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OZET

OKSIDE AMILOZLU GUMUS NANOPARTIKULLERIN
TOPIKAL ANTiBiYOTIiKLERLE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS KOKENLERINE KARSI
SINERJIK ETKIiSI

Patojen bakterilerin antibiyotiklere kars1 direng gelistirmesi, enfeksiyonlarin
tedavisinde ciddi problemler yaratmaktadir. Bu nedenle yeni antibakteriyel ajanlarin
gelistirilmesine gereksinim duyulmaktadir. Bu ¢alismada yaygin bir fitokimyasal olan
amiloz, hidrojen peroksit ve bakir siilfat yardimiyla okside edilip, glimiis nitrat ile
birlestirilerek okside amilozlu giimiis nanopartikiill kompleksi sentezlenmistir. Bu
kompleksin, fourier doniisiim kizilotesi spektroskopisi ve yiiksek kontrastli gegirimli

elektron mikroskobu kullanilarak karakterizasyonu yapilmustir.

Bu kompleks ve topikal kullanimi olan antibiyotiklerden gentamisin,
siprofloksasin, mupirosin, fusidik asitin antibakteriyel aktiviteleri, klinik érneklerden
soyutlanan 50 Staphylococcus aureus kokenine karst sivi mikrodiliisyon yontemi ile
belirlenmistir. Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin MiK degeri 16-250
pg/ml, MBK degeri ise 600-4000 pg/ml araliginda bulunmustur. Ayrica antibiyotikler
ile arasindaki sinerjik aktivite, dama tahtasi yontemi kullanilarak 10 klinik kokene
karsi denenmigtir. Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksi ile gentamisin
arasida sinerji, siprofloksasin ve mupirosin ile sinerji/kismi sinerji, fusidik asit

arasinda kismi sinerji saptanmistir.

Bu ¢aligmada sentezlenen okside amilozlu giimiis nanopartikiillerin ve bu dort
antibiyotik ile kombinasyonlarinin etkili topikal ajanlar olarak kullanilabilecegi, farkli
cins ve tiir bakterilere karsi ¢esitli antibiyotiklerle de kombinasyonlarinin arastirilmasi

gerektigi diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Amiloz, antibakteriyel aktivite, giimiis nanopartikiil, sineryji,

Staphylococcus aureus



ABSTRACT

SYNERGISTIC EFFECT OF
OXIDIZED AMYLOSE SILVER NANOPARTICLES WITH
TOPICAL ANTIBIOTICS
AGAINST STAPHYLOCOCCUS AUREUS STRAINS

The development of resistance of pathogenic bacteria to antibiotics creates
serious problems in the treatment of infections. Therefore, there is a need to develop
new antibacterial agents. In this study, a common phytochemical, amylose, oxidized
with the help of hydrogen peroxide and copper sulfate, combined with silver nitrate,
silver nanoparticle complex with oxidized amylose was synthesized and characterized

using Fourier transform infrared spectroscopy and transmission electron microscopy.

Antibacterial activities of this complex and topical antibiotics gentamicin,
ciprofloxacin, mupirocin, fusidic acid were determined by liquid microdilution method
against 50 strains of Staphylococcus aureus isolated from clinical specimens. The
MIC value of the oxidized amylose silver nanoparticle complex were found to be
between 16-250 pg/ml and the MBK value between 600-4000 pg/ml. In addition,
synergistic activity with antibiotics was tested against 10 clinical strains using the
checkerboard method. Synergy was detected between oxidized amylose silver
nanoparticle complex and gentamicin, synergy/partial synergy with ciprofloxacin and

mupirocin, partial synergy with fusidic acid.

It is thought that the synthesized oxidized amylose silver nanoparticles and
their combinations with these four antibiotics can be used as effective topical agents,
and their combinations with different antibiotics against different genera and species
of bacteria should be investigated.

Keywords: Amylose, antibacterial activity, silver nanoparticle, synergy, Staphylococcus

aureus
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1. GIRIS

Ik ticari antibiyotik olan penisilin, 1928'de Alexander Fleming tarafindan
kesfedilmistir. O zamandan beri yeni antibiyotiklerin kesfinin yan1 sira bakteriler de
direng genleri paylasimi yaparak kendi direng mekanizmalarini gelistirmistir. Aslinda
bakteriyel patojenler hayatta kalmanin ve yeni ilaglara direnmenin yollarini her zaman

arayacaktir (CDC, 2020).

Antimikrobiyal dirence yol agan yeni diren¢ mekanizmalar1 gelistirerek
giiclenen bakteriyel patojenlerin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi, enfeksiyonlar tedavi
etmede giicliikler yaratmaktadir. Klinik kullanimda olan antibiyotiklere direngli
bakterilerin, kiiresel capta hizla yayilmasiyla bu bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi giderek daha zor hale gelmektedir. Bundan dolay1 acilen yeni

antibakteriyel maddelere gereksinim duyulmaktadir (WHO, 2020).

Giliniimiizde antibiyotik direnci gelismesini engellemek i¢in yapilan
antibiyotiklerin kisithi bildirimi nedeniyle tiiketimin sinirli olmasi, ilag¢ firmalarinin
yeni antibiyotik arastirmalarini biiyilik dl¢lide azaltmis, piyasada yeni bir antibiyotik
tiretilemez duruma gelmistir (CDC, 2020; Lewis, 2012). Klinik kullanimda olan
antibiyotiklerin bagka antibiyotikler ya da biyoaktif bilesikler ile kombinasyonlari,
antibiyotik direncinin 6niine ge¢menin en kolay ve ucuz yolu olarak bildirilmis ve

giinlimiizde yaygin olarak arastirilmaktadir (Ejim vd., 2011; Naik vd., 2017).

Nanoteknoloji, nanometre boyutunda atomik, molekiiler ve makromolekiiler
diizeyde tasarlanmig yeni maddelerin gelistirilmesini saglar (Navalakhe ve Nandedkar,
2007). Bu sayede benzersiz 6zellikler sergileyen yeni molekiiller olusturulmaktadir.
Birgok farkli yontem ile sentezlenebilen nanopartikiillerin, biyoloji ve tip
uygulamalarindaki arastirmalari biliyilk 6nem tasimaktadir. Nanopartikiiller, aktif
maddenin siirekli ve kontrollii salimini saglayan as1 implanti, hasarli diglerin onarimu,
kanser hiicrelerinin tespit edilmesi amaciyla biyosensor olarak kullanimi, kan beyin

bariyerini gegebilmesi sayesinde Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin tedavisinin



yani sira antibakteriyel etkinligi konusunda da yogun bir sekilde aragtirilmaktadir
(Contera vd., 2020; Zahin vd., 2020).

Gumds, antibakteriyel etkisi ¢ok iyi bilinen bir metaldir. Giimis
nanopartikiiller genis yiizey/hacim oranlar1 ve kristalografik yiizey yapilari ile artan
kimyasal aktiviteleri sayesinde antibakteriyel etki ag¢isindan umut verici

nanomalzemeler arasinda bulunmaktadir (Morones vd., 2005).

Bu galismada, Klinik 6rneklerden soyutlanmis 50 S. aureus kokenine karsi
okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksi (OAAQNP) ile topikal kullanim1 olan
antibiyotiklerden gentamisin, siprofloksasin, mupirosin ve fusidik asitin antibakteriyel
etkinlikleri s1vi mikrodiliisyon yontemiyle test edilmistir. Kombinasyon deneylerinde
ise 10 S. aureus kokeni secilerek OAAQNP ile topikal antibiyotiklerin etkilesimi dama

tahtast (checkerboard) yontemiyle test edilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Nanopartikiiller

Bilim ve teknolojideki yeni kesifler nanoteknolojinin hizla gelismesini, insan
yasamini kolaylastiran yeni iriinlerin ortaya g¢ikmasini saglamaktadir. Fiziksel,
kimyasal ve biyolojik yontemler ile elde edilen nanomateryaller, yiizey-hacim
oraninin fazla olmasina bagl olarak ortaya ¢ikan essiz 6zellikleri sayesinde ilag ve
optik sanayi, sensor iretimi, enerji depolama gibi birgok alanda kullanilmaya
baslanmustir (Hanks vd., 2015; Haverkamp vd., 2007; Haverkamp ve Marshall, 2009;
Tunca, 2015).

Nanopartikiiller

1A Tnm 10nm 100nm Twum 10wm 100um Tmm 1cm
| | | | | | | | | >
| | | | | | | | |
10  10°  10° 107 10°  10°  10*  10°  10%meter
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@ s Il & . ™ &
DNA

virtsler bakteri insan karinea tenis
sacl topu

atom molekiil

Sekil 2.1. Santimetreden kii¢iik boyutlarin karsilagtirilmasi (Pabbati vd., 2021).

Nanometre sozciigii milyarda bir metre (1x10° m) anlamma gelmektedir.
Molekiillerin farkli atom veya molekiiller ile islenerek 1-100 nm boyutuna
indirgenmesi ile olusan yeni yapilara nanopartikiil adi verilmistir (Sekil 2.1).
Nanoteknoloji ile iglevsel, kiiclik hacimli, tasarruflu, dayanikli, ucuz ve iyi niifuz eden
olaganiistii yeni 6zelliklere sahip maddelerin iiretilmesi olanakli hale gelmistir (Ates,
2015; Callister ve Rethwisch, 2010; Kumar, 2008).

British Museum koleksiyonunda bulunan Lycurgus kupasi, Antik Roma’nin

cam endiistrisindeki en 6nemli basarilardan biri ve nanopartikiillerin M.S. 4. yilizyildan



beri hayatimizda oldugunun kanit1 olmustur. Dikroik camin en eski 6rnegi olan bu
kupa, dogrudan i1sikta yesil goriinlirken, ig¢inden 151k gectiginde kirmizi-mor
goriinmektedir (Sekil 2.2). Islam diinyasinda ve Avrupa’da 9.-17. yiizyillarda
kullanilan parlak seramik sirlarin ve vitraylarin, altin, giimiis ve bakir nanopartikiiller

icerdigi tespit edilmistir (Bayda vd., 2019; Deshmukh, 2019).

Sekil 2.2. Lycurgus kupasi, 151k kaynagi dnde (sol) 151k kaynagi arkada (sag)

(Bazzicalupi vd., 2014).

Michael Faraday 1857 yilinda “Philosophical Transactions of the Royal
Society” dergisinde yayinlanan “The Bakerian Lecture: Experimental Relations of
Gold (and Other Metals) to Light” baslikli makalesinde, boyutu kiigiilen altinin farkli
ozellikler sergilediginden bahsederek nanoteknolojinin temellerini atmistir. Unlii
fizik¢i Richard P. Feynman’in 29 Kasim 1959°da Amerikan Fizikg¢iler Cemiyeti y1llik
toplantisinda “There’s Plenty of Room at the Bottom” konulu konusmasi, nanobilim
ve nanoteknoloji ¢aginin baslangic noktasi olarak kabul edilmektedir. Feynman,
kuantum elektrodinamigi alaninda yaptig1 calismalar dolayisiyla 1965 yilinda Nobel
Fizik Odiilii’ne layik gériilmiistiir. Nanoteknoloji terimi ise ilk defa 1974 yilinda Prof.
Norio Taniguchi (Tokyo Bilim Universitesi) tarafindan kullanilmaya baslanmistir

(Deshmukh, 2019; Esmeray ve Ozata, 2019; Schaming ve Remita, 2015).



Heinrich Rohrer ve Gerd Karl Binning tarafindan 1981 yilinda kesfedilen
tarama tiinel mikroskobu, giiniimiizde nanoteknolojik arastirmalarda kullanilan atomik
kuvvet mikroskobu ve taramali prob mikroskoplarinin gelistirilmesini saglamistir. Bu
kesifler nanopartikiiller ile ¢alismay1 kolaylastirmistir (Bayda vd., 2019; Schaming ve
Remita, 2015).

Son yillarda bircok alanda oldugu gibi tip alaninda da nanoteknolojik
arastirmalar hiz kazanmis, hastaliklarin teshis ve tedavisindeki yiiksek potansiyeli
kesfedilmistir. Bu baglamda yapilan arastirmalarla daha simdiden bir¢ok
nanofarmasétik {iriin insanoglunun kullanimina sunulmustur (Farjadian vd., 2019;

Weissig vd., 2014; Weissig ve Guzman-Villanueva, 2015).

2.2. Amiloz

Bitkilerin ana depo maddesi olan nisastanin iki bileseninden biridir. Amiloz
kokusu hos olmayan ve suda ¢dziinmeyen beyaz renkli bir tozdur. (CeH100s)n kimyasal
formiilllii amiloz, 1-4 alfa baglart ile baglanmis yaklasik 100-10.000 glikoz
monomerinden olusan dogrusal bir polisakkarittir (Sekil 2.3). Tiim karasal bitkilerde
ve yesil alglerde bulunmaktadir (Busi vd., 2014; Seung, 2020).

CH,OH CH,OH
O H H O H
) U H '
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Sekil 2.3. Amilozun kimyasal semasi1 (Vazquez vd., 2012).

Amilozun, sulu ¢o6zelti iginde sola dogru sarmal form olusturdugu ve bu
sarmalin hidrofobik molekiilleri yakalayabildigi bildirilmistir. Biyolojik olarak
pargalanabilir ve yenilenebilir olmasi, dogada bolca bulunmasi onu iyi bir hammadde
yapmaktadir. Tim bu o6zellikler, amiloza ve hibrit molekiillerine olan ilgiyi
artirmaktadir (FDA, 2019; Nishimura ve Akiyoshi, 2017).



2.3. Gilimiis

Giimiis, latince karsilig1 “argentum” olan periyodik cetvelde Ag ile simgelenen
ve 47. sirada yer alan, beyaz, parlak bir elementtir. MO. 4000 yillarindan beri insanlar
tarafindan bilinen, kolay islenebilen ve yumusak bir metaldir (Sekil 2.4). En eski
giimiis buluntularin taki oldugu, miicevher ve likks esya yapiminda kullanildigi
saptanmustir. Eski Misir’da bir siire altindan iki kat daha degerli olmustur (Roesky,
2018). Gumiis bilesikleri eski Fenikeliler, Yunanlilar, Romalilar ve Misirlilar
tarafindan yiyecek ve su koruyucu olarak kullanilmistir. Hipokrat ve Makedonlar
tarafindan ise yara iyilesmesinde, yara enfeksiyonunun 6nlenmesinde ve tedavisinde

kullanilmistir (Alexander, 2009; Ebrahiminezhad vd., 2016).

