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OZET

Yilmaz, Z. Klinik Orneklerden izole Edilen Pseudomonas aeruginosa Suslarinda Cesitli
Antibiyotiklerin "Quorum Sensing"e Ve Virulans Faktorleri Uretimine Inhibitor
Etkisinin Belirlenmesi. istanbul Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul, 2012.

Prokaryot organizmalar birbirleriyle sdzciikler yerine kimyasal bir dil kullanarak
iletisim kurmaktadir. Sinyal molekiillerinin kullanilmasi ile mikroorganizmalar ¢esitli
fonksiyonlarmi populasyon yogunluklarmma goére diizenleyebilmektedir. Bu olay
“Quorum Sensing (QS)” olarak adlandirilir.

Gilintimiizdeki biyoteknolojik arastirmalar QS sistemlerinde iletisimi saglayan ve
patogenezin  diizenlenmesinde rol oynayan  molekiillerin  tanimlanmasina
odaklanmaktadir. Gelecekte tasarlanacak antibakteriyel tedavi yontemlerinde, etkinligi
kanitlanmis QS inhibitorii maddelerin tek basina ya da antimikrobiyal maddelerle
kombine edilerek kullanilmasi ve bu yolla bir taraftan enfeksiyon etkeni bakteriler
lizerinde bakteriyostatik veya bakterisit etki yaratilirken, diger taraftan etken bakterinin
sahip oldugu virulans faktorleri {iretimi inhibe edilerek tedavi basart oraninin
arttirilmasi amaclanmaktadir.

Bu ¢alismada; ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen Pseudomonas aeruginosa
suslarinda QS sisteminde sinyal molekiilleri olarak rol oynayan Agil Homoserin Lakton
(AHL) iretimi ve baz1 virulans faktorlerinin (biyofilm, proteaz, swimming, swarming
ve twitching hareketleri) tiretimi arastirildiktan sonra sefepim ve kolistinin QS’ e ve
virulans faktorleri {iretimine inhibitor etki olusturup olusturmadigi fenotipik olarak
arastirilmistir. Incelenen P.aeruginosa suslarmm (n:120) % 75° inin AHL, % 1,6> sinin
biyofilm, % 63,3’ iiniin proteaz irettigi belirlenmistir. Ayni suslarda “swimming”
“swarming” ve “twitching” hareketi pozitiflik oranlar sirasiyla % 97,5, % 68,3, % 55
olarak saptanmustir.

Kolistin ve sefepimin proteaz iiretimini antibiyotiksiz besiyerine gore; sefepimin
proteaz inhibitdr etkisinin kolistine gore daha yiiksek ve aradaki farkin istatistiksel
yonden ileri derecede anlamli (p<0,001) oldugu saptanmistir. “Swimming” ve
“twitching” hareketine inhibitor etkinin; sefepimde kolistine gore daha giiglii oldugu
(sirasiyla p<0,040, p<0,005), “swarming” hareketine ise; her iki antibiyotigin esit
inhibitor etki meydana getirdigi belirlenmistir. Sonuglarimiz; 6zellikle sefepim olmak
tizere, denenen her iki antibiyotigin subinhibitor konsantrasyonlarinda g¢alismada
incelenen virulans faktorlerini ateniie edebildigi ve P.aeruginosa enfeksiyonlarinin
tedavisinde bu antibiyotiklerin subMIK konsantrasyonlarda bakterisit etkili baska
antibiyotiklerle kombine edilerek kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, Quorum Sensing, Virulans faktorleri,
Antibiyotikler, Antibiyoterapi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 16706
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ABSTRACT

Yilmaz, Z. Determination of the inhibitory efficacy of different antibiotics on Quorum
Sensing and production of virulence factors in Pseudomonas aeruginosa strains isolated
from clinical samples. Istanbul University, Institute of Health Science, Medical
Microbiology Department. Master's Thesis. Istanbul, 2012.

Prokaryotic organisms are communicate with each other using chemical
language instead of words. According to the population densities, microorganisms can
arrange their various functions by using signal molecules. This event is called “quorum
sensing (QS)”.

Today, biotechnological researches focus on the description of molecules which
play a role in providing communication in QS systems and regulating of the
pathogenesis. In the future, when antibacterial treatment method are designed, it is
important to use of QS inhibitor substances proven activity alone or in combination with
antimicrobial substances. In this way, aimed to create bacteriostatic or bactericidal
effect on the causative agent, on the other hand, inhibiting the production of virulence
factors of the bacteria, therefore, an increasing the success rate of the treatment.

In this study, production of acyl homoserin lactone (AHL) which plays as “a
signal molecules” in QS system, and production of some virulence factors (such as
biofilms, protease, and swimming, swarming, twitching motility) were investigated in
Pseudomonas aeruginosa strains isolated from different clinical samples. Followed by
the investigation of the inhibitor efficacy of cefepime and colistin phenotypically on QS
and production of virulence factors. It was determined that from a total of 120
P.aeruginosa strains, 75% were AHL, 1.6% formed biofilms; and 63.3% were produced
protease. Swimming, swarming and twitching motility were found to be positive in
97.5%, 68.3%, and 55%, of the strains respectively.

