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1. OZET

Baz Sentetik Kimyasal Maddelerin ve Dogal Ekstraktlarin Antimikrobiyal ve

Anti-Quorum Sensing Aktivitelerinin Arastirilmasi

Antibiyotiklerin insan sagliginda ¢ok 6nemli rol oynadiklar1 bilinmektedir. Yeni
antibiyotiklerin kesfedilmesi yaninda, alternatif olarak bakterilerin ireme, adherans,
biyofilm, spor olusturma ve virulans faktorlerini sentezleme gibi bir¢ok faaliyetini
diizenleyen quorum sensing (QS: ¢evreyi ve ¢ogunlugu algilama) sinyal sistemlerinin
cesitli molekiiller ile bloke edilerek patojen bakterilerin kontrol altina alinmasini
hedefleyen ¢alismalar da son yillarda 6nem kazanmistir. Literatiirde, bircok dogal ve
sentetik kimyasal maddenin bakteriler arasindaki QS mekanizmasini bloke ettigi
bildirilmistir.

Bu c¢alismada, Norfloksasin, Siprofloksasin, Piperazin, Penisillanik asit,
Sefalosporinik asit, Morfolin, Triazol, Nitro Benzoil kloriir, Tiyomorfolin, Imidazol,
Piridin, Nitropiridin, Sinnamaldehit ve Dihidropiridin tiirevi 176 sentetik madde ile
yesil cay, vanilya, liziim c¢ekirdegi ekstrakti ve propolis gibi 7 dogal ekstraktlarin

antimikrobiyal ve anti-quorum sensing aktiviteleri arastirildi.

Test materyallerinin antimikrobiyal aktiviteleri agar-well difiizyon ve minimal
inhibisyon  konsantrasyonlar1  mikrodiliisyon  broth  yontemleri  kullanmilarak
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecalis, Bacillus subtilis, Acinetobacter haemolyticus, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Proteus mirabilis, Salmonella
Typhimurium, Candida albicans ve Candida parapsilosis tiirleri ile, anti-quorum
sensing aktiviteleri ise agar-well difiizyon yontemi ve spektrofotometrik olarak

Chromobacterium violaceum indikator suslari kullanilarak gergeklestirildi.

Test edilen sentetik maddelerden ti¢ tiyomorfolinve iki siprofloksasin tiirevinin
test edilen biitiin bakterilere 0.09-3.12 pg/ml ve 0.04-3.12 pg/ml konsantrasyonlarda
etkili oldugu saptandi. iki piperazin ile sekiz norfloksasin tiirevinin test edilen
bakterilerin ¢ogunluguna 0.02-3.12 pg/ml ve 0.09-6.25 pg/ml konsantrasyonlarda ve bir
sefalosporinikasit tiirevinin ise sadece Proteus mirabilis’e 3.12 pg/ml konsantrasyonda
inhibitor etki gosterdigi saptandi. Test edilen sentetik ve dogal ekstrelerin higbirinin

Candida tiirlerine etkisi gdzlenmedi.



Anti-quorum sensing aktivite yoniinden test edilen sentetik ve dogal
maddelerden ii¢ cumin, iki Sefalosporinikasit, iki Tiyomorfolin ve bir Penisillanik asit

tirevinde etki saptandi.

Bu ¢alismada kullanilan sentetik ve dogal maddelerden 16’smin antimikrobiyal
ve 8’inin anti QS aktiviteye sahip oldugu tespit edildi. Bu sonuglar, aktivite gézlenen
maddelerin yeni antibakteriyel ve anti QS tiirevlerin gelistirilmesinde potansiyel

molekiiller olabilecegini gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Antimikrobiyal aktivite, anti-quorum-sensing aktivite, quorum

sensing inhibitdrleri, sentetik kimyasal tiirevler



2. SUMMARY

Investigation of Antimicrobial and Anti-quorum Sensing Activities of Some

Synthetic Chemicals and Natural Extracts

Antibiotics play an important role for the human health. Therefore, discovery of
new antibiotics and development of new therapeutic strategies to combat infectious
diseases is of paramount importance. One of these approaches involves the inhibition of
the quorum sensing system of bacteria, which is responsible for growth, adherence,
biofilm and spore formation, and synthesis of virulence factors using various
compounds. A number of natural and synthetic molecules that inhibited bacterial

quorum sensing have been reported in the literature.

In this study, derivatives of some synthetic Norfloxacin, Ciprofloxacin,
Piperazine, Penicillanic acid, Cephallosporinic acid, Morpholine, Triazole, Nitro-
Benzoyl Chlorid, Thiomorpholine, Imidazole, Pyridine, Nitro-pyridin, Cinnamaldehyde,
and Dihydropyridine, and some natural substances such as green tea, vanilla, grape seed
extract, and propolis are tested for their antimicrobial and anti-quorum sensing

activities.

Antimicrobial activity is determined using the agar-well diffusion method
against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Acinetobacter haemolyticus, Enterobacter
aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Proteus mirabilis,
Salmonella Typhimurium, Candida albicans ve Candida parapsilosis and anti-gorum
sensing activity is investigated using agar-well diffusion and spectrophotometric

methods against the Chromobacterium violaceum indicator strains.

Among all the tested derivatives, three thiomorpholine, and two ciprofloxacin
derivatives showed inhibitory activity against all bacteria tested with the concentrations
ranging from 0.09-3.12 ug/ml, and 0.04-3.12 pg/ml, respectively. Two piperazine and
eight norfloxacin derivatives showed inhibitory activity against most bacteria tested at
concentrations ranging from 0.02-3.12 pg/ml and 0.09-6.25 pg/ml, respectively, and one
cephalosporinic acid derivative showed inhibitory activity against only Proteus
mirabilis at 3.12 pg/ml concentration. None of these derivatives exhibited anti-yeast

activity.



Three semi-synthetic cumin, two cephallosporinic acid, two thiomorpholine, and

one penicillanic acid derivative showed anti-quorum sensing activity.

Among the synthetic and natural molecules that have been used in this study, 16
and 8 were found to have antimicrobial and anti-QS activity, respectively. These results
showed that the activity observed agents might have the potential to be used in the
development of new antibacterial and anti-QS molecules.

Key words: Anti-quorum-sensing activity, antimicrobial activity, quorum sensing

inhibitors, semi-synthetic chemical derivatives



3. GIRIS ve AMAC

Bakteriler bulunduklari c¢evreye kolay uyum saglama yeteneginde olan
mikroorganizmalardir. Antibiyotiklerin tedavi amacl kullanima girdigi 1940’11 yillardan
giintimiize kadar bakteriler pek ¢ok antibiyotige direngli hale gelmislerdir (1). Bu direng
giderek mevcut antibakteriyel ilaglarin etkinligini sinirlamakla kalmamis ayni1 zamanda
bakterilerde ¢oklu direncin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Son yillarda patojenik
bakterilerin %70’inden fazlasinda mevcut antibakteriyellerin en az birine karsi direng

gelistigi belirtilmistir (2).

Ciddi enfeksiyonlara neden olan bakterilerin antibiyotiklere kars1 gosterdikleri
direng 21. yiizyilda biiyiik bir kiiresel saglik sorunu haline gelmistir (3). Gunimuzdeki
antimikrobiyal ajanlara kars1 direngli bakteri izolatlar1 hizli bir sekilde artig
gostermektedir. Bu nedenle, antibiyotiklere diren¢ gdsteren bakterilere karsi daha etkili

yeni ajanlarin gelistirilmesine ve kesfedilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (4, 5).

Antibiyotiklerin asir1 ve kontrolsiiz kullanimlari sonucu bakterilerde direng
gelisimini indiikledikleri ve diren¢ genlerinin bakteriler arasinda yayilmasina yol
actiklart bilinmektedir. Asir1 ve yanlis antibiyotik kullanimi sonucunda bakteriler
arasinda antibiyotik direncinin hizla artmasiyla pek c¢ok patojen bakteri ¢oklu
antibiyotik direngli hale gelmistir ve bu nedenle pek cok antibiyotik kullanim dis1
kalmistir. Bu nedenle, antibiyotiklerin uygulanacaklari konak ve hedef mikroorganizma
dikkate alinarak secilmesive enfeksiyon seyrine gore kullanilmalart gerektigi
vurgulanmaktadir (5). Ozellikle gram negatif bakterilere karsi kullanilabilecek etkili
yeni antibiyotiklerin sayist olduk¢a azdir. Bu nedenle, enfeksiyon hastaliklar1 ile
mucadelede yeni antibiyotiklerin kesfedilmesi ve alternatif tedavi stratejilerinin ortaya

koyulmasi biiyiik 6nem arz etmektedir (6).

Son yillarda bakterilerin birbirleri ve c¢evreleri ile olan iletisimlerinin
kesfedilmesi ile bu mikroorganizmalara kars1 miicadelede yeni yaklasim yontemleri de
giindeme gelmistir. Bu iletisim bakterilerin bulunduklar1 ¢cevre veya besiyeri ortaminda
salgiladiklar1  sinyal molekiilleri ile gergeklesmektedir. Bakterilerin bu sinyal
molekiillerinin diger mikroorganizmalar tarafindan algilanmasi olayma g¢ogunlugu
algilama veya quorum sensing (QS) ad1 verilmektedir (7). Bu sistem hiicre yogunluguna

bagli olarak sinyal molekiilleri ile ¢caligmakta olup bakterilerde sporulasyon, biyofilm



olusumu ve viriilans faktorlerini sentezleme gibi pek ¢ok metabolik faaliyetlerin
gerceklesmesinde rol  oynamaktadir.  Bakterilerin - neden oldugu enfeksiyon
hastaliklariyla micadele etmek amaci ile yapilan yeni ¢alismalarda antibiyotiklere
alternatif olarak mikroorganizmalar arasindaki bu iletisim sisteminin engellenmesinin

hedeflendigi goriilmektedir (8).

Bu ¢alismada, c¢esitli sentetik kimyasal madde tiirevleri ile ilag¢ olarak kullanilan
madde tiirevleri ve yesil cay, vanilya, propolis, liziim ¢ekirdegi, zeytin yapragi yagi
ekstrakt1 gibi dogal ekstraktlarin bazi patojen bakteri ve mayalara kars1 antimikrobiyal
aktivitelerinin, Chromobacterium violaceum indikator suslarma karsi anti-quorum

sensing aktivitelerinin arastirilmasi amaglanmistir.



4.GENEL BIiLGILER
4.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyon hastaliklarin
tedavisinde ve profilaksisinde kullanilan sentetik veya dogal ilaglardir. Bu ilaglar bazi
bakteri ve mantarlar tarafindan {retilen, hedef bakterilerin ¢ogalmasini Onleyen

(bakteriyostatik) ya da 6ldiren (bakterisid) maddelerdir (9).

Alexander Fleming 1928 yilinda stafilokok varyantlar1 iizerine yaptigi
calismalar esnasinda tesadiifen kiiltiir ortaminda {ireyen bir kiif mantarinin ¢evresinde
stafilokoklarin tiremediklerini gérmiis ve bu mantarin kiiltiir filtratinin birgok bakteriye
kars1 deneysel olarak etki gosterdigini saptamistir. Fleming bu maddeye Penicillium
tiri bir mantar tarafindan sentezlendigi icin penicillin adin1 vermistir (10). Bu
antibiyotik daha sonra saflagtirilarak 1940°li yillarin basindan itibaren pek ¢ok
enfeksiyonun tedavisinde kullanilmaya baglanarak tip alaninda yeni bir sayfa agilmasini

saglamistir.

Ayni yillarda Gerhard Domagk, siilfonamidleri kesfetmis ve prontosil adli
antibiyotigi gelistirerek bu bulusu ile 1939 yilinda Nobel o&diiliini almistir.
Siilfonamidler ¢agi hizli bir sekilde gelismis ve 10 yil siresince 5400 degisik
stilfonamid tiirevi sentezlenmis ve biiyiik bir kism1 klinikte denenmistir. Stilfonamidler
antibakteriyel kemoterapinin en etkili ilaci olarak, penisilinin klinikte ilk denendigi

1942 yilina kadar yaygin sekilde kullanilmigtir (10).

Selman Abraham Waksman ve arkadaslar1 1939-1943 wyillar1 arasinda
Actinomycetes sp. tirleri iizerine yaptiklari ¢alismalarda Streptomyces griseus
kiiltliriinden streptomisin maddesini izole etmislerdir. Streptomisin 1944 yilinda tedavi
amagl birgok gram pozitif ve gram negatif bakteri ile birlikte Mycobacterium’lara kars1
da etkili bir antibiyotik olarak kullanilmigstir (11).

