmas1 gibi avantajlar sundugu bildirilmektedir (Mathur ve ark., 2017;

Mathur ve ark., 2018).

Bakteriyosinlerin ~ antimikrobiyal  ilaglarla ~ kombinasyonunun
potansiyeli yalnizca antibakteriyel 6zellikle sinirli degildir. Antiparaziter ilag
direncinin artmast ile bakteriyosin—antiparaziter ila¢ kombinasyonlarinin
arastiritlmasi son donemde 6n plana ¢ikmaktadir (Martin-Escolano ve ark.,

2019; Corman ve ark., 2022; Robledo ve ark., 2023).

Protozoon parazitlere kars1 yiiriitilen c¢alismalarda da, membran
hedefli ajanlarin antiparaziter ilaglarla birlikte kullaniminin ilag etkinligini
artirabilecegi  6ne  siiriilmektedir. Ozellikle Leishmania tropica gibi
kinetoplastid parazitlerde hiicre membrani ve ylizey yapilarinin hedeflenmesi,

ilag penetrasyonunun artirilmasit agisindan kritik 6neme sahiptir (Croft ve
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ark., 2006). Ayrica, Trichomonas vaginalis iizerine yapilan ¢alismalar, hiicre
membrani biitlinliiglinii bozan ajanlarin metronidazol gibi ilaglarin etkinligini

artirabilecegini gostermektedir (Upcroft, 2001).

Sonu¢ olarak, bakteriyosinlerin antimikrobiyal ve antiparaziter
ilaglarla kombinasyonu, artan antimikrobiyal diren¢ sorununa karsi
mekanizma temelli ve rasyonel bir yaklagim sunmaktadir. Bununla birlikte,
bu kombinasyonlarin etkinligi; hedef mikroorganizmanin biyolojik
ozelliklerine, kullanilan ajanlarin farmakodinamik etkilesimlerine ve
uygulanan doz rejimlerine bagl olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Bu
nedenle, bakteriyosin temelli kombinasyonlarin klinik uygulamaya
aktarilabilmesi i¢in standartlagtirllmis in vitro sinerji analizleri, in vivo

modeller ve klinik ¢aligmalar ile desteklenmesi gerekmektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Materyaller

3.1.1 Kullanilan Cihazlar
Bu calismada kullanilan ve Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali arastirma laboratuvarlarinda bulunan cihazlar

Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihaz bilgileri.

Cihaz Ad1 Marka/Model Ulke
Otoklav Hiyarama HG-80 Japonya
Etiiv Memmert IN160 Almanya
Hassas terazi Sartorius TE214S Almanya
Inverted mikroskop Olympus Japonya
Biyogiivenlik kabini Labonco ABD
Vorteks Weightlab WN-V 2800 Tiirkiye
MeFarland cihazt BD PhoenixSpec, Becton and ABD
Dickinson

Derin dondurucu Arcelik Tiirkiye
Buzdolab1 Regal Tiirkiye
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3.1.2. Kullanilan Mikroorganizmalar

Tablo 3.2. Calismada kullanilan klinik bakteriyel izolatlar.

Mikroorganizma Ad1 Kaynak Sus Sayisi
Staphylococcus aureus (MRSA) Klinik izolat 5
Enterococcus faecalis Klinik izolat
Enterococcus faecium Klinik izolat 5
Escherichia coli Klinik izolat 5
Klebsiella pneumoniae Klinik izolat 5
Pseudomonas aeruginosa Klinik izolat 5
Acinetobacter baumannii Klinik izolat 5

MRSA: Metisilin direncli Staphylococcus aureus

Tablo 3.3. Calismada kullanilan referans bakteri suslari.

Mikroorganizma Adi Sus Kodu Kullanim Amaci
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Kalite kontrol
Staphylococcus aureus ATCC 43300 Kalite kontrol
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Kalite kontrol
Escherichia coli ATCC 25922 Kalite kontrol
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Kalite kontrol
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Kalite kontrol

ATCC: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu

Tablo 3.4 . Calismada kullanilan referans parazit suslari.

Mikroorganizma Adi Sus Kodu KAYNAK

Manisa Celal Bayar Universitesi
Leishmania tropica MHOM/AZ/1974/SAF-K27 ) )
Tip Fakiiltesi Parazit Bankasi

Manisa Celal Bayar Universitesi
Trichomonas vaginalis ~ ATCC 50143 ) )
Tip Fakiiltesi Parazit Bankasi

3.1.3. Kullanilan Etken Maddeler

Calismada kullanilan antimikrobiyal ajanlar i¢in ¢oziicii/sulandirict
cesidi ve potens degerleri belirlendi. Stok konsantrasyonlar1 European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) kriterleri

dogrultusunda hesaplandi. Hassas terazide tartilan antimikrobiyal ajanlar,
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belirlenen uygun ¢oziciiler kullanilarak hazirland1 (bkz.

kullanilincaya kadar —20°C’de muhafaza edildi.

Tablo 3.5. Calismada kullanilan antimikrobiyal ilaglar

Antimikrobiyal Grubu Etki Mekanizmasi
Ajan

Gentamisin Aminoglikozid Protein sentez inhibitdrii (30S)
Fusidik asit Steroid antibiyotik Protein sentez inhibitorii
Klindamisin Linkozamid Protein sentez inhibitorii (50S)
Linezolid Oksazolidinon Protein sentez inhibitorii (50S)
Mupirosin Topikal antibiyotik 1zo16sil-tRNA sentetaz inhibitorii
Vankomisin Glikopeptid Hiicre duvari sentez inhibitorii
Tigesiklin Glisilsiklin Protein sentez inhibitdrii (30S)
Amfoterisin B Antiparaziter Hiicre membrani (ergosterol)
Metronidazol Nitroimidazol DNA hasar1
Miltefosin Antiparaziter Hiicre membrani etkisi
Nisin A Bakteriyosin Membran por olusumu

Tablo 3.5.).

Hazirlanan stok c¢ozeltiler 1 mL’lik miktarlarda alikotlanarak deneylerde

3.14. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Mueller Hinton Broth Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen Mueller Hinton Broth (Liofilchem, italya)
toz besiyeri Uretici firma yonergeleri dogrultusunda belirtilen miktar distile
suda ¢Oziindiiriildiikten sonra 121 °C de 15 dakika otoklavda steril edildi.
Sterilizasyonun ardindan 45-50 °C ye kadar sogutulan besiyeri kullanilacag:

zamana kadar +4°C’de muhafaza edildi.
Mueller Hinton Agar Besiyerinin Hazirlanmasi
Ticari olarak temin edilen Mueller Hinton Agar (Biocell, Tiirkiye)

besiyeri liretici yonergeleri dogrultusunda kullanilacagi zamana kadar +4°C’de

muhafaza edildi.
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Novy-Nicole-McNeal (NNN) Besiyerinin Hazirlanmasi

1,4 g agar ve 0,6 g NaCl, 90 mL distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek
121 °C’de 15 dakika siireyle sterilize edildi. Sterilizasyonun ardindan besiyeri
50-55 °C’ye kadar sogutuldu ve aseptik kosullar altinda 10 mL defibrine
tavsan kani ile 0,2 mL penisilin/streptomisin soliisyonu eklendi. Hazirlanan
besiyeri, steril vidali kapakli tiiplere 4 mL olacak sekilde dagitildi ve tiipler
yaklagik 10° egimde tutularak besiyerinin katilagmasi saglandi. Elde edilen

besiyerleri, kullanim anina kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

RPMI-1640 Stok Sivi Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen RPMI-1640 besiyeri igerisine %10 fetal calf
serum (FCS), %1 penisilin/streptomisin ve %1 gentamisin soliisyonlari
eklenerek stok sivi besiyeri hazirlandi. Besiyeri kullanilacagi zamana kadar

+4°C’de muhafaza edildi.

TYM Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen 0,5 mg L-sistein HCI, 0,1 g askorbik asit,
0,4 g KH2POy4, 10 g triptikaz, 2,5 g maltoz ve 10 g maya 6ziitiiniin 300 mL
distile su i¢inde ¢oziindiiriilmesiyle hazirlandi. Karisimdan 90 mL alinarak
icine 0,25 g bakto-agar eklendi ve pH 6’ya ayarlandi. Sonrasinda 120°C’de
10 dakika sterilize edilen besiyeri, ekim amaciyla tiiplere 1,6 mL olacak
sekilde dagitildi. Besiyeri kullanilacagi zamana kadar +4°C’de muhafaza
edildi. Kullanim o6ncesi 100 IU/mL streptomisin, 100 IU/mL penisilin ve
toplam hacim 2 mL olacak sekilde at serumu eklenerek kullanima hazir hale

getirildi.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Bakteri ve Parazit Kokenlerinin Canlandirilmasi

Bu c¢alismada kullanilan bakteri ve parazit kokenlerinin
canlandirilmasi, her mikroorganizmanin optimal biliylime ve ¢ogalma

kosullar1 g6z oniinde bulundurularak gergeklestirilmistir.