The production of protease in colistin and cefepime-containing media comparing
with media free antibiotics were analysed and it was detected that the protease
inhibitory effect of cefepime was higher than the colistin and this difference was
statistically highly significant (p<0,001). The inhibitory effect of cefepime was more
stronger than of colistin on swimming and twitching motility (p<0,040, and p<0,005,
respectively). The inhibitory effect of both antibiotics on swarming motility was same.
Our results showed that; subinhibitory concentration (subMIC) of both tested antibiotics
particularly cefepime, had an attenuate effect on virulence factors, therefore, combining
of subMIC of these antibiotics with other bactericidal antibiotics could be useful in the
treatment of P.aeruginosa related infections.

Key Words: Pseudomonas aeruginosa, Quorum Sensing, Virulence factors, Antibiotics,
Antibiotherapy.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 16706



1. GIRIS VE AMAC

Bakteriler kendi cogunlugunu (niifusunu) izlemek ve virulans faktorlerini
eksprese etmek icin kimyasal bir dil gelistirmislerdir. Bu dile “Quorum Sensing” (QS)
ve buna aracilik eden molekiillere de sinyal molekiilleri ad1 verilir.

Birgok gram pozitif ve negatif bakteri birbirleri ile farkli sinyal molekiilleri
araciligi ile iletisim kurmaktadir. Bu sinyal molekiillerini tiretmekle birlikte, bu
molekiillerin konsantrasyonunu algilayarak bakterinin bulundugu ortamda diisiik veya
yiiksek miktardaki populasyon yogunlugunu ayirt edebilmesini miimkiin kilmakta ve bu
sayede ortamda, hiicre sayisindaki degisiklige cevap olarak gen ekspresyonunun
kontroliinii saglamaktadir.

Pseudomonas aeruginosa’ nin virulans mekanizmalar1 da sinyal molekiillerinin
tretimi ile QS sistemleri tarafindan kontrol edilmektedir. Bu nedenle P.aeruginosa
suslarinda bu sinyal molekiillerinin {iretimi ile virulans faktorlerinin sentezlenmesi yani
patojenitenin olusturulmasi agisindan 6nem tasimaktadir.

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi genel olarak bakteri tiremesinin engellenmesi
veya bakterinin dldiiriilmesine dayanmaktadir. Ancak hizla gelisen antibiyotik direnci
bazen bu siireci basarisiz kilabilmektedir. Bakteriyel virulansi diizenleyen QS
sistemlerinin kesfi, enfeksiyon etkeni bakterinin kontrolii i¢in yeni bir firsat
saglamaktadir. QS sistemi inhibe edilerek bakterilerin birbirleriyle iletisimi ve virulans
faktorlerini iretmesi dnlenebilir. Bu faktorlerin ¢ogunun bakteriler i¢in 6zgiil olmasi ve
konak organizmada bulunmayis1 tedavinin 06zgilliiglinii saglayabilecektir. QS’ in
engellenmesi yeni antimikrobiyal tedavi rejimlerinin gelistirilmesinde yararlanilacak bir
stiregtir (1).

Bir yandan gelisen antibiyotik direnci, diger taraftan yeni gelistirilen antibiyotik
sayisindaki azalma tedavide onemli bir sorun olusturmaktadir. Yeni antimikrobiyal
hedeflerin saptanmasia yonelik arastirmalar arasinda, QS heniiz klinik kullanima
alimmamis olsa da, gelecek i¢in umut vaad etmektedir. “Quorum Sensing” ile ilgili
caligmalarin yeni ve dnemli bir antibiyoterapi alani olusturacagi diisiiniilmektedir.

Bu calismanin amaci; secilmis olan iki antibiyotigin (kolistin ve sefepim)
P.aeruginosa suslarindaki QS sistemine ve cesitli virulans faktorlerinin iiretimine

inhibitor etkisinin bulunup bulunmadigin belirlemek ve virulansi dogrudan hedef alan



antimikrobiyal  tedavilerde  P.aeruginosa  suslarii1  ateniie  etmek  iizere

kullanilabilirliklerini saptamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa’ nin genel 6zellikleri

Pseudomonadaceae ailesinde yer alan Pseudomonas cinsinde; diiz veya hafif
kivrimli, sporsuz, aerop, 0,5 — 1 um eninde 1,5 — 5,0 um uzunlugunda gram negatif
comak seklinde, hareketli bakteriler bulunur. Bu bakteriler toprak, su, bitki ve
hayvanlarda bulunduklarindan kozmopolittirler. Son oksijen alicisinin oksijen oldugu
zorunlu aerop solunuma dayali bir metabolizmalar1 vardir. Bu cinste yer alan tiirlerden
biri olan P.aeruginosa, klinik drneklerden en sik izole edilen non-fermentatif gram

negatif omaktir. Hareketli bir bakteri olup, bir ugta tek kirpik tasir (2).

Pseudomonas cinsi rRNA homolojilerine gore floresan ve non-floresan gruba
ayrilir. Floresan grupta yer alan Pseudomonas’ lar piyoverdin (floresein) olarak
isimlendirilen, suda ¢0ziinen, sari-yesil veya sari-kahverengi, kisa dalga boylu bir
pigment olustururlar. P.aeruginosa suslarinin ¢ogu, piyoverdine ek olarak mavi bir
pigment olan piyosiyanin lretirler. Piyoverdin suda ¢dziinen mavi renkli bir pigment
olan piyosiyanin ile birlestiginde P.aeruginosa igin karakteristik olan parlak mavi-yesil
rengi olusturur. Bu tiir ayrica piyorubin (kirmizi) veya piyomelanin (kahverengi-siyah)

gibi suda ¢6ziinen bagka pigmentleri de iiretebilir.