Silver

107,8682

Sekil 2.4. Glimiis elementi (Britanica ve The Editors of Encyclopaedia Britannica, 2020).

2.4. Nanopartikiillerin Sentez Yontemleri

Nanopartikiiller, sentez yontemi agisindan agsagidan yukariya ya da yukaridan
asagiya yaklasimi olarak iki kategoride siniflandirilmaktadir. Asagidan yukariya
yaklasimi, atomik veya molekiiler boyuttaki daha kii¢iik bilesenlerin daha biiytik ve
organize sistemleri olusturmak i¢in dogal bir fiziksel ilke veya distan uygulanan bir
giic sayesinde, kendi kendine bir araya geldigi bir yaklagimdir. Bu yaklagimin belirgin
bir avantaji, nispeten daha az kusurlu ve daha homojen kimyasal bilesime sahip
metalik nanopargaciklar elde etme olasiliginin artmasidir. Yukaridan asagiya yaklasim

ise biiyiik pargalardan daha kiigiik pargalar olusturmaya dayanan daha hassas bir



yaklagimdir. Bu yaklagimin dezavantaji, yiizey yapisinin kusurlu olmasidir (Arole ve
Munde, 2014; Thakkar vd., 2010).

Nanopartikiil sentezinde fiziksel, kimyasal ve yesil sentez yontemleri
kullanilmaktadir (Sekil 2.5). Fiziksel ve kimyasal yontemlerde toksik ¢oziiciilerin
kullanimi, tehlikeli yan triinlerin iretilmesi, yiiksek enerji gereksinimi gibi birgok
sorunla karsilagilmaktadir (Thakkar vd., 2010). Nanoparcaciklarin dogadaki biyolojik
kaynaklar kullanilarak sentezi enerji verimliligi, diisiik maliyet ve toksik olmayan
iriinlerin ortaya ¢ikmasi nedeniyle ¢evre dostu bir yaklagim olarak kabul gérmektedir.
Yesil sentez olarak adlandirilan bu yontemler yaygin olarak arastirilmaktadir (Ahmad
vd., 2019; Swamy vd., 2015).

Nanopartikiil

Sekil 2.5. Nanopartikiil sentez yontemleri.

Gimiis nanopartikiil sentezinde metal iyonunun indirgenmesi, kimyasal
molekiiller kullanilarak yapilabilmektedir. Bu molekiiller bitkilerin ¢ogunda bulunan
fenolik bilesikler, azot bilesikleri, terpenoidler, flavonoidler olabilecegi gibi nisasta,
amiloz gibi glikoz polimerleri olabilmektedir. Bu molekiillerin hidroksil ve karboksil
gruplari, nanopartikiil sentezinde indirgeyici ve sabitlestirici ajanlar olarak hareket

edebilmektedir. Nanopartikiiliin ~stabilitesi, metalik nanopartikiiller ile bu



fitokimyasallar arasindaki istikrarli bir bag olusumuna atfedilmektedir (Abdul Salam
vd., 2012; Kanchana vd., 2010; Mohamad vd., 2013).

2.5. Giimiis Nanopartikiili

Gumisiin  antibakteriyel etkisi antik ¢aglarda fark edilmistir. Eski
medeniyetler, gidalarini giimiis kaplarda saklamiglar ve giimiis ¢atal, kasik, bigak gibi
gereclerle kendilerini hastaliklardan korumaya calismislardir. Zaman iginde yapilan
birgok ¢alisma ile giimiis iyonlarinin ve tuzlarmin bakteriler igin giiglii toksik etki
gosterdigi saptanmistir. Nanoteknolojinin gelismeye baslamasiyla birlikte nano
boyuttaki giimiis partikiiliiniin potansiyeli ile ilgili ¢alismalar daha da artmistir.
Yapilan bir ¢alismada, asir1 dallanmis amfifilik polimerler ile giimiis nanopartikiil
hibritlerinin toksik olmayan ¢evre dostu kaplamalar olabilecegi, malzemelerin
pargacik boyutunun kiiciiltiilmesinin biyouyumluluklarini iyilestirmek i¢in etkili ve
giivenilir bir yol oldugu bildirilmistir. Béylece, nanoteknoloji ile birgok materyalin
biyoloji ve tip gibi alanlarda uygulamalarini kolaylastirmak ve daha iyi verim almak
amaciyla modifiye edilebilmesinin 6nti agilmistir (Aymonier vd., 2003; Kim vd.,
2007; Silver ve Phung, 1996).

2.6. Giimiis Nanopartikiillerin Antibakteriyel Aktivitesi

Antibiyotiklerin etki mekanizmalar1, hiicre duvari1 biyosentezinin inhibisyonu,
protein sentezinin inhibisyonu, DNA replikasyon ve onariminin inhibisyonu ve folat
koenzim biyosentezinin inhibisyonu olmak iizere dort ana bashk altinda

toplanmaktadir (Procop vd., 2017).

Guimiis nanopargaciklarin antibakteriyel etkilerinin mekanizmasi, tam olarak
acikliga kavusturulmamig olsa da Sekil 2.6'da cesitli antibakteriyel mekanizmalar
Onerilmistir. Gilimils nanopartikiiller, siirekli olarak glimiis iyonlarini serbest
birakabilir. Bu iyonlar elektrostatik ¢ekim ve kiikiirt proteinlerine afinite nedeniyle

hiicre duvarina ve sitoplazmik membrana yapisarak zarin gegirgenligini artirabilir ve



bakteri biitiinliigiiniin bozulmasina yol agabilir. Serbest giimiis iyonlarinin bakteri
hiicrelerine girmesi solunum enzimlerinin devre dis1 kalmasina, bu da reaktif oksijen
tiirlerinin iiretilmesine ve ATP tliretiminin kesintiye ugramasina neden olabilir. Reaktif
oksijen tiirleri, hiicre zarinin bozulmasinda ve DNA modifikasyonunun baslamasinda
ana etken olabilir. DNA'nin 6nemli bilesenleri olan kiikiirt ve fosforla giimiis
iyonlarinin etkilesimi, DNA replikasyonunda ve hiicre ¢ogalmasinda sorunlara, hatta
bakterilerin 6liimiine neden olabilir. Ayrica glimiis iyonlari, sitoplazmada ribozomlari
denatiire ederek proteinlerin sentezini engelleyebilir (Kirmusaoglu ve Cansiz, 2018;
Yin vd., 2020).

1-Hiicre duvar: ve membraninin Ag
iyonlar tarafindan bozunmasi

9‘ 'ﬁo 4 Y
4 < 4- Reaktif oksijen tiirleri
tarafindan zar bozunmasi
6-AgNP'lerin membran A V-

denatiirasyonu

3-ATP iiretiminin

2-Ribozomlarin Q kesintiye ugramasi
denatiire olmasi

‘ .
s‘ t 5- DNA replikasyonuna miidahale
»

7-AgNP'lerin
membrani delmesi

Sekil 2.6. Giimiis nanopartikiillerin antibakteriyel aktivitelerinin sematik gdosterimi

(Yin vd., 2020).

Serbest glimiis iyonlarmin yani sira, giimiis nanopartikiiller de bakterileri
oldiirebilir. Giimiis nanopartikiiller, nano boyutu nedeniyle bakteri hiicre duvarina
niifuz etme ve ardindan hiicre zarinin yapisini degistirme yetenegine sahiptir. Giimiis
nanopartikiiller, hiicre yiizeyine yapisarak hiicre duvarinda olusan c¢ukurlarda
birikebilir. Biriken bu nanopartikiiller hiicre zar1 denatiirasyonuna neden olabilir.
Sitoplazmik zarin denatiirasyonu organelleri pargalayabilir ve hatta hiicre lizisine
neden olabilir. Ek olarak, glimiis nanopartikiiller bakteriyel sinyal iletiminde rol

oynayabilir. Bakteriyel sinyal iletimi, protein substratlarinin fosforilasyonundan



etkilenir ve nanopartikiiller, peptit substratlar1 iizerindeki tirozin kalintilarim
defosforile edebilir. Sinyal iletiminin bozulmasi, hiicre apoptozisine ve hiicre
¢ogalmasinin sona ermesine yol agabilir. Hem hiicre duvarima hem protein sentezine
hem de DNA replikasyonuna etki edebilen Agiyonlar1 bu 6zellikleri ile oldukga etkili
antibakteriyel ajanlardir (Altuner, 2014; Kirmusaoglu ve Cansiz, 2018; Yin vd., 2020).

2.7. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, fakiiltatif anaerobik kosullarda, 18-40°C araligindaki
sicakliklarda kolaylikla {ireyebilen, hareketsiz, sporsuz, katalaz ve koagiilaz pozitif,
Gram pozitif koktur. Micrococcaceae familyasinin bir {iyesi olan stafilokoklar,
yiizyillardir insanlarda cesitli hastaliklara neden olmustur. Ik olarak 1882 yilinda
Iskog cerrah Sir Alexander Ogston tarafindan cilt yaralarinda gézlemlenmis ve iiziim
salkimi1 gibi goziikmesinden dolay1 Staphylococcus (Yunanca staphylos "iiziim" ve
kokkos "tohum") olarak tanimlanmistir (Adams ve Moss, 2008). Alman bir hekim olan
Friedrich J. Rosenbach, stafilokoklarn 2 farkli pigment olusturan kolonilerini
gozlemlemis ve beyaz pigmentli olanlar1 Staphylococcus albus (Latince "beyaz"), sar1
pigmentli olanlar1 Staphylococcus aureus (Latince "altin") olarak adlandirmistir
(Bilgehan, 2000; Licitra, 2013; Rosenbach, 1884).

Stafilokok genomu, profajlar, plazmidler ve transpozonlar ile dairesel bir
kromozomdan (~2800 bp) olusmaktadir. Viriilans1 ve antibiyotiklere direnci
diizenleyen genler, kromozomda ve ekstra kromozomal yapilarda bulunur. Bu genler,
ekstra kromozomal elementler yoluyla stafilokok kokenleri veya diger Gram pozitif
bakteri kokenleri arasinda aktarilabilmektedir (Lowy, 1998).

2.7.1. Epidemiyoloji

S. aureus, dogada, toprakta, esyalarin iizerinde, insanlarin ve hayvanlarin deri
veya mukozal yiizeylerinde bulunabilen, Gram pozitif bakterilere 06zgii kalin

peptidoglikan tabakasi sayesinde kuru yilizeylerde uzun siire canli kalabilen bir
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bakteridir. Saglikli insanlarin %30’unda nazofarinks tasiyiciligr bulunurken bu oran
hastanede uzun siire yatan hastalarda, saglik personellerinde ve sik invaziv isleme
maruz kalanlarda daha yiiksek seviyelere ¢ikabilmektedir. Deri ve nazofarinkste
bulunmasi nedeniyle hastane enfeksiyonlariin baglica nedenleri arasindadir. Yabanci
cisim varligi ya da cerrahi girisimlerden sonra hafif cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlarma, mikrobiyotanin baskilandigi genis spektrumlu antibiyotik
kullanimlar1 sonrasinda ise sepsis ve pnomoni gibi ciddi enfeksiyonlara neden

olabilmektedir (Bilgehan, 2000; Murray vd., 2016; Tong vd., 2015).

2.7.2. Virulans Faktorleri

S. aureus’un, konagin immun yanitindan kagabilmesini ve hayatta kalarak
¢ogalabilmesini saglayan bir¢ok viriilans faktorii bulunmaktadir (Tam ve Torres,
2019). Sekil 2.7°de sematize edilen bu virlilans faktorler, bakteriyi fagositozdan
koruyan ve konak hiicrelere tutunmay1 saglayan yapisal elementler (kapsiil, slime vb.),
toksinler (sitotoksinler, eksfoliatif toksinler, vb.) ve hidrolitik enzimler (koagiilaz,

hyaliironidaz, lipazlar vb.) olmak iizere 3 grupta 6zetlenebilir (Murray vd., 2016).

Cogu stafilokok kapsiil tiretebilmektedir. Tanimlanan 11 kapstiler polisakkarit
serotipinden 5. ve 8. tipleri, insan enfeksiyonlarmin yiizde 75'inden sorumludur.
Metisiline direngli S. aureus (MRSA) izolatlarinin ¢ogu 5. tip kapsiil tasidig
bildirilmektedir. Kapsiil, immun sistem hiicrelerinin enfeksiyon bdlgesine
kemotaksisini ve bakteri fagositozunu engelleyerek viriilans1 artirmaktadir (Lowy,
1998; O’Riordan ve Lee, 2004).

Slime tabakasi, hiicre disi polisakkaritler, glikoproteinler ve glikolipidlerden
olusan gevsek bigimde paketlenmis, bakteriyi saran bir yapidir. Hiicre hareketliligine
ve besinleri yakalamaya yardimci olur. Hiicreleri birbirine baglar ve antibiyotiklere
kars1 koruma saglar. Yabanci cisimlere tutunmayi kolaylastirarak enfeksiyona ve
kolonizasyona katki saglamaktadir (Cunha vd., 2019; Murray vd., 2016; Nayak vd.,
2007).
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Sekil 2.7. Staphylococcus aureus yiizey ve salgi proteinleri (Lowy, 1998).

Yiizey proteinlerinden biri olan protein A (Spa) sayesinde bakteri, 1g G'nin Fc
alanina baglanarak antikora bagli fagositozdan kagabilmektedir. Ayrica, kompleman
karsit1 etkisi bulunmaktadir. Fibronektin baglayici protein (FNbpA ve FnbpB) ise
bakterinin, viicudun temel proteinlerinden biri olan fibronektine baglanmasini
saglamaktadir. Kiimelenme faktorii (CIfA ve CIfB), bakterilerin fibrinojene
baglanarak agliitinasyonuna ve bu sayede fagositlerden kacarak apse olusumuna neden
olmaktadir. Apse, hem konak immiin yanitinda hem de bakterinin hayatta kalmasinda
onemli bir olusumdur. Bakterinin kollajen substratlarina ve kollajen dokulara
yapismasina kollojen baglayict protein (Cna) aracilik etmektedir. Bu protein,
S. aureus' un neden oldugu kemik ve eklem enfeksiyonlarinda 6nemli bir viriilans

faktorii oldugu saptanmistir (Foster, 1998; Murray vd., 2016).