Bakteri kokenlerinin canlandirilmasi

Bakteri kokenlerinin canlandirilmasi amaciyla ticari olarak temin
edilen %5 Koyun Kanli agar (Biocell, Tiirkiye) ve Mueller Hinton Agar
(Biocell, Tiirkiye) besiyerleri kullanildi. Besiyerlerine inokiile edilen bakteri

kokenleri 37°C’lik etiivde 18-24 saat inkiibe edildi.

Leishmania tropica susunun canlandirilmasi

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji
Anabilim Dali Parazit Bankasi’nda sivi azot igerisinde saklanan L. tropica
promastigotlari, 37°C’ye ayarlanmis su banyosunda kisa siire ¢ozlindiiriildi.
Coziilen promastigotlar, steril cam pastor pipeti yardimiyla NNN besiyerine
inokiile edildi ve 26°C’de etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
besiyerinin s1vi fazindan cam pastor pipeti ile 6rnek alinarak direkt preparat
hazirlandi. Promastigotlarin tiremesi ve yogunlugu, 151tk mikroskobunda 40x

objektif kullanilarak degerlendirildi.

Leishmania tropica susunun RPMI-1640 siv1 besiyerinde ¢ogaltilmasi

NNN besiyerinde logaritmik faza ulasan promastigotlar, ila¢ duyarlilik
testlerinde kullanilmak iizere RPMI-1640 (Gibco, ABD) sivi besiyerine
pasajlanarak 26 °C’de inkiibe edildi. Kiiltiirlere iki giinde bir taze besiyeri
eklenerek yeterli sayida promastigot elde edildi ve testlerde kullanilmak {izere

10¢ promastigot/mL yogunlugunda parazit siispansiyonu hazirlandu.
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Trichomonas vaginalis susunun canlandirilmasi

Trichomonas vaginalis susu kullanima hazir hale getirilen modifiye
TYM besiyerine li¢ ardisik pasaj yapilarak adapte edildi ve 35-37 °C’de 24
ve 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben, antibiyotik icermeyen TYM
besiyerine alinarak ii¢ ardisik pasaj daha gergeklestirildi ve ayni inkiibasyon
kosullarinda ¢ogaltild. Inkiibasyon sonrasi elde edilen kiiltiirler mikroskobik
olarak degerlendirilerek kontaminasyon acisindan kontrol edildi ve
trofozoitlerin  aktif  hareketliligi  gozlemlendi.  Hiicre  yogunlugu
hemositometre kullanilarak belirlendi ve deneylerde kullanilmak {izere
logaritmik fazdaki trofozoitler tercih edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu,
ilag duyarlilik testlerinde kullanilmak iizere yaklasik 1x10* hiicre/mL olacak

sekilde ayarlandi1 (Aksoy ve ark., 2016).

3.2.2. Nisin, Antibiyotik ve Antiparaziter Etken Madde Soliisyonlarinin

Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Antibiyotik ve antiparaziter etken maddelerin stok c¢ozeltileri, iiretici
firma tarafindan Onerilen uygun ¢oziicii tiirleri ve potens degerleri dikkate
almarak hazirlandi ve gerekli ilag konsantrasyonlar1 EUCAST kriterleri
(2025) dogrultusunda belirlendi. Hazirlanan stok c¢ozeltiler Tablo 3.6.’da
belirtilmistir. Nisin, antibiyotik ve antiparaziter ajan stok c¢ozeltileri, tek
kullanimlik alikotlar halinde diizenlendi. Tekrarlayan donma—¢odziinme
dongiilerinin 6nlenmesi amaciyla deneysel kullanim zamanina kadar —20

°C’de muhafaza edildi.
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Tablo 3.6. Calismada kullanilan antimikrobiyal ilaglar.

Antimikrobiyal Ajan Coziici Madde Konsaitt(:‘l:lsyonu

Gentamisin Distile su 5120 pg/mL
Fusidik asit DMSO 256 pg/mL
Klindamisin Distile su 256 pg/mL
Linezolid Distile su 512 pg/mL
Mupirosin DMSO 256 pg/mL
Vankomisin Distile su 2560 pg/mL
Tigesiklin Distile su 2560 pg/mL
Amfoterisin B DMSO 1000 pg/mL
Metronidazol Distile su 5000 pg/mL
Miltefosin Distile su 1024 pg/mL
Nisin A DMSO 5120 pg/mL

DMSO: Dimetil siilfoksit (PanReac AppliChem, Ispanya, cell
culture grade); mL: Mililitre; pg/mL: Mikrogram/ Mililitre

3.2.3. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal  aktivite  diliisyon  yOntemleri  kullanilarak
belirlenmektedir. Bu testler antibiyotik duyarlilik testlerinde referans
testlerdir. Antibiyotiklerin minimum inhibisyon konsantrasyonlarini saptamak
icin kullanilmaktadir. Calismada kullanilan etken maddelerin in vitro
antimikrobiyal aktivite analizinde CLSI ve EUCAST onerisi olan sivi
mikrodiliisyon  yontemi  kullanildi.  Bakteriyosin,  antibiyotik  ve
antiparaziterlerin etkinlik degerleri (MIK/ICso) stvi mikrodiliisyon y&ntemi
ile 96 kuyucuklu steril mikroplakalar kullanilarak belirlendi. Tiim bakteriyel
calismalar i¢cin MHB (Liofilchem, ltalya), L. tropica izolatlar1 icin RPMI-
1640 (Gibco, ABD) ve T. vaginalis izolatlar1 i¢in ise modifiye TYM besiyeri
kullanildi.

Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

[lag  duyarlilk testlerinde; steril, U tabanli 96 kuyucuklu

mikroplakalar kullanilarak sivi mikrodiliisyon yontemi ile MIK degerleri
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belirlendi. Tiim ¢aligmalar Mueller Hinton Broth (MHB) besiyeri kullanilarak
yapildi. Mikroplakalardaki her bir kuyucuga 50 uL MHB ilave edildi.
Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerinde liretilmis her bir bakteri kokeninden
Bakteri siispansiyonlari, 0,5 McFarland standardina (10® kob/mL) esdeger
olacak sekilde hazirlanmis ve ardindan 1/100 oraninda seyreltilerek 10°
kob/mL konsantrasyona getirildi. Mikroplakalardaki her bir kuyucuga son
konsantrasyonu 5x10° kob/mL olacak sekilde bakteri siispansiyonundan 50
pL eklendi. Mikroplaka iizerinde iireme kontrolii (MHB+bakteri), ¢oziicii
kontrolii (MHB+bakteri+DMSO/DS), besiyeri kontrolii (MHB) ve sterilite
kontrolii (MHB+Antibakteriyel ajan) icin birer kuyucuk kullanildi.
Mikroplakalarin kapaklar1 kapatilarak 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi.
Bakteri iiremesinin gozle goriilemedigi en diisiik konsantrasyon antibakteriyel
ajanlar i¢in MIK degeri olarak belirlendi (EUCAST, 2025). Tiim ¢alismalar
ti¢ tekrarli ¢alisildi.

Antileishmanial Aktivitenin Belirlenmesi

[lag duyarhilik testlerinde steril, diiz tabanli 96 kuyucuklu
mikroplakalar kullanildi. Plakadaki 12 siranin biri pozitif kontrol, biri negatif
kontrol olarak ayrildi; kalan kuyucuklar ise etken maddeler i¢in ikili siralar
halinde diizenlendi. Her bir kuyucuga RPMI-1640 sivi besiyerinden (%10
FCS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 gentamisin i¢ceren) 100 pL ilave edildi.
Etken maddeler icin ayrilan bdliimlerin ilk kuyucuklarmma etken madde
stispansiyonundan 100 pL eklendi ve seri dillisyonlar hazirlandi. Diliisyon
isleminin  ardindan, 10° promastigot/mL  yogunlugundaki parazit
slispansiyonundan negatif kontrol hari¢ tiim kuyucuklara 100 pL ilave edildi.
Mikroplakalarin kapaklar1 kapatilarak parafilm ile sizdirmaz sekilde kaplandi
ve 26°C’de inkiibasyona alindi. Inkiibasyonun 48. ve 72. saatlerinde etken
maddelerin ICso degerleri MTT yontemi ile belirlendi. Inkiibasyon siiresi
sonunda her bir kuyucuktan 100 pL alinarak ayni diizende yeni, steril bir 96
kuyucuklu mikroplakaya aktarildi. Ticari olarak temin edilen MTT (Sigma
Aldrich, Almanya) sollisyonundan yeni mikroplakanin tiim kuyucuklaria

100 pL eklendi. Mikroplakalar parafilm ile sarildi ve 26°C’de 4 saat
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inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda mikroplakalar etiivden
cikarildi ve her bir kuyucuga formazan kristallerinin ¢éziinmesini saglamak
amaciyla 100 pL DMSO ilave edilerek 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan mikroplakalar spektrofotometrede 450 nm dalga
boyunda okutma yapilarak absorbans degerleri kaydedildi. Elde edilen
absorbans verilerinden hesaplanan % canlilik degerlerine (bkz. Sekil 3.1) gore
etken maddelerin MPK degerleri, parazit canliliginin gézlenmedigi en diisiik

konsantrasyon olarak belirlendi. Tiim ¢alismalar {i¢ tekrarli ¢alisildu.