2.2. Laboratuvar tanisi

Pseudomonas aeruginosa suslar1 genellikle besiyerine yayilan pigmentleri ve
kokulartyla tanmirlar. Klinik 6rneklerden izolasyonu i¢in Kanli agar, Cukulata agar ve
MacConkey agar gibi kati besiyerleri kullanilir. Optimal iireme sicakhigi 37° C’ dir.
Kanli agarda hemoliz yaparlar ve genellikle beta hemolitiktirler. MacConkey agarda
laktoz negatif kolonilerin olusmasi, lireme ortaminda mavi-yesil pigment olmasi ve eksi

meyve kokusu Pseudomonas tiirlerini diigiindiiren tipik 6zelliklerdir.

P.aeruginosa 42°C’ de iireyebilme ozelligi ile klinik 6nemi olan diger

Pseudomonas tiirlerinden ayrilir. Ayrica oksidaz ve katalaz 6zellikleri pozitiftir (2-4).



2.3. P.aeruginosa’ nin Neden Oldugu Enfeksiyonlar

P.aeruginosa firsat¢1 bir patojendir. Konak savunmasi tam olan saglikli bireyler
ciddi P.aeruginosa enfeksiyonlar1 agisindan bir risk altinda degil iken, kanda bulunan
notrofil sayisi ciddi boyutta diisiik olan bireyler invazif enfeksiyonlar agisindan risk
altindadir (2, 5, 6). Ozellikle hastanede yatan ve immun sistemi gesitli nedenlerle
zayiflamis olan hastalarda; pnémoni, bakteriyemi, yanik infeksiyonlari, menenjit, beyin
absesi, endokardit, septik artrit, osteomyelit, deri ve yumusak doku infeksiyonlar1 gibi
klinik tablolara neden olmaktadir. Ayrica g6z, solunum sistemi, {iriner ve
gastrointestinal sistem enfeksiyonu etkeni de olabilmektedir. Ozellikle Kistik fibrozlu
hastalarda P.aeruginosa ciddi alt solunum yolu enfeksiyonlarina neden olur.
P.aeruginosa hastane enfeksiyonlari etkenleri igerisinde ilk siralarda yer almaktadir.
P.aeruginosa suslarinin etken oldugu enfeksiyonlar ve hazirlayic1 faktérler Tablo 2-
1’de gosterilmistir. Bu enfeksiyonlarda en énemli sorunlar ¢ogul antimikrobiyal direnci

ile, mortalite ve morbiditenin yiiksek olmasidir (7, 8).

Tablo 2-1: P.aeruginosa’ nin olusturdugu enfeksiyonlar.

Enfeksiyonlar Hazirlayici Faktorler

Mekanik ventilasyon, endotrakeal tiip,

Solunum yolu enfeksiyonlar trakeostomi tiipii, nazogastrik tiip

Kemoterapi, malign hematolojik hastaliklar, kalp

Bakteremi kapag protezi, damar i¢i uyusturucu kullanimi

Yaniklar, travma, dermatit, kontamine banyo ve

Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari kaplicalar

Kateterizasyon, instrumentasyon, bobrek

Idrar yolu enfeksiyonlart transplantasyonu

Travma, kontakt lens, tropikal steroid, kontamine

Go6z enfeksiyonlari g5z damlast, koma

Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari Travma ve cerrahi uygulamalar

Direkt inokiilasyon, kontajiydz yayilim veya

Kemik ve eklem enfeksiyonlari uzaktan hematojen yayilm

Kulak enfeksiyonlar Kronik hastaliklar, kontamine sularda yiizme




2.4. Virulans faktorleri

Bir firsatg1 patojen olan P.aeruginosa konak savunmasinin bozuldugu
durumlarda sahip oldugu ¢esitli virulans faktorlerini kullanarak enfeksiyonlara neden
olabilmektedir. P.aeruginosa suslarinda bulunan virulans faktorleri bakteri yiizeyi ile
iligkili virulans faktorleri ve hiicre disina salgilanan virulans faktorleri olmak tizere iki

kategoriye ayrilmaktadir (Tablo 2-2, Sekil 2-1) (9-12).

P.aeruginosa’ nin virulans mekanizmalar1 sinyal molekiilleri araciligi ile QS
sistemi tarafindan kontrol edilmektedir. Bu nedenle P.aeruginosa suslarinda bu sinyal
molekiillerinin iiretimi, virulans faktorlerinin {iretilmesi yani patojenitenin olusturulmasi

acisindan 6nem tagimaktadir.
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Aljinat o e
. Ekstraselliiler tiretimler:
Nonpilus - proteaz:
adhezin - LasA elastaz

- LasB elastaz
- alkalen proteaz
- hemolizinler:
-fosfolipaz C
- ramnolipid
- ekzotoksin A
- ekzoenzim S
- piyosiyanin

Sekil 2-1: P.aeruginosa’da bulunabilen virulans faktorleri (12).



Tablo 2-2: P.aeruginosa’da bulunabilen virulans faktorleri.