S. aureus’ un toksinlerinden a-toksin (a-hemolizin), konak hiicre zarlarinda
gbzenek olusumunu, iyon oranlarindaki degisiklikleri, zar biitiinliigiiniin kaybini,
stres-sinyal yollarinin aktivasyonunu ve hiicre 6liimiinii tetiklemektedir (Bhakdi ve
Tranum-Jensen, 1991; Husmann vd., 2006). B-toksin (Sfingomiyelinaz C) ise hiicre
ylizeyindeki sfingomyelin miktarina bagl olarak hiicre par¢alanmasina varan diizeyde
membran fosfolipitlerinin hidrolizini katalize eden 1siya duyarli bir proteindir.

Eritrosit, fibroblast, l6kosit ve makrofaj gibi bir¢ok hiicre icin toksik etkilidir.
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Stafilokok patogenezinde ¢ok sayida islevi olan, fenolde ¢oziinen modiilinler olarak
adlandirilan, peptit ailesinin bir {yesi olan o-toksin (8-hemolizin), S. aureus
kokenlerinin ¢ogu tarafindan tretilen, memelilerde bir¢ok hiicre tipine sitolitik etki
gosteren bir polipeptittir (Otto, 2014). Yapilan bir ¢alismada, -toksinin mast hiicre
degraniilasyonunu tetikleyerek atopik dermatitin gelisiminde dnemli bir katkist oldugu

saptanmistir (Cheung vd., 2015; Murray vd., 2016; Nakamura vd., 2013).

Panton-Valentine l1okosidin (PVL), a-toksine benzer olarak hiicre zarinda
gbzenek olusumunu tetikleyen bir etki gdstermektedir. Insan ve tavsan nétrofillerinin
PVL’ye olduk¢a duyarli oldugu ve hizla hiicre O6limiine neden oldugu ortaya
konmustur (Lo6ffler vd., 2010). PVL'nin ana hedefinin miyeloid hiicreler oldugu ve
toksinin diisiik konsantrasyonlarinin bile apoptoza neden oldugu bildirilmistir (Bien
vd., 2011; Genestier vd., 2005). Bikomponent olarak PVL ile birlikte bulunan y-toksin,
16kositlere ve makrofajlara kars sitolitik etki gostermektedir (Murray vd., 2016).

Eksfolyatif toksinler (ETA, ETB ve ETD), serin proteaz olup insan ve hayvan
derisinde keratinositlerin ayrismasina neden olmaktadir. Insanlarda stafilokokal
haslanmis deri sendromu ve biilloz impetigo gibi stafilokokal cilt enfeksiyonlar1 ile
iliskilendirilmektedir. Ayrica eksfolyatif toksinlerin siiperantijenik aktiviteye sahip

olduklar1 gosterilmistir (Imanishi vd., 2019; Nishifuji vd., 2008).

Stafilokokal enterotoksin (SE) olarak 9 farkli toksin tanimlanmistir (SEA’dan
SEE’ye ve SEG’den SEJ’ye). T hiicre proliferasyonunu ve sitokin salinimini
uyarmasindan dolay1 siiperantijen olarak smiflandirilir. intestinal peristaltizmi ve siv1
kaybini artirarak bulanti ile siddetli kusmaya neden olmaktadir. Hastalik genellikle
kendi kendini sinirlamakta ve nadiren hastaneye yatis1 gerektirmektedir. Ozellikle
SEA’nin diinya ¢apinda stafilokokal gida zehirlenmelerinin en yaygin nedeni oldugu

saptanmistir (Argudin vd., 2010; Balaban ve Rasooly, 2000).

Toksik sok sendrom toksini-1 (TSST-1), interlokin-1, interlokin-2, TNF-o ve
diger sitokinlerin salinimini uyardigindan dolayi siiperantijen olarak siniflandirilan,
proteolize dayanikli ve kromozom tarafindan kodlanan bir ekzotoksindir. Epitel
hiicrelerinde diisiik konsantrasyonlarda bile yiiksek diizeyli sitotoksisiteye neden

olmaktadir. Stafilokokal enterotoksinler gibi bulanti1 ve kusmaya neden olmaz. Bakteri
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vajina veya yara gibi ortamlarda lokalize olmasina ragmen TSST-1, mukozal
bariyerlerden gegebildigi igin sistemik etki gostererek hipovolemik sok, ¢oklu organ
yetmezligi ve Oliimiin gorildiigi toksik sok sendromu tablosuna neden olmaktadir.
Toksik sok sendromu, 1980'lerde vajinal tampon kullanimina bagli olarak ortaya ¢ikan

salginla bilinen ciddi ve 6liimciil bir hastaliktir (Otto, 2014; Wilson vd., 2011).

S. aureus kokenleri, serbest ve bagh koagiilaz olmak iizere iki tipte koagiilaz
olusturmaktadir. Hiicre duvarma bagl koagiilaz, fibrinojeni fibrine doniistiirmek
suretiyle stafilokoklarin kiimelenmesine neden olur. Serbest koagiilaz ise benzer etkiyi
globulin plazma faktorii ile etkileserek stafilotrombin olusturmak suretiyle
gostermektedir. Bu faktor, fibrinojenin fibrine doniismesine katalize eder. Ayrica
koagiilazin enfeksiyon bolgesinde bir fibrin tabakasi olusturarak bakteriyi
fagositozdan korudugu, apse ve biyofilm olusumuna katki yaptig1 diisiiniilmektedir

(Murray vd., 2016; Otto, 2014).

Viicudun bir¢ok dokusunda bol miktarda bulunan hyaluronik asidin, dokularin
ve cildin esnekligini saglamak, su dengesini saglamak, hiicre ¢ogalmasina yardime1
olmak ve bagisiklig1 diizenlemek gibi islevleri bulunmaktadir. Stafilokok tiirlerinden
yalnizca S. aureus tarafindan iiretilen hyaliironidaz, hyaluronik asidin -1,4 glikozidik
bagini pargalayan bakteriyel enzimdir. Hyaliironidaz enziminin, patojenlerin memeli
dokularinda yayilmasina ve lezyon boyutunun artmasina neden olan bir ajan oldugu
bildirilmistir (Duran-Reynals, 1933; Hynes ve Walton, 2000; Ibberson vd., 2014;
Laurent ve Fraser, 1992).

S. aureus yiizeyine baglanan plazminojeni, fibrinolizin (stafilokinaz) enzimi
ile aktive ederek plazminin olugsmasina neden olmaktadir (M6lkdnen vd., 2002).
Plazmin, fibrin pihtilarini ve hiicre dig1 matriks bilesenlerini pargalama kapasitesi olan
giiclii bir serin proteazdir (Deutsch ve Mertz, 1970). Arastirmalar, plazminin bakteri
ylzeyine baglanan 1gG’yi ve C3b’yi ortadan kaldirarak fagositoz mekanizmasinin

bozulmasina yol agtigini ortaya ¢ikarmistir (Rooijakkers vd., 2005).

Enfeksiyon sirasinda aktive olan nétrofillerden, hiicre disina DNA ve protein
parcaciklar igeren azurfilik graniiller salinmaktadir. Notrofil hiicre disi tuzaklar

denilen bu pargaciklarin bakterilere yapisarak 6ldiirdiigii saptanmistir. Deneysel olarak
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DNAz enzimi ile kolayca parcalandigi gosterilen bu yapilar, S. aureus’ un iirettigi
niikleaz sayesinde kolayca yok edilerek bakterinin kagabilmesini saglamaktadir.
DNA’y1 hidrolize edebilen 1siya dayanikli enzimler olan niikleazlar, enfeksiyonlar
sirasinda biyofilm olusumunu da diizenlemektedir (Berends vd., 2010; Brinkmann vd.,
2004). Lipazlar ise lipitleri parcalayan ve viicuttaki sebase kistlerde barmmay1
saglayan enzimlerdir. Bu viriilans faktorleri sayesinde S. aureus piyojenik, sistemik

ve toksine bagli birgok enfeksiyona neden olabilmektedir (Murray vd., 2016).

2.7.3. Laboratuvar Tani

S. aureus, 0.5-1.5 pm ¢apinda, hareketsiz, sporsuz, mikroskopta diizensiz
kiimeler olusturmus sekilde goriintiilenen, Gram pozitif koktur. Fakiiltatif anaerobik
kosullarda, 18-40°C araligmndaki sicakliklarda ireyebilir. Segici olmayan
besiyerlerinde kolaylikla {irer. Zenginlestirilmis genel {iretim besiyeri olan %5 koyun
kanli Mueller-Hinton agarda (KKMHA) B-hemolitik, altin sarisi koloniler olustururlar.
Katalaz, tiip koagiilaz ve Voges-Proskauer testi pozitif, PYR testi negatiftir.
S. aureus’ u kontamine olmus numunelerden soyutlamak i¢in mannitol-tuz agar,
Vogel-Johnson agar, Chapman agar gibi 6zel segici besiyerleri kullanilabilir (Murray
vd., 2016).

2.7.4. Tedavi, Korunma ve Kontrol

Penisilin 1942 yilindan itibaren bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yogun
olarak kullanilmis, bunun sonucu olarak S. aureus kokenlerine karsi hizla direng
gelismistir. Bu direng, 1960’11 yillarda beta laktamaza direngli yar1 sentetik
penisilinlerin (metisilin oksasilin, nafsilin) kesfini hizlandirmistir. Kisa zaman sonra
bu antibiyotiklere de direngli kokenler ortaya ¢ikmaya baslamistir (Topgu vd., 2002).
Gliniimiizde S. aureus kokenleri, metisiline direngli S. aureus (MRSA) ve metisiline
duyarli S. aureus (MSSA) olarak gruplandirilmaktadir. Metisiline direngli suglar tiim
beta laktam antibiyotiklere ve beta laktamaz inhibitér kombinasyonlarina karsi direng

gosterirler. Metisiline direngli stafilokoklarin genellikle eritromisin, klindamisin,
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kloramfenikol, tetrasiklin, trimetoprim-sulfametoksazol, kinolonlar  ve
aminoglikozidlere de direng gosterdigi bildirilmektedir. Ge¢mis yillarda S. aureus
kokenleri ile ilgili yapilan baz1 aragtirmalarda direng profilleri belirlenmis olup Tablo

2.1’de sunulmustur (Armstrong, 1999).

S. aureus’ a bagl deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda dncelikle insizyon
ve drenaj, sonrasinda topikal antibiyotiklerle tedavi uygulanmaktadir. Sistemik
enfeksiyonlarda in vitro duyarlilik testlerinin sonuglarina gore uygun antibiyotik
tedavisi tercih edilmektedir. Antibiyotik se¢imi, Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti
Antibiyotik Duyarlilik Testlerinin Standardizasyonu Calisma Grubu’nun yayinladigi
kisitl bildirim tablosu dikkate alinarak yapilmaktadir (Aydemir vd., 2016). Bu tabloya
gore, S. aureus i¢in A grubu antibiyotikler: Benzil penisilin, sefoksitin (metisilin
direnci igin), eritromisin, klindamisin, trimetoprim-siilfametoksazol, B grubu
antibiyotikler: Vankomisin, teikoplanin, tetrasiklin, siprofloksasin, levofloksasin,
moksifloksasin, C grubu antibiyotikler: Gentamisin, linezolid, fusidik asit, rifampisin,
mupirosin, tigesiklin, daptomisin olarak belirlenmistir. Bunun yani sira el yikama,
dogru yara temizligi ve dezenfektan kullanimi enfeksiyonlarin énlenmesinde yararl

uygulamalardir (Murray vd., 2016).
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Tablo 2.1. Staphylococccus aureus kokenlerinin direng profilleri.

(Durmaz Cetin vd., (Senbayrak Ak¢ay (Vardar-Unlii vd., (Giingér vd., (Nazik (Kula-Atik ve Uzun, (Duran vd.,
2004) vd., 2005) 2006) 2012) vd., 2018) 2020) 2021)

MRSA MSSA MRSA MRSA MSSA MRSA MSSA MRSA MRSA MSSA MRSA MSSA

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Penisilin - - - - - - - - - - 172 (100) 379 (89.6)
Eritromisin 182 (70) 123 (30) - - - 36 (84) 12 (13) - 112 (70) 35(15.2) 66 (38.4) 0
Klindamisin - - - - - 30 (70) 3(3) - 87 (55.4) 13 (5.7) 60 (34.9) 28 (6.6)
Kotrimoksazol 39 (15) 37(9) - - - 32 (74) 1(1) 8 (21.6) 4(3.1) - 18 (10.5) 12 (2.8)
Gentamisin 161 (62) 57 (14) - - - 36 (84) 4 (4) 20 (54.1) 81 (50.9) 17 (7.6) 55 (32) 36 (8.5)
Daptomisin - - - - - - - 2(5.4) - - 4(2.3) 0
Tigesiklin - - - - - - - 2(5.4) - - - -
Teikoplanin - - - - - - - 6 (16.2) - - 0 0
Klindamisin - - - - - - - 19 (51.4) - - - -
Siprofloksasin 161 (62) 0 - - - 35 (81) 4 (4) 18 (48.6) 101 (63.9) 25 (11) 49 (28.5) 27 (6.4)
Rifampisin - - - - - 10 (23) 0 20 (54.1) 66 (91.6) 4 (57.1) - -
Tetrasiklin 169 (65) 197 (48) - - - 41 (95) 16 (17) 28 (75.7) 63 (43.4) 22 (10.5) 58 (33.7) 0
Levofloksasin - - - - - - - - 87 (61.2) 21 (10.2) - -
Mupirosin (DDD) - - 8(9) 31(31.6) 9(10.6) - - - - - - -
Fusidik Asit 42 (16) 13 (3) 9 (10) - - - - - 94 (63) 13 (6) - -
Amikasin 156 (60) 16 (4) - - - - - - - - - -
Sefazolin 260 (100) 135(33) - - - - - - - - - -

MRSA: Metisiline Direngli Staphylococcus aureus, MSSA: Metisiline Duyarli Staphylococcus aureus DDD: Diisiik Diizey Direng (8-256 mg/L)



2.8. Antibiyotikler

2.8.1. Gentamisin

Gentamisin, aminoglikozid grubunda yer alan bir antibiyotiktir. Ilk olarak 1963
yilinda Micromonospora purpurea ve M. echinospora’dan elde edilmistir. FDA’dan
1969 yilinda kas igi, 1971 yilinda damar i¢i kullanim onay1 almistir. Gentamisin suda

¢Oziiniir, genis bir pH araliginda stabil ve nispeten 1siya dayanikli bir bilesiktir

(Weinstein vd., 1963).

Bakterilerin 30S ribozomundaki spesifik reseptor bolgelerine baglanan
gentamisin, anormal bakteriyel polipeptit sentezine neden olarak etki gosteren
bakterisidal bir ajandir. Viicutta metabolize edilmeden bobrekler yoluyla atilmaktadir.
Yapilan arastirmalarda, yliksek dozlarda nefrotoksik ve ototoksik potansiyele sahip

oldugu saptanmustir (Mooellering ve Yao, 2009; Pestka, 1971).