% Canlilk — ( Canl1 Hiicre Sayis1 ) 3 T

Toplam Hiicre Sayisi

Sekil 3.1. % Canlilik formiilii

Antitrikomonial Aktivitenin Belirlenmesi

llag duyarhilik testlerinde steril, diiz tabanli 96 kuyucuklu
mikroplakalar kullanildi. Plakadaki 12 siranin biri pozitif kontrol, biri negatif
kontrol olarak ayrildi; kalan kuyucuklar ise etken maddeler i¢in ikili siralar
halinde diizenlendi. Her bir kuyucuga TYM besiyerinden 100 pL ilave edildi.
Etken maddeler i¢in ayrilan boliimlerin ilk kuyucuklarina etken madde
stispansiyonundan 100 pL eklendi ve seri diliisyonlar hazirlandi. Diliisyon
isleminin  ardindan,  10*  trofozoit/mL  yogunlugundaki  parazit
siispansiyonundan negatif kontrol hari¢ tiim kuyucuklara 100 pL ilave edildi.
Mikroplakanin kapagi kapatildi, etrafi parafilm ile kaplandi ve 37°C’de 48
saat inkiibasyona alindi. Etken maddelerin MPK degerleri invert mikroskopta
yapilan inceleme ile belirlendi. Inkiibasyon sonunda T. vaginalis
trofozoitlerinin canliligt ve motilitesi, sayim kamarasi (hemositometre)
kullanilarak 151k mikroskobunda degerlendirildi. Tamamen
parcalanmis/hareketleri durmus ve morfolojik olarak bozulmus trofozitler 6lii
kabul edildi. Trofozoitlerin tamamimin 61digli en diisik etken madde
konsantrasyonu MPK olarak kabul edildi. ICso degerlerinin saptanmasi i¢in
ise oOncelikle her bir etken madde ic¢in kuyucuklardaki trofozoitlerin %

canlilik degerleri belirlendi (bkz Sekil 31.). Bunun i¢in etken maddelere ait
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tim kuyucuklarindan 50 pL alimip aymi hacimdeki tripan mavisi boyasi ile
karistirildi ve 10 uL alinip thoma lamina aktarilarak 151k mikroskobu altinda
canli ve 6lu trofozitler sayildi. Her bir etken maddenin yaklasik %50’sinin
canli oldugu kuyucuk konsantrasyonu ICso degeri olarak belirlendi. Tiim

calismalar ti¢ tekrarli ¢alisildi.

% Canlilk — ( Canli Hiicre Sayisi ) 2 00

Toplam Hiicre Sayisi

Sekil 3.1. % Canlilik formiilii

3.2.4. Dama Tahtasi (Checkerboard) Yontemi ile Etkilesimlerin

Belirlenmesi

Antimikrobiyal ajanlar arasindaki sinerjik etkilesimin belirlenmesinde
dama tahtas1 (Checkerboard) yontemi kullanilmaktadir. Bakteriyosinler ve
antimikrobiyal ilaglar arasindaki etkilesimi degerlendirmek amaciyla her

kombinasyon i¢in 2 adet 96 kuyucuklu steril mikroplakalar kullanildi.

Birinci mikroplakanin her bir kuyucuguna besiyerinden 100 uL ilave
edildi. MiK(bakteri icin)/MPK (prazitler icin) degerinin ii¢ sulandirim
iistiinden baglayip bes sulandirim altina kadar dikey diizlemde antimikrobiyal
ajan diliie edildi. Ikinci mikroplakanin 8. siitununa kadar tiim kuyucuklarina
100 pL besiyeri ilave edildi. 8. siitundaki kuyucuklara 100 pL nisin A
soliisyonu eklenerek, yatay diizlemde sagdan sola dogru seri diliisyonlar
hazirlandi.  Ikinci  mikroplakada  hazirlanan  diliisyonlar,  birinci
mikroplakadaki karsilik gelen kuyucuklara 50 pL olacak sekilde aktarildi ve
boylece her kuyucukta iki etken maddenin farkli kombinasyonlari elde edildi
(Eliopoulos ve ark., 1996). Logaritmik fazda ve yeterli yogunluga ulasmis
mikroorganizma siispansiyonundan 100 pL, birinci mikroplakanin besiyeri ve
sterilite kontrol kuyucuklar1 hari¢ tiim kuyucuklarina ilave edildi. Ureme
kontrolii (besiyeri + mikroorganizma), besiyeri kontrolii ve sterilite kontrolii
(besiyeri + nisin/antimikrobiyal ajan, besiyeri) i¢in liger kuyucuk kullanildi.

Mikroplakalar antibakteriyel aktivite icin 37°C’de 18-20 saat, antileishmanial
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aktivite i¢cin 26°C’de 18-24 saat, antitrikomonial aktivite i¢in 37°C’de 48 saat
inkiibe edildi. her satir ve siitunda iiremenin gozlenmedigi en diisiik
konsantrasyondaki kuyucuklara ait FIKI degerleri esas alindi. Tiim ¢alismalar

iki tekrarli ¢alisildu.

Li ve ark. (2013) tarafindan belirtilen formiiller yardimiyla fraksiyonel
inhibisyon konsantrasyon indeksi (FIKI) degeri hesaplanarak sinerjik

etkilesimler belirlendi.

FIKI degerinin hesaplanmasi,

FIK A=K ombinasyondaki antimikrobiyal MIK-MPK/MIK-
MPKantimikrobiyal

FIKB = Kombinasyondaki bakteriyosin MIK-MPK / MiK-MPKbakteriyosin
FIKI = FIKA + FIKB

Tablo 3.7. FIKi degerlendirme tablosu.

FiKi Degeri Etkilesim Tiirii
<0.50 Sinerji

> 0.50-0.75 Kismi sinerji
>0.75-1.00 Aditif etki
>1.00-4.00 Etkisiz
>4.00 Antagonizma

Dama tahtas1 testinin sonuglarinin degerlendirilmesi asagidaki

tanimlarla yapilmaktadir.

Sinerji: Maddelerin ayri olarak test edildiklerinde elde edilen etkilerin
toplamindan daha biiytik bir etkinlik olugsmasidir.

Kismi  sinerji/Aditif etki: 1ki maddenin kombinasyonda
olusturduklari etki, ayr1 ayn etkilerinin toplamina esit oldugu durumdur.

Etkisizz 1ki maddenin kombinasyonundan elde edilen sonug,

bunlardan en etkin olan maddenin sonucundan farkli olmadigi durumdur.
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Antagonizma: Antimikrobiyal —maddeler ayr1 olarak  test
edildiklerinde olusan etkilerin toplamindan belirgin sekilde daha diisiik bir

etkinlik elde edilen durumdur.