Ikinci diinya savasinin sonlarinda penisilin ve streptomisine ilave olarak
kloramfenikol ve klortetrasiklin kesfedilmistir ve gilinlimiize kadar pek ¢ok yeni
antimikrobiyal madde tip diinyasina kazandirilmistir (11). Ancak antibiyotik
kullaniminin giderek artmasi ve kontrolsiiz kullanimi bakterilerde diren¢ gelisimine

neden olmus ve bu da antibiyotik tedavisine yanit vermeyen enfeksiyon hastaliklarin



artig1 ile sonuglanmistir.Ayrica bu molekiillerin kullanimiyla birlikte direng gelisimi de
ortaya c¢cikmis ve dolayistyla yeni molekiillere ihtiyag duyulmustur. Arastirmalarin
devam etmesine ragmen son 30 yildir yeni antibiyotik grubu bulunmamistir (12).
Gunumuzde var olan antimikrobiyel molekillerden yeni sentetik tirevler

sentezlenmekte ve bu ¢alismalar devam etmektedir (13).
4.1.1. Antibiyotiklerin Simiflandirilmasi ve Etki Mekanizmalari

Antimikrobiyaller etki mekanizmalarmma gore genel olarak bes smif altinda

toplanirlar (14). Bunlar;

1. Hiicre duvar sentezi inhibitorleri
a. Beta-laktamlar (penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler,
beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorii kombinasyonlart)
b. Glikopeptidler (vankomisin, teikoplanin)
c. Digerleri (fosfomisin, sikloserin, basitrasin, ristosetin, ramoplanin, mersasidin,

moenomisin)

2. Protein sentezi inhibitorleri
a. Ribozomal 50S alt iiniteye baglanarak etki gosterenler (makrolidler, ketolidler,
linkozamidler, streptograminler, kloramfenikol, oksazolidinonlar)
b. Ribozomal 30S alt iiniteye baglanarak etki gosterenler (aminoglikozidler,
tetrasiklinler, glisilsiklinler)

c. Digerleri (mupirosin, nitrofurantoin)
3. Nikleik asit sentez inhibitorleri (kinolonlar, metronidazol)
4. Antimetabolitler (trimetoprim-stlfametoksazol, para amino salisilik asit)

5. Sitoplazmik membran biitiinliigiinii bozanlar
a. Peptid antibiyotikler [polipeptid antibiyotikler (basitrasin, gramisidinS,
polimiksinler), lineer katyonik peptidler (defensinler, maganinler), ribozomal
peptidler (lantibiyotikler), digerleri (pirokorisin, drododoin, apiadesin)]
b. Siklik lipopeptidler (daptomisin)

4.1.2. Antibiyotiklere Karsi1 Diren¢

Antibiyotiklerin klinik kullanimlarina baslandiktan kisa bir silire sonra

bakterilerde diren¢ ortaya ¢cikmaya baslamis ve kullanima gegen her yeni antibiyotigin



yani sira diren¢ olusumu da gelismistir. Antibiyotiklerin asir1 ve bilingsiz kullanilmast
direncli bakterilerin hizla yayginlagsmasina neden olan en 6nemli faktorlerden biridir

(15).

Diinyada ve iilkemizde antibiyotiklere karsi diren¢ c¢ok ciddi diizeylere
ulagmistir. Bunun yaninda yeni antibiyotik kesfi de son yillarda olduk¢a azalmistir. Bu
nedenle antibiyotik direncinin her gegen giin artis1 etkili, yeni antimikrobiyal maddelere

olan ihtiyaci artirmaktadir (12, 16).
4.2. Quorum Sensing

Bakteriler sosyal organizmalar olup hem kendi aralarinda hem de bulunduklari
cevre ile iletisim yetenegine sahiptirler (17). Bu iletisim bakterilerin ortama
salgiladiklar1 sinyal molekiilleri ile ger¢eklesmektedir (18). Bu sinyal molekulleri tir ici

ve/veya tiirler arasinda farklilik géstermektedir (19).

Quorum sensing (QS) kavrami ilk kez 1970 yilinda Gram negatif bir bakteri
olan Vibrio fischeri (V. fischeri)’de tanmimland: (7) .Bu olay bakteri popilasyon
biiyiikliigiine bagl bir olay oldugu i¢in ¢ogunlugu algilama olarak da bilinmektedir. V.
fischeri'nin disiik hiicre yogunlugunda serbest halde yasarken lusiferaz enzimi
tretmedigi icin 151k vermedigi tespit edilmistir. Ancak miirekkep baliginin fotoforuna
yerlestikten sonra hiicre yogunlugunun belirli bir esik deger {izerine ulagmasi sonucu lux
genleri tarafindan kodlanan lusiferaz enzimi iiretiminin indiiklendigi ve biyoliiminesans
151k diretildigi gozlenmistir. Ancak bakteri yogunlugu diisiince enzim sentezinin

baskilanmasi sonucu 1s1k tiretiminin durdugu tespit edilmistir (Sekil 1) (20, 21).



- [
{ o
° 7\ \ “ e
- ) - / @
e o - o/ ® o/ 4 o \» P )
o ) o W = =\ -_
gl L _ /o o Ve © h!ox}:p hoh‘.l-vlnf- a\ ~ e
n / » BOluminescencs
Bactoriad coll ® ‘w* /|® Bofim formaton =
* / —~ /o Autoind ucor ARDH ) ) .‘ ', Juctior :‘ /‘ .
Auloincuce \ y OORPEOr (ACTive Virvlencs | \
eceplon (inactive) * 9/ ®le/ .
v - A Autoinducer » & o . *
Autoinducer & @ LN Autoinducee__Synthase = ..., o J ¢ ‘
© 'A tonducer__Synthase > Auto- N . Procursor nducerg g "
| procuUrsor nducer » e . - & a o - N )
: ek " - b W Y W
L L T e — / . b | e
2 / © | ) e o/ ~——
* e . @ *|/ @
« e L® J( > 3 e/
- — J( S, e~ 8 ¢
Low cell donsity Hgh col donssty - 9 NG > S~

Sekil 1. Quorum-sensing.Her hiicre otoindiikleyici (kirmizi) tiretimi i¢in otoindiikleyici sentez ve sinyal
iletimi i¢in otoindiikleyici reseptdr igerir. Diisiik hiicre yogunlugunda (solda), otoindiikleyici
reseptor otoindiikleyiciye baglanmaz. Yiiksek hiicre yogunlugunda (sagda), otoindiikleyicinin
esik deger konsantrasyonu asildiginda, otoindiikleyici kendi reseptoriine baglanarak, mavi renkte
listelenen Ornekler dahil, yogunluga-bagimli fonksiyonlarin ekspresyonunu tetikler.
Otoindikleyici reseptor sitoplazmik veya membran-bagimli olabilir (22).

Eberhard ve ark. (23) tarafindan ilk kez V. fischeri’nin trettigi molekil 1981
yilinda izole edilmis ve acyl-homoserine lactone ve N-(3-oxohexanoil)-homoserine

lactone olarak tanimlanmustir (24).

Karbapenem antibiyotigi iiretmeyen mutant bir sus olan Erwinia carotovora ile
1990’11 yillarin basinda yapilan caligsmalarda bu susun ayni tiire ait fakat farkli genleri
mutant suslarla birlikte tretildiginde karbapenem iiretebilen bakterilerin salgiladigi
sinyal molekiilleri sayesinde bu antibiyotigi sentezledigi tespit edilmistir (25). Bu

olayda QS sinyal molekiillerinin rol oynadig: gosterilmistir.

Daha sonra yapilan caligmalarda quorum sensing oOzelliginin sadece deniz
vibriyolari ile sinirli olmadigr iglerinde insan patojenlerinin de bulundugu 20’den fazla
bakterinin farkli molekiiller kullanarak bu 6zelligi tasidigr tespit edilmistir. Bunlardan
bazilar1 Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Yersinia pestis, Yersinia
enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis, Serratia marcescens, Aeromonas
hydrophila, Brucella melitensis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,

Bacillus subtilis ve Enterococcus faecalis 'dir(8).

Sinyal molekiilleri ile calisan ve hiicre yogunluguna bagli olan bu sistem
bakterilerin bulundugu ortam kosullarina gore iireme, beslenme, spor olusturma,
antibiyotiklere diren¢ gelistime ve biyofilm olusumu, kiiltiirlerde biyokiitlenin kontrolii,
cesitli virulans genlerinin ekspresyonu gibi bir¢ok fenotipik ve metabolik degisiklikler

quorum sensing molekilleri sayesinde gerceklesmektedir (19).
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Laurance Rahme tarafindan yapilan bir ¢alismada (26) Pseudomonas
aeruginosa’daki lasl ve rhll genleri kontrol eden gacA geni mutasyonu ile bakteri
susunun patojenitesin de azalma tespit edilmistir. Aymi sekilde, Pseudomonas
aeruginosa Uzerine yapilan farkli bir ¢alismada bakteriler arasindaki iletisim sisteminin
bozulmasi ile bakterilerin koordineli hareket edemeyerek virulanslarinin azaldigi
bildirilmigtir (27). Bakteriler arasindaki iletisim sisteminin bozulmasina veya
engellenmesine Quorum Sensing Inhibisyonu (QSI) veya Quorum Quenching (QQ) ad:
verilmektedir (28).

Kistikfibroz, implant ve yara enfeksiyonlar1 gibi birgok biyofilm
enfeksiyonunda, bakterilerin aderans, kolonizasyon, biyofilm olusturma ve virulans
faktorlerinin  Oretiminin QS sinyal molekiilleri araciligi ile kontrol edildiginin
bildirilmesinden sonra bu alanda ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu arastirmalarin
onemli amaglarindan biri de QS sistemi araciligr ile hiicreler arasi sinyal iletisimini
bozarak mikroorganizmalarin elimine edilmesi veya kontrol altinda tutulmasidir (29,

30).
4.2.1. Quorum Sensing Sinyal Molekaulleri

QS molekiillerine, iiretildikleri hiicrenin metabolizmas1 {lizerinde diizenleyici

etki gostermelerinden dolay1 autoinducer (autoinducer) (AI) adi verilmektedir (31).

Quorum sensing sinyal molekiilleri kimyasal yap1 olarak cesitlilik gosterir.Cogu
quorum sensing sinyal molekiilii 1000 Dalton’dan kiiciik organik yapida olabilecekleri
gibi 5-20 aminoasit’lik peptid yapidadir (32, 33). Bu molekiiller baslica 3 tip sinyal
molekdilinden olusmaktadir; (a) Autoinducer (AI), (b) N-Acyl Homoserine Lactones
(AHL) ve (c) Autoinducer-2 (Al-2)’dir (18). Bu sinyal molekiilleri tiirler arasinda
degisiklik gostermektedir. AHL sinyal molekiilleri gram negatif bakteriler tarafindan
kullanilirken, oligopeptid yapidaki autoinducer (Al) sinyal molekiilleri gram pozitif
bakteriler tarafindan kullanilmaktadir. Autoinducer-2 (Al-2) sinyal molekiilleri ise hem

gram negatif hem de gram pozitif bakteriler tarafindan kullanilmaktadir (Sekil 2) (21).
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Bakteriler bu sekilde kendilerine 0zgii genlerinin aktivasyonu sonucu
poplilasyonlarin1 dengeleme, rakip mikroorganizmalara karst savunma, beslenme,

cevresel sartlara direng gibi birgok 6zelliklerini kullanmaktadirlar.
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Sekil 2. Oto indukleyici molekuller (21).
4.2.2. QS Sinyal Mekanizmalari

QS sinyal molekiillerinin algilanmasi iki sekildedir. Birincisi hedef hiicrede basit
diflizyonla ve ikincisi sinyal molekiiliiniin hiicre i¢ine alinmadan hiicre zarindaki

reseptorlerle etkilesimi sonucu olmaktadir (23).

Bakterilerde serbest difiizyonla dagilan bu kii¢iik molekiiller bakterinin kendisi
ve ¢evrede bulunan diger bakterilerin reseptorleri tarafindan algilanmaktadir. Bu
reseptorler ya kendileri DNA’ya baglanarak regiilator olur ya da baska regiilatorleri
aktif hale getirirler. Boylece QS kontroliindeki genler aktive edilir ya da kapatilir, bunun
sonucu olarak bakteri toplulugunun koordineli hareket etmesi saglanir ve boylelikle

bakteriler arasinda toplumsal bir yasam diizenlenmis olur (34).

Quorum sensing de sinyal molekdllerinin bakteriler tarafindan algilanma
mekanizmasi li¢ sekilde siniflandirilmaktadir; (a) LuxI/LuxR sistemi, (b) Oligopeptid

sistemi ve (c) Hibrit sistem.

Luxl/LuxR sistemi gram negatif bakteriler, oligopeptid sistemi gram pozitif
bakteriler, hibrit sistem ise hem gram negatif hem de gram pozitif bakteriler tarafindan
kullanilmaktadir (18, 35).
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4.2.2.1. Luxl-LuxR Sistemi

Gram negatif bakterilerin kullandigi quorum sensing mekanizmasidir. En iyi
bilinen ve anlasilan quorum sensing mekanizmasidir. Bu sistemde gram negatif
bakteriler icin temel sinyal moleklli olan N-acyl homoserine lactone (AHL)'lar
kullanilir. Bunun yaninda, luxl ve luxR genleri tarafindan sentezlenen LuxR ve LuxI
gibi proteinler gorev yapar. Bu sistem AHL sinyal molekillerinin sentezlenmesinin
yanisira geri alimmasimada dayanmaktadir. Bu sistem iki asamali bir sistemdir. ilk
asamada LuxI proteini AHL sinyal molekiiliiniin sentezlenmesinden, ikinci asamada ise
LuxR proteini AHL sinyal molekiillerine baglanarak bu molekiillerin alinmasindan
sorumlu olmaktadir. LuxI proteininin sentezledigi AHL sinyal molekiilleri difiizyonla
ortama yayilir. Popiilasyon yogunlugunun artmasi ile g¢evrede biriken AHL sinyal
molekiilleri difiizyonla hiicre i¢ine alinarak LuxR proteinine baglanir. Bu sinyal
molekilu LuxR transkripsiyon aktivatore baglanir ve bu molekul kompleksi hedef genin
transkripsiyonunu aktive ederek bir yandan isik iireten genleri aktive ederken diger
yandan daha fazla AHL sinyal molekiilii olusmasi i¢in LuxI proteininin iiretilmesini
saglayan genleri aktive eder. Bu sistem normalde bir populasyonda bakteriler arasinda
yaplirken Sekil 3’de bir bakteri tizerinde agiklanmaktadir (36, 37).

T L

LuxR
ot

—

Target genes

(a)

Sekil 3. Gram negatif bakterilerde LuxI-LuxR sistemi (38).