Gentamisin, hem S. aureus hem de S. epidermidis'e karsi etkili bir
antibiyotiktir. MRSA kokenlerine kars1 direng oranlar1 Tablo 2.1’°de verilmis olup %
32-84 araliginda degismektedir. Diger bir¢ok Gram pozitif koka (Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus viridans grubu, Streptococcus pyogenes ve Enterococcus
faecalis gibi) kars1 zayif aktivite gosterdigi icin penisilin ile kombinasyon halinde
kullanilmaktadir. Enterobacteriaceae ailesinin ¢ogu {iiyesine ve Pseudomonas
aeruginosa kokenlerine karsi etkili olmasina ragmen klinik kullanim 6ncesi duyarlilik
testleri ile dogrulanmalidir. Serratia marcescens, Providencianin birgok izolati, P.
aeruginosa digindaki Pseudomonas tiirleri ve tiim anaerobik bakteriler gentamisine
direnglidir (Appel, 1978).

Oral, parenteral ve topikal kullanimi olan bu antibiyotigin gastrointestinal
emilimi diistiktiir. Primer olarak bobreklerden atilir. Diger antibiyotiklere direngli
Gram negatif bakterilerle olusan enfeksiyonlarda, hastane enfeksiyonlarinda,

komplike iriner sistem enfeksiyonlarinda, sepsis, peritonit, otitis eksterna ve diger
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intra-abdominal enfeksiyonlarda, endokardit, neonatal sepsis, deri, yumusak doku ve
okiiler enfeksiyonlarinda tercih edilebilmektedir (Montie ve Patamasucon, 1995;
Pancoast, 1988).

2.8.2. Siprofloksasin

Siprofloksasin 2. kusak florokinolon grubu bir antibiyotiktir. Amerika Birlesik
Devletleri’'nde 1987 yilinda, Tiirkiye’de ise 1989 yilinda klinik kullanima
sunulmustur. ilk kinolon grubu antibiyotik olan nalidiksik asitin kimyasal olarak
modifiye edilmesiyle elde edilmistir (Davis vd., 1996; Senol, 2002).

Bu antibiyotik, DNA giraz enzimini inhibe ederek bakterisidal etki
gostermektedir. Gastrointestinal sistemden iyi emilen bu antibiyotik, genis spektrumlu
olmasinin yani sira tiistiin biyoyararlanimi, iyi doku gecisi, uzun yar1 émrii olan bir
ajandir. BOS disindaki tiim viicut sivilarinda ve dokularda, serum diizeyinin iistiinde

konsantrasyonlara ulasabilmektedir (Mooellering ve Yao, 2009; Senol, 2002).

Siprofloksasin, tiim stafilokok tiirlerine karsi etkili bir antibiyotiktir. MRSA
kokenlerine karsi direng oranlar1 Tablo 2.1°de verilmis olup % 28.5-81 araliginda
degismektedir. Streptococcus ve Enterococcus tiirleri daha az duyarhidir. Gram negatif
bakterilere ve P. aeruginosa kokenlerine karst diger florokinolonlardan 2-4 kat daha

etkili oldugu in vitro ¢alismalarda gosterilmistir (LeBel, 1988).

Oral, parenteral ve topikal formlari bulunan siprofloksasin, diger antibakteriyel
ajanlara direngli patojenlerin neden oldugu sorunlu enfeksiyonlar i¢in iyi bir
alternatiftir. Uriner sistem, gastrointestinal sistem ve alt solunum yolu enfeksiyonlari
ile gonore, osteomiyelit gibi enfeksiyonlarin tedavisinin yani sira diyabetik ayak ve
karm i¢i enfeksiyonlarinda, diisiik riskli notropenik hastalarda kombinasyon olarak

kullanimi s6z konusudur (Somer, 2002; Senol, 2002).
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2.8.3. Mupirosin

Mupirosin, 1971 yilinda Pseudomonas fluorescens’den izole edilen, 1985 yilinda
klinik kullanima giren poliketid bir antibiyotiktir. Esasen 4 farkli pseudomonik asitin
karisimindan elde edilmistir. Kimyasal yapisinda 9-hidroksi nonanyonik asit parcgalari

tasimaktadir (Khoshnood vd., 2019; Matthijs vd., 2014).

Diger antibiyotiklerden yapisal olarak farkli olan bu antibiyotik, hedeflenen
bakterilerde protein sentezini engelleyerek etki gostermektedir. Esasen, izoldsil-tRNA
sentetaz enzimini rekabetgi inhibisyon ile inhibe ederek protein sentezini engeller ve
bakterinin 6liimiine neden olur. Oral ve parenteral uygulandiginda iyi absorbe olmakla
birlikte, metabolik yikiminin hizli (15 dk.) olmasi nedeniyle topikal kullanimi tercih
edilmektedir. Viicuttan bobrekler yoluyla atilir (Bojarska vd., 2014; Tucaliuc vd.,
2019).

Mupirosin, Staphylococcus spp., Streptococcus spp., L. monocytogenes ve
Corynebacterium spp. gibi Gram pozitif bakterilerin yani sira H. influenzae, N.
gonorrhoeae, N. meningitidis, M. catarrhalis, B. pertussis ve P. multocida gibi bazi
Gram negatif bakterilere karsi yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahiptir. E. coli, K.
pneumoniae, Enterobacter spp., P. mirabilis, P. vulgaris’e karsi az duyarli
bulunmustur. MRSA kokenlerine karsi direng oranlar1 Tablo 2.1°de verilmis olup %

9-31.6 araliginda degismektedir (Sutherland vd., 1985).

MRSA’a bagh yumusak doku ve cilt enfeksiyonlarinin tedavisinde ya da bu
bakteri ile enfeksiyon riski olan hastalarin ampirik tedavisinde en yaygin kullanilan
topikal antibiyotik oldugu kabul edilmektedir. Ozellikle dekolonizasyon tedavisinde
yaygin, hatta gelisi giizel kullanildig1 bolgelerde izole edilen S. aureus kokenlerinde,
%81’e varan mupirosin direnci tespit edilmistir. Yine bu c¢aligmalarda, direncin
kokeninin plazmid araciligt mupA geninden kaynaklandigi bildirilmektedir
(Poovelikunnel vd., 2018). Son yillarda, mupirosin'in MRSA'ya kars1 etkinligini
artirmak icin farkli yaglar (biberiye yagi, kaprilik/kaprik trigliserit) ile mupirosin
yiiklii polimerik nano kapsiiller gelistirilmistir (Rubenick vd., 2017).
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2.8.4. Fusidik Asit

Fusidik asit, 1962 yilinda maymun diskisindan soyutlanan Fusidium coccineum
mantarindan elde edilmistir. Kimyasal olarak sefalosporin P ve helvolik asit ile iliskili

fusidan siifina ait steroid benzeri bir antibiyotiktir ve bu grup bilesiklerin tek

temsilcisidir (Verbist, 1990).

Fusidik asit, bakteri ribozomu tiizerinde translokasyon icin gerekli bir bakteri
proteini olan uzama faktorii G’ye ve ribozoma baglanarak bakterinin protein sentezini
inhibe etmek suretiyle etki gostermektedir. Aktivitesi esas olarak bakteriyostatiktir,
ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda bakterisidal etki gosterebilir (Collignon ve
Turnidge, 1999).

Fusidik asit, biiyiik boyutu ve bu bakterilerin dig zarindaki porinler yoluyla
tasinmay1 desteklemeyen lipofilisitesi nedeniyle Gram negatif bakterilere kars1 sinirl
aktiviteye sahiptir. Corynebacterium, Nocardia, Neisseria, Chlamydia ve bazi anaerop
tirlere karsi antibakteriyel etkisi olmasina ragmen genellikle stafilokok
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Fernandes, 2016). MRSA kokenlerine

kars1 direng oranlar1 Tablo 2.1°de verilmis olup % 10-63 araliginda degismektedir.

Fusidik asidin topikal formiilasyonlar1 su anda toplam kullanimin igte ikisini
olusturmakta ve impetigo, folikiilit, eritrazma, enfekte travmatik yaralar dahil olmak
lizere ylizeysel kutandz enfeksiyonlarin tedavisinde monoterapi olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Mitkkemmel kemik penetrasyonu nedeniyle, osteomiyelit ve
septik artrit tedavisi icin oldukg¢a degerlidir. Oral veya intravendz fusidik asit, agir
stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisi icin bagka bir antistafilokokal ajan ile

kombinasyon halinde kullanilabilir (Dobie ve Gray, 2004).

2.9. Antibakteriyel Duyarhlik Testleri

Bir antibakteriyel ajanin bir bakteri tiiriine kars1 in vitro etkinligini saptamak
amaciyla yapilan bu testler besiyeri, pH, ¢evresel kosullar, bakteri sayisi gibi
parametrelerden etkilenmektedir. Antibakteriyel duyarlilik test yoOntemlerinin

21



standardize edilerek yayinlandigt CLSI ve EUCAST kilavuz kitapgiklari, klinik
laboratuvarlara oldukca biiyiik kolaylik saglamaktadir. Antibakteriyel maddelerin
acrop ve fakiiltatif anaerop bakteri kokenlerine kars1 test edilmesinde, pH’s1 7.2-7.4
araliginda olan Mueller-Hinton sivi besiyeri (MHB) veya Mueller-Hinton agar
kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Bakteri siispansiyonu, genellikle 18-24 saat inkiibe
edilmis plakta tek diismiis kolonilerden 0.5 McFarland (1 x 108 kob/ml) bulanikliginda
serum fizyolojik ya da MHB ile ayarlanmaktadir. Yapilan testlerde dogru sonuglar
elde edebilmek i¢in rehber kitapgiklarda Onerilen inkiibasyon kosullar1 ve siirelerine
uyulmalidir. Testler igin 36+1°C sicaklik ve 16-20 saat inkiibasyon tavsiye
edilmektedir (Aydemir vd., 2016; CLSI, 2018).

2.9.1. Siv1 Mikrodiliisyon Yontemi

Diliisyon yontemleri, antibakteriyel maddelerin  minimum inhibisyon
konsantrasyon (MIK) degerini saptamak igin kullanilmaktadir. Inkiibasyon siiresi
sonunda bir bakterinin gozle goriilebilen iiremesini engelleyen en diisiik antibiyotik
konsantrasyonu MIK olarak tanimlanmaktadir. S1vi mikrodiliisyon testinde, U tabanli
96 kuyucuklu steril plastik mikroplakalara sivi besiyeri kii¢iikk hacimlerde (50 pl)
dagitilir. Sonrasinda, ilk kuyucuklara ayni miktarda antibakteriyel madde eklenip,
8-10 kez al-ver yapilarak sonraki kuyucuklara seri diliisyon yapilir. Tiim kuyucuklara
aynt miktarda bakteri siispansiyonu eklenerek kilavuzda belirtilen sartlarda
inkiibasyona tabi tutulur (Sekil 2.8).

Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) degeri ise test edilen bakterinin
%99.9’unu 6ldiiren en kiiclik antibakteriyel ila¢ konsantrasyonun belirlenmesine
dayanmaktadir. Bu amagla mikrodiliisyon plakalarinda iireme olmayan kuyucuklardan
kat1 besiyerine ekim yapilir. Sicaklik 36+1°C ve 16-20 saat inkiibasyon sonrasinda kati
besiyerinde bakteri liremesinin olmadigi en diisiik konsantrasyon MBK degeri olarak

belirlenir (Aydemir vd., 2016; CLSI, 2018; Procop vd., 2017).
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1- Her kuyucuga 50 pl MHB eklenir. 2- Ik kuyucuga 50 pl antibakteriyel
madde eklenir.
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3- Antibakteriyel madde diliie edilir. 4- Her kuyucuga 50 pl bakteri eklenir.

5- 37°C - 18-24 saat inklbe edilir.

Sekil 2.8. S1vi mikrodiliisyon yontemi grafigi.

2.9.2. Dama Tahtas1 Yontemi

Antibakteriyel maddeler arasindaki sinerjik etkilesimi belirlemek igin
kullanilan en yaygin yontem dama tahtas1 yontemidir. “U” tabanli 96 kuyucuklu 2 adet
mikroplaka kullanilarak yapilan yontemde, birinci antibakteriyel madde MIK
degerinin 2-3 sulandirim tstiinden baslayip 5-6 sulandirim altina kadar, birinci
mikroplakada dikey diizlemde yukaridan asagiya dogru seri diliisyon yapilirken, ikinci
antibakteriyel madde ise MIK degerinin 2-3 sulandirim iistiinden 5-6 sulandirim altina
kadar, ikinci mikroplakada yatay diizlemde sagdan sola dogru seri diliisyon yapilir.
Ikinci mikroplakada yapilan diliisyonlar, birinci mikroplakada birebir ayn1 kuyucuga
olmak iizere 50 pl aktarilir. Boylelikle her kuyucukta her iki antibakteriyel maddenin
farkli kombinasyonlar1 elde edilir (Eliopoulos ve Eliopoulos, 1988; Pillai vd., 2005).
Bakteri siispansiyonlar1 EUCAST kriterlerine gore 10° kob/ml hazirlanip her bir
kuyucuga 100 pl eklenerek, 37°C’de 18 saat inkiibasyona tabi tutulur. Siire sonunda
her iki antibakteriyel maddenin ve kombinasyondaki maddelerin MiK degeri saptanir
(Sekil 2.9).
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Agiklama: Yukaridaki konsantrasyonlart elde etmek igin 50 pl MHB iistiine A1-8 ve Al1 kuyucuklarma 50 pl - 1024X,
A12 kuyucuguna 50 pl - 1024Y eklenip yukaridan asagrya seri diliisyon yapilir. Son konsantrasyon 1/2 sulandirma
nedeniyle yartya diiger.

IKINCi MIKROPLAKA - MADDE Y SERi DILUSYON ALANI

KULLANILMAYAN ALAN
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Aciklama: Yukaridaki konsantrasyonlar elde etmek i¢in 50 pyl MHB iistiine 8.siituna 50 pl - 1024Y eklenip sagdan sola
seri diliisyon yapilir. Son konsantrasyon sulandirma nedeniyle yartya diiger.