3.2.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler, IBM SPSS Statistic (IBM SPSS Inc., Chicago, IL,
USA; Versiyon 25.0) yazilimi kullanilarak analiz edildi. Gruplar arasindaki
anlaml farkliliklar, tek yonli ANOVA ile analiz edildikten sonra, ¢oklu
kargilastirmalar Tukey testi ile degerlendirildi. p<0.05 oldugunda gruplar

arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Antibakteriyel Aktivite Sonuclar:

Antibiyotiklerin MIK degerleri sivi mikrodiliisyon yontemi ile
saptandi. Elde edilen bulgulara gore, 6zellikle bazi antibiyotik gruplarinda
kars1 direng varlig1 gozlendi (bkz. Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.). Gentamisin tiim
Gram pozitif bakteri kokenlerinde >1280 pg/mL konsantrasyonda direngli
olarak gozlenirken Gram negatif bakteri kokenlerinde E. coli, K. pneumoniae,
A. baumannii izolatlarmin biiyiik cogunlugunda MIK degerleri >1280 pug/mL
olarak belirlendi. Bu durum yiiksek diizey aminoglikozid direncine isaret
etmektedir. Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda ise daha heterojen bir
dagilim gozlendi. Benzer sekilde daptomisin i¢in de S. aureus izolatlarinda
>64 pg/mL diizeyinde direng saptandi. Fusidik asit acisindan S. aureus klinik
izolatlarinin tamaminda >64 ng/mL diizeyinde diren¢ gozlendi. Linezolid S.
aureus suslarinda genellikle 32 pg/mL diizeyinde duyarlilik gozlenirken, bazi
izolatlarda bu deger 64 pg/mL’ye kadar ¢ikmistir. Enterokok izolatlarinda da
benzer sekilde >64 nug/mL sinirinda duyarhilik gézlemlendi. Mupirosin S.
aureus izolatlarinin bir kisminda diisik MIK degerleri (8 pg/mL) ile
duyarlilhik gozlendi. Enterokok izolatlarinda ise c¢ogunlukla yiiksek diizey
direng (>64 pg/mL) gozlendi. Tigesiklin Gram pozitif bakteri kokenleri
iizerinde etkili olup genellikle 20-320 pg/mL araliginda duyarhilik
gdzlenirken; Gram negatif bakteri kokenlerinde MIK degerleri 640 pg/mL
olarak belirlendi. Vankomisin acisindan ise suslar arasinda heterojen bir

dagilim gozlendi.

4.2. Nisinin Antibakteriyel Etkinligi

Nisinin antibakteriyel etkinligi referanslar suslarda S. aureus ATCC

29213 i¢in 640 pg/mL, P. aeruginosa ATCC 27853 i¢in 640 pg/mL; E. coli

42



ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 700603 ve E. faecalis ATCC 29212 igin
1280 pg/mL olarak belirlendi.

S. aureus klinik kokenlerinde MIK degerinin ii¢ koken igin 640
pg/mL, bir koken i¢in 320 pg/mL oldugu gozlemlendi (bkz. Tablo 4.3.).

Nisinin enterokok klinik kokenleri tizerindeki antibakteriyel etkinligi 1280

pg/mL olarak belirlendi (Tablo 4.3.). Test edilen Gram negatif bakteri

kokenlerinde MIK degerleri, A. baumannii ve K. pneumoniae bakteri

kokenlerinin birer kokeninde 640 ng/mL; iki P. aeruginosa bakteri kokeninde

640 ng/mL iken bir P. aeruginosa bakteri kokeninde ise 320 pg/mL olarak

belirlendi. Test edilen diger bakteri kokenlerinde ise nisinin antibakteriyel

etkinligini ifade eden MIK degeri 1280 pg/mL olarak belirlendi (bkz. Tablo

43)).

Tablo 4.1. Antibiyotiklerin Gram (+) klinik kdkenler iizerindeki MIK degerleri

(ng/mL)
. ANTIBIYOTIKLER
Klinik suslar -
FA GN DA LIN MUP TGC VAN

SAl >64 (R) >1280(R) >64(R) 32(S) >64 (R) 320 (S) >625 (R)
SA2 >64 (R) >1280([R) >64(R) 32 (S) 64 (S) 160 (S) 78,13 (S)
SA3 >64 (R) >1280([R) >64(R) 32 (S) 8 (S) 320 (S) 19,53 (S)
SA3 >64 (R) >1280([R) >64(R) 64 (S) >64 (R) 160 (S) >625 (R)
SA4 >64 (R) >1280(R) >64 (R) 32 (S) 8 (S) 20 (S) 19,53 (S)
FS1 >1280 (R) >64(S) >64 (R) 320 (S) >640 (R)
FS2 >1280 (R) >64(S) >64 (R) 320 (S) >640 (R)
FS3 >1280 (R) >64 (S) >64(R) 320 (S) >640 (R)
Fs4 >1280 (R) >64 (S) >64(R) 320 (S) >640 (R)
FS5 >1280 (R) >64 (S) >64(R) 320 (S) >640 (R)
FM1 >1280 (R) >64(S) >64(R) >640(R) >640(R)
FM2 >1280 (R) >64 (S) >64 (R) 640 (S) >640 (R)
FM3 >1280 (R) >64(S) >64(R) >640(R) >640(R)
FM4 >1280 (R) >64 (S) 64 (S) >640 (R)  >640 (R)
FMS5 - >1280 (R) >64 (S) 64 (S) >640 (R)  >640 (R)
S. aureus ATCC 29213 >64 (R) >1280(R) >64(R) 32(S) 8(S) 160 (S) 78,13 (S)
E. faecalis ATCC 29212 >1280 (R) >64 (S) >64 (R) 320 (S) >640 (R)

FA: Fusidik asit; GN: Gentamisin, TGC: Tigesiklin; DA: Klindamisin, LIN: Linezolid; R: Direncli;
S: Duyarli;, MUP: Mupirosin; VAN: Vankomisin, SA: Staphylococcus aureus; KP: Klebsiella
pneumoniae AB: Acinetobacter baumannii; FM: Enterococcus faecium; FS: Enterococcus faecalis;
PA: Pseudomonas aeruginosa; EC: Escherichia coli; ATCC: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
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Tablo 4.2. Antibiyotiklerin Gram (-) klinik kokenler {izerindeki MiK degerleri
(ng/mL)

. ANTIBIYOTIKLER
Klinik suslar — —
Gentamisin Tigesiklin

EC1 >1280 (R) 640 (S)
EC2 1280 (S) 640 (S)
EC3 >1280 (R) 640 (S)
EC4 1280 (S) 640 (S)
EC5 >320 (S) 640 (S)
KP1 >1280 (R) 640 (S)
KP2 >1280 (R) 640 (S)
KP3 >1280 (R) 80 (S)
KP4 >1280 (R) 640 (S)
KP5 >1280 (R) 640 (S)
ABI >1280 (R) 640 (S)
AB2 >1280 (R) 640 (S)
AB3 >1280 (R) 640 (S)
AB4 >1280 (R) 80 (S)
ABS >1280 (R) 640 (S)
PAl >1280 (R) >640 (S)
PA2 320 (S) >640 (S)
PA3 160 (S) 640 (S)
PA4 640 (S) >640 (S)
PAS >1280 (R) 640 (S)
E. coli ATCC 25922 >1280 (R) 640 (S)
K. pneumoniae ATCC 700603 >1280 (R) 40 (S)
P. aeruginosa ATCC 27853 640 (S) > 320 (S)

R: Direncli; S: Duyarli; SA: Staphylococcus aureus;, KP: Klebsiella pneumoniae AB: Acinetobacter
baumannii; FM: Enterococcus faecium,; FS: Enterococcus faecalis; PA: Pseudomonas aeruginosa;
EC: Escherichia coli; ATCC: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu

Tablo 4.3. Nisinin klinik bakteri kokenleri iizerindeki MIK degerleri (ug/mL).

Sus No MiK Degeri
SA1 320
SA2 640
SA3 640
SA4 > 640
SAS 640
FS1 1280
FS2 1280
FS3 1280
FS4 1280
FS5 1280
FM1 1280
FM2 1280
FM3 1280
FM4 1280
FM5 1280
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Tablo 4.3. (devam)

EC1 1280
EC2 1280
EC3 1280
EC4 1280
ECS5 1280
KP1 1280
KP2 1280
KP3 1280
KP4 1280
KP5 1280
ABI1 1280
AB2 640
AB3 1280
AB4 1280
ABS 1280
PAI 640
PA2 1280
PA3 1280
PA4 640
PAS 320
S. aureus ATCC 43300 640
S. aureus ATCC 29213 640
E. faecalis ATCC 29212 1280
E. coli ATCC 25922 1280
K. pneumoniae ATCC 700603 1280
P. aeruginosa ATCC 27853 640

SA: Staphylococcus aureus, KP: Klebsiella pneumoniae AB: Acinetobacter
baumannii; FM: Enterococcus faecium; FS: Enterococcus faecalis;

PA: Pseudomonas aeruginosa; EC: Escherichia coli; ATCC: Amerikan Tip
Kiiltiir Koleksiyonu

4.3. Antiparaziter Aktivite Sonug¢lari

Leishmania tropica antileishmanial aktivite sonuglari

Nisinin L. tropica promastigotlarina karsi antileishmanial etkinligi
zayif olupetken maddenin ¢oziinebilir en yiiksek konsantrasyonu olan 1280
pg/mL konsantrasyondalCso ve MPK degerine sahip oldugu belirlendi. Nisin
ve konvansiyonel ilaglarin L. tropica REF1 referans susu promastigotlarina
kars1 antileishmanial etkinligi Tablo 4.4. * de belirtilmistir. Nisin A i¢in hem
ICso hem de MPK degerlerinin >1280 pg/mL diizeyinde olmasi, maddenin
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test edilen konsantrasyon araliginda anlamli bir antileishmanial etkinlik

gostermedigini ortaya koymaktadir.