Bakteri Hiicre Yiizeyi Hiicre Disina  Salgilanan

ile iliskili Virulans Faktorleri | Virulans Faktorleri

Kirpik Proteaz

Pili (Fimbriya) Elastaz

Lipopolisakkarit (LPS) Piyosiyanin

Aljinat Ramnolipid
Fosfolipaz C

Ekzotoksin A

Sitotoksin

2.4.1. Bakteri Yiizeyi Ile Iliskili Virulans Faktorleri
P.aeruginosa hiicre yiizeyi ile iligkili bir takim virulans faktorlerine sahiptir ve
bunlar kolonizasyonda o6nemli rol oynar. Bu faktorler kirpik, pili (fimbriya),

lipopolisakkarit (endotoksin) ve aljinatdir.

2.4.1.1. Kirpik

Kirpik hareket organelidir. Protein yapida, sitoplazmadan koken alan
uzantilardir. Hareketli bakteriler kirpikleri sayesinde besin kaynaklarmin oldugu

bolgeye daha kolay gidebilirler.
Kirpik, P.aeruginosa’ da “swimming” (yilizme) ve “swarming” (kayma)
seklindeki hareketleri saglar. “Swimming” (yiizme) ve “swarming” (kayma) hareketleri

P.aeruginosa’ nm sahip oldugu QS sistemi ile kontrol edilmektedir. Ayrica



P.aeruginosa enfeksiyonun baslangi¢c asamasindaki aderans ve kolonizasyon igin de
kirpigini kullanir (9, 13).

2.4.1.2. Pili (Fimbriya)

Pili; bakterinin kisa, filamentoz, ekstraselliiler yiizey yapilaridir. Pili, pilA geni
tarafindan kodlanir. 15-18 kDa’ luk homopolimerlerden olusan uzun polar
filamentlerdir. Pilin ad1 verilen protein tinitelerinin birlesmesiyle meydana gelir. Pilinler

yaklasik 5.2 nm ¢apindadir ve ortalama 2,5 mm uzunlugundadir.

P.aeruginosa’ da bulunan Tip IV pili, titreme olarak adlandirilan “twitching”
hareketini saglar. “Twitching” (titreme) hareketi QS sistemi tarafindan kontrol
edilmektedir. Tip IV pili, kolonizasyon sirasinda konak hiicre yiizeyindeki reseptorlere

baglanarak patogenezde de 6nemli rol oynar (14 - 16).

2.4.2. Hiicre Disina Salgilanan Virulans Faktorleri
P.aeruginosa ¢ok sayida salgi sistemine sahiptir. Bu sistemler sayesinde hiicre
disina  salgiladigi  virulans faktorleri, bakterinin  ¢evreye adaptasyonunda ve

patojenliginde oldukca yarar saglar (9).

2.4.2.1. Proteaz

P.aeruginosa ¢ok sayida hiicre dis1 proteaz iiretmektedir. Elastaz ve alkalen
proteaz bu proteazlar arasinda en ¢ok one ¢ikanlardir. Alkalen proteaz akut enfeksiyon
stirecinde ve P.aeruginosa’ nin neden oldugu doku hasarinda 6nemli rol oynamaktadir
(12, 17). Elastaz; elastaz A ve elastaz B olmak iizere iki formda bulunur ve elastini
pargalayabilen enzimdir. P.aeruginosa’ nin {rettigi proteazlar, bakteri ve konak

arasindaki patojenik etkilesimde de 6nemli etkinlik saglar (7, 17, 18).

2.4.2.2. Biyofilm

Biyofilmler mikroorganizmalarin bir araya gelmesi ile olusan ve kendini
olusturan hiicreleri dis faktorlerden koruyan dinamik bir yapidir. Biyofilm bakterilerin
uygun olmayan ortamlarda iremelerini ve hayatta kalmasini saglar. Biyofilm

olusumunun baslangi¢c basamaginda P.aeruginosa yiizeye tutunmak ve yayilmak igin



kirpigini kullanir. Biyofilm yiizeye tutunma, mikrokoloni olusturma, hiicre dist
polisakkarit molekiillerini iiretme, olgunlagsma ve yayilma ile meydana gelir. Biyofilm
icerisindeki mikroorganizmalar besin eksikligine, pH degisimlerine, oksijen

radikallerine, dezenfektanlara ve antibiyotiklere karsi daha direnglidir (5, 19, 20).

Bir bakteri canli kalabilmek igin g¢evreye uyum saglar ve g¢evreden gelen
uyarilart algilayarak yanit gelistirir (21, 22). Mikroorganizmalar biyofilm iginde
cogaldiklarinda aralarinda iletisim kurarak tek basina yapmalar1 miimkiin olmayan ve
cok sayida hiicrenin yapabildigi davraniglar sergilerler. Bu asamada QS mekanizmasi

devreye girer (Sekil 2-2).

Bakteri biyofilm olusumu, hiicreden hiicreye iletisimi saglayan sinyal
molekiilleri aracihigiyla kontrol edilmektedir. Bu sinyal sistemi QS olarak

adlandirilmaktadir. Biyofilm olusumunda las sistemi merkezi rol oynar (4, 23 - 25).

Bagimsiz hiiareler
BT
\ —
Tutunma
Tutunma ile olugan : :
l tek tabaka T
Yiizeyde lireme Tip IV pili ,-é/;-\“l Qs

& o b — it i, il e Tt s

Sekil 2-2: Biyofilm olusumu (5).