BIRINCI MIKRO PLAKA SON HALI - DAMA TAHTASI PLAKASI KONTROL | MADDE MiK ALANI
1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 11 12

A|128X +Y[128X +2Y|128X +4Y 128X +8Y | 128X + 16Y|128X + 32Y | 128X + 64Y 128X + 128Y 256X 256Y
B| 64X +Y | 64X +2Y | 64X +4Y | 64X +8Y | 64X +16Y | 64X +32Y | 64X +64Y | 64X +128Y 8 8 128X 128Y
C[32X+Y | 32X+2Y | 32X +4Y | 32X +8Y | 32X + 16Y | 32X +32Y | 32X + 64Y | 32X + 128Y {f E 64X 64Y
D[ 16X +Y | 16X +2Y | 16X +4Y | 16X +8Y | 16X + 16Y | 16X +32Y | 16X + 64Y | 16X + 128Y é é 32X Y
E| 8X+Y | 8X+2Y | 8X+4Y | 8X+8Y | 8X+16Y | 8X+32Y | 8X +64Y | 8X+128Y E E 16X 16Y
FI AX+Y | 4X+2Y | AX+4Y | AX+8Y | 4X+16Y | 4X+32Y | 4X+64Y | 4X+128Y g § 8x 8y
G| 2X+Y | 2X+2Y | 2X+4Y | 2X+8Y | 2X+16Y | 2X+32Y | 2X+64Y | 2X+128Y | & | Z 4X 4y
H{ X+Y | X+2Y | X+4Y | X+8Y | X+16Y | X+32Y | X+64Y | X+128Y 2X 2Y
Agiklama: Tkinci mikroplakanin A satirt, birinci mikroplakanin A satirma olmak fizere tiim satirlar 50 ul hacimde birinci
mikroplakaya aktarilir. 1-8. siitunlara 100 pl, 9,11 ve 12. siitunlara 50 pl bakteri siispansiyonu eklendiginde, son
konsatrasyonlar 1-8 de 4 kat, 11-12 de 2 kat azalmig olur.

Sekil 2.9. Dama tahtas1 yonteminin uygulama algoritmasi.
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Inkiibasyon sonunda, madde MIK degeri ile iiremeyi inhibe eden en diisiik
konsantrasyonu igeren kuyucuklardaki maddelerin MiK degeri kullanilarak, asagidaki
formiillerin yardimiyla fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon indeksi (FiKI) degeri
hesaplanip, Tablo 2.2°ye gore yorum yapilmaktadir (Li vd., 2013). Dama tahtasi
mikroplakasinda, iireme olan ve FIKI degeri hesaplanmas: gereken kuyucuklar Sekil

2.10°da 6rnek olarak gosterilmistir.

ALANI

A MADDESI (OAAgNP)

B MADDESI (Antibiyotik)

MiK,. A maddesinin MiK degeri, MiKg: B maddesinin MiK degeri,
Sar1 renk ile belirtilen kuyucuklar bakteri iiremelerini ifade eder.

Sekil 2.10. FIKI degerinin hesaplanacagi kuyucuklar (FIKI 1, 2, 3, 4).
FIKI degerinin 6rnek olarak hesaplanmast,

, Kombinasyondaki A MiK'i , Kombinasyondaki B MIK'i
FIK, = - FIKg = -
MIK, MIKg

FIKi = FIK, + FiKg

Tablo 2.2. FIKI degerlendirme tablosu.

FiKI Degeri Etkilesim
<0.50 Sinerji

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

> 4.00 Antagonizma

Dama tahtasi testinin degerlendirilmesi asagidaki tanimlarla yapilmaktadir.
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Sinerji: Sinerji kelimesi “birlikte ¢alismak™ anlamina gelen yunanca ‘“sinergos”
kelimesinden gelmektedir. Sinerji pozitif bir iligkidir. Maddelerin ayr1 olarak test
edildiklerinde elde edilen etkilerin toplamindan daha biiytlik bir etkinlik olusmasidir.
Yani 1+1, 2 den biiyiik ise sinerji ortaya ¢ikmaktadir (Anderson vd., 1978; Pemovska
vd., 2018).

Kismi sinerji/Aditif etki: Iki maddenin kombinasyonda olusturduklari etki, ayr1 ayri
etkilerinin toplamina esit oldugu, yani 1+1=2 oldugu durumdur (Ayanoglu-Diilger,
1996).

Etkisiz: iki maddenin kombinasyonundan elde edilen sonug, bunlardan en etkin olan
maddenin sonucundan farkli olmadiginda, yani 1+1=1 oldugu durum etkisiz olarak
kabul edilmektedir (Pillai vd., 2005).

Antagonizma: Negatif bir iliski olup, maddeler ayri olarak test edildiklerinde olusan
etkilerin toplamindan belirgin sekilde daha diisiik bir etkinlik elde ediliyorsa, yani

1+1<1 oldugu duruma antagonizma ad1 verilmektedir (Ayanoglu-Diilger, 1987).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

Calismamizda, Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’na ait otoklav (Hirayama HG-50), etiiv (Memmert IN160), pastor firini
(Binder ED53), hassas terazi (Sartorius TE214S), 1siticili manyetik karigtirict (IKA
RT5), biyogiivenlik kabini (Labonco), Balikesir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Anabilim Dali’na ait 1siticili manyetik karistirici (Heidolph MR3001K), fourier
doniistimli kizilotesi spektroskopisi (Perkin EImer Spectrum 65), Manisa Celal Bayar
Universitesi Deneysel Fen Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne (DEFAM)
ait liyofilizasyon cihaz1 (Christ Alpha 1-4 LD Plus), Orta Dogu Teknik Universitesi
(ODTU) Merkezi Laboratuvar ARGE Egitim Olgme Merkezi ne ait yiiksek kontrastl
gecirimli elektron mikroskobu (FEI, Tecnai G2 Spirit Biotwin) kullanildi.

3.2, Kullanilan Kimyasallar

Calisma kapsaminda, % 99.0 saflikta giimiis nitrat (AFG Bioscience LLC,
USA), amiloz (Carbosynth Ltd, GB), hidrojen peroksit, bakir siilfat ve seliiloz
membranli diyaliz torbasi (Sigma-Aldrich Co LLC, USA) Mueller Hinton broth ve
Mueller Hinton agar (Oxoid, USA) kullanilmustir.

3.3. Bakteri Kokenleri
Bu ¢aligsmada, Balikesir Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi

Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen klinik 6rneklerden soyutlanan elli

adet S. aureus kokeni kullanilmistir. Bu bakterilerin tanimlanmasi ve metisiline
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duyarlilik testi BD Phoenix 100 (Becton, Dickinson and Company, USA) cihazi ile
yapilmigtir. Calisma boyunca kontrol kokeni olarak S. aureus ATCC 29213

kullanilmustir.

Sekil 3.1. Okside amilozun hazirlanmasi.

3.4. Oksitlenmis Amilozun Hazirlanmasi

Amiloz (60 gr) ile %30’luk H202 (15 ml) ve % 0,05’lik CuSO4 (2 ml)
karistirilarak okside edildi. Bu islemde H20 okside edici madde, CuSOs katalizor
gorevi yapmaktadir. Oksitlenmis amiloz elde etmek i¢in amiloz, 40°C ve 75°C’de
15’er dakika karigtirilarak kuru oksidasyon yapildi. Bu karigimin iizerine 400 ml
kaynamuis distile su eklenerek 100°C’de 30 dakika karistirilmaya devam edildi (Sekil
3.1). Elde edilen karisim, 3000 rpm devirde 20 dakika santrifiij edildi. Daha sonra
slipernatan, i¢inde bulunan serbest bakir iyonlarini uzaklastirmak amaciyla, seliilloz

membranli diyaliz torbasinda oda 1sisinda 2 giin siiresince distile suya karsi diyaliz
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edildi (Sekil 3.2). Bu islem sonunda elde edilen ¢ozelti Manisa Celal Bayar

Universitesi’nde bulunan liyofilize cihazinda kurutularak okside amiloz elde edildi.

Sekil 3.2. Diyaliz islemi.

3.5. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin Hazirlanmasi

Okside amiloz (5 gr), 500 ml kaynamus distile suda tamamen ¢oziildii. Uzerine
0.02 mol/l AgNOs (75 ml) soliisyonu eklendi. Bu soliisyon karanlik ortamda 100°C’de
120 dakika karistir1ldi. Siire sonunda karisimin renginin siit beyazdan sariya dondiigii
gozlendi (Sekil 3.3).

(7

Sekil 3.3. Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin hazirlanmasi.
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Daha sonra ¢ozelti oda sicakligina sogutuldu ve serbest iyonlar1 uzaklastirmak
i¢in seliiloz diyaliz torbasi kullanilarak oda 1sisinda 2 giin boyunca distile suya karsi
diyaliz edildi. Daha sonra soliisyon, Manisa Celal Bayar Universitesi DEFAM’da
liyofilize cihazi kullanilarak kurutuldu (Sekil 3.4). Boylece oksitlenmis amilozlu
giimiis nanopartikiil kompleksi elde edildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.4. Liyofilizasyon cihaz1 (Manisa CBU DEFAM).

Sekil 3.5. Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksi.
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3.6. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin FT-IR
Karakterizasyonu

Okside amilozlu glimiis nanopartikiil kompleksinin FT-IR spektrumlari,
Balikesir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii'nde bulunan fourier
dontisimlii kizilotesi spektrometresinde, zayiflatilmis toplam yansima (Attenuated
total reflection-ATR) teknigi kullanilarak, dalga sayist 4000 cm™ ile 400 cm™

araliginda elde edilmistir.

3.7. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin TEM
Karakterizasyonu

Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin boyutunu belirlemek igin
yiiksek kontrastli gecirimli elektron mikroskobu (TEM) kullanildi. Bir mg/ml
konsantrasyonda hazirlanan numunenin 10 pl’si karbon kapli bakir 1zgara {izerine
damlatilip, havada kurutularak ODTU Merkez Laboratuvar1 AR-GE Egitim ve Olgme

Merkezi’ne gonderildi. Numunenin goriintiilenmesi bu merkezde yapildi.

3.8. Antibiyotiklerin Belirlenmesi
Calisma kapsaminda topikal olarak uygulanabilen antibiyotikler segildi.

Gentamisin, siprofloksasin, fusidik asit ve mupirosin etken maddeleri Bilim ilag

firmasindan temin edildi.

3.9. Antibiyotiklerin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Antibiyotik etken maddeleri ile birlikte gonderilen protokollerden uygun

¢oziicii/sulandirict  ¢esidi  ve potens degeri belirlendi. Istenen antibiyotik
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konsantrasyonunun hazirlanmas1 CLSI kriterleri dogrultusunda yapildi (Tablo 3.1).
Hassas terazide tartilan antibiyotiklerin uygun c¢oziciilerle 1280 pg/ml’lik stok
cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltiler 1 ml’lik miktarlarda ayr tiiplere
konuldu ve test edilecekleri zamana kadar -20°C’de saklandi. Sivi mikrodiliisyon
calismasi oncesinde ¢ozdiiriilen antibiyotik stok soliisyonu 1/10 diliie edilerek 128

png/ml’lik ¢alisma soliisyonlar1 elde edildi.

Tablo 3.1. Antibiyotik hazirlamada kullanilan ¢6ziicii ve sulandiricilar.

Antibiyotik Coziicii Sulandirici
Gentamisin Su Su
Siprofloksasin Su Su
Mupirosin Su Su
Fusidik asit Su Su

3.10. Antibakteriyel Etkinligin Belirlenmesi

S1vi mikrodiliisyon yontemi ile gentamisin, siprofloksasin, mupirosin, fusidik
asit ve OAAgNP’nin MIK ve MBK degerleri 96 kuyucuklu U tabanli steril
mikroplakalar kullanilarak belirlendi. Tiim ¢aligmalar katyon ayarli Mueller-Hinton
broth (KAMHB) (Becton and Dickinson, ABD) besiyeri kullanilarak yapildi.
Mikroplakalardaki her bir kuyucuga 50ul KAMHB eklendi. OAAgNP 8000 pg/ml,
gentamisin, siprofloksasin, mupirosin ve fusidik asit konsantrasyonlart 64 pg/ml
olacak sekilde soliisyonlar hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden 50 pl ilk kuyucuklara eklenip
pipetle 10 kez al-ver yaparak sonraki kuyucuklara seri diliisyon yapildi (Sekil 3.6).
Sonrasinda KKMHA ’da iiretilmis her bir bakteri kokeninden dort bes koloni segilerek
McFarland 0.5 (10% kob/ml) yogunlukta olacak sekilde bakteri siispansiyonlar:
hazirlandi. Bakteri siispansiyonlar1 1/100 oraninda (10° kob/ml) diliie edildi.
Mikroplakalardaki her bir kuyucuga bu siispansiyondan 50 ul (5x10° kob/ml) eklendi.
Mikroplaka {iizerinde iireme kontroli (KAMHB+bakteri), ¢oziicii kontroli
(KAMHB-+bakteri+distile su), besiyeri kontrolii (KAMHB) ve sterilite kontrolii
(KAMHB+ OAAgNP, gentamisin, siprofloksasin, mupirosin, fusidik asit) i¢in birer
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kuyucuk kullanildi. Mikroplakalarin kapaklar1 kapatilarak 18-24 saat 37°C’de inkiibe
edildi. Bakteri iiremesinin gozle goriilmedigi en diisiik konsantrasyon MIK degeri
olarak belirlendi. S. aureus kokeninin antibiyotik smir degerleri EUCAST
kilavuzundan alimmis olup Tablo 3.2°de sunulmustur. Tiim ¢alismalar 3 kez

tekrarlanarak dogrulanmistir (Sekil 3.7).

— -~ maa_a__x_n Algly

Sekil 3.7. S1vi mikrodiliisyon yéntemi ile MIK belirlenmesi (Sari: Céziicii kontrol alani,
Kirmizi: Pozitif kontrol alani, Yesil: Sterilite kontrol alani, Mavi: OAAgNP MIK alani, Mor:
Antibiyotik MiK alani, Turuncu: MiK kuyucuklari).
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Tablo 3.2. Antibiyotik klinik sinir degerleri tablosu (ug/ml) (EUCAST, 2019).

Antibiyotik Duyarh Direncli
Gentamisin <1 >1
Siprofloksasin <1 >1
Mupirosin <1 >1
Fusidik Asit <1 > 256

Mupirosinde belirtilen sinir degerler, nazal dekontaminasyon i¢in belirlenmistir.

Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) tespiti i¢in, mikroplaka iizerinde
bakteri liremesi goriilmeyen kuyucuklarin her birinden 10ul alinarak birbirine
karigsmayacak sekilde KKMHAa ekim yapild1 (Sekil 3.8). Besiyerleri 37°C’de 18-24
saat inkiibe edildi. KKMHA {izerinde bakterilerin %99.9’unu o6ldiiren en kiigiik
konsantrasyon MBK olarak belirlendi (CLSI, 2018; Procop vd., 2017).