Tablo 4.4. Nisinin L. tropica REF1 susuna kars1 ICso ve MPK degerleri (ug/mL).

48. Saat 72. Saat
Etken Maddeler
ICso MPK ICso MPK
Nisin >1280 >1280 >1280 >1280
Amfoterisin B 0,07 62,5 0,07 31,25
Miltefosin 6,54 16 5,32 16

ICso: % 50 inhibisyon konsantrasyonu; MPK: Minimum parazitisit konsantrasyon

Trichmonas vaginalis antitrikomonial aktivite sonuglar

Nisin ve konvansiyonel antitrikomonial ila¢ olan metronidazoliin 7.
vaginalis referans susuna karsi antitrikomonial etkinligini ifade eden ICso
degerleri Tablo 4.5. ve Sekil 4.1., 4.2.,” de belirtilmistir. Bu sonuglar, nisinin
T. vaginalis lizerinde yalnizca sinirli bir inhibisyon olusturmadigini, ayni
zamanda siire uzadik¢a daha diisiik konsantrasyonlarda etkili hale geldigini
gostermektedir. Ozellikle ICso degerlerinin her iki zaman noktasinda da 100
pg/mL’nin altinda bulunmasi, nisinin 7. vaginalis’e karsi anlamli diizeyde

antitrikomonial etkinlik gosterdigini ortaya koymaktadir.

Tablo 4.5. Nisinin 7. vaginalis ATCC 50143 susuna kars1 ICso ve MPK degerleri
(g/mL).

Etken Maddeler 24. Saat 48. Saat
ICso MPK ICso MPK
Nisin 41,77 320 9,94 80
Metronidazol 0,64 2,44 0,22 1,22

ICso: % 50 inhibisyon konsantrasyonu; MPK: Minimum parazitisit konsantrasyon
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Sekil 4.1. Nisinin 24 ve 48. saatlerdeki antitrikomoniyal etkinligini gdsteren ICso

degerleri
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Sekil 4.2. Metronidazoliin 24 ve 48. saatlerdeki antitrikomoniyal etkinligini gosteren

ICso degerleri
4.4. Dama Tahtas1 (Checkerboard) Yontemi Sonug¢lari

4.4.1 Antibakteriyel Kombinasyon Sonuglari

Kombinasyon caligmalar1 checkerboard yontemi ile gercgeklestirildi.
Inkiibasyon sonunda, checkerboard mikroplakasinda {iremenin gézlenmedigi
en diisik konsantrasyonlardaki her bir kuyucuk i¢in nisin ve
antimikrobiyallere ait fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu (FIK) degerleri
hesaplandi ve bu degerlerin toplami alinarak fraksiyonel inhibisyon
konsantrasyon indeksi (FIKI) belirlendi. En kiiciik FIKI degeri baz alinarak

bakteriyosin ve test edilen antibiyotigin kombinasyon sonuglar
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degerlendirildi (bkz. Tablo 4.6. ve Tablo 4.7.). Bu calismada nisin A’nin
farkli antibakteriyel ajanlarla kombinasyonlarinin ¢esitli klinik kokenli

bakteriler ve referans parazitler tizerindeki etkilesimi degerlendirilmistir.

Literatiirde nisin—antibiyotik kombinasyonlarina yonelik ¢aligsmalarin
sayi1s1 olduke¢a smirlt olup, mevcut arastirmalarin biiyiik bolimii Gram-pozitif
bakterilerle sinirli kalmistir. Bu calismada ise Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilerin yani sira referans parazit kokenlerinin de dahil edilmesiyle, nisin
kombinasyonlarinin antimikrobiyal ve antiparaziter etkinliginin kapsamli bir
sekilde degerlendirilmesi hedeflenmis ve literatiirdeki onemli bir boslugun

doldurulmasi amaclanmistir.

Nisin-tigesiklin kombinasyonu degerlendirildiginde, S. aureus klinik
kokenlerinin yalnizca birinde kismi sinerji gozlenirken, E. faecalis
kokenlerinin tamaminda sinerjik etki saptandi. E. coli klinik kokenlerinin
tamaminda kismi sinerji gézlendi, K. pneumoniae kokenlerinde bir izolat igin
sinerji, bir izolat i¢in kismi sinerji belirlendi. P. aeruginosa klinik
kokenlerinin {igiinde sinerji, birinde ise kismi sinerji saptandi. Buna karsilik
A. baumannii ve E. faecium klinik kokenlerinde nisin—tigesiklin

kombinasyonu ile sinerjik etkilesim gézlenmedi.

Nisin-gentamisin kombinasyonunda S. aureus, E. faecium, E. faecalis
ve E. coli kokenlerinde sinerjik etkilesim saptanmadi. P. aeruginosa
kokenlerinden ikisinde sinerji, K. pneumoniae ve A. baumannii kokenlerinden

birer izolat i¢in kismi sinerji belirlendi.

Nisin-klindamisin, nisin-vankomisin, nisin-linezolid, nisin—mupirosin
ve nisin—fusidik asit kombinasyonlar1 6zellikle S. aureus klinik kdkenlerinde

belirgin sinerjik etkilesim gosterdigi belirlendi.
Nisin—linezolid kombinasyonunda E. faecalis kokenlerinin bir

kisminda sinerji, bir kisminda ise kismi sinerji gozlenirken, E. faecium

kokenlerinden yalnizca birinde kismi sinerji saptandi.
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Nisin—mupirosin kombinasyonunda E. faecium ve E. faecalis

kokenlerinde sinirli diizeyde kismi sinerji gdzlendi.

Genel olarak elde edilen bulgular,

nisin A’nin kombinasyon

etkinliginin bakteri tiiriine, kokene ve birlikte kullanilan antibakteriyel ajanin

etki mekanizmasina bagl olarak degiskenlik gosterdigini ortaya koymustur.

Tablo 4.6. Gram pozitif bakteri kokenlerine karsi kombinasyon sonuglari.

kgl(lel::llz " TGC+Nisin GN+Nisin  Van+Nisin  Lin+Nisin Mup+Nisin  FA+Nisin  DA+Nisin

SAl Etkisiz Etkisiz Sinerji Sinerji Sinerji Sinerji Sinerji
SA2 Etkisiz Etkisiz Sinerji Sinerji Sinerji Sinerji Sinerji
SA3 Etkisiz Etkisiz Sinerji Sinerji Sinerji Sinerji Sinerji
SA4 Etkisiz Etkisiz Sinerji Sinerji Sinerji Sinerji Sinerji
SAS Kismi sinerji Etkisiz Sinerji Sinerji Sinerji Sinerji Sinerji
FM1 Etkisiz Etkisiz Etkisiz Kismi sinerji ~ Kismi sinerji

FM2 Etkisiz Etkisiz Etkisiz Etkisiz Etkisiz

FM3 Etkisiz Etkisiz Etkisiz Etkisiz Etkisiz TEST EDILMEDI
FM4 Etkisiz Etkisiz Etkisiz Etkisiz Kismi sinerji

FMS5 Etkisiz Etkisiz Etkisiz Etkisiz Kismi sinerji

FS1 Sinerji Etkisiz Etkisiz Kismi sinerji Etkisiz

FS2 Sinerji Etkisiz Etkisiz Kismi sinerji Etkisiz

FS3 Sinerji Etkisiz Etkisiz Kismi sinerji Etkisiz TEST EDILMEDI
FS4 Sinerji Etkisiz Etkisiz Sinerji Kismi sinerji

FS5 Sinerji Etkisiz Etkisiz Sinerji Etkisiz

FA: Fusidik asit; GN: Gentamisin, TGC: Tigesiklin; DA: Klindamisin, LIN: Linezolid: MUP: Mupirosin;
VAN: Vankomisin, SA: Staphylococcus aureus, FM: Enterococcus faecium,; FS: Enterococcus faecalis
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Tablo 4.7. Gram negatif bakteri kokenlerine karsi kombinasyon sonuglart.