4.2.2.2. Oligopeptid Sistemi

Oligopeptid sinyalizasyonu gram pozitif bakteriler tarafindan kullanilan quorum
sensing mekanizmasidir. Bu sistem gram negatif bakteriler tarafindan kullanilan
sistemden daha gelismis ve daha farklidir. Bu sistemde ilk olarak oligopeptid yapidaki
sinyal molekili 6ncl peptid olarak sentezlenir. Daha sonra hiicre icinde modifiye
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edilerek olgun oligopeptid autoinducer molekil haline getirilir. Olgun hale getirilen bu
sinyal molekilleri ATP-Binding Casette (ABC) tasiyict kompleksinin yardimi ile
ortama salmir (Sekil 4). Hiicre sayisindaki artigla birlikte disaridaki oligopeptid sinyal
molekiil miktar1 artarak kritik esik degere ulasmasi sonucunda, sinyal molekuli
algilama mekanizmasindaki bilesenleri, bu molekilleri tanimlar. Bu bilesenlerin
birincisi  protein yapisinda hiicre zarmma yerlesmis reseptdr gorevinde olan
histidinkinazlar (H) iken ikincisi histidinkinazin aktive ettigi transkripsiyon faktorii (D)
denilen protein yapilardir. Sinyal molekiilleriyle etkilesen histidinkinazlar hiicre igine
dogru fosforile olurlar. Daha sonra fosforile olan bu histidinkinazlar iligkili olduklar
TF’yi fosfatlayarak aktive ederler. Aktive olan bu TF'ler ilgili genleri aktive edip
ekspresyonlarin1  saglarlar. BoOylece bakteri tiriine 6zgl olan quorum sensing

davraniglar1 ortaya ¢ikar (23, 35).

Sekil 4. Gram pozitif bakterilerdeki quorum sensing mekanizmasi (38).
4.2.2.3. Hibrit Sistemi

Bu sistem Ozellik bakimindan hem gram negatif bakterilerdeki LuxI/LuxR
sisteminin hem de gram pozitif bakterilerdeki oligopeptid sisteminin 6zelliklerini

tasimaktadir. Bu sistemde AHL sinyal molekiillerinin yanisira ikinci sinyal molekiill

olarak autoinducer-2 (Al-2)'ler kullanilmaktadir (35).

Bu autoinducer-2 (Al-2) tip sinyal molekili ilk kez V. harveyi’de tanimlanmig
olup gram negatif ve gram pozitif bircok bakteri tarafindan tretilen luxS geninde
kodlanmaktadir (18). Bu sinyal molekiiliiniin 3(2H)-furanone yapisinda oldugu tespit
edilmis olup daha sonra Escherichia coli, Helicobacter pylori, Neisseria meningitidis,
Porphyromonas gingivalis, Streptococcus pyogenes, Shigella flexneri, Salmonella

Typhimurium gibi birgok mikroorganizmanin siipernatantlarinda gozlenmistir (39).
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Vibrio harveyi'deki hibrit sistemde AHL sinyal molekiilleri kullanildigindan
dolay1 gram negatiflerdeki LuxI/LuxR sistemi ile benzerlik gosterirken ¢evredeki sinyal
molekiillerinin iki bilesenli protein sistemlerinde algilanmasiylada gram pozitif

bakterilerdeki oligopeptid sistemi ile benzerlik gosterir (35).

Bu sistemde AHL sinyal molekiillerinin sentezi gram negatif bakterilerde oldugu
gibi LuxI proteinlerine bagl olarak salgilanmaz. Burada LuxLM proteinlerinde AHL
molekdlleri (Al-1) sentezlenir ve LuxN proteini tarafindan algilanir. LUXS
proteinlerinde Al-2 sinyal molekdlleri sentezlenir ve LuxP, LuxQ iki proteinin birlikte
fonksiyonu ile de algilanir. LuxN ve LuxQ hiicre membranina bagl histidinkinaz (H)
olarak gorev yaparlar ve aldiklart sinyalleri hiicre i¢ine fosforilasyon basamaklari ile
iletirler. Daha sonra sistemin diger basamaklarinin galismasi sonucu ilgili genler aktive

olur ve QS mekanizmasina bagh tiire 6zgii davranis meydana gelir (Sekil 5) (35, 39).

Sekil 5. Vibrio harveyi nin hibrit quorum sensing sistemi (35).Al-1 sinyal molekulleri
(yesil), Al-2 sinyal molekiilleri (kirmizi)

4.2.3. Bakterilerin Kontroliinde QS Inhibisyonu

Quorum quenching mekanizmas: ile bakterilerin arasindaki toplumsal etkilesim
arastirmacilar tarafindan U¢ farkli yontem ile kontrol edilmektedir. Bunlar: (a) Sinyal
molekiil iretiminin Onlenmesi, (b) QS molekiillerinin yikimi (c¢) Sinyal ve

molekdllerinin aliminin énlenmesi (39, 40).
4.2.3.1. Sinyal Molekiil Uretiminin Onlenmesi

AHL sentezlenmesinde ara molekil olarak gorev alan enoyl-ACP rediktaz

triklozan tarafindan inhibe edilmektedir (41). Boylece AHL sinyal molekiillerini sentezi
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engellenmektedir. Bazi makrolid grubu antibiyotiklerde benzer etkiler gostermektedir.
Makrolid grubundan olan eritromisin hedef huicrede sinyal molekdl sentezini ribozomal
duzeyde inhibe etmektedir (19). Ayrica azitromisinin P. aeruginosa izotlarinda sinyal

molekdllerini kodlayan genlere etki ederek QS mekanizmasini bloke etmektedir (40).
4.2.3.2. QS Molekiillerinin Yikimi

AHL molekiilleri ortama salindiktan sonra AHL laktonaz ve AHL acylase S52
tarafindan yikilmaktadir (18). AHL sinyal molekiiliiniin stabilitesi ortamin pH’sina
oldukca duyarlidir. Bu molekiiliin lakton halkasi ortamin pH’s1 7’den biiyiik oldugu

durumlarda acilir (laktonoliz) ve molekiiliin yikimina yol acar (42).
4.2.3.3. Sinyal Molekiilleri Ahminin Onlenmesi

Bu yontem Al reseptorlerinin bloke edilmesi esasina dayanmaktadir. Genellikle
AHL molekiillerinin modifiye edilmesi ile elde edilen AHL analoglari1 hedef hiicrede
QS sinyal molekiilii reseptoriine baglanmak i¢cin AHL molekiilleri ile yarisir. Bunun
neticesinde sinyal molekiiliiniin reseptor diizeyinde etkisi engellenmis olur. Ornek
olarak kirmiz1 bir makroalg olan Delisea pulchra'nin tirettigi furanon bilesikleri yapisal
olarak AHL sinyal molekiilii analogu olup, AHL sinyal molekiilii reseptorii olan LuxR
proteinine baglanarak AHL'nin reseptore baglanmasini engelledigi ve P. aeruginosa’nin

yogunlasarak {iremesini inhibe ettigitespit edilmistir (43).

4.2.4. QSI Cahsmalarinda Kullanilan indikatér Bakteriler
4.2.4.1. Chromobacterium violaceum

Bakteriler alemi, Proteobacteria subesi, Betaproteobacteria sinifi, Neisseriales
takimi, Neisseriaceae ailesi, Chromobacterium cinsi, Chromobacterium violaceum tiru

olarak tanimlanmaktadir (44).

C. violaceum gram negatif basil, fakiltatif anaerob, oksidaz pozitif, glukozu
fermente eden, laktozu fermente etmeyen ve hareketli bir bakteridir. Bu bakteri
viyolasin ad1 verilen mor renkli antioksidan bir pigment Uretir. Bu bakteriler piruzsiz,
konveks, parlak ve koyu mor renkli koloni yapisindadir. Uremeleri i¢in 6zel besiyerine

ihtiyac duymazlar (45, 46).
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Bu bakteri ilk kez 1881°de tamimlanmistir. Patojen olma potansiyeli ilk kez
Woolley tarafindan 1905°de tanimlanmistir ve firsatgir enfeksyonlara yol acgarak ciddi
sorunlara neden olabilirler (47). Tropikal ve subtropikal bélgelerde sudan ve topraktan
izole edilebilirler (48).

4.3. Antibiyotikler

Hizla gelisen antibiyotik direnci arastirmacilar1 daha etkili ve daha ge¢ direng
kazanan yeni ajanlar gelistirme amaci ile ¢alisma yapmaya yoOneltmistir ve mevcut
ilaclardan yola ¢ikarak farkli yapilarda yeni molekiiller gelistirerek diren¢ gelisiminin

onlenmesinde ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir (49, 50).

Antibiyotik molekiilleri farkli yollardan sentezlenmektedir; dogal olarak cesitli
bitkilerden veya mikroorganizmalardan (retilebilir veya semisentetik olarak dogal
maddelerden sentezlenebilir, ayrica sentetik olarak tamamen kimyasal bilesiklerden de

sentezlenebilir (13).

Bakteri yapisi, ilacin viicuda uygulanma yolu ve antibiyotik maddenin bakteri
tizerindeki etki mekanizmasi, ila¢ tedavisinde basariy1 etkileyen 6nemli faktorlerdir.
Antimikrobiyal kemoterapinin tarihgesi dikkate alindiginda, enfeksiyon hastaliklarin
tedavilerinde kullanilan ilaglara karst hizla gelisen direng nedeniyle gelecekte bu
enfeksiyonlarin daha zor tedavi edilebilecegi ortaya ¢ikmistir. Bakterilerde direng
gelisimini Oonlemek icin gelistirilen yontemlerden biri, kendisi antibakteriyel olmayan
ancak antibiyotiklere kars1 direngli olan patojen bakterileri duyarli hale getirebilecek

ozellikte bilesiklerin sentezidir (51, 52).
4.3.1. p-laktamlar

Bu grubun 1928 yilinda ilk iiyesi olan penisilin Fleming tarafindan izole
edilmistir ve Florey 1940 yillarinda ilk kristalize penisilini elde etmistir. GUnlimuzde ise
cok sayida B-laktam tiirevi bilesik elde edilmistir ve ¢esitli bakteri infeksiyonlarina karsi

kullanilmaktadir (10, 52).

Bu gruptaki antibiyotikler B-laktam halkasi olarak adlandirilan kimyasal yapisi
ile 6n plana gelen ve giiniimiizde yaygin bir sekilde kullanilan antibiyotik grubudur.

Kimyasal yapilarina gore 4 ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar;

a. Penisilinler
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b. Sefalosporinler
c. Karbapenemler
d. Monobaktam olarak adlandirilmaktadir (53).

Bakteriler, B-laktamaz enzimlerini tireterek bu gruptaki antibiyotiklerin f-laktam
halkalarin1 hidroliz etmekte ve klinik etkinliklerini azaltmaktadir. Ticari olarak hazir
bulunan B-laktamaz inhibitorleri genelde B-laktamaz enzimlerine karsi etkili olarak
bulunmaktadir. Ancak beta-laktamazlarin hizli mutasyonu bu grupdaki penisilin ve
sefalosporinlerin etkinliginin azalmasina neden olmaktadir bu nedenle yeni p3-laktamaz

inhibitorlerin sentezi gerekmektedir (53).
4.3.1.1 Penisilin Tarevleri

Bes liyeli bir tiazolidin halkasindan olusan 6 aminopenisilanik asit (6-apa)
cekirdekli biyosentetik bilesiklerdir, bu halka sistemi penam olarak da bilinmektedir
(Sekil 6).

O4E'\"/5 045\“/5/ O}_D O¢EQ O¢EN'/3 Oﬂ}/

Penam Penem karbapenam karbapenem  oksopenam oksapenam

Sekil 6. Penisilin turevlerinde ortak olan halka sistemleri

Penisilinler nétral ortamda uzun siire kararli olmalarina ragmen asidik veya
bazik ortamlarda hizla hidrolize ugrarlar. Ayrica 6 aminopenisilanik asit, penisilin
amidaz ve penisilinaz enzimleri ile hidroliz oldugunda penisilanik asit ve penilik asit

gibi tirtinlere doniisiir (52).

En eski antibiyotikler olarak bakterisidal aktiviteleri, toksisitelerinin az olmasi,
tim viicuda dagilim gOsteren farmakokinetik Ozellikleri, bakteriyel enfeksiyonlarda
etkili sonuglar gostermesi ve ucuz olmasi gibi 6zelliklere sahip oldugu i¢in tip alaninda

yaygin kullanilan antibiyotiklerdir (52, 54).

Bakterilerin hiicre duvar sentezi sirasinda transpeptidasyon asamasini inhibe
eden penisilin grubu antibiyotikler, penisilin baglayan proteinlere baglanarak sentez
asamasinda enzimi baskilar. Bu durum hiicre duvarindaki saglam peptidoglikan
monomerlerinin eklenmesini engeller ve duvar biitiinliiglinii bozar ve bakterinin dig

ortama kars1 direncinin kaybina sebep olur (55).
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4.3.1.2. Sefalosporin Turevleri

Sefalosporinler  1940’larda  kesfedilmis, 7-amino  sefalosporinik  asit

¢ekirdeginden tiretilmis B-laktam grubu antibiyotiklerdir.

Sefalosporinler gram negatif basillere karst etki spektrumlarina gore
siiflandirilmiglardir;

a. Birinci kusak sefalosporinler dar spektrumludur ve gram pozitif koklara kars etkili
olmaktadir. Ayrica Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae gibi
bazi gram negatiflerde etki gostermektedir.

b. Ikinci kusakta yer alan sefalosporinler gram pozitiflere kars1 etkili olmakla birlikte
gram negatiflere karsi da etkisi artirilmistir.

¢. Ugiincii kusak sefalosporinler gram negatif bakterilere ¢ok etkili olmasina ragmen
stafilokoklara etkileri azalmistir.

d. Dordiincii kusak sefalosporinler gram negatif bakteriler ve gram pozitif koklarda
etkileri bildirilmistir (55).

4.3.2. Piperazin Turevleri

Piperazin halkasi 6nemli farmakoforlardan biri olarak c¢esitli biyoaktivitelere
sahiptir ve ¢ok sayida dnemli ilacin yapisinda yer almaktadir ve giinimiizde piperazin

grubundan tiiretilen yeni molekiiller ilag gelistirme calismalarinda denenmektedir (57,

58).