Sekil 3.8. Koyun kanli agarda minimum bakterisidal konsantrasyon testi.

34



3.11. Sinerjik Etkilesimlerin Belirlenmesi

Antibiyotikler ve OAAgNP arasindaki etkilesim dama tahtasi yontemi ile
belirlendi. Bu amagla 2 adet 96 kuyucuklu “U” tabanli steril mikroplaka kullanildi.
Birinci mikroplakanin her bir kuyucuguna KAMHB’dan 50 ul dagitildi ve Sekil 3.9°de
goriildiigii gibi 50 pl OAAgNP, MIK degerinin 2-3 sulandirim iistiinden baslayip 5-6

sulandirim altina kadar, dikey diizlemde yukaridan asagiya dogru seri diliisyon yapildi.

OAAgNP SERI DILUSYON ALANI KONTROL ALANI MiK ALANI
4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 4000 | 4000 4000 32
UREME
2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | KONTROLU | BESIYERI 2000 16
(KAMHB KONTROLU 3
1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 + (KAMHB) 1000
BAKTERI)
500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 500 4
250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 o 250 2
cozpct | ST
125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | KONTROLU Boo 1B 125 1
(KAMHB ( N
62 | 62 | 62 | 62 | 62 | 62 | 62 | 62 + 62 0.50
. OAAgNP
BAKTERI) ANT)
31 | 31 | 31 |31 | 31|31 |31]|31 31 0.25

Sekil 3.9. Birinci mikroplakada yapilan seri diliisyon.

Ikinci mikroplakaya ise 70 pl KAMHB dagitildr ve 8. siitundaki kuyucuklara
70 pl kombinasyonu yapilacak antibiyotik MIK degerinin 2-3 sulandirim iistiinden
baglayip 5-6 sulandirim altina kadar yatay diizlemde sagdan sola dogru seri diliisyon
yapildr (Sekil 3.10). Ikinci mikroplakada yapilan diliisyonlar, diger mikroplakaya
birebir ayn1 kuyucuga olmak tizere 50 ul aktarildi (Sekil 3.11). Boylelikle, Sekil

3.12’de goruldiigii gibi her kuyucukta her iki antibakteriyel maddenin farkli
kombinasyonlar1 elde edildi (Pillai vd., 2005).
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IKINCi MIKROPLAKA - ANTIBiYOTIK SERI DILUSYON KULLANILMAYAN BOS
ALANI ALAN
0.25 | 050 1 2 4 8 16 32
0.25 | 050 1 2 4 8 16 32
0.25 | 0.50 1 2 4 8 16 32
0.25 | 0.50 1 2 4 8 16 32
0.25 | 0.50 1 2 4 8 16 32
025 | 050 | 1 2 4 8 16 | 32
0.25 | 0.50 1 2 4 8 16 32
0.25 | 0.50 1 2 4 8 16 32

Sekil 3.10. ikinci mikroplakada antibiyotik seri diliisyonu.

Sekil 3.11. Dama tahtas1 yonteminde ikinci mikroplakanin birinci mikroplakaya
aktarilmasi.

Secilen her bir koken i¢cin KKMHA’da iiretilmis dort bes koloni alinarak
McFarland 0,5 (108 kob/ml) yogunlukta olacak sekilde bakteri siispansiyonlar:
hazirland:. Bu siispansiyonlar 1/100 oraninda (10°kob/ml) diliie edilerek 100 ul birinci
mikroplakanin besiyeri kontrolii ve sterilite kontrolii kuyucuklar1 hari¢ diger tiim
kuyucuklara eklendi. Birinci mikroplaka lizerinde tireme kontrolii (KAMHB+bakteri),
besiyeri kontrolii (KAMHB), ¢6ziicii kontrolii (KAMHB+distile su+bakteri) ve
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sterilite kontrolii (KAMHB+OAAgNP/Antibiyotik) icin 4’er kuyucuk kullanildi.
Mikroplakalar 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Tiim ¢alismalar ii¢ kez tekrarlanarak
dogrulandi. Dama tahtas1 mikroplakalarinin hazirhik semalar1 Sekil 3.9, 3.10 ve
3.12°de, inkiibasyon sonrasi mikroplakalarin goriiniimii Sekil 3.13, diyagrami Sekil

3.14°de gosterilmistir.

KOMBINASYON DILUSYON ALANI KONTROL ALANI MiK ALANI
2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000
4000 | 32
012 | 025 | 05 1 2 4 8 16
1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 .
UREME | 2000 | 16
012 | 025 | 050 | 1 2 4 8 16 |KONTROLU | BESIYERI
(KAMHB | KONTROLU
500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 + (KAMHB)
; 1000 8
012 025 (050 | 1 | 2 | 4 | 8 | 16 | BAKTERD
250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
500 4
012 | 025 | 050 | 1 2 4 8 16
125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125
250 2
012 | 025 | 050 | 1 2 4 8 16
62 62 62 62 62 62 62 62 COZUCU STERILITE - .
. | KONTROLU
0.12 | 0.25 | 050 | 1 2 4 8 16 | KONTROLU | = \\iHg
(KAMHB N
31 31 31 31 31 31 31 31 +SU+
012 | 025 | 050 | 1 2 4 8 16 ANT.)
16 16 16 16 16 16 16 16
31 0.25
012 | 025 | 050 | 1 2 4 8 16

Sekil 3.12. Birinci mikroplakanin (Dama tahtas1 mikroplakasi) son hali.
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Sekil 3.13. Dama tahtasi yontem ile kombinasyon ¢alisma plagi (Sari: Kombinasyon

alani, Kirmizi: Pozitif Kontrol, Yesil: Negatif Kontrol, Mavi: Antibiyotik MiK alani, Mor: OAAgNP

MIK alani).
KOMBINASYON DIiLUSYON ALANI KONTROL ALANI MiK ALANI
2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000
4000 | 32
012 | 025 | 050 | 1 2 4 8 16
1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 .
UREME | 2000 | 16
012 | 0.25 | 0.50 1 2 4 8 16 KONTROLU BESIYERI
(KAMHB | KONTROLU
500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 + (KAMHB)
: 1000 | 8
012 | 025 | 050 | 1 2 4 8 16 LEL1NE )
250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
500 4
012 | 025 | 050 | 1 2 4 8 16
125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125
250 2
012 | 025 | 050 | 1 2 4 8 16
62 62 62 62 62 62 62 62 COZOCT STERILITE 195 )
. | KONTROLU
012 | 025 | 050 | 1 2 4 8 16 | KONTROLU | =\ \\11p
(KAMHB N
31 31 31 31 31 31 31 31 + OAAGNP/
i 62 | 0.50
012 |025 050 | 1 | 2 | 4 | 8 | 16 | BAKTERD ANT)
16 16 16 16 16 16 16 16
31 | 0.25
012 | 025 | 050 | 1 2 4 8 16

Sekil 3.14. Sekil 3.10 semas1 (Mavi alanlar tireme olan kuyucuklar)
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Antibiyotikler ile OAAgNP arasindaki etkilesimin belirlenmesi i¢in FiKI
(fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu indeksi) degerleri hesaplandi. Asagidaki

formiiller kullanilarak hesaplanan FIKI degerlerinin yorumu, Tablo 3.3’ye gore

yapildi.
Kombinasyondaki Kombinasyondaki
_ OAAgNP MIK'i . Antibiyotik MiK'i
FIKoaagne = . FIK antibiyotik = :
MIKoaagne MIK anibiyotik

FIKI = FiKoaagnp + FIK antibiyotic

Tablo 3.3. FIKI degerlendirme tablosu.

FiKI Degeri Etkilesim
<0.50 Sinerji

> 0.50-0.75 Kismi sinerji
> (0.75-1.00 Aditif etki
>1.00-4.00 Etkisiz
>4.00 Antagonizma
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4. BULGULAR

4.1. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin FT-IR

Spektrometresi ile Karakterizasyonu

Saf amilozun FT-IR analiz grafigi incelendiginde 1335 cm™ ve 2928 cm™"de -
C-H (metilen) fonksiyonel grubuna ait sirasiyla egilme ve gerilme titresimleri
goriilmektedir (Sekil 4.1). OAAgNP’ne ait spektrum incelendiginde ise bu piklerin
ayni dalga sayilarinda yer aldig1 ancak merkezlerinin daraldigi ve siddetlerinin azaldig:
tespit edilmistir (Sekil 4.2). Saf amiloz spektrumunda, 997 cm™’de gériilen aromatik
yapiya bagli -OH gruplarma ait olan keskin pikin, elde edilen OAAgNP’ne ait
spektrumda siddetinin azaldig1 ve 997 cm™ ve 1016 cm™ merkezli iki ayr1 pik seklinde
boliindiigii goriilmektedir. Benzer sekilde, saf amiloz spektrumunda 857 cm™’de
goriilen aromatik C-H diizlem i¢i egilme pikinin, OAAgGNP ne ait spektrumlarda 847
cm frekansina kaydig: tespit edilmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Amilozun FT-IR spektrum grafigi.
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Sekil 4.2. Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin FT-IR spektrum
grafigi.

4.2. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin TEM ile
Karakterizasyonu

Sentezlenen OAAgNP’nin TEM goériintiileri  incelendiginde  giimiis

PR

nanopartikiillerin ¢apiin 3 nm ile 8§ nm araliginda degistigi saptanmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin TEM goriintiisii.
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OAAQgNP’nin boyutunun ortalama 6.4 nm oldugu tahmin edilmektedir. Bu
kompleksin okside amiloz kullanilarak basarili bir sekilde sentezlenebilecegi ve AGNP
icin indirgeyici olabilecegi, stabilitesini artirmak igin tasiyici bir ajan olarak

kullanilabilecegi goriilmiistiir.

4.3. Klinik Orneklerden Soyutlanan Staphylococcus aureus Kékenlerinin
Ozellikleri

Kullanilan 50 kokenin tanimlanmasi ve metisiline duyarlilik testleri BD
Phoenix 100 (Becton, Dickinson and Company, USA) cihazinda yapilmistir. Bu testler
sonunda 8 (%16) koken metisiline direngli, 42 (%84) koken metisiline duyarli olarak
bulunmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Kokenlerin metisilin direncine gére dagilima.

Metisilin Direnci Koken Sayisi Yiizde (%0)
MRSA 8 16
MSSA 42 84

MRSA: Metisilin direngli S. aureus, MSSA: Metisilin duyarli S. aureus

Soyutlanan kokenlerin 23’1 (%46) poliklinik, 13’1 (%26) servis ve 14’1 (%28)
yogun bakim hastalarindan soyutlanmistir (Tablo 4.2). Orneklerin kliniklere gére
dagilimlar1 Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.2. Kokenlerin kliniklere gore dagilima.

Klinik Tipi Koken Sayisi Yiizde (%0)
Poliklinik 23 46
Servis 13 26
Yogun bakim 14 28
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Tablo 4.3. Kokenlerin birimlere gore dagilimu.

Boliim Koken Sayisi Yiizde (%)
Acil Tip 3 6
Anesteziyoloji ve Reanimasyon 7 14
Beyin ve Sinir Cerrahisi 2 4
Cocuk Hastaliklar1 1 2
Deri ve Ziihrevi Hastaliklar 5 10
Enfeksiyon Hastaliklar1 1 2
Genel Cerrahi 8 16
Go6z Hastaliklar 2 4
Ic Hastaliklar1 2 4
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum 1 2
Kardioloji 3 6
KBB ve Bas Boyun Cerrahisi 2 4
Kalp ve Damar Cerrahisi 3 6
Noroloji 1 2
Ortopedi ve Travmatoloji 5 10
Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi . 2
Uroloji 3

Bu kokenlerin 21°1 (%42) yara, 10°u (%20) trakeal aspirat, 7’si (%14) idrar, 5’1
(%10) kan, 4’1 (%8) apse, 2’si (%4) burun ve 1’1 (%2) konjonktiva kiiltiirtinden
soyutlanmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Kokenlerin 6rnek tipine gore dagilimi.

Ornek Tipi Koken Sayisi Yiizde (%)
Apse 4 8
Burun 2 4
Idrar 7 14
Kan 5 10
Konjonktiva 1 2
Trakeal Aspirat 10 20
Yara 21 42
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4.4, Sivi Mikrodiliisyon Yontemiyle Antibakteriyel Etkinligin

Belirlenmesi

Gentamisin, siprofloksasin, fusidik asit ve mupirosinin antibakteriyel aktivitesi
50 S. aureus kokenine karst sivi mikrodiliisyon yontemiyle belirlenmistir.

Antibiyotiklerin MiK degerlerinin dagilimi Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5. Antibiyotiklerin MiK degerleri dagilimi (ug/ml).

o MIK Degerleri
Antibiyotik
0.01 003 006 012 025 050 1 2 4 8 16 32 >32
Gentamisin - 4 5 12 18 7 2 - -1 - - 1
Siprofloksasin - - - 2 25 9 3 4 1 - 1 4 1
Mupirosin - 1 22 16 9 -1 - - - - - 1
Fusidik asit - 5 5 14 16 5 2 1 - 1 - - 1

Tablo 4.6 ‘da ise antibiyotiklerin direng say1 ve oranlari gosterilmistir. Ug

kokenin birden fazla antibiyotige direngli oldugu saptanmistir.

Tablo 4.6. Antibiyotiklerin direng say1 ve oranlari.

Direncli
Antibiyotik
Say1 Yiizde (%0)

Gentamisin 1 1
Siprofloksasin 8 16
Fusidik asit 1 2
Gentamisin+Siprofloksasin 1 2
Siprofloksasin+Fusidik Asit 1 2
Siprofloksasin+Mupirosin+Fusidik Asit 1 2

Kullanilan kokenlere karsti OAAQNP’nin antibakteriyel etkinligi sivi
mikrodiliisyon y&ntemi ile belirlenmis ve MIK degerinin 16-250 ug/ml araliginda ve
MBK degerinin 62-4000 pg/ml araliginda oldugu bulunmustur (Tablo 4.7). Yapilan
kontrol ¢caligsmalarinda okside amilozun antibakteriyel etkinliginin olmadigi, S. aureus

ATCC 29213 kokenine karst OAAgNP MIK degerinin 125 pg/ml oldugu saptanmustir.
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Tablo 4.7. Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin MIK ve MBK degerleri

dagilimi (pg/ml).
. MiK ve MBK Degerleri
MIK / MBK
16 31 62 125 250 500 1000 2000 4000 8000
MIK 1 2 20 23 4 - - - - -
MBK - - 1 2 6 22 8 9 2 -

4.5. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin

Antibiyotiklerle Kombinasyon Sonug¢lar:

Kombinasyon c¢aligmasi i¢in 3’1t MRSA, 7°si MSSA olmak iizere toplam 10
adet koken secilmis, saptanan OAAgNP ve antibiyotiklerin MIK degeri Tablo 4.8°de

listelenmistir.