Tigesiklin+  Gentamisin

Klinik kokenler Nisin + Nisin
EC1 Kismi sinerji Etkisiz
EC2 Kismi sinerji Etkisiz
EC3 Kismi sinerji Etkisiz
EC4 Kismi sinerji Etkisiz
EC5 Kismi sinerji Etkisiz
ABl1 Etkisiz Etkisiz
AB2 Etkisiz Etkisiz
AB3 Etkisiz Etkisiz
AB4 Etkisiz Kismi sinerji
ABS Etkisiz Etkisiz
KP1 Etkisiz Etkisiz
KP2 Sinerji Etkisiz
KP3 Etkisiz Kismi sinerji
KP4 Kismi sinerji Etkisiz
KPS Etkisiz Etkisiz
PA1 Kismi sinerji Etkisiz
PA2 Etkisiz Etkisiz
PA3 Sinerji Etkisiz
PA4 Sinerji Sinerji
PAS Sinerji Sinerji

KP: Klebsiella pneumoniae AB: Acinetobacter
baumannii; PA: Pseudomonas aeruginosa;
EC: Escherichia coli

4.4.2 Antiparaziter Kombinasyon Sonugclar

Antileishmanial flaclar ve Nisin Kombinasyon Sonuglari

Nisinin  ¢Ozlinebilir en yilksek ve en diisik sulandirma
konsantrasyonlar1 uygulanarak gerceklestirilen denemelere ragmen, etkinligin
yalnizca yiiksek konsantrasyonlarda gézlenebilmesi ve net bir MPK degerine
ulagilamamasi nedeniyle (bkz. Tablo 4.8.), Nisin A’nin antileishmanial
ajanlarla kombinasyon ¢aligmalarina dahil edilmesi uygun bulunmamaistir. Bu
bulgular, nisin A’nin promastigot form tizerindeki etkisinin sinirli oldugunu
ve bu formda antileishmanial ajan olarak kullanim potansiyelinin diisiik

kaldigim1 gostermektedir.
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Antitrikomoniyal flac ve Nisin Kombinasyon Sonuclar

Trichomonas vaginalis susuna  karsi nisin—metronidazol
kombinasyonunun degerlendirildigi deneylerde, hem 24 hem de 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinde sinerjik etkilesim saptanmistir (bkz. Tablo 4.8.).
Ayrica, nisin tek basina da giiclii bir antitrikomoniyal etki gostermis; bununla
birlikte metronidazol direngli referans 7. vaginalis susuna karsi sinerji

olusturmasi, elde edilen bulgularin 6nemini artirmigtir.

Tablo 4.8. L. tropica ve T. vaginalis parazitlerine kars1 kombinasyon sonuglari.

24. saat 48. saat
Kombinasyon
FiKi Etkilesim FIKi Etkilesim
Nisin-Metronidazol 0,499 Sinerji 0,325 Sinerji
Nisin-Amfoterisin B TEST EDILMEDI
Nisin-Miltefosin TEST EDILMEDI

FiKi: Fraksiyonel Inhibisyon Konsantrasyon indeksi
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5. TARTISMA

Modern tibbin sundugu tiim ilerlemelere ragmen, antibiyotiklerin
bilingsiz, yanlis ve asir1 kullanimi; bakteriyel ve paraziter etkenlerin mevcut
tedavilere karsi hizla direng gelistirmesine yol agarak kiiresel 6l¢ekte ciddi bir
saglik tehdidi olugturmaktadir. Antimikrobiyal diren¢ (AMR), hem gelismis
hem de gelismekte olan tilkelerde morbidite, mortalite ve ekonomik kayiplari
artiran, 21. yiizyilin en kritik halk sagligi sorunlarindan biri héline gelmistir.
Ozellikle ¢oklu ilaca direngli (Multiple Drug Resistance, MDR) bakteriler ile
ilag direncgli parazitlerin neden oldugu enfeksiyonlar, tedavi seceneklerinin
giderek sinirlanmasina ve klinik yonetimin zorlagmasina neden olmaktadir
(WHO; Roberts ve ark., 2009; Jain ve ark., 2023). Bu kritik tablo, klasik
tedavileri tamamlayabilecek veya onlarin yerine gecebilecek yeni
antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesini  zorunlu hale getirmistir. Bu
dogrultuda, dogal kaynakli biyoaktif bilesikler—ozellikle bitkisel bilesikler,
peptitler ve mikrobiyal kokenli dogal iiriinler—genis spektrumlu aktiviteleri,
diistik toksisiteleri ve direng¢ gelisimini goreceli olarak yavas indiiklemeleri
nedeniyle giderek daha fazla ilgi gormektedir (Cotter ve ark., 2012; Cavera ve
ark., 2015; Darbandi ve ark., 2022).

Bu dogal bilesikler arasinda mikrobiyal kokenli antimikrobiyal
peptitler (AMP’ler), hedef hiicre membraninda olusturduklar1 yapisal
bozulmalar yoluyla etkili bakterisidal aktivite gdsteren ve terapotik agidan
umut vadeden ajanlar olarak 6ne ¢ikmaktadir (Cleveland ve ark., 2001; Cavera
ve ark., 2015; Corman ve ark., 2022). Genis etki spektrumlari, diisiik
toksisiteleri ve diren¢ gelisimine karsi daha avantajli olmalari nedeniyle
bakteriyosinler hem tek basina hem de konvansiyonel antimikrobiyal
ajanlarla kombinasyon halinde kullanilabilecek potansiyel terapdtikler olarak
degerlendirilmektedir (Naghmouchi ve ark., 2013; Mathur ve ark., 2017;
Soltani ve ark., 2022; Kiousi ve ark., 2023).
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Son yillarda yapilan c¢alismalar, bakteriyosin—antibiyotik ve
bakteriyosin—antiparaziter kombinasyonlarinin sinerjik etki gostererek
antimikrobiyal etkinligi artirabildigini ve direngli suslara karsi alternatif
tedavi segenekleri saglayabilecegini ortaya koymustur (Naghmouchi ve ark.,
2013; Mathur ve ark., 2017; Soltani ve ark., 2022; Kiousi ve ark., 2023).
Daha diigiik dozlarda etkili olmalari, yan etkilerin azaltilmasi ve direng
gelisiminin  smirlandirilmasina  katkida bulunmalari bu kombinasyonlari

ozellikle degerli kilmaktadir.

Bu bilgiden hareketle calismamizda 5 adet S. aureus, 5 adet E.
faecalis, 5 adet E. faecium, 5 adet E. coli, 5 adet K. pneumoniae, 5 adet P.
aeruginosa ve 5 adet A. baumannii bakteri kokenleri ile Manisa Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasi’ndan temin edilen referans
Leishmania  tropica ve Trichomonas vaginalis parazit kokenleri

kullanilmustir.

Bu calisma, nisin temelli kombinasyonlarin sinerjik potansiyelini
ortaya koyan bir On in vitro arastirma niteligindedir ve in vivo ¢alismalar i¢in

giiclii bir temel olusturmaktadir.

Calismamizda ozellikle S. aureus klinik kokenlerinde nisin A’nin
klindamisin, vankomisin, linezolid, mupirosin ve fusidik asit ile
kombinasyonlarinda tutarli bigimde sinerjik etkilesim gozlenmesi dikkat
cekici bir bulgudur. Bu durum, nisin A’nin hiicre membranm {izerinde
olusturdugu gegirgenlik artisinin (lipid II’ye baglanarak membran {izerinde
por olusumunu tetikleyebilir), protein sentezi veya hiicre duvari sentezini
hedefleyen antibakteriyel ajanlarin hiicre i¢ine girisini kolaylastirmasiyla
iligkili olabilir. Bu yol ile hiicre duvar/membran biitiinliigiinden dolayli
etkilenen antibiyotiklerin etkinligi artirilabilir. Gram-pozitif bakterilerin dis
membran bariyerine sahip olmamasi, nisin A’nin bu gruptaki bakterilerde

daha etkin bir etken madde olarak davranmasini agiklamaktadir.
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Nitekim Dosler ve ark. (2011) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada
nisin ile vankomisin/kinolon kombinasyonlarinda bazi izolatlarda sinerjik
etkilesim gozlenmis; time-kill analizlerinde nisin varliginin erken dénemde

bakterisidal etkiyi gliglendirebildigi gosterilmistir.

Calismamizda S. aureus’ta birden ¢ok farkli hedefe sahip antibiyotik
siifiyla sinerji gézlenmesi, nisin A’nin bu tiirde “kombinasyon uyumu olan
bir etken” gibi davranabildigini disiindiirmektedir. Bu nokta “tek bir
antibiyotikle smirli sinerji” yerine “birden fazla ajanla sinerji” gorildiigii

sOylenebilir.

E. faecalis kokenlerinde Ozellikle nisin—tigesiklin ve nisin—linezolid
kombinasyonlarinda sinetji ve kismi sinerji gézlenmesi, bu tiirlin hiicre duvar

yapisi ve ribozomal hedeflere duyarlilig ile iligkili olabilir.