3. “QUORUM SENSING” ( COGUNLUGU ALGILAMA )

Prokaryot organizmalar birbirleriyle sozclikler yerine kimyasal bir dil (kimyasal
sinyal molekiilleri) kullanarak iletisim kurmaktadir. Bu molekiillerin kullanilmasi ile
mikroorganizmalar  ¢esitli  fonksiyonlarmi  populasyon  yogunluklarina  gore
diizenleyebilmektedir. Bu olay “quorum sensing (QS)” olarak adlandirilmaktadir.
“Quorum” Latince kokenli olup, cogunluk anlamina gelmektedir. “Quorum sensing” de
cogunlugu algilama olarak ifade edilmektedir. QS; bakterilerin konak {izerinde kendi
kritik populasyon yogunluklarini algilayarak bazi virulans genlerinin ekspresyonunu ve
sonug olarak bu genlerin iirlinii olan virulans faktorlerinin sentez edilmesini saglar (5,
26).

Cogunlugu algilama sistemleri ilk kez 1970’11 yillarda iki liiminesan (1s1k yayan)
deniz bakterisi olan Vibrio fisheri ve Vibrio harveyi’ de ortaya konmus ve
tanimlanmigstir. Daha sonra 1990’larin baginda karbapenem antibiyotik iiretemeyen bir
bakteri olan Erwinia carotovora’ nin fakli bir mutant bakteri grubu ile birlikte
oldugunda diger bakteri tarafindan saglanan sinyal molekiilii sayesinde antibiyotik
sentez etmeye basladig1 gosterilmistir (27). Ilerleyen yillarda Pseudomonas aeruginosa,
Yersinia pestis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis gibi
bakteri tiirlerinde, Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Saccharomyces cerevisiae
gibi mantar tiirlerinde ¢esitli QS sistemleri tanimlanmistir (24, 28, 29).

Mikroorganizmalarin birbirleri ile esgiidiim i¢inde davranmalari, g¢evresel
kosullardaki degismelere cabuk cevap vermelerini ve uyum gostermelerini saglar.
Mevcut besin maddelerinin kullanilmasinda yaristiklart mikroorganizmalara karsi
avantaj saglarlar. Buna ek olarak toksik bilesiklerden korunurlar, biyofilm olustururlar,
antibiyotik tretebilirler, sporulasyona gegebilirler ve c¢esitli virulans faktorlerini

tiretebilirler (30).
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3.1. “Quorum Sensing” Sisteminde Yer Alan Sinyal Molekiilleri

Bakterilerin iletisimi i¢in her bir tiir, birden fazla kimyasal sinyal molekiili
kullanmaktadir. Bu sinyal molekiillerine otoindiikleyici (Al) adi verilmektedir. Bu
molekiillerin otoindiikleyici olarak ifade edilmelerinin nedeni; iiretildikleri hiicrenin
metabolizmas1 {izerinde diizenleyici etki goOstermeleridir. Belli bir ortamdaki
otoindiikleyici yogunlugu o ortamda bulunan bakteri sayisi ile dogru orantilidir (31, 32).

QS mekanizmasinin temel manti8i, bir bakteri hiicresinde herhangi bir metabolik
degisimin ancak ayni tiir bakteriler ortamda yeterli yogunlukta olduklarinda bakteriye
yarar saglamasidir. Bakteriler tiretmis olduklart sinyal molekdilleri araciligiyla birbirleri
ile iletisim kurmakta, belirli bir ¢ogunluga ulasip ulagsmadiklarin1 izlemekte ve yeterli
cogunluga ulastiklar1 anda da virulans faktorlerinin sentezi gibi kritik gen
ekspresyonlari tetiklenmektedir (31).

Bakteri populasyonlarinda, hiicresel metabolitler ve QS sinyal molekiillerinin
(QSSM) ayirt edilmesi giigtiir. Gergek bir QSSM’ leri bir metabolitten ayirdettiren
baslica ozellikler sunlardir:

- QSSM’ nin iiretimi tiremenin degisik basamaklarinda, 6zel fizyolojik kosullar

altinda veya cevresel degisikliklere cevap olarak ortaya ¢ikar.
- QSSM ekstraselliiler olarak birikir ve 6zgiil reseptorler tarafindan algilanir.

- QSSM’ lerin yogunlugu Kritik bir esik degerine ulastiginda planlanmig bir yanit
ortaya cikar.

- Bakteri hiicrelerinin yaniti; QSSM’ nin metabolize veya detoksifiye edilmesi
gereken fizyolojik degisimlerin Gtesinde bir olaydir.

Bu dort 6zellikten ilk {iciinli birgok metabolit de gosterirken, dordiincii 6zellik
bir QS molekiiliiniin mutlaka tagimasi gereken bir 6zelliktir (33).

QS sisteminde kullanilan sinyal molekiilleri tiirden tiire degismektedir ve bu
molekiiller ii¢ ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar;

- Acil-Homoserin Lakton (AHL veya HSL) tiirevleri,

- Kiigiik peptitler,

- Furanosil Borat Diester’ dir (22, 34).
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AHL sinyal molekiilleri gram negatif bakteriler tarafindan kullanilir. Kiiciik peptit
sinyal molekiilleri ise gram pozitif bakteriler tarafindan kullanilir. Furanosil borat
diester ise bazi gram negatif veya gram pozitif bakteriler tarafindan kullanilmaktadir
(29, 34).