Piperazin tdrevlerinin insandaki farmakokinetik 6zellikleri hakkinda elde edilen
bilgilerin az olmasina ragmen bu grubun gastrointestinal sistemden hizla emilmesi, oral

kullanimlarinin yaygin olmasi,damar i¢i uygulamalarinin nadir olmasi bilinmektedir
(59).
4.3.3. Kinolonlar

[lk kinolon olarak 1962 yilinda nalidiksik asit kullanima girmis, nalidiksik asidin
yapisinda modifikasyon ile ilk florokinolon olarak norfloksasin gelistirilmistir ve
nalidiksik aside gére gram negatiflerde etkisi artmis olsada kullanimi yinede Uriner

sistem infeksiyonlarinda (UST) smirli kalmistir ve 1980 yilinda kinolonlar siprofloksasin
ile USI disinda kullanilmaya baslanmistir (60, 61).

Bu grup altinda olan antibakteriyel bilesiklerde norfloksasin ve siprofloksasin en

fazla tiirevi hazirlanan iki bilesik olarak calisilmaktadir (62). Florokinolonlarin icerdigi
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substituentlerin ve onlarin yapabilecegi molekiiler modifikasyonlart Sekil 7°de

aciklanmigtir (63).

Gram + afiniteyi
kontrol

DNA giraza baglanmak
S icin gerekli

hiicre icine penetrasyon

giraz afinitesi
F COOH

R
2/.'N 2
H veya kiiguk|
antibakteriyel bir halka
spektrum

butiin gucu belirler

R;: etil, siklopropil, halosubstitue aromatik halka,

Ry: -H, -SMe veya R; ve R; bir halka olusturmus olabilir.

Ra: -H, -NH;, -OMe,

X: N, CH, CF, COMe, veya X ve R; bir halka icinde yer alabilir.

Sekil 7. Florokinolonlarin molekiiler modifikasyonlari(64)

Bu gruptaki bilesikler 6nemli biyolojik aktiviteleri, hizli bakterisidal etkileri ve
direncdeki diisiik egilimlerinden dolay1 iizerinde ¢ok calisma yapilan bilesik
smiflarindan sayilmaktadir. Ancak gram pozitif bakterilerde ve metisilin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) da sinirh aktivite gostermesi ve bazi yan etkilerinin
olmas1 dezavantajlart olarak bilinmektedir. Bu nedenle yeni kinolon tiirevlerinin

sentezine daha iyi 6zelliklere sahip olma suretiyle ihtiya¢ duyulmaktadir (63).
4.3.4. Morfolin Turevleri

Morfolin halkasi, énemli farmakofor gruplarindan biri olarak antimikrobiyel
aktiviteye sahip ¢ok sayida bilesigin yapisinda bulunmaktadir (65). Bu halka yapisal
ozelliklerinden dolayr daha ileri kimyasal sentezlerine yol agmaktadir. Morfolinden
baslayarak farkli substitusyon reaksiyonlar azot iizerinde yapilarak c¢ok sayida

antimikrobiyel, antiiirecaz ve/veya antilipaz aktiviteye sahip bilesik sentezlenmistir
(66,67).
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5. GEREC VE YONTEM
5.1. Gereg
5.1.1.Kullanilan Cihazlar

Calismada baslica etiiv (Memmert BM 600, Almanya), biyogivenlik kabini
(Class 1l Safety Cabinet, Powtech, Tirkiye), buzdolab1 (KLEO, Tirkiye), -20°C derin
dondurucu (Arcelik, Turkiye), UV spektrofotometre (Eppendorf, ABD), -80°C derin
dondurucu (New Brunswic Scientific, ABD), pastor firin1 (Niive, Turkiye), vorteks
(Heidolph, Almanya), 30°C’lik etiv (Nuve, Turkiye), dikey model otoklav (Kermanlar,
Turkiye), calkalayici su banyosu (Memmert GFL 1086, Almanya), calkalayici su
banyosu (Nive, Tirkiye), pH metre (Hanna, Romanya), manyetik karistirici (Stuart,
Turkiye), mikrodalga firm (Beko, Tiirkiye), buz makinesi (Scotsman AF 80, italya),
hassas terazi (Sartorius Laboratory, Almanya) ve distile su cihazi (GFL, Turkiye) gibi

cihazlar kullanildi.
5.1.2. Kullanilan Malzemeler

Ependorf tupleri, metanol (Chromanorm, Avusturya), etanol (Tibbi Alkol, KTU
Tip Fakiiltesi), etil asetat (MerckKGaA, Darmstadt, Almanya), DMSO (Santa Cruz
Biotechnology, ABD), cam biyokimya tipleri, balon joje, erlenmayer, eldiven, ependorf
tiipleri, petri plaklari, pipet ucu (10ul, 100ul, 1000ul), otomatik pipet (20ul, 100ul,
1000ul), ¢ok kanalli otomatik pipet(100ul), 0.45 um’lik filtreler, 96 kuyucuklu
mikropleyt, deney tlpleri, mezdr, distile su, cam pipet, pipetman (ISOLAB, Almanya),
250-1000 mlI’lik mezir, drigalskispattlil, bek alevi, n-hexanonyl-DL- homoserinlakton,
n-heptanonyl-DL-homoserin lakton ve n-dodecanonyl-DL-homoserin lakton sinyal
molekilleri (Sigma, ABD) kullanildi.

5.1.3. Kullanilan Bakteri ve Maya Suslar1

Calismada S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853, E. faecalis ATCC 29212, B. subtilis ATCC 6633, A. haemolyticus ATCC 19002,
E. aerogenes ATCC 13048, K. pneumoniae ATCC 13883, L. monocytogenes ATCC
43251, P. mirabilis ATCC 7002, S. Typhimurium ATCC 10708 tirleri antibakteriyal,
C. albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019 turleri antifungal ve C.
violaceum ATCC 12472, C. violaceum VIRO7, C. violaceum CV026, C. violaceum
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ATCC 31532 turleri QS inhibisiyon testleri icin kullanildi. C. violaceum suslari
Stuleyman Demirel Universitesi, Fen-Edebiyat Fakultesi Biyoloji Boliimii Ogretim
Uyesi Do¢ Dr. Seyhan ULUSOY’dan saglandi, diger suslar Karadeniz Teknik
Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 stoklarindan temin edildi.

5.1.4. Besiyerleri

Caligmada test mikroorganizmalarinin iiretilmesinde Triptic Soy Broth (TSB),
Miller Hinton Agar (MHA), Luria Bertani (LB) Agar, LB yumusakagar (% 0.3 w/v),
Luria Bertani Broth, ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA) besiyerleri kullanildu.

5.1.5. Cozeltiler
Calismada kullanilan sentetik kimyasal maddeler Tablo 1°de listelendi.

Tablo 1. Sentetik kimyasal maddelerin listesi

2 3 3 2o oz E

s 3 & 52 & <

a = 3 s 2 =

1 A1 DMSO 27835  CisH2N20; Piperazin
2 A2 DMSO  264.32  Ci3H20N4O; Piperazin
3 A3 DMSO 39951  CyH2Ns0,S Piperazin
4 A4 DMSO 38150  CyHasNs0S Piperazin
5 IA5 DMSO 383.45 C20H25N503 Piperazin
6 A7 DMSO 351.46 C16H25N502S Piperazin
7 A8 DMSO 724.84 CazsHa1FNgO4S Piperazin
8 A9 DMSO 712.83 C37H41FNgO4S Piperazin
9 1B16 DMSO  230.26  CgHisN4Os3 Piperazin
10 'B18 DMSO  379.48  CigH2sNs03S Piperazin
11  'B19 DMSO  361.46  Ci7H23Ns0,S Piperazin
12 'B24 DMSO 533.69 CasH3sN702S Piperazin
13  'B25 DMSO 419.50 C19H25N504S Piperazin
14 'B26 DMSO 514.04 CasH28CIN503S Piperazin
15  1B27 DMSO 361.46 C17H23N50,S Piperazin
16  'B32 DMSO 44455  CxuHzsNgOsS Piperazin
17 1B DMSO  272.32  CyoH16N4O3S Piperazin
18 B34 DMSO  347.44  CigHxuNs0,S Piperazin
19 'B38 DMSO  405.47  CigH23NsO4S Piperazin
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20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

B39
1B40
1B41
1B42
1B43
1B44
INF6
INF7
y11
y12
y13
y14
y1s
y1i6
'B6

1B45
1B46
1B50
1B51
1B52
1B53
1B54
1B55
1B56
1B57
y10
1B21
1B29
1B36
1B48
1318
1B22
B30
1B37
1B49
IN16
IN19
1y32

DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO

406.44
347.44
302.37
299.39
500.01
299.39
348.42
410.49
474.54
504.62
456.54
474.54
490.60
442.55
276.36
159.19
294.34
464.63
294.37
290.38
201.25
348.42
228.31
286.35
380.89
538.04
645.75
555.61
631.72
560.65
427.45
692.80
603.61
678.78
621.73
504.91
522.59
381.79

C20H26CIN503S
C16H21Ns028
C12H23Ns03S
C12H21Ns02S
C24H26CIN503S
C12H21Ns02S
CisH20N602S
C20H22N602S
C23H31NsO4F
C24H33N6O3SF
C22H25N6OLSF
Ca23H31NsO4F
C23H31N6O3SF
C19H31N6O3SF
Ci3H16N4OS
CsH13N302
Ci3H18N402S
C2sH32NsOS
C13H16N4OS
C14H18N4OS
C7H11N30,S
Ci16H20N4O3S
CoH16N4OS
C11H18N403S
C17H21CIN4O2S

C27H25NsO2CISF

C2sH3sN707S2
C21H28N606S2
C27H3sN707S2
C24H25N606S;
Ci6H17N307S2
Cs34H41FNgOsS
C27H34FN7O6S
Cs3H39FNgOsS
Ca1H3sFN704S
C24H23CIF2N4O4
Ca6H27FN6O3S
C17H17N3O4FCI

Piperazin
Piperazin
Piperazin
Piperazin
Piperazin
Piperazin
Piperazin
Piperazin
Piperazin
Piperazin
Piperazin
Piperazin
Piperazin
Piperazin
Morfolin

Morfolin

Morfolin

Morfolin

Morfolin

Morfolin

Morfolin

Morfolin

Morfolin

Morfolin

Morfolin

Morfolin
Sefalosporinik asit
Sefalosporinik asit
Sefalosporinik asit
Sefalosporinik asit
Sefalosporinik asit
Norfloksazin
Norfloksazin
Norfloksazin
Norfloksazin
Norfloksazin
Norfloksazin

Norfloksazin
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58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

Y33
y34
y35
y37
y18
y19
y20
y21
y22
y23
y24
Ly26
Yy27
ly28
y29
Y30
y31
1y38
YY1
4YY?2
YY3
4YY4
*YY5
YY6
YY7
‘YY8
4YY9
4YY10
YY1l
4YY12
4YY13
YY14
4YY15
‘YY16
Y17
‘YY18
4YY19
4YY20

DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol

Etanol

665.74
623.68
757.82
660.72
366.46
677.54
538.64
510.59
844.60
824.59
844.60
650.86
430.54
394.51
746.86
710.92
594.75
584.71
310

344.41
302.39
288.37
282.34
374.44
206.24
360.43
495.62
536.64
502.56
724.91
358.41
400.45
430.48
282.32
488.54
738.83
282.32
488.54

Cs2H3sN7O6FS

Ca1H3sN706F
Cs9Ha4N70gF
CssH3sNgOsF2
C17H14NgS2

C2oH18NgO4Cl2S;

CasH26N604S:

C21H22N1002S;
Cs5H25N1002Br2S2
Ca5H26N1002Cl4S2
Cs5H28N1002BI2S;
C31H42N1002S;

C19H22N602S;
C19H18NeS2

Ca7H3aN1004S>

CagH3sN10S2

C27H34N100,S>

Ca2gH25N502S;
Ci18H22N4O
C21H20N4O
Ci15H1sN4OS
C14H16N4OS
Ci16H18N4O
C22H22N402
C10H14N4O
C16H20N6OS
C23H25N702S;

C18H28N140,S>

Ca7H30N6O4

CagH32N140,S4

C17H18N4O3S
C19H20N404S
C20H22N40s5S
C11H14N4O3S
Ca26H28N6O4

Ca3H12NeOs61
C11H14N4O3S
C26H28N6O4

Norfloksazin
Norfloksazin
Norfloksazin
Norfloksazin
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol
Triazol

Triazol
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96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133

4Yy21
'B28
B35
1B47
171
172
173
176
1717
1718
1720
1725
174
175
1710
1711
1712
1713
1714
1729
1733
1734
1735
1736
1737
1738
1739
1742
1743
1745
1746
1747
1749
1750
1751
1753
1754
1755

Etanol

DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO
DMSO

738.83
500.59
575.20
518.65
24431
24431
628.61
524.12
625.21
524.12
724.87
482.662
288.72
423.29
344.81
290.77
270.78
274.05
328.75
242.05
415.13
175.08
32411
364.1
458.1
306.1
306.1
276.1
217.03
405.17
562.18
2403.19
405.17
590.14
534.15
621.25
609.25
402.15

C43H42NsOs
C19H28N606S:
C2sH3sN70sS,
C23H30N604S2
C10H16N203S
C10H16N203S
C2sH28N4011S
C25H24N40sS;
Ca1H3sN300S
C25H24N40sS;
CssH32N6O05S3
C22H34N404S;
Ci5H13CIN2O2
C23H16CI2N20;
C17H13CIN20,S
C14H11CIN20OS
C14H11CIN20OS
C14H11CIN2O;
Ci17H13CIN2Os
C10H11FN20,S
C20H22FNsS;
CsH13N30S
C14H20N40S;
Ci16H20N4O2S;
Ca2H23CIN4OS;
C1sH18N4Sz
C1sH18N4Sz
Ci13H16N4OS
C7H11N30S;
Ci9H27Ns0S;
C25H31FN6O4S2
C20H20N5S
Ci9H27Ns0S;
C25H30N605S3
C23H30N603S3
Ca1H3sFN704S
Cs0H36FN7O4S
Ca0H23FN4O2S