Tablo 4.8. Antibiyotikler ve OAAgNP’nin kombinasyon ¢aligmasina alinan kokenlere
karst MiK degerleri (ug/ml).

Kéken MiK Degerleri

Sira No Gentamisin  Siprofloksasin  Mupirosin  Fusidik asit OAAgNP
3 1.00 0.12 0.12 0.12 62
6 8.00 0.25 0.06 0.06 31
9 0.25 0.25 0.06 1.00 62
12 1.00 16.00 0.25 0.12 62
21 0.50 4.00 0.25 2.00 62
24 0.12 0.50 1.00 0.50 62
25 0.50 32.00 0.06 0.50 62
34 0.50 1.00 0.25 0.50 62
35 0.25 1.00 0.25 0.25 62
41 0.25 0.50 0.12 0.12 62
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Kombinasyon ¢aligsmalar1 dama tahtasi yontemi ile yapilmis, inkiibasyon
sonunda dama tahtas1 mikroplakasinda iireme goriilmeyen en diigiik konsantrasyonlari
iceren kuyucugun hem OAAgNP, hem de antibiyotik i¢in fraksiyonel inhibisyon
konsantrasyon (FIK) degerleri hesaplanip toplanarak fraksiyonel inhibisyon
konsantrasyon indeksi (FIKI) degeri bulunmus, en kiigiik FIKI degeri baz aliarak

kombinasyonun etkilesimi Tablo 3.3’e gore degerlendirilmistir.

Bu kokenlerde okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin gentamisin
ile kombinasyon sonuclar1 Tablo 4.9°de listelenmis olup, test edilen tiim kokenlerde

sinerji saptanmustir.

Tablo 4.9. Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin gentamisin ile
kombinasyon sonuglari.

Koken Sira No FiKnp / FiKen FiKi Etkilesim
3 0.125/0.125 0.25 Sinerji
6 0.250/0.250 0.50 Sinerji
9 0.125/0.062 0.19 Sinerji
12 0.125/0.125 0.25 Sinerji
21 0.125/0.125 0.25 Sinerji
24 0.125/0.250 0.38 Sinerji
25 0.250/0.125 0.38 Sinerji
34 0.250/0.125 0.38 Sinerji
35 0.125/0.125 0.25 Sinerji
41 0.250/0.125 0.38 Sinerji

NP: OAAgNP, GN: Gentamisin

Okside amilozlu giimiis nanopartikiill kompleksinin siprofloksasin ile
kombinasyon sonuglar1 Tablo 4.10°da listelenmis olup test edilen bes kdkende sinerji,

bes kokende kismi sinerji saptanmuigtir.
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Tablo 4.10. Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin siprofloksasin ile
kombinasyon sonuglari.

Koken Sira No FiKnp / FiKsip FiKi Etkilesim
3 0.500/0.030 0.53 Kismi Sinerji
6 0.250/0.007 0.26 Sinerji

9 0.500/0.015 0.52 Kismi Sinerji
12 0.250/0.250 0.50 Sinerji

21 0.250/0.031 0.28 Sinerji

24 0.015/0.125 0.14 Sinerji

25 0.250/0.015 0.27 Sinerji

34 0.500/0.015 0.52 Kismi Sinerji
35 0.500/0.015 0.52 Kismi Sinerji
41 0.007 / 0.500 0.51 Kismi Sinerji

NP: OAAgNP, SiP: Siprofloksasin

Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin mupirosin ile kombinasyon
sonuclar1 Tablo 4.11°da listelenmis olup test edilen iki kokende sinerji, sekiz kokende

kismi sinerji saptanmistir.

Tablo 4.11. Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin mupirosin ile
kombinasyon sonuglari.

Kéken Sira No FiKne / FIKmup FiKi Etkilesim
3 0.500/ 0.007 0.51 Kismi Sinerji
6 0.250/0.007 0.26 Sinerji

9 0.500/ 0.007 0.51 Kismi Sinerji
12 0.007 /0.500 0.51 Kismi Sinerji
21 0.500/0.031 0.53 Kismi Sinerji
24 0.500/0.062 0.75 Kismi Sinerji
25 0.007 /0.500 0.51 Kismi Sinerji
34 0.500/0.031 0.53 Kismi Sinerji
35 0.500/0.031 0.53 Kismi Sinerji
41 0.250/0.250 0.50 Sinerji

NP: OAAgNP, MUP: Mupirosin
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Okside amilozlu giimiis nanopartikiill kompleksinin fusidik asit

ile

kombinasyon sonuglari Tablo 4.12°de listelenmis olup test edilen tiim kokenlerde

kismi sinerji saptanmustir.

Tablo 4.12. Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin fusidik asit ile
kombinasyon sonuglari.

Koken Sira No FiKnp / FIKFa FiKi Etkilesim

3 0.062 / 0.500 0.56 Kismi Sinerji
6 0.250/0.500 0.75 Kismi Sinerji
9 0.250/0.500 0.75 Kismi Sinerji
12 0.500/0.125 0.63 Kismi Sinerji
21 0.500/0.250 0.75 Kismi Sinerji
24 0.500/0.031 0.53 Kismi Sinerji
25 0.500/0.015 0.52 Kismi Sinerji
34 0.500/0.062 0.56 Kismi Sinerji
35 0.500/0.125 0.63 Kismi Sinerji
41 0.500/0.125 0.63 Kismi Sinerji

NP: OAAgNP, FA: Fusidik

asit
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5. TARTISMA

Bakterilerde, klinik kullanimda olan antibiyotiklere karsi direncin gittikge
artmasi, halk saghgimi tehdit eden en Onemli problemlerden biri olarak
bildirilmektedir. Bunun sonucunda enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklar, hatta

oliimler goriilmektedir. Bu yiizden acilen yeni antibakteriyel ilaglarin gelistirilmesine

gereksinim duyulmaktadir (WHO, 2020).

Nanoteknoloji sayesinde metaller nano boyuta indirgendiginde kimyasal,
fiziksel ve optik 6zellikleri biiyiik dl¢lide degistirilmis benzersiz 6zelliklere sahip yeni
maddeler ortaya ¢ikmaktadir. Glimiis ise yaniklarin, yaralarin ve ¢esitli bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisi i¢in metalik giimiis, giimiis nitrat, giimiis stilfadiazin
formunda ¢ok eski zamanlardan beri kullanilmaktadir. Son yillarda yogun bir sekilde
arastirilan nanopartikiil formundaki metalik giimiis, potansiyel bir antibakteriyel ajan

olarak umut vermektedir (Rai vd., 2009).

5.1. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin Sentezi ve
TEM Analizi

Calismamizda, Zhou vd. (2016)’nin yaptigi gibi oksidan olarak hidrojen
peroksit ve katalizor olarak bakir siilfat kullanilarak iki asamali bir oksidasyon
yontemi ile oksidasyon seviyesi ve karboksil igerigi yiiksek olan oksitlenmis amiloz
hazirlanmistir. Bu arastirmacilar, eklenen karboksil gruplar1 nedeniyle oksitlenmis

amilozun sudaki ¢oziiniirligiiniin arttigini bildirmistir.

Lyu vd. (2017) tarafindan indirgen madde olarak okside amiloz kullanilarak
okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksi sentezlenmis ve yiiksek kontrastli
gecirimli elektron mikroskobu goriintiileri degerlendirilerek boyutunun yaklagsik 18.8

nm oldugu tahmin edilmistir. Mohan vd. (2016) ise nisasta ve dekstroz kullanarak
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sentezledikleri AgNP’n boyutunun 15-23 nm araliginda oldugunu bildirmistir. Ates
vd. (2020), kimyasal bir yontem ile sentezleyip kitosan ile kapladiklart AgNP’n
boyutunun 20-80 nm araliginda oldugunu saptamistir. Bizim sentezledigimiz
OAAgNP boyutlar1 da TEM ile degerlendirilmis ve 3-8 nm araliginda oldugu
saptanmistir. Ayrica literatiirde farkli boyutta sentezlenmis bircok AgNP yayim
bulunmaktadir (Ahmad vd., 2019; Crisan vd., 2021).

5.2. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin Antibakteriyel
Aktivitesi

Degisik yontemlerle sentezlenerek farkli boyutta giimiis nanopartikiillerin elde
edildigi ve bu nanopartikiillerin S. aureus kokenlerinin yani sira bir¢ok bakteriye karsi
antibakteriyel etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Mustatea vd., 2014; Qamer vd., 2021,
Tang ve Zheng, 2018). Kimyasal bir yontemle gallik asit kullanarak 7, 29, 89 nm
boyutunda AgNP sentezleyen Martinez-Castanon vd. (2008), metisiline duyarli
S. aureus ATCC 25923 kokenine karst yaptiklar1 antibakteriyel aktivite testlerinde
MIK degerini 7.5-33.6 pg/ml aralifinda bulmustur. Diger bir calismada Kora ve
Sashidhar (2015), Anogeissus latifolia (Hint) ve Boswellia serrata (Giinliik) sakizi
kullanarak ortalama 5.7, 7.5 nm boyutunda sentezledikleri AgNP kullanarak ayni
kokene karst MIK ve MBK degerini sirastyla 10 ve 12 pg/ml olarak saptamistir. Anh
vd. (2019), Arachis pintoi 6zii kullanarak 4-24 nm boyutunda AgNP sentezlemis ve
bu partikiillerin metisiline direngli S. aureus ATCC 43300 kokenine karst MIK
degerini 16.52 pg/ml olarak bildirmistir.

Jang vd. (2015) tarafindan stabilizator olan setil trimetil amonyum bromiir ve
indirgeyici ajan olarak da Artemisia capillaris oziti kullanarak 10.7-22.3 nm
boyutunda sentezlenen AgNP ile 19 MRSA, 1 MSSA kokenine karsi yapilan
calismada MIK degeri 15.6-62.5 pg/ml araliginda saptanmustir. Diger bir ¢alismada
Konappa vd. (2021), Trichoderma harzianum filtrati kullanarak 72 nm boyutunda
AgNP sentezlemis ve bu partikiillerin S. aureus NCIM-2079 kokenine karst MIK
degerini 256 pg/ml olarak bildirmistir.
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Lyu vd. (2020), tarafindan okside amiloz kullanilarak ortalama 18.8 nm
boyutunda sentezlenen OAAgNP’nin S. aureus ATCC 6538 kokenine karsi
antibakteriyel etkinligi, ultraviyole goriinlir spektrofotometre ile ODgsoo degeri
oOlgiilerek belirlenmis ve gii¢lii antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir. Bizim
calismamizda ayni yontem ile sentezledigimiz OAAQNP klinik &rneklerden
soyutlanan 8 MRSA, 42 MSSA kdkenine karsi sivi mikrodiliisyon yontemiyle test
edilmistir. Calismanin sonucunda bu partikiillerin  MRSA kokenlerine karsi
OAAgNP’nin MIK ve MBK degerleri sirastyla 31-250 pg/ml, 62-4000 pg/ml
araliginda, MSSA kokenlerine karsi ise 16-250 pg/ml, 125-4000 pg/ml araliginda
bulunmustur. Martinez-Castanon vd. (2008) ve Smekalova vd. (2016) yaptiklar
caligmalarda AgNP boyutu ile antibakteriyel aktivite arasindaki iligkiyi aragtirmig ve
partikiil boyutu arttik¢a antibakteriyel etkinligin azaldigini bildirmistir.

5.3. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin Antibiyotikler
ile Sinerjik Etkilesimi

Insanlarda ve hayvanlarda uygun olmayan ve denetimsiz antibiyotik kullanimi
coklu ilaca direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina yol agmakta ve yeni antibakteriyel
ajanlarin ve yaklagimlarin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Mevcut kullanimda
olan antibakteriyel ilaglardan farkli kombinasyonlarin tiiretilmesinin, yeni
antibakteriyel ila¢ kesfetmekten daha kolay ve ucuz oldugu kanisina varilmistir. AgNP
hem hiicre zarinin gegirgenligini artirarak, hem de protein ve DNA sentezini inhibe
ederek antibakteriyel etki gosterdigi dikkate alindiginda, bu madde ile birlikte
kullanilan antibiyotiklerin bakteri hiicresine girisinin kolaylasmasina bagli olarak,

olumlu bir etkilesimin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Literatiirde, farkli cins ve tir bakteriler ile yapilmis, AgNP-antibiyotik
kombinasyonlarina yonelik c¢alismalar bulunmakla birlikte, OAAgNP-antibiyotik
kombinasyonuna yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir (Bruna vd., 2021).
Kombinasyon calismalarinda dama tahtasi yonteminin yani sira ¢ogu calisma disk

difiizyon yontemi kullanilarak yapilmigtir (Birla vd., 2009; Fayaz vd., 2010; Shahverdi
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vd., 2007). Sinerji testlerinin amac1 MiK degerinden daha diisiik konsantrasyonlar
kullanilarak antibakteriyel etki elde etmek iken, disk difiizyon yontemiyle mevcut
antibiyotik disklerine AgNP eklenerek ya da agar kuyucuk yontemiyle sinerjik aktivite
testleri yapilmaya c¢alisilmistir. Bunun yani sira AgNP’nin kati agarda ne olgiide
yayilabilecegine dair de ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Ayrica bu yontemin sonuglarini
degerlendirmek ve sinerjistik olarak siniflandirmak igin bir standart bulunmamaktadir.

(Smekalova vd., 2016; Yilmaz, 2021).

5.3.1. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin Gentamisin

ile Sinerjik Etkilesimi

Gentamisin, stafilokokal deri enfeksiyonlarinin topikal tedavisinde siklikla
tercih edilen, bakteri ribozomunun 30S birimine baglanarak protein sentezini inhibe

eden, aminoglikozit grubu, genis spektrumlu bir antibiyotiktir (Mohan vd., 2015).