P.aeruginosa tarafindan kullanilan QS sistemlerinde iiretilen 3-0x0-C12-HSL ve
C4-HSL sinyal molekiilleri AHL sinyal molekiilleri grubunda yer almaktadir. Bir de bu
sinyal molekiillerinin disinda hi¢bir gruba dahil olmayan PQS (2-heptil-3-hidroksi-4-

kinolon) sinyal molekiilii P.aeruginosa’ ya dzgiidiir (Sekil 3-1).

o o

0

C. |

Sekil 3-1: P.aeruginosa’ da bulunan sinyal molekiilleri (A. 3-0xo-C12-HSL, B. C4-HSL, C.
PQS (2-heptil-3-hidroksi-4-kinolon)) (21).
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3.2. “Quorum Sensing” Sistemleri

Farkli insan topluluklarinin farkl diller kullanmalar1 gibi, farkli mikroorganizma
tiirleri de genellikle farklt QS mekanizmalarin1 kullanmaktadir.

Onemli bir insan patojeni olan P.aeruginosa’ da temel olarak iic tip QS
mekanizmasi vardir. Bunlardan ilki AHL-LasI/LasR sistemidir. Ikinci sistem ise, AHL-
RhII/RNIR sistemidir. Bu iki AHL temeline dayanan sistem yaninda bir de kinolonlarin
rol oynadigi tiglincii bir sistem saptanmistir. “Pseudomonas Quinolone Signal” (PQS)

molekiilii olarak adlandirilan molekiil, las ve rhl sistemleri arasinda diizenleyici olarak

islev gormektedir (12, 35, 36).

3.2.1. Lasl / LasR Sistemi
P.aeruginosa’ da ilk tanimlanan QS sistemidir. Cevreyi algilamay1 saglayan bu

sistem gram negatif bakteri tiirleri arasinda yaygindir (37).

Lasl geni, a¢il homoserin lakton sinyal molekiiliiniiniin iiretiminden sorumludur
ve 3-0x0-C12-HSL (N-3-oksododekanol-homoserin lakton) sinyal molekiiliini firetir.
Bakteri hiicre yogunlugu arttik¢a ortamdaki sinyal molekiilii konstantrasyonu artar ve
belirli bir cogunluga ulastiginda lasR geni devreye girer. LasR, transkripsiyonel aktive
edici proteini kodlar. 3-oxo-C12-HSL, transkripsiyonel aktive edici proteine baglanir ve
hedef genin transkripsiyonunu uyarir (Sekil 3-2) (26, 29, 38).

P.aeruginosa, Las sisteminde tirettigi AHL molekiilii sayesinde elastaz, proteaz,
ekzotoksin A, “swimming” (yiizme), “swarming” (kayma) ve “twitching” (titreme)

hareketi gibi virulans faktorleri ile biyofilm tiretimini saglar (23 - 25).

3.2.2. Rhll / RhIR Sistemi

P.aeruginosa suslarinda bulunan ikinci QS sistemi Rhll / RhIR sistemidir. Bu
sistemde rhll geni C4-HSL (N-biitiril-homoserin lakton) a¢il homoserin lakton sinyal
molekiiliiniin sentezinden sorumludur. Sinyal molekiilleri belirli bir yogunluga

ulagtiginda rhiR geninin transkripsiyonunu uyarir ve hedef genin aktivasyonu saglanir

(Sekil 3-2) (26, 29, 38).
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Rhl sistemi tarafindan iretilen AHL molekiilii ile ramnolipid, piyosiyanin,
“swimming” (ylizme), “swarming” (kayma) ve “twitching” (titreme) hareketi gibi

virulans faktorlerinin tiretimi uyarilir (23 - 25).

T (== lasR ’— lasl yF— |
~— A
~ Y Y
S— X
R - w | | Diger hiicrelerle
Las| \‘ / A haberlesme
‘7 w" e X . | Elastazlar, toksin A, | _ [Konak istilast
piyoverdin vb...
=
3 \
U e
~
=== ' !
S
= iR rhil F
A A |
Y Y N\
Y .| Diger hiicrelerle
haberlegsme

RhIR —‘\‘ NG &‘ |
\ 1
@ 44:ok farkli virulans

faktérd; piyosiyanin,| * | Konakistilasi
biyofilm _

Sekil 3-2: P.aeruginosa suslarinda bulunan Las ve Rhl QS sistemi mekanizmalar (39).

3.2.3. Pseudomonas Kinolon Sinyal (PQS) Sistemi

P.aeruginosa suslarinda bulunan tigiincii QS mekanizmasi “Pseudomonas kinolon
signal” (PQS)’ dir. Bu sistemde yer alan sinyal molekiilii olan 2-heptil-3-hidroksi-4-
kinolon, homoserin lakton grubunda bulunan sinyal molekiillerinden farklilik gosterir
ve sadece PQS sistemine Ozgildir. Bu sinyal molekiiliiniin antimikrobiyal
kinolonlardan 4-kinolon ailesi ile benzerlik gosterdigi saptanmustir (Sekil 3-3) (6, 29).

PQS, Las ve Rhl QS sistemleri ile birlikte lasB elastaz geninin ekspresyonunu
kontrol eder. PQS sinyal molekiiliiniin ekspresyonu igin lasR genine gereksinim vardir.