Triazol
Penisillanik asit
Penisillanik asit
Penisillanik asit
Penisillanik asit
Penisillanik asit
Penisillanik asit
Penisillanik asit
Penisillanik asit
Penisillanik asit
Penisillanik asit
Penisillanik asit
Nitrobenzoil klortr
Nitrobenzoil klortr
Nitrobenzoil klorir
Nitrobenzoil klorir
Nitrobenzoil klorir
Nitrobenzoil klorir
Nitrobenzoil klortr
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin
Tiyomorfolin

Tiyomorfolin
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134 1756 DMSO  373.14  CigH2FNsOS Tiyomorfolin
135 1z57 DMSO 41115  CaH2FNsOS Tiyomorfolin
136 1758 DMSO  309.11  Ci4H19N30sS Tiyomorfolin
137 1759 DMSO  293.12  Ci4H1sN30,S Tiyomorfolin
138 1760 DMSO  264.1 C12H16N4OS Tiyomorfolin
139 1z61 DMSO 302.12 Ci1sH18N4OS Tiyomorfolin
140 1z62 DMSO  263.11  Ci3H17N3OS Tiyomorfolin
141 1763 DMSO  398.42  CigH2NgOs imidazol

142 1765 DMSO  346.32  CisHisFNgO3 Imidazol

143 1z66 DMSO  293.33  Ci3H19NsOs Imidazol

144 1771 DMSO  203.8 CoHoNsO Piridin

145 1772 DMSO  289.12  Ci3HisNsOs Piridin

146 1Z73 DMSO 275.11 C11H13N702 Piridin

147 1776 DMSO 393.15 Ci19H19N703 Piridin

148 1z77 DMSO  379.14  CygH17N7Os3 Piridin

149 1778 DMSO 4094 C19H1sN704 Piridin

150 1z79 DMSO  390.16  CigH1sNsO: Piridin

151 1z80 DMSO  284.13  CisHisN4O; Nitropiridin
152 1784 DMSO  429.16  CyH23NsOS Nitropiridin
153 1785 DMSO 41133  CxH20CI2Ng Nitropiridin
154 1786 DMSO  358.18  Cx»H2N4O Nitropiridin
155 1787 DMSO 4294 C23H16 FN5O3 Sinnamaldehit
156 1788 DMSO  319.14  CygH17NsO Sinnamaldehit
157 1789 DMSO  290.12  Cy7H14N4O Sinnamaldehit
158 'B23 DMSO  704.81  CssHa1FNgOsS Siprofloksasin
159 B31 DMSO 615.68  CasH3sFN;O6S Siprofloksasin
160 'B20 DMSO  589.73  CzsH3sN70sS; 6-apa

161 1S17 DMSO  326.82  Ci3H11CIN20,S; Silfon

162 1z-82 DMSO 340.41  CigH2N4O2 piperazin ve piridin
163 1Z-83 DMSO 512.06  CagH26CINsS piperazin ve piridin
164 7ACA DMSO - - Aminsefalosporinik asit
165 'B10 DMSO - - -

166 2C11 Etanol 386.00  CxH24N204 Dihidropiridin
167 2G10 Etanol 419.00  CisH29O2N Dihidropiridin
168 2A8 (M) Etanol 397.00  CxH2N,0O4F Dihidropiridin
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169 2H7 Etanol 333.00  Ci3H230sN Dihidropiridin

170 2M1 Metanol - EMg9 Semi-sentetik cuminekstrakti
171 2m2 Metanol - CFe7 Semi-sentetik cuminekstrakti
172 2Mm3 Metanol - CCu2 Semi-sentetik cuminekstrakti

173 34N-3,4M-30 Metanol  387.42 C24H21NOy -

32-Ket-
174 Metanol  407.48 Ca3H21NO4S -
PTSCI-2M

175 3GFF-22-H Metanol  257.25  CisH1FNO; -

SFOH-32-
176 Metanol  256.275 CisH13FN,O -
Etanol

KTU Kimya Boliimii gretim iiyesi Prof. Dr. Neslihan Demirtas’dan temin edilmistir.
2 KTU Kimya Béliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Miinevver Sokmen’den temin edilmistir.
8 KTU Kimya Béliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Nurettin Yayli’dan temin edilmistir.

4 KTU Kimya Béliimii 6gretim iiyesi Dog. Dr. Yasemin Unver’den temin edilmistir.

Calismada kullanilan dogal madde ekstraktlar1 Tablo 2’de sunulmustur.

Tablo 2. Dogal madde ekstraktlari

SiraNo  Tyri

2Yesil cay ekstrakti

$Uziim ¢ekirdegi ekstrakt1 (Kalextract®, Turkey)
$Zeytin yaprag: ekstrakt: (Kalextract®, Turkey)
Svanilla ekstrakti (McCormick®, ABD)

SRedpanax Ginseng ekstrakti (Prince of Peace®, China)

$Propolis (Fanus®, Trabzon)

~N O O B W N

3Isirgan ekstrakti

2 Karadeniz Teknik Universitesi Kimya Boliimii 6gretim {iyesi Prof. Dr. Miinevver Sokmen’den temin
edilmigtir.
3 KTU Kimya Béliimii 6gretim iiyesi Prof.Dr. Nurettin Yayli’dan temin edilmistir.

$ Ticari olarak temin edilmistir.
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5.2. Yontem
5.2.1. Besiyerlerin Hazirlanmasi

Tum besiyerlerinin hazirlanmasinda distile su kullanilmistir ve 121°C’de 15

dakika sterilizasyon islemi otoklavda ger¢eklesmistir.
5.2.1.1. Kat1 ve Siv1 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

LB, TSA, MHA ve SDA besiyerleri Uretici firmalarin talimatlarina gére cam
siselerde hazirlanmis ve otoklavlandiktan sonra 55°C’ye kadar sogutulup sterilpetri
plaklara yaklasik 4 mm kalinliginda dokiilerek oda sicakliginda birakilmistir. Daha
sonra kullanmak {izere +4°C’ye buzdolabinda saklanmistir. Bu besiyerleri QS testi ve

antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilmistir.

TSB, MHB ve LB sivi besiyerleriiiretici firma talimatina gére cam siselerde
hazirland1 ve otoklavlandiktan sonra oda 1sisinda steril dolapta kullanmak i¢in muhafaza

edildi. Bu besiyerleri suslarin stoklanmasinda, MIK ve QS testlerinde kullanildi.
5.2.2. Bakteri Suslarmin Uretilmesi ve Stoklanmasi

Calismada kullanilan suglarin uzun siireli muhafazasi i¢in TSB ve LB sivi
besiyerilerine (bakteri susuna 06zel) tek koloni ekilmis ve iiremeleri i¢in 37°C
(Chromobacterium igin 30°C) sicakliga ayarlanmis etiivde bir gece inkiibe edilmistir.
Kiltire toplam hacminin %]10’u kadar gliserol (steril) ilave edilmis ve vorteks

yapildiktan sonra -80°C’de saklanmustir.
5.2.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi
5.2.3.1. Kimyasal Stoklarin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan tiim kimyasal maddeler 100 pg/mL konsantrasyonunda
ilgili ¢oziiciilerde (DMSO, etanol veya metanol) steril sartlarda ¢oziildiikten sonra
kullanildi.

5.2.3.2. Dogal Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan dogal ekstraktlar sivi halde bulunan ticari veya KTU
Kimya bolimiinden temin edildi. Cozilcl olarak su kullanilan ekstraktlar 0.45 pm’lik
filtrelerden gegirilip steril edildi ve kullanima hazir halde +4°C’de buzdolabinda

muhafaza edildi. Tim ekstraktlar 100 pg/ml konsantrasyonunda kullanildi.

28



5.2.3.3. Sinyal Molekiillerin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

C6-AHL 2 mg/ml, C7-AHL 21 mg/ml, C12-AHL 2.8 mg/ml
konsantrasyonlarinda DMSO ve etil asetat igerisinde ayr1 ayr1 hazirlandi. Hazirlanan bu
stok soliisyonlarindan 10 katli diliisyonlar halinde calisma soliisyonlar1 hazirlandi.

Calisma sollisyonlarmin hazirlanmasinda ¢dziicii olarak DMSO ve etil asetat kullanildi
(68).

5.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Testleri

Test edilen mikroorganizmalara karst test materyallerinin antimikrobiyal
aktiviteleri agar kuyucuk difuizyon metodu ile test edildi. Test edilen sentetik kimyasal
maddeler 100 pg/ml konsantrasyonunda DMSO, etanol, metanol veya distile su yardimi
ile ¢ozuldu. Fizyolojik tuzlu su (FTS) icinde 0.5 Mc Farland’a ayarlanan bakteri
stispansiyonlarindan bakteriler i¢in hazirlanan MHA, maya i¢in ise SDA plaklarma 10
ul (10° olmak uizere) inokiile edilip, drigalskispatiilii ile yayma ekim gerceklestirildi.
Besiyerleri lzerine 4-6 mm c¢apinda kuyucuklar agildi. Bir kuyucuga negatif kontrol
olarak ¢oziicii madde bir kuyucuga pozitif kontrol olarak ampisilin, gentamisin veya
amfoterisin B ilave edildi. Diger kuyucuklara ise test materyallerinden 50 pleklendi. Bu
islem tiim test mikroorganizmalari i¢in ayr1 ayri tekrar edildi. C. violaceum indikator
suslart 30°C’de ve diger test mikroorganizmalar1 37°C’de 24-48 saatlik inklibasyona
birakildi. Siire sonunda kuyucuklarin etrafinda olusan inhibisyon zon caplari

degerlendirildi (69,70).
5.2.5. Minimum inhibisyon Konsantrasyon Testi

Mikroorganizma tliremesinin engellendigi en diisiik konsantrasyona minimum
inhibitor konsantrasyonu (MIK) denir. Birim olarak mg/l ile ifade edilir. Antibakteriyel
etki gosteren test maddelerinin MIK degerleri test mikroorganizmalar: icin Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI M7-A7 vol. 26 No. 2 Replaces M7-A6 vol. 23 No.

2) tarafindan bildirilen mikrodiliisyon yontemi esas alinarak TSB besiyerinde belirlendi.

MIK belirleme islemi 96 kuyucuklu mikropleytler kullanilarak gerceklesti.
Mikropleytin tiim kuyucuklarma 100 ul MHA eklenildi. Mikropleytin bir kuyucuguna
sterilite kontroll i¢in sadece MHA, bir kuyucuguna da treme kontroli igin sadece
MHA ve 5x10° CFU/mI konuldu. Mikropleytin ilk kuyucuguna 100 ul test materyali

ilave edildi. Ilk kuyucuktan itibaren 1/2 oraninda seri diliisyonlar yapildi ve son
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kuyucuktan alman 100 pl sivi disar1 atildi. McFarland 0.5’e ayarlanmig bakteri
suispansiyonlarindan her bir kuyucuga 5 ul (5x10° CFU/ml) ilave edildi. Bu islem biitiin
bakteri tiirleri i¢in ayr1 ayri tekrarlandi. Test mikroorganizmalar1 37°C’de C. violaceum
suslar ise 30°C” de 24 - 48 saat inkUbe edildikten sonra degerlendirildi (71).

5.2.6. Quorum Sensing Inhibisyon Testi

Test edilen sentetik kimyasallar ve dogal ekstraktlarin QS sinyallerini bloke
etmeleri C. violaceum ATCC 12472, C. violaceum VIRO07, C. violaceum CV026, C.
violaceum ATCC 31532 biyosensor suslar1 kullanilarak agar kuyucuk difiizyon yéntemi
ile test edildi. C. violaceum ATCC 12472 ve C. violaceum ATCC 31532 yabani tip
suslart quorum sensing kontroliinde viyolasin isimli mor bir pigment tretmektedir. C.
violaceum ATCC 31532 susunun Viyolasin genine (cvil) mini-Tn5 (kanamisin direng
geninin) insersiyon yapilarak viyolasin pigmenti Uretemeyen mutant C. violaceum
CV026 susu gelistirilmistir. Benzer olarak, C. violaceum ATCC 12472 susunun
viyolasin genine (cvil) kanamisin diren¢ geninin tekli rekombinasyonu ile mutant
VIRO07 susu gelistirilmistir. Mutant olan CV026 susu viyolasin pigmentini liretebilmesi
i¢in disaridan kisa zincirli AHL (C4-C8) ilavesine gerek duymaktadir. Bir diger mutant
sus olan VIR07’nin viyolasin pigmentini iiretebilmesi i¢in disaridan uzun zincirli AHL
(C10-C16) ilavesine ihtiyag duymaktadir. Bu nedenle bu suslar QS inhibitorlerinin

tespitinde indikator bakteriler olarak kullanilmaktadir.
5.2.6.1. Agar Kuyucuk Yontemi

Luria Bertani Broth igerisinde bir gece iiretilmis C. violaceum ATCC 12472, C.
violaceum ATCC 31532 kiiltiirlerinden 5 ml’lik erimis LB (% 0.3 w/v) agar icerisine 50
ul inokiile edildi. Daha sonra bu agar soliisyonu LB agar plagiin iizerine dokiildii ve
katilagan plak iizerine 4-6 mm c¢apinda kuyucuklar agildi. Bazi kuyucuklar pozitif ve
negatif kontrol olarak kullanilirken diger kuyucuklara ise test materyalleri ilave edildi.
Her bir kuyucuga 50 pl 6rnekinokiile edildi. Bir gecelik 30°C’de inkiibasyon sonunda
kuyucuklar degerlendirildi. Kuyucuk etrafinda pigment olusumunu engelleyen (renksiz)

fakat bakteri tremesini etkilemeyen madde QS inhibitdrii olarak degerlendirildi (18,72).