Tong ve ark. (2014) E. faecalis lizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, sub-
inhibitoér diizeyde nisin eklenmesinin (hiicreyi duyarli hale getirmek) cok
sayida antibiyotigin aktivitesini artirabildigini; belirli antibiyotiklerle sinerji

goriilebildigini ve hiicre yapisinda belirgin hasar olustugunu raporlamstir.

Buna karsin E. faecium kokenlerinde sinerjik etkinin biiylik dlcilide
siirlt kalmasi, bu tliriin bilinen ¢oklu diren¢ mekanizmalari, hiicre duvar
kalinlig1 ve antibiyotik hedeflerine erisimin kisitli olmasi ile agiklanabilir. Bu
durum, enterokoklar arasinda tiir bazli degerlendirme yapilmasinin

gerekliligini ortaya koymaktadir.

VRE izolatlarinda nisin’in bazi antibiyotiklerin MIC/MBC degerlerini
diisiirebildigini ve belirli antibiyotiklerle sinerji yakalanabildigini bildiren
caligmalar olsa da, sinerjinin her ajan ve her kokende ortaya c¢ikmadigi
vurgulanmaktadir. El-Kazzaz ve ark. (2020) VRE iizerinde nisin’in bazi
antibiyotiklerin etkinligini artirabildigini ve belirli kombinasyonlarda sinerji

saptandigini bildirmistir.
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Gram-negatif bakterilerde genel olarak nisin A’nin etkinliginin sinirh
oldugu bilinmekle birlikte, bu ¢alismada P. aeruginosa klinik kdkenlerinin
bir kisminda nisin—tigesiklin ve nisin—gentamisin kombinasyonlarinda
sinerjik etkilesim gozlenmesi dikkat cekicidir. Bu bulgu, bazi Gram-negatif
kokenlerde dis membran gecirgenliginin artmasina bagli olarak Gram-
negatiflerde “her zaman etkisiz” kalibin1 kiran bir durum oldugu sdylenebilir
(Dosler ve ark., 2014; Ghapanvari ve ark., 2022). Nitekim Dosler ve ark.,
(2014) nisin ile antibiyotiklerin birlikte kullaniminin P. aeruginosa
biyofilmlerinin inhibisyonu ve eradikasyonunda tek basina kullanilan ajanlara
kiyasla daha yiiksek antibakteriyel etkinlik gosterdigini bildirmistir. Bu
sinerjik etkinin, nisin’in hiicre membraninda por olusturarak gecirgenligi
artirmast ve bdylece antibiyotiklerin hiicre i¢i hedeflerine erisimini

kolaylastirmas ile iligkili oldugu diistiniilmektedir.

Ghapanvari ve ark. (2022) tarafindan gerceklestirilen bir calismada
nisinin Pseudomonas aeruginosa suslarinda biyofilm olusumunu inhibe
ettigini ve antibiyotik duyarliligini artirdigini bildirmistir. Bu bulgular, nisinin
dogrudan bakterisidal etkisinin 6tesinde, mikroorganizmalarin antibiyotiklere
kars1 hassasiyetini artiran bir adjuvan ajan olarak degerlendirilebilecegini

gostermektedir.

Nisin A’nin dolayli bir membran bozucu etki gosterebilecegini
diistindiirmektedir. 4. baumannii kokenlerinde sinerjinin gdzlenmemesi ise
bu bakterinin gii¢lii dis membran bariyeri ve ¢oklu diren¢ mekanizmalari ile

uyumlu oldugu sdylenebilir (L1 ve ark., 2013).

A. baumannii kokenlerinde sinerjinin gozlenmemesi A. baumannii
suglart giliclii dis membran bariyeri, porin degisimleri ve effluks sistemleri
gibi nedenlerle coklu direng sergileyebildiginden, bazi calismalar nisin’in
Gram-negatiflerde  sinerji i¢in ek stratejilere ihtiyag duydugunu

vurgulamaktadir (Li ve ark., 2013).

Sonug olarak bu ¢alismada nisin A’nin kombinasyon etkinligi Gram-

pozitif patojenlerde daha tutarli bir sinerjik profile isaret etmis; 6zellikle S.
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aureus klinik kokenlerinde birden fazla ajanla sinerji gostermesi nisin A’nin
etken madde olarak kullanim potansiyelini desteklemistir. E. faecalis’te
sinerji egilimi belirgin iken E. faecium’da siirli kalmasi, enterokoklarda tiir
ve koken bazli degerlendirme gerekliligini ortaya koymustur. Gram-
negatiflerde ise Ozellikle P. aeruginosa kokenlerinde gozlenen sinerji/kismi
sinerji, dis membran bariyerine ragmen bazi izolatlarda gecirgenlik temelli bir
“duyarlhilagsma” olabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde dis membranda
yapisal biitiinliigiin bozulmasi ile nisin duyarliliginin artabildigini bildiren

caligmalar bu yorumu desteklemektedir.

L. tropica promastigot formlar1 iizerindeki etkisi degerlendirildiginde,
nisin A’nin tek basmna anlamli inhibitdr etki gosterebilmesi igin yiiksek
konsantrasyonlara ihtiya¢c duydugu belirlenmistir. Caligmada nisin A icin 48.
ve 72. saatlerde ICso degerleri hesaplanamazken, MPK degerinin >1280
pg/mL olmasi, bu ajanin promastigot formlar tizerindeki etkinliginin oldukca
siirli oldugunu ortaya koymaktadir. Bu durum, Leishmania’nin 0karyotik
hiicre yapisina bagl olarak hiicre zarinin lipid ve sterol kompozisyonunun
bakterilerden belirgin sekilde farkli olmasiyla agiklanabilir (Van Meer ve
ark., 2008).

Corman ve ark.,, (2022) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada
bakteriyosin AS-48 ve modifiye edilmis tiirevlerinin Leishmania donovani
amastigotlarina kars1 antileishmanial aktivitesi incelenmis olup giiclii
antileishmanial etkinlik gozlenmistir. Arastirmacilar, peptidlerin yiik,
hidrofobisite ve membran etkilesim Ozelliklerinin optimize edilmesinin
antiparaziter etkinligi belirgin sekilde artirdigini ortaya koymustur. Bu
bulgular, nisin A’nin dogal formunun smirli etkinliginin, yapisal olarak
optimize edilmemis olmasina bagli olabilecegini diislindiirmektedir.
Dolayisiyla,  bakteriyosinlerin  antiparaziter —ajan  olarak  kullanim
potansiyelinin  artirilabilmesi  i¢in  peptid  miihendisligi,  yapisal
modifikasyonlar ve hedefe yonelik tasarim stratejilerinin 6nemli oldugu

degerlendirilmektedir.
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Nisin A’nin temel etki mekanizmasi, bakterilerde fosfolipit agisindan
zengin ve sterol igermeyen hiicre zarinda por olusturarak membran
permeabilitesini artirmasidir (Brogden, 2005). Buna karsilik Leishmania
tirlerinde hiicre zarinda yer alan ergosterol benzeri steroller ve daha
kompleks lipid organizasyonu, membran biitlinliigiinii stabilize ederek bu tiir
antimikrobiyal peptidlerin membrana entegrasyonunu ve por olusturma
kapasitesini kisitlayabilmektedir (Roberts ve ark., 2003). Bu yapisal
farkliliklar g6z oniinde bulunduruldugunda, nisin A’nin promastigot formlar
tizerindeki etkinliginin bakterilere kiyasla daha disiik diizeyde kalmasi

beklenen bir durum olarak degerlendirilebilir (Corman ve ark., 2022).

Bu dogrultuda elde edilen bulgular da nisin A’nin L. tropica
promastigot formu {izerindeki etkinliginin sinirli  oldugunu ortaya
koymaktadir; yiliksek konsantrasyonlarda dahi belirgin bir o6ldiiriicti etkinin
gozlenememesi ve net bir MPK degerine ulasilamamasi, bu formda
antileishmanial ajan olarak kullanim potansiyelinin diisik oldugunu

diistindiirmektedir.

T. vaginalis lizerine gergeklestirilen degerlendirmelerde, nisin A’nin
tek basina inhibitor etki gosterebildigi, ancak bu etkinligin klasik antiparaziter
ajanlara kiyasla daha yliksek konsantrasyon gerektirdigi belirlenmistir. Elde
edile bulgular, nisin A’nin 7. vaginalis lizerinde belirgin bir zaman bagimh
inhibitér ve parazitisidal etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Ozellikle 48
saatlik inkiibasyon siiresinde ICso degerlerinde belirgin diisiis gozlenmesi,
nisin A’nin parazit lizerinde kiimiilatif veya gecikmeli bir etki mekanizmasina

sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Nisin A’nin etkinligindeki bu artig, hiicre zarinda olusturdugu
permeabilite degisikliklerinin zamanla birikmesi ve hiicresel homeostazin
sirdiiriilememesi ile aciklanabilir. Antimikrobiyal peptidlerin membran
lizerinde olusturdugu porlar araciligiyla iyon dengesinin bozulmasi ve
metabolik siireclerin inhibisyonu, hiicre 6liimiine giden stireci tetiklemektedir
(Brogden, 2005). Bununla birlikte, 7. vaginalis’in 6karyotik hiicre yapis1 ve

kolesterol igeren membran organizasyonu, bu tiir peptidlerin etkisini
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bakterilere kiyasla smirlayabilmektedir (Van Meer ve ark., 2008). Tiim bu
bulgular birlikte degerlendirildiginde, nisin A’nin 7. vaginalis lizerindeki

dogrudan antiprotozoal ajan olarak kullanim1 degerlendirilebilir.