Kalyani vd. (2019) Annona squamosa sulu yaprak oziitii ile 6.6-9 nm
boyutunda AgNP sentezlemistir. S. aureus NCIM-2079 kokenine kars1 agar kuyucuk
diftizyon yontemiyle yapilan kombinasyon testlerinde AgNP (25 pg/ml) inhibisyon
zonu 16.25 mm, gentamisin (50 pg/ml) inhibisyon zonu 20.28 mm, AgNP-gentamisin
kombinasyonunun ise 22.06 mm olarak 6l¢iilmiis, kombinasyonun sinerjik aktivite

gosterdigi yorumu yapilmastir.

Saratale vd. (2017), Argyreia nervosa sulu yaprak oziitiinden sentezledigi
AgNP’n boyutunu ortalama 15 nm (5-35 nm) olarak belirlemistir. S. aureus kokenine
kars1 600 nm'de optik yogunluk o6lgiilerek yapilan testlerde bu partikiillerin MiK ve
MBK degerleri sirasiyla 60 ve 80 ug/ml olarak bulunmustur. Disk difiizyon
yontemiyle yapilan kombinasyon testinde ise nanopartikilli (25 ul) ve
nanopartikiilsiiz gentamisin (120 pg) disklerinin inhibisyon zonu sirasiyla 19.2 ve 17.4

mm olarak o6l¢iilmiis, sinerjik aktivite gozlendigi rapor edilmistir.
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Rangarajan vd. (2018) tarafindan Lepidosphaeria sp. PM0651419 mantar
kokeni kullanilarak, hiicre digi sentez yoluyla 60-80 nm boyutunda AgNP
sentezlenmistir. S. aureus 209P (ATCC 6538P), S. aureus ATCC 6338, MRSA E-
710 kokenlerine kars1 agar kuyucuk yontemi ile test edilen AgNP sirasiyla 15, 15, 17
mm, gentamisin (100 pg/ml) ise 0, 10, 0 mm inhibisyon zonu olusturmustur. AgNP-
gentamisin kombinasyonunun inhibisyon zonu ise sirasiyla 17, 16, 14 mm olarak

Olclilmiis ve sinerjik aktivite olarak yorumlanmastir.

Moteriya vd. (2017) tarafindan Cassia roxburghii sulu yaprak oziiti
kullanilarak AgNP sentezlenmis ve bunlarin boyutunun 15-20 nm araliginda oldugu
saptanmistir. S. aureus ATCC 29737 kokenine karsi agar disk diflizyon yontemiyle
test edilen AgNP ve gentamisin (10 pg) diski inhibisyon zonlari sirasiyla 0, 16 mm
Olglilmiistiir. Yapilan kombinasyon c¢aligmasinda AgNP igeren gentamisin diskinin

inhibisyon zonu ise 16 mm ol¢iilmiis Ve sinerjik aktivite saptanmamustir.

Buszewski vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada Streptacidiphilus
durhamensis kokeni kullanilarak 8-48 nm boyutunda AgNP sentezlenmistir. S. aureus
ATCC 6338 kokenine karsi yapilan testlerde AgNP (100 pg/ml) ve gentamisin (30 pg)
sirastyla 10, 25 mm inhibisyon zonu olusturmustur. Tek disk ile yapilan sinerji testinde
AgNP ile gentamisin birlikte 22.3 mm inhibisyon zonu olusturmus ve antagonizma
olarak yorumlanmustir. Daha 6nce de belirtildigi gibi disk difiizyon yonteminde giimiis
nanopartikiillerin agar i¢ine ne derece yayilabildigi ile ilgili bilgilerin yetersiz olmasi
ve bu kombinasyon deneylerinde farkli etkilesimlerin gézlenmesi nedeniyle dama

tahtas1 yonteminin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.

Dama tahtas1 yoOntemiyle yapilan AgNP-gentamisin  kombinasyon
calismalarindan biri Rastogi vd. (2015) tarafindan bildirilmistir. Bu ¢alismada,
Cochlospermum gossypium ‘dan elde edilen kondagogu sakizi, indirgen/stabilize edici
madde olarak kullanilip 3.4-8.2 nm boyutunda AgNP sentezlenmistir. Bu partikiillerin
gentamisin ile yapilan kombinasyon deneylerinde FIKI degeri, metisiline duyarli S.
aureus ATCC 25923 kokenine kars1 0.45, S. aureus ATCC 49834 kokenine karst ise
0.70 olarak bulunmus ve sirasiyla sinerji, aditif etki olarak yorumlanmistir. Bir diger

calismada ise Smekalova vd. (2016), giimiis nitratin, D-maltoz ve sodyum borohidrit
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tarafindan indirgenmesi yoluyla kimyasal olarak 8 nm ve 28 nm boyutunda iki farkli
AgNP sentezlemistir. Dama tahtasi yontemi ile yapilan AgNP-gentamisin
kombinasyon deneyinde S. aureus GP0004 kdkenine kars1 FIKI degeri 0.40 ve 0.50
olarak bulunmus, bu partikiillerin her iki boyutunda da sinerji saptanmistir. Punjabi
vd. (2018) Pseudomonas hibiscicola ile 40 nm boyutunda hiicre dis1 sentezlenen
AgNP, metisiline direngli S. aureus ATCC 43300 kokenine karsi test edilmis, AgNP-
gentamisin kombinasyonunun FIKI degeri 0.50 olarak hesaplanmis ve sinerjistik etki
gbzlenmistir. Bizim ¢alismamizda ise segilen 10 klinik S. aureus koékeni ile yapilan
OAAgNP-gentamisin  kombinasyon testinde FIKI degeri 0.19-0.38 araliginda

hesaplanmig ve tim kdkenlerde sinerji saptanmuistir.

5.3.2. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin

Siprofloksasin ile Sinerjik Etkilesimi

Siprofloksasin, DNA replikasyonunu engelleyerek bakterisidal etki gosteren
oral, topikal ve intravendz formiilasyonlart bulunan, Gram pozitif ve negatif
bakterilere etkili genis spektrumlu florokinolon grubu bir antibiyotiktir (Davis vd.,
1996).

Devi ve Joshi (2012), topraktan elde ettikleri Aspergillus terreus SP5,
Paecilomyces lilacinus SF1 ve Fusarium sp. MP5 mantar kokenleri ile 5-50 nm
boyutunda kiiresel ti¢ farklit AGQNP sentezlemistir. Bu nanopartikiillerin antibakteriyel
aktivitesini saptamak i¢in S. aureus MTCC 96 kokeni kullanilmistir. Disk difiizyon
yontemiyle yapilan testte siprofloksasinin inhibisyon zonu 34 mm, A. terreus SP5, P.
lilacinus SF1 ve Fusarium sp. MP5 kokenlerinden sentezlenen AgNP’n inhibisyon
zonu sirasiyla 8, 10, 10 mm olarak &lgtlmiistiir. Siprofloksasin disklerine 3 farkli
AgNP (20 ul) emdirilerek yapilan kombinasyon testlerinde, inhibisyon zonu sirasiyla

38, 35, 38 mm bulunmustur.

El-Mekkawy vd. (2021), topraktan soyutlanan Aspergillus flavus KF946095
kokeni ile 56 nm boyutunda AgNP sentezlemistir. Bu nanopartikiilleri ve
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siprofloksasini 6 mm c¢apindaki disklere emdirerek S. aureus DSM 1104 kokenine
kars1 disk difiizyon yontemiyle duyarlilik testleri yapmistir. Siprofloksasin (30, 60
ug/ml) disklerinde inhibisyon zonu sirasiyla 3, 9.5 mm, AgNP (20, 40 pg/ml)
disklerinde ise 12, 18.8 mm olarak ol¢iilmiistiir. Tek disk difiizyon yontemiyle yapilan
kombinasyon testinde inhibisyon zonlar1 30 pg/ml siprofloksasin - 20 pg/ml AgNP
iceren diskte 28 mm, 60 pg/ml siprofloksasin - 40 pg/ml AgNP bulunan diskte ise 62
mm olarak belirlenmis ve sinerjik etki olarak yorumlanmistir. Ayni yéntem ile yapilan
diger ¢alismada Saratale vd. (2017), S. aureus kokenine karst AGNP (25 ul) emdirilmis
ve emdirilmemis siprofloksasin diskinin (5 pg) inhibisyon zonunu sirasiyla 29.1, 27.1

mm olarak 6l¢gmiis, sinerjik aktivitenin goriildiigiinii bildirmistir.

Tyagi vd. (2019), entomopatojenik bir mantar olan Beauveria bassiana’dan
hiicre dis1 sentez yontemiyle 10-50 nm araliginda degisen boyutta liggen, dairesel ve
altigen sekilli AgNP sentezlemistir. Bu nanopartikiillerin S. aureus kokenine karsi
yapilan duyarlilik testinde AgNP ve siprofloksasin MiK degeri sirastyla 4.5 ve 0.7
ppm (ug/ml) saptanmistir. Farkli bir yontemle yapilan kombinasyon ¢alismasinda,
siprofloksasin ile AgNP’nin 1:1 oraninda karistirildiginda MIK degerinin 0.5 ppm’e

diistiigii saptanmis Ve bu sonucu sinerjik aktivite olarak yorumlamistir.

Rastogi vd. (2015) dama tahtas1 yontemiyle yaptiklar1 ¢alismada, S. aureus
ATCC 25923 ve S. aureus ATCC 49834 kokenlerine karsi, AgNP-siprofloksasin
kombinasyonunun FIKI degerini sirasiyla 0.70 ve 0.60 bulmus, sonucu aditif etki
olarak bildirmistir. Bizim ¢alisgmamizda da ayni yontemle OAAgNP-siprofloksasin
kombinasyonunun FIKI degeri 0.14-0.53 araliginda hesaplanmis ve bes kokende

sinerji, diger kokenlerde kismi sinerji saptanmustir.
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5.3.3. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin Mupirosin
ile Sinerjik Etkilesimi

Mupirosin, impetigo, folikiilit gibi yiizeysel cilt enfeksiyonlarinin etkeni olan
stafilokoklara ve burunda MRSA kolonizasyonuna karsi1 oldukg¢a etkili dar spektrumlu
topikal bir antibiyotiktir (Khoshnood vd., 2019).

Patates bitkisinin patojenik mantari olan Phytophthora infestans kokenini
kullanarak 5-80 nm boyutunda AgNP sentezleyen Thirumurugan vd. (2016), dama
tahtas1 yontemiyle yaptiklari testlerde S. aureus ATCC 25922 kokenine karst AGQNP-
mupirosin kombinasyonunun FIKI degerini 0.30 hesaplamis ve sinerjik aktivite olarak
yorumlamistir. Bizim ¢aligmamizda da ayni1 yontemle OAAgNP ve mupirosin arasinda
kombinasyon deneyleri yapilmis, FIKI degeri 0.26-0.75 araliginda bulunmus ve iki

kokende sinerji, sekiz kokende kismi sinerji saptanmistir.

5.3.4. Okside Amilozlu Giimiis Nanopartikiil Kompleksinin Fusidik Asit
ile Sinerjik Etkilesimi

Fusidik asit, cilt enfeksiyonlarinin yami sira kronik kemik ve eklem
enfeksiyonlarmi tedavi etmek i¢in kullanilan antistafilokokal bir antibiyotiktir.
(Fernandes, 2016).

Bu antibiyotigin AgNP ile kombinasyon ¢alismasi, Sayed Metwally vd. (2018)
tarafindan farkli bir yontemle yapilmistir. Bu ¢aligmada kimyasal bir yontemle giimiis
nitrat, sodyum sitrat ile indirgenerek AgNP sentezlenmistir. Bu partikiillerin ortalama
36 nm boyutunda ve ti¢gen sekilli oldugu, Beckman Coulter parg¢acik boyut analizorii
ve TEM ile saptanmustir. Elde edilen AgNP’nin antibakteriyel aktivitesi, fusidik aside
direncli 14 MRSA ve 6 MSSA kokenine karst denenmis tiim kokenler 100 pg/ml
iceren sabit konsantrasyondaki nanopartikiillere duyarli olarak bulunmustur. Ayni

sabit konsantrasyon kullanilarak AgNP-fusidik asit kombinasyonunun tiim kokenlere
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kars1 duyarli oldugu da bildirilmistir. Bu ¢alismada disk difiizyon ya da dama tahtasi
gibi sik kullanilan bir metod kullanilmamasindan dolay1 ¢alismamiz ile Karsilastirma
yapilamamaktadir. Yaptigimiz arastirma sonucunda bu yayin disinda AgNP-fusidik
asit kombinasyon ¢alismasina rastlanmamstir. Bizim ¢alismamizda ise OAAgNP ile
fusidik asit kombinasyonlarinin FIKI degeri 0.52-0.75 araliginda hesaplanmis ve tiim

kokenlerde kismi sinerji saptanmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Denenen 50 S. aureus kokeninde, OAAgNP’nin MIK degerlerinin 16-250
pg/ml araliginda degistigi, indirgen madde olarak kullanilan okside amilozun

antibakteriyel etkisinin olmadig1 saptanmuistir.

Uc¢ MRSA, yedi MSSA olmak iizere on S. aureus kokeni ile yapilan sinerji
testlerinde tiim kokenlerde OAAgNP-gentamisin arasinda sinerji, OAAgNP-
fusidik asit arasinda ise kismi sinerji bulunmustur. OAAgNP-siprofloksasin
arasinda 5 kokende sinerji, 5 kokende kismi sinerji, OAAgNP-mupirosin

arasinda ise 2 kokende sinerji, 8 kokende kismi sinerji bulunmustur.

Antibakteriyel maddelerin bakterisidal veya bakteriyostatik etki seklini
belirlemeye yarayan zamana bagh oliim egrisi deneyleri ile bu

kombinasyonlarin desteklenmesinin yararli olacag: diisiiniilmektedir.

In vitro sitotoksisite testleri ile OAAgNP’nin canli hiicrelere etkilerinin

arastirilmasi, sonraki ¢alismalar i¢in 6nemli bir adim olacaktir.

Deney hayvanlart ile yapilacak in vivo denemeler OAAgNP’nin Klinik

denemeleri i¢in 6nemli bir basamak olacaktir.

Okside amilozlu giimiis nanopartikiil kompleksinin farkli cins ve tiirlere ait
bakterilere kars1 etkinligi, farkli antibiyotikler ile kombinasyon ¢aligmalart

Onerilebilir.

Etnobotanik ¢alismalar ile antibakteriyel etkinligi oldugu diisiiniilen bitkilerin
sulu oziitlinden nanopartikiiller sentezlenerek, antibakteriyel etkinlikleri ve
topikal antibiyotiklerin yani sira diger antibakteriyellerle sinerjik aktiviteleri

arastirilabilinir.
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