LasR geninin varliginda PQS sinyal molekiilii olan 2-heptil-3-hidroksi-4-kinolon iiretilir
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ve bu molekiil rhll geninin transkripsiyonunu indiikler. Ozetle, Lasl / LasR QS sistemi
tarafindan iretilen sinyal dizileri olustuktan sonra, PQS devreye girer ve Rhll / RhIR
QS sisteminin aktive olmasina olanak saglar. Boylece PQS, Las ve Rhl sistemleri

arasinda baglanti saglamis olur (24, 26).

=

Sekil 3-3: PQS sinyal molekiilii ve 4-kinolonlarin temel yapisi (40).

3.3. “Quorum Sensing” Inhibisyonu

Bakteri hiicresinde virulans genlerinin ekspresyonunun engellenmesi ve bu
sayede bakteri virulansinin azaltilmasi QS inhibisyonu ile miimkiin olabilmektedir. Bu
nedenle son yillarda QS inhibisyonu yeni antibakteriyel tedavi rejimlerinde 6nemli bir
strateji olarak diisiiniildiiglinden, konuya iliskin ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. QS
inhibisyonu ile ilgili arastirmalarin ii¢ temel stratejiyi izledigi goriilmektedir. Bunlar;
QS sinyal molekiiliiniin tiretiminin engellenmesi, QS sinyal molekiiliiniin yikilmasi
veya inhibisyonu, QS sinyal molekiiliiniin alinmasinin 6nlenmesidir (Sekil 3-4)( 25, 26,
37).

3.3.1. “Quorum Sensing” Sinyal Molekiiliiniin Uretiminin Engellenmesi
AHL, S-adenozil metiyoninden (SAM) sentez edildigi i¢in, bu aminoasidin
analoglart QS sinyal molekiiliiniin sentezini onlemek icin denenmektedir (26). Bu

molekiiller holo-ACP, L/D-S-adenozil homosistein, sinefungin ve butiril-SAM” dir.
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Yapilan ¢alismalarda L/D-S-adenozil homosisteinin Rhll aktivitesini % 97 oraninda
azalttig1 saptanmistir (41). Sik kullanilan bir antiseptik olan triklosanin da gram negatif
bakterilerde 6nemli bir sinyal molekiilii olan AHL nin sentezinde gorevli bir enzimi

inhibe ettigi, dolayisiyla bu molekiiliin sentezini de inhibe ettigi belirlenmistir (42).

3.3.2. “Quorum Sensing” Sinyal Molekiiliiniin Yikilmas1 Veya Inhibisyonu

“Quorum sensing” sinyalinin yayilmasini 6nlemenin en bilinen yollarindan biri
molekiiliin yikima ugratilmasidir. AHL molekiiliindeki lakton halkasinin dayaniklilig:
ortamm pH degerine bagimhidir. pH 7’ den yiiksek degerlerde lakton halkasi agilir
(laktonoliz) ve molekiil biyolojik aktivitesini kaybeder (43). Bir toprak bakterisi olan
Variovorax paradoxus agil homoserin laktonu tek enerji ve azot kaynagi olarak
kullanmaktadir (44). Ayrica bazi1 bakteriler AHL-parcalayici enzimler iiretmektedir. Tlk
kez Bacillus tiirleri tarafindan iretildigi saptanan bir enzimin aiiA geni tarafindan
kodlanan AHL-laktonaz oldugu belirlenmistir (34, 45 - 47).

3.3.3. “Quorum Sensing” Sinyal Molekiiliiniin Alinmasinin Onlenmesi

“Quorum sensing” sinyalinin alinmasini 6nlemek amaciyla reseptore karsi
yarisan AHL analoglar1 kullanilmaktadir. Bu analoglar genellikle AHL molekiiliiniin
yan zincirleri uzatilarak elde edilmektedir. Kirmizi bir makroalg olan Delisea pulchra’
nin (Deniz otu) iiretmis oldugu furanon bilesikleri ile kendisine zararli olabilecek
bakteri kolonizasyonlarini 6nledigi gozlemlenmistir. Bu molekiiliin P.aeruginosa’ da

“quorum sensing” sinyal molekiillerini inhibe ettigi gosterilmistir (37, 48).
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Sekil 3-4: QS sistemlerine karsi sinyal engelleme mekanizmalarina érnekler (49).

3.4. “Quorum Sensing” Mekanizmasini Engelleyen Dogal Bilesikler

Dogal bilesiklerin “quorum sensing” inhibitor etkisini gosterebilmek i¢in bitkiler
ve mantarlar tizerinde ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Birgok bitkide (sarimsak, havug,
soya fasulyesi, bezelye, vanilya ekstresi, niliifer ¢icegi, domates) QS inhibitor etkisi
belirlenmistir. Cesitli aragtirmalarla balin anti-QS aktivitesi oldugu belirlenmistir (50,
51). Bazi Penicillium tiirleri tarafindan tretilen patulin ve penisillik asidin “quorum
sensing” iizerinde inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir (52). Yapilan bir ¢alismada
bitki

ekspresyonuna karsi etkileri arastirilmistir. Incelenen bitkilerde anti-QS aktivitesi

ananas, muz gibi ekstrelerinin  P.aeruginosa’ da virulans faktorlerinin

saptanmistir (53).
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4. P.AERUGINOSA SUSLARINDA ANTIMIKROBIYAL DIRENCI