C. violaceum CV026 ve VIRO07 suslari LB siv1 besiyerinde 30°C’de, 120 rpm
calkalayicida bir gece iiretildi. Bir gecelik kiiltiirlerden 50 ul alinarak her biri 5 ml
hacminde 50°C su banyosunda tutulan LB yumusak agar igerisine ilave edildi. CVV026
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icin agar solisyonuna C6-AHL ve C7-AHL, VIRO7 i¢in ise C12-AHL kulttr-bakteri
karisimma 25 pl 1 mM AHL ilave edildi, iyice vortekslendikten sonra LB agar
plaklarinin tizerine dokiildii. Dokiilen yumusak agar donduktan sonra 4-6 mm ¢apinda
kuyucuklaragildi. Birkuyucuga pozitif kontrol olarak 50 pl son konsantrasyonu 10
mg/ml olan vanilya ekstrakti ve diger kuyucuklara 50 pl hacminde son

konsantrasyonlar1 100 pg/ml olan kimyasal maddelerden ilave edildi (73).
5.2.6.2. Spektrofotometrik Yoéntem

Kalitatif yontem ile QS inhibisyon etki gosteren maddelerin MIK degerleri elde
edildikten sonra, bu degerlerin altinda olmak sartiyla bakterilerin Uremesini
engellemeyen ancak pigment {iremesini inhibe eden derisim miktarini bulmak ve ayrica
en diisiik ve en etkili olan derisimlerin varliginda bakteri konsantrasyonu ile pigment

miktar1 arasindaki degisimi tayin etme amactyla yapilan bir yontemdir.

C. violaceum ATCC 12472 ve C. violaceum ATCC 31532 suslart 30°C’de
calkalamali etiivde bir gece inkiibasyona birakilmistir. Her sus i¢in drnekler ve kontrole
ayr1 erlenmayerlere 25 ml LB sivi besiyeri koyuldu, her &rnekten sub-MIK
konsantrasyonundan baslamak Uzere %2 dilusyonlar ile 4 konsantrasyon hazirlandi. Son
olarak erlenmayerlere bir gecelik bakteri kultirinden 500 pL ilave edildi.
Erlenmayerler 120 rpm de 30°C’de galkamali etiive inkiibasyona birakildi.

Bu yontemde bakteri yogunluguna paralel olarak pigment yogunlugunda elde
etmek amaciyla her saat basi ayrica pigment tayini de yapilmistir. Bakteri miktarinin
600 nm okuma iglemi bittikten sonra kiivetlerdeki kiiltiirler ependorflara aktarilmis ve
13.000 rpm’de 10 dk. santrifiij yapildiktan sonra ependorftaki iist faz atilarak alt
kisimda kalan pelet tizerine 1 ml DMSO ilave edilmistir ve pipetleme ile karigtirildiktan
sonra vorteks yapilmistir. Daha sonra tekrar 13.000 rpm’de 10 dk. santrifiij yapilmistir.
Olusan supernatant spektrofotometre kiivetine alinarak 585 nm’de okunmus ve degerler

kaydedilmistir (74).
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6. BULGULAR

6.1. Antimikrobiyal Aktivite Test Bulgular:

Sentetik kimyasal ve dogal ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri S. aureus, E.

coli, P. aeruginosa, E. faecalis, B. subtilis, A. haemolyticus, E. aerogenes, K.

pneumoniae, L. monocytogenes, P. mirabilis, S. Typhimurium, C. violaceum ATCC

12472, C. violaceum ATCC 31532, C. albicans ve C. parapsilosis suslar1 kullanilarak

agar-kuyucuk difiizyon yontemi ile saptanmustir. Test edilen 183 sentetik ve dogal

maddelerden antimikrobiyal etki gdsteren 16 sentetik maddenin inhibisyon zon ¢aplari

milimetrik olarak bir cetvelle ol¢giilerek Tablo 3’te sunulmustur ve ayrica 6rnek 2’ye

uygulanan antibakteriyal testi sekil 8’de gosterilmistir. Testler en az 2 kez tekrarlanmig

ve sonuclar bu testlerin aritmetik ortalamasi alinarak verilmistir.

etki gostermedigi saptanmustir.

Test edilen hi¢bir maddenin C. albicans ve C. parapsilosis suslarina antifungal

Tablo 3. Test mikroorganizmalarinin agar-kuyucuk difiizyon testi ile inhibisyon zon
caplart (mm)

(%]

3 g S g & 5 2 5 egg eg
3 %] =] 2 2 P c IS (=) = = S < S un
v > = = T = > <5} o S o o Sl 8 —

— o [=)) o E ° (@] IS = © = < — 3 on
3 > Q o ] S s o S ) = g =0 =0
3 © Ll o e [z b} 7} Q =4 IS = 230 N S)
s %) I i m © © s 5 . > > >
= o < U F g o £ 5% G

o <C X i %)

1A8 26 37 27 22 34 29 31 33 24 24 34 39 45
1A9 24 34 21 16 28 17 30 31 - - 30 35 38
B22 22 30 19 - 22 16 30 30 - - 28 38 35
B30 20 28 19 - 24 12 31 28 - - 27 38 35
B37 25 28 20 - 25 17 29 30 - - 28 42 32
'B49 23 30 21 - 23 17 29 29 - - 26 42 35
IN16 - - - - 18 - - - - - - - -
IN19 - - - - 16 - - - - - - - -
Y32 - 18 - - 24 - - - - - 18 24 22
Y33 - 14 - - - - - - 23 - 16 23 23
1518 - - - - - - - - - 20 - - -
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Tablo 3. (Devam)

746 28 39 23 23 31 27 32 35 28 27 35 43 40
1753 29 41 25 23 30 27 33 35 29 30 37 43 40
754 25 35 18 18 26 14 32 31 - - 31 4 38
B23 28 37 25 19 31 26 31 33 28 27 37 39 46
B31 30 39 27 23 32 24 34 32 28 28 36 36 47
Amp 36 - - 29 20 - - - - - - - -
Gen - 25 22 - - 24 24 24 - -2 18 19
Tet - - - - - - - - 19 - - - -
Sef - - - - - - - - - 35 - - -

a b

Sekil 8. Agar-kuyucuk difiizyon testi. a) S. aureus’un test edilen bazi kimyasallara
duyarlihginin gosterilmesi: +; Ampisilin, 1; 'B48, 2; 'S18, 3; 'B22, 4; 'B3
b) C. violaceum ATCC 31532’un test edilen bazi kimyasallara duyarliliginin
gosterilmesi: G; Gentamisin, 1; 1746, 2; 1753, 3; 1254, 4; 'B23

6.2. Minimum inhibisyon Konsantrasyonu Test Bulgular

S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, B. subtilis, A. haemolyticus, E.
aerogenes, K. pneumoniae, L. monocytogenes, P. mirabilis, S. Typhimurium, C.
violaceum ATCC 12472 ve C. violaceum ATCC 31532 suslarinda antimikrobiyel etkili
maddelerin MIK test sonuclar1 Tablo 4’de sunulmustur ve drnek bir MIK testi Sekil

9’da gosterilmistir.
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Tablo 4. Test mikroorganizmalari MIK test sonuglart (pg/ml)

© 3 & § g 8 8
S o ul g ; 2 3 g = E 5§ - 8¢
= a < Wy f o : 2 g
O O
A8 078 0.02 039 156 009 0.19 0.09 009 039 039 009 0.19 0.19
A9 312 009 3.12 625 3.12 3.12 0.78 1.56 - - 0.19 3.12 3.12
B22 1.56 0.09 3.12 - 0.78 3.12 0.19 0.78 - - 0.19 156 0.78
B30 0.78 0.09 3.12 - 0.78 3.12 0.19 0.78 - - 0.19 0.78 0.78
B37 1.56 0.09 3.12 - 0.78 3.12 0.19 0.78 - - 0.19 0.78 0.78
B49 0.78 0.09 1.56 - 0.78 1.56 0.19 0.78 - - 0.09 0.78 0.39
N16 - - - - 078 - - - - - - - -
INI9 - - - - 156 - - - - - - - -
Y32 - 156 - - 039 - - - - - 312 156 0.78
Y33 - 312 - - - - - - 625 - 625 125 125
S18 - - - - - - - - - 312 - - -
1746 0.78 0.04 0.78 3.12 0.19 0.19 0.09 0.09 0.19 0.19 009 0.19 0.19
1753 039 0.04 0.39 0.78 0.09 0.09 0.04 0.19 0.09 - 0.04 0.19 0.19
1754 156 0.09 156 3.12 078 1.56 0.19 1.56 - 0.19 0.09 0.78 0.78
'B23  0.78 0.04 0.39 3.12 0.19 039 004 0.19 0.19 019 0.19 0.19 039
'B31 0.78 0.04 039 3.12 0.09 039 019 0.09 0.19 019 0.19 0.19 0.19
- : inhibisiyon yok

Sekil 9. P. aeruginosa MIK testi: A; 'A8, B; 'A9, C; 'B22, D; 'B30, E; 'B37, F; 'B49,

G; 746, H; 'Z53. Madde konsantrasyonlar1 soldan saga birinci kuyucukta 50
pg/ml olmak iizere devam eden kuyucuklarda, 25 pg/ml, 12.5 pg/ml,
6.25ug/ml, 3.12 pg/ml, 1.56 pg/ml, 0.78 ng/ml,0.39 pg/ml,0.19 pg/ml, 0.09
pug/ml,0.04 pg/ml ve 0.02 pg/ml olacak sekilde iki kat sulandirildi. Takip eden
son iki kuyucuk iireme ve sterilite kontrolii olarak kullanildi. A11 ve B12-H12
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kuyucuklar1 maddeler ve besiyeri sterilite kontrolii, A12 bakteri tireme kontrolii
(maddesiz) olarak kullanildi.

6.3. Quorum Sensing inhibisyonu Test Bulgular
6.3.1. Agar Kuyucuk Test Sonuclari

C. violaceum suslarinda sentetik kimyasallar ve dogal ekstraktlarin QS
sinyallerini bloke etmeleri yumusak (soft) agar yontemi ile test edilmistir ve sonuglar

Tablo 5’de sunulmustur ayrica 2’nin 6rnek yumusak agar testi sekil 10’da gdsterilmistir.

Tablo5. C. violaceum suslariin QS test sonuglari

C. violaceum C. violaceum
Madde C. violaceum VIR07 C. violaceum CV026
Kodu ATCC 12472 ATCC 31532
Ci2 Ce Cr
B29 + + + + +
'B438 + + - +
'B28 + + - + +
1750 + + - + +
1751 + + + + +
M1 + + - +
M2 + + - +
M3 + - - +

C6, C7 ve Cl12: C. violaceum CV026 ve VIRO7 suslarna disaridan verilen farkli AHL QS sinyal
molekiilleri

a b

Sekil 10. Yumusak agar yontemi ile QS testi. a) C. violaceum ATCC 31532 QS testi: 1;
YY17, 2; *YY18, 3; 4YY19, 4; 4YY20, 5; *YY21, 6; 'B28, 7; 'B35, §;
vanilya, 9; DMSO. Sekilde goriildiigli gibi sadece pozitif kontrol (8.kuyucuk)
ve 'B28 (6.kuyucuk) etrafinda pigment iiretimi inhibe olmaktadur.
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b) C. violaceum VIR07 QS testi: C12 AHL molekiilii varliginda ,(1: 'B29, 2:
1B28, 3: 1750, 4: 'Z51, +: vanilya) kuyucuklarin hepsinin etrafinda inhibisyon
gorilmektedir.

6.3.2. Spektrofotometrik Test Sonuclari

C.

violaceum ATCC 12472 ve C. violaceum ATCC 31532 suslarinda kalitatif

yontem ile tespit edilen QS etkili maddeler kantitatif (spektrofotometrik) yontem ile test

edilmistir ve sonuglar Tablo 6-17 ve sekil 11-22°de gosterilmistir.

Tablo 6. C. violaceum ATCC 12472 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'B28

maddesinin etkisi. 'B28 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 ng/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iireme degerleri (b) viyolasin
tireme degerleri

OD 600 nm (C. violaceum ATCC 12472 iiremesi)

OD 585 nm (Viyolasin konsantrasyonu)

B28 konsantrasyonu (pg/ml) B28 konsantrasyonu (pg/ml)
N N
< <
b Negatif s Negatif
@ | 125 6.25 3.12 1.56 Kontrol 12.5 6.25 3.12 1.56 Kontrol
8 0.223 0.525 1.583 1.941 2.351 8 0 0 0.011 0.023 0.057
12 | 0.521 0.846 2.556 2.748 3.018 12 0.031 0.06 0.245 0.314 0.415
16 | 0.071 1.216 2.657 3.031 3.6 16 0.035 0.045 0.322 0.562 0.805
20 | 0.127 1.695 3.2 3.6 3.9 20 0 0.058 0.54 0.886 1.188
a b
> =125 1.4 m125
4 : 1.2
1
S 3 m6.25 " 6.25
© % 0.8
82 - 3.12 8 0.6 3.12
1 4+ 0.4 -
m1.56 02 4L =156
0- 0
8 12 16 20 i ;
 Negatif 3 12 16 20  Negatif
Saat Kontrol Kontrol
Saat
a b

Sekil 11. C. violaceum ATCC 12472 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'B28

maddesinin etkisi. 'B28 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 ng/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iiremesine etkisi (b) viyolasin
tiretimine etkisi
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Tablo 7. C. violaceum ATCC 12472 susunun iiremesine ve viyolasin {iretimine 'B29

maddesinin etkisi. 'B29 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iireme degerleri (b) viyolasin
iireme degerleri