Son yillarda bakteriyosinlerin antiparaziter Ozelliklerine yonelik
yapilan g¢alismalar, bu molekiillerin 6zellikle hiicre membran biitiinliigiini
bozarak etkili oldugunu ortaya koymaktadir (Martin-Escolano ve ark., 2019;
Corman ve ark., 2022; Robledo, 2023). Bu durum, nisin A’nin ¢alismamizda
T. vaginalis lizerindeki zaman bagimli inhibitor etkisini destekler niteliktedir.
Nisin A’nin 24. saatten 48. saate ICso ve MPK degerlerinde gdzlenen belirgin
diisiis, membran gecirgenliginde meydana gelen kademeli artisin hiicresel
homeostazi bozarak parazit 6liimiine yol agabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
cergevede, c¢aligmamiz  kapsaminda  gerceklestirilen = kombinasyon
deneylerinde nisin ile metronidazol arasinda belirgin bir sinerjik etkilesim
saptanmistir. Mevcut literatiirde nisinin 7. vaginalis tizerindeki etkisini
inceleyen caligmalarin sinirli olmasi ve kombinasyon temelli yaklasimlara
iligkin verilerin yetersizligi goz onilinde bulunduruldugunda, elde edilen bu
bulgularin  6zgiin ve literatiire katki saglayici nitelikte oldugu

degerlendirilmektedir.

Sonu¢ olarak bu calisma, nisin A’nin bakteriler lizerinde belirgin
antibakteriyel ve bazi kombinasyonlarda sinerjik etki gdsterirken,
protozoonlar iizerindeki etkinliginin daha smirli ve organizmaya 0zgii
oldugunu ortaya koymustur. Bu durum, bakteriyosinlerin esas olarak
prokaryotik hedeflere yonelik evrimlesmis molekiiller oldugunu, okaryotik
parazitlerde ise daha yiiksek dozlar veya farkli kombinasyon stratejileri

gerektirebilecegini gdstermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda elde edilen bulgular, nisin A’nin farkh
antibakteriyel ajanlarla kombinasyonlarinin bakteri tiiriine ve klinik kdkene
bagli olarak degisken sinerjik etkilesimler gosterebildigini ortaya koymustur.
Checkerboard yontemi ile saptanan bu etkilesimlerin dogrulanmasi amaciyla,
ozellikle sinerji ve kismi sinerji gdzlenen kombinasyonlarin zaman-6liim
(time-kill) analizleri ile degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu yaklasim,
kombinasyonlarin yalnizca inhibisyon diizeyinde degil, bakterisidal kinetik

izerindeki etkilerinin de ortaya konulmasina olanak saglayacaktir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, ozellikle S. aureus klinik
kokenlerinde birden fazla antibakteriyel ajan ile sinerji gdsteren
kombinasyonlarin biyofilm modellerinde test edilmesi Onerilmektedir.
Biyofilm yapilari, antibakteriyel ajanlara karsi daha direngli oldugundan,
nisin A’nin bu kosullarda etken madde gibi etki gosterip gostermediginin

degerlendirilmesi klinik acidan daha anlamli sonuglar saglayacaktir.

Gram-negatif bakterilerde sinirli ancak dikkat ¢ekici sinerji ve kismi
sinerji gozlenen kombinasyonlarin mekanizmasinin aydinlatilmas: amaciyla,
dis membran gecirgenligi ve Dbiitiinliiglinii  degerlendiren deneysel
yaklagimlarin ileri ¢alismalara dahil edilmesi gerekmektedir. Bu kapsamda
membran gecirgenligi testleri, hiicre ylizeyinde meydana gelen yapisal
degisikliklerin ve nisin A’nin Gram-negatif bakterilerde olasi etken madde

rolliniin daha net ortaya konmasina katki saglayacaktir.

Enterokok tiirleri arasinda goézlenen sinerji farkliliklar1 dikkate
alindiginda, ozellikle Enterococcus faecium kokenlerinde sinerjinin sinirh
kalmasinin altinda yatan nedenlerin arastirilmast énemlidir. Bu dogrultuda,

diren¢ mekanizmalarinin molekiiler diizeyde incelenmesi, hiicre duvar
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yapisinin ve antibiyotik hedeflerine erisimin degerlendirilmesi, tiir ve koken

bazl farkliliklarin agiklanmasina katki saglayabilir.

Kombinasyonlarin potansiyel klinik kullaniminin
degerlendirilebilmesi icin, sinerji gosteren nisin A kombinasyonlarinin
giivenlik profillerinin ortaya konmasi gerekmektedir. Bu amagla ileri
caligmalarda sitotoksisite ve hemoliz testlerinin yapilmasi, ayrica segicilik
indeksinin hesaplanmasi gerekmektedir. Boylece elde edilen antibakteriyel
etkinligin konak hiicreler {izerindeki olast olumsuz etkileriyle birlikte

degerlendirilmesi miimkiin olacaktir.

Bu calismadan elde edilen bulgularin genellenebilirliginin artirilmasi
icin, ileri ¢alismalarda daha genis bir klinik izolat paneli ve farkli direng
profillerine sahip suslarin degerlendirilmesi Onerilmektedir. Ayrica nisin
A’nin  farkli bakteriyosinler ve nisin varyantlart ile karsilastirmali
analizlerinin yapilmasi, kombinasyon stratejilerinin optimize edilmesine ve

daha etkili antimikrobiyal yaklasimlarin gelistirilmesine olanak saglayabilir.

Bu calismada elde edilen bulgular dogrultusunda, L. tropica iizerine
yapilan degerlendirmelerde yalnizca promastigot formun incelenmis olmasi,
klinik a¢idan daha anlamli olan amastigot form tizerindeki etkinligin ayrica
arastirilmasinmi gerekli kilmaktadir. Bu kapsamda, gelecekte gergeklestirilecek
caligmalarda  makrofaj—amastigot model sistemlerinin  kullanilmasi

Onerilmektedir.

Nisin  A’nin L. tropica Tlzerine etkisinin daha kapsamlh
degerlendirilebilmesi i¢in, daha yiiksek konsantrasyonlarda ¢dziinmesine
olanak saglayan alternatif c¢oOziicii maddeler kullanilarak etkinlik ve

kombinasyon ¢alismalarinin yeniden planlanmas1 onerilmektedir.

Nisin A’nin protozoonlar iizerindeki etkinliginin sinirh diizeyde
kalmasi, bu ajanin tek basmna kullannmindan ziyade farkli antiparaziter
ajanlar, antimikrobiyal peptitler veya membran gecirgenligini artirici

yardimci bilesenlerle kombinasyonlarinin aragtirilmasinin daha uygun bir
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yaklagim olacagimi  gostermektedir. Bu dogrultuda, kombinasyonlarin

kantitatif sinerji analizleri ile degerlendirilmesi 6nerilmektedir.

T. vaginalis lzerinde gozlenen zaman bagimli etkinlik dikkate
alindiginda, ileri ¢caligmalarda bu etkinin altinda yatan mekanizmalarin detaylt
olarak aydinlatilmas1 énem arz etmektedir. Ozellikle membran biitiinliigii,
iyon dengesi ve hiicre Olimlii mekanizmalarinin molekiiler diizeyde
incelenmesi Onerilmektedir. Ayrica, Metronidazol direnci gelismis klinik
suslarda nisin A’nin alternatif veya destekleyici bir ajan olarak

degerlendirilmesi potansiyel bir arastirma alani olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Bunun yani sira, protozoonlara karsi daha etkin sonuglar elde
edilebilmesi amaciyla nisin A’nin nano-tasiyict sistemler, lipozomlar veya
farkli farmasotik formiilasyonlar ile uygulanmasimin degerlendirilmesi
onerilmektedir. Bu tiir yaklagimlar, ajanin biyoyararlanimini artirarak hedef

hiicreye ulasimini kolaylastirabilir ve terapotik etkinligini artirabilir.
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