OD 600 nm (C. violaceum ATCC 12472 iiremesi) OD 585 nm (Viyolasin konsantrasyonu)
B29 konsantrasyonu (pg/ml) B29 konsantrasyonu (pg/ml)
N N
< «
s Negatif s Negatif
@ | 125 6.25 3.12 1.56 Kontrol @ 12.5 6.25 3.12 1.56 Kontrol
8 0.36 0.834 1.714 2.04 2.351 8 0 0 0.003 0.017 0.057
12 0.97 1.359 2.356 2.718 3.018 12 0.049 0.029 0.134 0.259 0.415
16 | 0.322 1.576 2.73 3.03 3.6 16 0.052 0.078 0.244 0.422 0.805
20 | 0.032 2.279 2.992 33 3.9 20 0 0.131 0.457 0.606 1.188
a b
5 1.4
m125 m125
4 1.2
®6.25 1 m6.25
3 7 0.8
o wn O
Qe 0
g 2 3.12 1 0.6 - 3.12
o 8 04 -
11y m1.56 0.2 - m1.56
0 - 0 -
8 12 16 20 H Negatif 8 12 16 20 M Negatif
Sast Kontrol Saat Kontrol
a b

Sekil 12. C. violaceum ATCC 12472 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'B29

maddesinin etkisi. 'B29 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 ng/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iiremesine etkisi (b) viyolasin
iiretimine etkisi
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Tablo 8. C. violaceum ATCC 12472 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'Z50
maddesinin etkisi. 'Z50 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 ng/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iireme degerleri (b) viyolasin

tireme degerleri

OD 600 nm (C. violaceum ATCC 12472 iiremesi)

OD 585 nm (Viyolasin konsantrasyonu)

750 konsantrasyonu (pug/ml) 750 konsantrasyonu (pg/ml)
N N
< < .
b Negatif b Negatif
@ | 125 6.25 3.12 1.56 Kontrol 12.5 6.25 3.12 1.56 Kontrol
8 0.034 0.662 1.711 2.139 2.351 8 0 0 0 0.023 0.057
12 | 0.048 1.019 2.548 2.775 3.018 12 0 0 0.175 0.227 0.415
16 | 0.056 1234  2.781 2.926 3.6 16 | 0.017 0.032 0.259 0.805
20 | 0.157 1.744 3.1 32 39 20 0.028 0.056 0.442 1.188
a b
5 m125 1.4 m125
4 1.2
m6.25 1 m6.25
3 0.8
S 2 - % 0.6 - 3.12
3 3.12 ®
a 0.4 -
8 T © m156
m156 0.2 - -
0 - 0 -
8 12 16 20 W Negatif
¥ Negatif 8 12 16 20 ¢ g |
Saat Kontrol Saat ontro
a b

Sekil 13. C. violaceum ATCC 12472 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'Z50
maddesinin etkisi. 'Z50 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iiremesine etkisi (b) viyolasin

uretimine etkisi
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Tablo 9. C. violaceum ATCC 12472 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'Z51

maddesinin etkisi. !Z51 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 ng/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un tireme degerleri (b) viyolasin
tireme degerleri

OD 600 nm (C. violaceum ATCC 12472 iiremesi)

OD 585 nm (Viyolasin konsantrasyonu)

Z51 konsantrasyonu (pg/ml) Z51 konsantrasyonu (pg/ml)
N N
] ]
s Negatif s Negatif
w»
12.5 6.25 3.12 1.56 Kontrol @ 12.5 6.25 3.12 1.56 Kontrol
8 0.327 0.713 1.885 2.206 2.351 8 0 0 0.006 0.03 0.057
12 | 0.202 1.225 2.675 3.012 3.018 12 0.003 0.009 0.198 0.417 0.415
16 | 0.621 1.449 34 3.6 3.6 16 0.057 0.062 0.296 0.451 0.805
20 0.08 1.778 3.7 3.9 39 20 0 0.062 0.544 0.776 1.188
a b
5 m12.5 1.4 m125
4 1.2
m6.25 1 m6.25
3 n
® 0.8
g 2 - 3.12 Q06 3.12
@ o
a 1 04 -
o m1.56 0.2 - m1.56
0 - 0 -
12 16 20 ™ Negatif 8 12 16 20  ™Negatif
Saat Kontrol saat Kontrol
a b

Sekil 14. C. violaceum ATCC 12472 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'Z51
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maddesinin etkisi. 'Z51 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iiremesine etkisi (b) viyolasin
iiretimine etkisi



Tablo 10. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'B28
maddesinin etkisi. 'B28 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un tireme degerleri (b) viyolasin
tireme degerleri

OD 600 nm (C. violaceum ATCC 31532 iiremesi) OD 585 nm (Viyolasin konsantrasyonu)
B28 konsantrasyonu (p.g/ml) B28 konsantrasyonu (pg/ml)
N N
< <
s Negatif s Negatif
w2
12.5 6.25 3.12 1.56 Kontrol @ 12.5 6.25 3.12 1.56 Kontrol
8 0.026 0.434 1.532 2.216 2.308 8 0 0 0 0.034 0.044
12 | 0238  0.736 2.03 2.243 2.361 12 0.009 0.02 0.066 0.094 0.281
16 | 0.074 1.158 2.543 2.856 2.783 16 0.01 0.023 0.224 0.379 0.445
20 | 0.038 1.491 2.895 3.01 32 20 0 0.115 0.434 0.438 0.667
a b
m125 0.8 =125
6.25 06 625
0.4
o 3.12 P 3.12
3 n
o o 0.2 -
S m1.56 o m1.56
0 4
® Negatif 8 12 16 20 m Negatif
Saat Kontrol Saat Kontrol
a b

Sekil 15. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'B28
maddesinin etkisi. 'B28 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iiremesine etkisi (b) viyolasin
tiretimine etkisi
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Tablo 11. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'B29

maddesinin etkisi. 'B29 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un tireme degerleri (b) viyolasin
tireme degerleri

OD 600 nm (C. violaceum ATCC 31532 iiremesi)

OD 585 nm (Viyolasin konsantrasyonu)

B29 konsantrasyonu (pg/ml) B29 konsantrasyonu (pg/ml)
N N
< <
s Negatif by Negatif
w2 v
12.5 6.25 3.12 1.56 Kontrol 12.5 6.25 3.12 1.56 Kontrol
8 0.141 0.445 1.613 1.924 2.308 8 0 0 0 0.004 0.044
12 | 0.192  0.855 2.047 2.355 2.361 12 0.141 0.013 0.062 0.08 0.281
16 0.06 1.323 2.666 2.783 2.783 16 0.028 0.012 0.193 0.25 0.445
20 | 0.048 1.531 2.956 3.2 3.2 20 0.007 0.067 0.323 0.367 0.667
a b
m125 0.8 m125
6.25 06 6.25
=) 0.4
8 3.12 P 3.12
o wn
o Q 0.2 -
=156 © m1.56
O .
® Negatif 12 16 20 ™ Negatif
Kontrol
Saat Kontrol Saat
a b
Sekil 16. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'B29
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maddesinin etkisi. 'B29 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iiremesine etkisi (b) viyolasin
iiretimine etkisi



Tablo12. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'Z50
maddesinin etkisi. !Z50 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 ng/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un tireme degerleri (b) viyolasin
tireme degerleri

OD 600 nm (C. violaceum ATCC 31532 iiremesi) OD 585 nm (Viyolasin konsantrasyonu)
1750 konsantrasyonu (pg/ml) 1750 konsantrasyonu (ug/ml)
N N
< <
< : < .
s 625 312 156 s 2| 125 625 312 156  Neeatil
ontrol Kontrol
8 0.225 0.48 1.486 1.926 2.308 8 0 0 0 0 0.044
12 | 0428 0.922 2.169 2.856 2.361 12 0.043 0.006 0.049 0.144 0.281
16 | 0.658 1.33 2.855 3.5 2.783 16 0.018 0.004 0.179 0.299 0.445
20 1.095 2.143 34 3.7 3.2 20 0 0.043 0.359 0.551 0.667
a b
4 m125 0.8 m125
3 m6.25 0.6 m6.25
2 0.4
3 3.12 § 3.12
() 1 4+— [a) 0.2
S m1.56 ° m1.56
0 - 0 -
8 12 16 20 W Negatif 8 12 16 20 m Negatif
Kontrol Kontrol
Saat Saat
a b

Sekil 17. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine !Z50
maddesinin etkisi. 'Z50 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iiremesine etkisi (b) viyolasin
tiretimine etkisi
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Tablo 13. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'Z51
maddesinin etkisi. !Z51 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 ng/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un tireme degerleri (b) viyolasin
tireme degerleri

OD 600 nm (C. violaceum ATCC 31532 iiremesi)

OD 585 nm (Viyolasin konsantrasyonu)

1751 konsantrasyonu (pg/ml) 1751 konsantrasyonu (ug/ml)
e N
= ]
b Negatif b Negatif
@ | 125 6.25 3.12 1.56 Kontrol 12.5 6.25 3.12 1.56 Kontrol
8 0.195 0.321 1.555 2.081 2.308 8 0 0 0 0 0.044
12 | 0.376 0.967 2.448 2.959 2.361 12 0.026 0.004 0.08 0.257 0.281
16 0.57 1.419 2.71 34 2.783 16 0 0.004 0.197 0.28 0.445
20 1.604 1.476 3.03 3.5 3.2 20 0 0.114 0.323 0.623 0.667
a b
4 "125 0.8 m125
3 =65 0.6 m6.25
2 0.4
S 3.12 3 3.12
® o
a 17— 8 o2
(o] m1.56 m1.56
0 - o -
8 12 16 20 m Negatif 1 2 3  Negatif
Kontrol Kontrol
Saat Saat
a b

Sekil 18. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'Z51
maddesinin etkisi. 'Z51 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iiremesine etkisi (b) viyolasin
tiretimine etkisi
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Tablo 14. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 'B48
maddesinin etkisi. 'B48 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un tireme degerleri (b) viyolasin
tireme degerleri

OD 600 nm (C. violaceum ATCC 31532 iiremesi)

OD 585 nm (Viyolasin konsantrasyonu)

'B48 konsantrasyonu (ug/ml) 'B48 konsantrasyonu (pg/ml)
N N
5 <
s Negatif s Negatif
w»
12.5 6.25 3.12 1.56 Kontrol @ 12.5 6.25 3.12 1.56 Kontrol
8 0.197 0.461 1.788 2.147 2.308 8 0 0 0 0.016 0.044
12 | 0301 0.889 2.324 2.761 2.361 12 0.02 0.041 0.073 0.157 0.281
16 | 0314 1.391 2.927 32 2.783 16 0.038 0.017 0.282 0.304 0.445
20 | 0.937 1.968 34 3.7 32 20 0 0.054 0.359 0.534 0.667
a b
4 m12.5 0.8 m125
3 T m6.25 0.6 m6.25
o
S 2 A - B 04
2 m156 s 3.12
[a]
© 1 - 002 -
m Negatif m1.56
0 - Kontrol 0 -
8 12 16 20 3.12 8 12 16 20 M Negatif
Kontrol
Saat Saat
a b

Sekil 19. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine'B48
maddesinin etkisi. 'B48 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iiremesine etkisi (b) viyolasin
tiretimine etkisi
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Tablo 15. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 2M1
maddesinin etkisi. M1 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un tireme degerleri (b) viyolasin
tireme degerleri

OD 600 nm (C. violaceum ATCC 31532 iiremesi)

OD 585 nm (Viyolasin konsantrasyonu)

M1 konsantrasyonu (pg/ml) M1 konsantrasyonu (pg/ml)
N N
= =
< . < .
s 625 312 156 s | 125 625 312 156  Nesatf
ontrol Kontrol
8 0.073 0.078 0.488 1.692 2.308 8 0 0 0 0 0.044
12 0.41 0.156 0.86 2419 2.361 12 0.058 0.024 0.035 0.164 0.281
16 | 0.106 0.153 1.726 2.868 2.783 16 0.034 0.007 0.052 0.286 0.445
20 | 0.077 0.169 2.492 33 32 20 0 0.002 0.168 0.466 0.667
a b
35 =125 08 =125
3
2.5 6.25 0.6 6.25
2
1.5 04 3.12
§ 5 A 3.12 § .
a L1 a 02
O 0.5 - m1.56 o m1.56
0 - 0 -
8 12 16 20 ™ Negatif 8 12 16 20  H Negatif
Kontrol Kontrol
Saat Saat
a b

Sekil 20. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine’M1
maddesinin etkisi. M1 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iiremesine etkisi (b) viyolasin
tiretimine etkisi
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Tablo 16. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine *M2
maddesinin etkisi. M2 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un tireme degerleri (b) viyolasin

tireme degerleri

OD 600 nm (C. violaceum ATCC 31532 iiremesi)

OD 585 nm (Viyolasin konsantrasyonu)

2M2 konsantrasyonu (pg/ml) M2 konsantrasyonu (pg/ml)
3 § Negatif
b Negatif » egati
4| 125 625 3.12 1.56 Korgmol 12.5 625 342 156 ol
8 | 027  0.068 0.506 1.618 2.308 8 0 0 0 0 0.044
12 | 0474  0.155 0.91 2.641 2.361 12 | 0.061 0.2 0.033  0.144 0.281
16 | 0.09 0.154 1.746 2.782 2.783 16 | 0.038 0.022 0.069  0.323 0.445
20 | 0.094 0266  2.693 32 32 20 | 0.001 0 0375 045 0.667
a b
3.5 =125 0.8 m125
3

2.5 A m6.25 0.6 m6.25
S 2] 0.4
S 1.5 - 3.12 § ' 3.12
[a) 1 A
o g 0.2

0.5 - H1.56 m156

0 - 0 -
H Negatif .
8 12 16 20 N 8 12 16 20 g Negatif
Saat Saat Kontrol
a b

Sekil 21. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine’?M2
maddesinin etkisi. M2 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iiremesine etkisi (b) viyolasin

uretimine etkisi
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Tablo 17. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine 2M3
maddesinin etkisi. M3 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un tireme degerleri (b) viyolasin
tireme degerleri

OD 600 nm (C. violaceum ATCC 31532 iiremesi)

OD 585 nm (Viyolasin konsantrasyonu)

2M3 konsantrasyonu (pg/ml) M3 konsantrasyonu (pg/ml)
3 § N if
b Negatif b egati
21 125 625 312 156 ot 125 625 302 156 il
8 0.219 0.058 0.676 1.485 2.308 8 0 0 0 0 0.044
12 0.06 0.063 0.867 2.648 2.361 12 0.026 0.009 0.021 0.235 0.281
16 | 0.574 0.125 1.573 2.806 2.783 16 0.061 0.099 0.032 0.418 0.445
20 | 0.066 0.072 2.206 3.1 3.2 20 0 0 0.176 0.604 0.667
a b
35 =125 0.8 m125
3
2.5 m6.25 0.6 m6.25
2 .
0.4
S 15 - 3.12 ® 3.12
(-] 1 - wn
8 8 o2
0.5 +— m1.56 m1.56
0 -~ 0 -
12 16 20 H Negatif 8 12 16 20 M Negatif
Kontrol Kontrol
Saat Saat
a b

Sekil 22. C. violaceum ATCC 31532 susunun iiremesine ve viyolasin iiretimine M3
maddesinin etkisi. M3 kodlu maddenin 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml
konsantrasyonlarinda (a) C. violaceum’un iiremesine etkisi (b) viyolasin
tiretimine etkisi
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7. SONUCLAR

Eyliil 2014 - Haziran 2015 tarihleri arasinda 15 bakterive 2 maya susu lizerine 176

sentetik kimyasal maddeve 7 dogal ekstraktin antimikrobiyal ve anti quorum sensing

aktivitelerini belirlemek amaci ile yaptigimiz calismada asagidaki sonuglar elde

edilmistir.

1.

Piperazin, norfloksasin, tiyomorfolin ve siprofloksasin tiirevi 14 maddenin B.
subtilis’e, 13 maddenin E. coli, S. Typhimurium, C. violaceum ATCC 12472 ve C.
violaceum ATCC 31532 suslarina, 11 maddenin S. aureus, P. aeruginosa, A.
haemolyticus, E. aerogenes, ve K. pneumoniae’ye karsi antibakteriyel aktivitesi
tespit edildi.

Piperazin, tiyomorfolin ve siprofloksasin tiirevi 7 maddenin E. faecalis’e, piperazin,
norfloksasin, tiyomorfolin ve siprofloksasin tiirevi 6 maddenin L. monocytogenes
vepiperazin, sefalosporin, tiyomorfolin ve siprofloksasin tiirevi 6 maddenin P.
mirabilis e kars1 antibakteriyel aktivitesi tespit edildi.

Test edilen kimyasal tiirevlerin higbiri C. albicans ve C. parapsilosis suslarina kars1
anti maya etkisi gostermedi.

Test edilen dogal ekstraktlarin higbirinde antimikrobiyal aktivite saptanmadi.
Sefalosporin, penisilanik asit ve tiyomorfolin tiirevi 4 maddede C. violaceum ATCC
12472 susuna kars1 anti QS aktivite saptandi.

Sefalosporin, penisilanik asit ve tiyomorfolin tiirevi 5 maddede vesemi-sentetik
cumin ekstresi 3 maddede C. violaceum ATCC 31532 susuna kars1 anti QS aktivite
gozlendi.

C. violaceum ATCC 12472 ve C. violaceum ATCC 31532 suslarinda bir dogal
ekstraktin (vanilya) anti-QS aktivitesi belirlendi.

C. violaceum VIR07 susunda C12 AHL molekiilii varliginda 4 kimyasal
sefalosporin, penisilanik asit, tiyomorfolin tiirevli maddede anti QS aktivitesi
gozlendi.

C. violaceum CV026 susunda C6 molekiilii varliginda 8 madde ve C7 molekiilii
varlhiginda 5 sefalosporin, penisilanik asit, tiyomorfolin, semi-sentetik

cuminekstrakti tiirevli maddede anti QS aktivitesi tespit edildi.
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8. TARTISMA

Gunumuzde antibiyotiklere karsi gelisen direng diinyada o6nemli bir sorun
olmaktadir. Ayrica ilaglara kars1i kazanilan direngle gelisen hastane enfeksiyonlari
hastanelerde kalis siiresini artirmakla birlikte 6liim oranimida artirmaktadir ve ayrica

fazla ek maliyete neden olmaktadir (75).

Dogru ve uygun antibiyotik secimi tedavinin en etkili temelidir. Bu nedenle
klinik duruma gore enfeksiyon etkeni mikroorganizmaya en yiiksek etkinligi olan ve
bunun yanisira en az yan etki gosteren, en ucuz ve dar spektrumlu ilacin segilmesi

amaclanmalidir (76).

Antibiyotiklere kars1 gelisen direncin her gegen giin artisi ile beraber bu direnci
onlemek icin tip uygulamalar1 ve Ozellikle antimikrobiyal duyarlilik testlerin
uygulanmas1 klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin 6nemli faaliyetleri arasinda yer

almaktadir.

Bu ¢aligmada farkli tiirevlerden olan kimyasal maddelerin ve dogal ekstraktlarin
test mikroorganizmalarinda antimikrobiyal ve anti QS aktivite testleri yapildi ve
piperazin, sefalosporinik asit, norfloksasin, penisilanik asit, tiyomorfolin, siprofloksasin
trevlerinden ve semisentetik cumin ekstraktlarindan olan maddelerin bazilarinda

onemli Olgude aktivite goruldi.

Piperazin bir kimyasal madde olarak yillardir farkli antihelmint ilaglarda ve
piperacillin  ve oxazolidinone gibi antibiyotiklerde Onemli bir bilesik olarak
kullanilmaktadir (77, 78). Bu maddenin MIK degeri E. coli susu i¢in EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) tarafindan 2 pg/ml
olarak kabul edilmektedir. Bu galismada piperazin tiirevinden olan A8 maddesi 0.02
ug/ml ve A9 maddesi 0.09 pg/ml MIK degerleriyle E. coli ATCC 25922 susunda daha

iyi bir antibakteriyel etki gostermistir.

Bu maddenin MIK degeri E. aerogenes, K. pneumoniae, S. Typhimurium suslart
icin EUCAST tarafindan 8 pug/ml olarak kabul edilmektedir (79). Bu ¢alismada ise A8
maddesi bu bakterilerde 0.09 pg/ml MIK degeriyle 6nemli bir etkiye sahip oldugu

saptanmuistir.
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Kharb ve ark. (77) 7-[4-(5-amino-1,3,4 thiadiazole-2-sulfonyl)]-1-piperazinyl
fluoroquinolonic tiirevlerini sentezlemisler ve gram negatif ve gram pozitif bakterilere
kars1 antibakteriyel etkilerini aragtirmiglardir. Gram negatiflerde etkti saptamamislardir
fakat gram pozitiflerde S. aureus, E. faecelis ve Bacillus sp. tiirlerine kars1 1-5 pg/ml
MIK degerleri ile pozitif etki bulmuslardir. Bu ¢alismada, bu tiirevden olan *A8 ve A9
maddelerinde hem gram negatiflerde hem de gram pozitiflerde antibakteriyel etki
bulunmustur. Ayrica *A8 maddesi B. Subtilis ATCC 6633 susunda 0.09 pg/ml MiK
degeriyle daha iyi bir etki gostermistir.

Tiyomorfolin bir kimyasal bilesik olarak gram pozitif bakterilere kars linezolid
gibi antibakteriyal ilaglarda bulunmaktadir (80). Ancak bu calismada bu tiirevden olan
maddeler hem gram negatif hem de gram pozitif bakterilerde antibakteriyal etki
gostermistir. Kardile ve ark. (81) tiyomorfolinin farkl: tiirevelerini sentezlemisler ve E.
coli, S. aureus, C. albicans ve A. niger’e kars1 antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir.
Onlarin sonuglari ile karsilastirildiginda bizim sonuglarimiz hem S. aureushem de E.

coli i¢in daha genis bir spektrum gdstermektedir.

Norfloksasin bir florokinolon tirevinden, gram negatif ve gram pozitif
bakterilere kars1 kullanilan antibiyotik olarak tanimlanmaktadir (82). Bu ¢aligmada bu
tirevden olan maddelerde benzer sekilde gram negatif ve gram pozitif bakterilerde

antibakteriyel etki saptanmustir.

Siprofloksasinde norfloksasin gibi florokinolonlarin bir tiirevi olarak gram
pozitif ve gram negatif bakterilere karsi kullanilmaktadir (82). Bu ¢alismadaki degerler
EUCAST tarafindan sunulan MIK degerleri ile karsilastirildiginda E. coli susu harig

diger suslarda benzer sonuglar bulunmustur.

Infeksiyon olusumunda, mikroorganizmalarin patojenisitesinde QS sinyallerinin
onemli rol oynadigi bilinmektedir. Sistemik bakteri infeksiyonlarinda yapilan
aragtirmalarda QS molekiillerinin etkilerinden dolay1 terapotik bir hedef olarak
degerlendirilmesi Onem tasimaktadir (83). Bu nedenle alternatif yol olarak QS
mekanizmasi, bakterileri 6ldiirmeksizin onlarin patojenik o6zelliklerini kontrol altina

almakla, yeni antimikrobiklerin gelisimine yol agmaktadir.

Klasik ilaglarla yapilan tedavilere gore QS yoluyla olusan inhibisyon daha

avantajli olabilmektedir. Bu yolla bakteri iizerine yapilan mutasyonlar seleksiyon
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olusturmaktadir ve ilag direncini azaltabilmektedir. Ayrica konakta olan diger bakteri
florasina zarar vermeden spesifik olarak sadece tek bir bakteri populasyonunda etkili
olmaktadir. Bu ¢esit yaklasimda bakteri direk dldiriilmeyecektir belki 6lii bakterilerden

salinan toksik lipopolisakaritlerin ortama salinmasi 6nlenecektir (84).

Martinelli ve ark. (85) Streptomyces antibioticus tarafindan {iretilen
furanonlarin, C. violaceum CV026 susunda etkili oldugu ve violasin liretiminin %20
oraninda azalti@in1 bulmuslardir. Bu ¢alismada C. violaceum CV026 susunda 'B29,
1B48, B28, Z50, 1751, *M1, M2, 2M3 maddeleri anti-QS aktivitesi gostermistir ve

viyolasin Gretiminin 6nemli 6lglide azaldigi gézlenmistir.

Choo ve ark. (86) yaptiklar1 ¢alismada C. violaceum CV026 susunda vanilya
ekstraktinin anti-QS aktivitesini spektrofotometrik olarak arastirmislar ve bu maddenin

viyolasin tliretiminin azalmasinda etkili oldugunu gézlemlemislerdir.

Bodini ve ark. (87) sarimsagin anti QS aktivitesini C. violaceum susunda
arastirmiglar ve sonug olarak bu maddenin QS mekanizmasini inhibe ettigini ve yiiksek
konsantrasyonda toksik oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismada C. violaceum ATCC
31532 susunda 'B29, 'B48, 'B28, 1Z50, 'Z51, M1, M2, 2M3 maddelerinde QS
inhibisyonu saptanmistir. Fakat bu maddelerin hicbirinde antibakteriyel aktivite

gbzlenmemistir.

Truchado ve ark. (88) C. violaceum CECT 494 susuna kars1 degisik floralardan
kaynaklanan 15 tiir balin QS etkisini arastirmislar ve balin en diisiik konsantrasyonunda
bile anti QS etkisini gézlemlemislerdir. Ancak konsantrasyon azalmasina bagli olarak
balin anti QS etkisininde azaldigini1 saptamislardir. Bu ¢alismada C. violaceum ATCC
12472 ve C. violaceum ATCC 31532 suslarinda bala benzer madde konsantrasyonuna

bagli olarak viyolasin {iretiminin azaldig1 goriilmistiir.

Musthafa ve ark. (89) Ananas comosus, Musa paradiciaca, Manilkara zapoda,
Ocimum sanctum bitki tdrlerini C. violaceum ATCC 12472, C. violaceum CV026
suslarinda test etmisler ve sonug¢ olarak bu ekstraktlarin higcbirinde antibakteriyel
aktivite tespit etmemislerdir. Ancak O. sanctum, A. comosus, M. paradiciaca ve M.
zapoda tiirlerinin sirastyla % 94.98, % 89.22, 89.54 ve % 90.28 oranlarinda viyolasin

uretimini azalttigin1 géstermislerdir. Bu ¢alismada benzer sekilde C. violaceum ATCC
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12472 ve C. violaceum ATCC 31532 maddelerin hicbirinde antibakteriyel aktivite tespit

edilmeden sadece viyolasin uretiminde azalmasiyla QS inhibisyonlar1 gozlenmistir.

Eris ve ark. (18) yaptiklar1 arastirmada C. violaceum ATCC 12472,C. violaceum
VIROQ7, C. violaceum CV026 suslarinda ¢evreyi algilama sistemi ile iiretimi kontrol
edilen viyolasin pigmenti iizerine giil suyu, giil yagi, absolit drneklerinin QS etkisini
arastirmislar ve giil yagi ve absoliitiin bu suslarda ¢evreyi algilama inhibitorii oldugunu
tespit etmislerdir. Bu c¢alismada C. violaceum ATCC 12472, C. violaceum VIRO07
suslarinda 'B29, 'B28, 1Z50, 1Z51 maddelerinin anti QS aktivitesi bulunmustur. Ayrica
C. violaceum CVO026 suslarinda 'B29, 'B48, 'B28, Z50, 1Z51, M1, M2, M3
antibakteriyel aktivitesi olmaksizin sadece pigment liretiminin engellendigi ortaya

cikmustir.

Calismadan elde ettigimiz sonuclara dayanarak, bazi maddelerin diisiik MIK
degerlerinden dolay1r yeni antibakteriyal maddelerin gelistirilmesinde kullanilma
potansiyelleri mevcuttur. Ayrica, bu c¢alismada anti QS etkileriilk kezortaya konan

maddelerin de ileride yapilacak ¢alismalarda degerlendirilmesi 6nerilmektedir.
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