Insanlik tarihinin en 6nemli buluslarindan olan antibiyotikler yaklasik 60 yildir
insan yasamina en 6nemli katkiyr sunmus, oliimciil pek ¢ok enfeksiyon hastaliginin
basartyla tedavisine imkan saglamislardir. Artik son yillarda basta uygunsuz ve gereksiz
kullanimlar1  sonucu gelisen diren¢ nedeniyle etkilerini 6nemli oranda
kaybetmektedirler. Mikroorganizmalarin yeryiiziiniin en eski canlilar1 olmasini
saglayan, degisen yasam kosullarina hizla uyum saglayabilme yetenekleridir. Bu
yetenekleri sayesinde kendilerine kars1 gelistirilen her yeni antibiyotikten kacacak bir
yol bulmaktadirlar. Mikroorganizmalar kendilerini yok etmek icin kullanilan
antimikrobiyal maddelere kars1 er ya da ge¢ diren¢ kazanmaktadirlar.

Diren¢ artisinda en Onemli neden, antibiyotik tiiketimindeki artigtir. Akile
olmayan antibiyotik kullanimi (gereksiz kullanim: viral enfeksiyonlar, yanlis
antibiyotik, yanlis doz ve/veya yol, gereksiz kombinasyonlar) antibiyotik tiiketimini
biiyiikk oranda artirmaktadir. Geligsmis tilkelerde tiikketim siralamasinda 3-4. sirada yer
alan antibiyotiklerin iilkemizde birinci sirada olmasi akilci olmayan antibiyotik
kullaniminin kanitidir (54, 55).

Giliniimiizde hemen her bakteri kendilerine karsi kullanilan antimikrobiyal
ajanlara karst belli oranlarda diren¢ kazanmig durumdadir. P.aeruginosa da bu
bakterilerden biridir.

P.aeruginosa, hastane enfeksiyonlarinda sik¢a karsilasilan ve ¢ogul antibiyotik
direnci nedeniyle tedavisi giic hastane enfeksiyonu etkenlerindendir. Cogul ilag
direncine sahip P.aeruginosa suslariyla olusan hastane enfeksiyonlarinda mortalitenin
ti¢ kat, sekonder baktereminin dokuz kat daha ytiksek oldugu, hastanede kalis siiresinin
2,1 kat arttig1 ve tedavi maliyetlerinde de artis gézlendigi belirtilmistir (56-59).

Antipsodomonal  penisilinler  ve sefalosporinler, aminoglikozidler,
florokinolonlar ve karbapenemler gibi sinirli sayidaki antibiyotigin P.aeruginosa’ ya
etkili olmasi nedeniyle, bu ilaglara direncin izlenmesi ve kontrolii biiylik 6nem
tagimaktadir (60).

Diren¢ dogal veya edinilmis direng olmak tizere iki sekildedir. P.aeruginosa,
ampisilin, amoksisilin, amoksisilin-klavulanat, 1.kusak sefalosporinler, 2.kusak
sefalosporinler, sefotaksim, seftriakson, nalidiksik asit, trimetoprime dogal direnclidir.

Bu dirence ek olarak; beta-laktam, aminoglikozit ve kinolon gruplarma direngli
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bulunan; ¢ogul antibiyotik direngli suslarla ve hatta hastanelerde zaman zaman pan-
rezistan suslarla karsilagilmaktadir (61 - 63).

Bu ¢alismada kullanilan iki antibiyotik olan sefepim ve kolistin de P.aeruginosa
enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla yer alan antibiyotiklerdendir. Bir dordiincii kusak
sefalosporin olan sefepimin P.aeruginosa suslarina etkinligi ile ilgili yapilan
arastirmalarda, Tirk Dagi ve arkadaslari (64) 92 P.aeruginosa susu ile yaptiklar
calismada, sefepime direng oran1 % 41 olarak belirlenmistir. Pakéz ve arkadaslariin
(65) ayn1 yilda, 154 P.aeruginosa susu ile yaptiklar1 ¢alismada sefepime direng orani %
40 bulunmusgtur. 2012 yilinda yapilan baska bir c¢alismada cesitli klinik 6rneklerden
izole edilen 110 P.aeruginosa susunda sefepim duyarliligi % 46,4 olarak saptanmistir
(66).

Kolistin siklik yapili katyonik polipeptid antibiyotikler olan polimiksinlerin bir
tiyesidir. 1947 yilinda kesfedilen polimiksinler gram negatif bakterilerin etken oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Ciddi nefrotoksik etkileri
nedeniyle 1980’ 1i yillarda klinik kullanimdan ¢ikarilmis ve daha az toksik etkileri olan
yeni antibiyotikler polimiksinlerin yerini almistir. Son yillarda izlenen cogul ilag
direncine sahip bakteriler ile olugsan enfeksiyonlarin sikligindaki artis ve tedavilerinde
yasanan sorunlar, polimiksinlerin kullanimimi yeniden giindeme getirmistir. Klinikte,
cogul ila¢ direnci bulunan mikroorganizmalar ile olusan enfeksiyonlarda kolistinin
kullanilmas1 6nerilmektedir (22,59, 67, 68).

Kolistinin son yillardaki siklig1 giderek artan kullanimina bagli olarak gelisen
direng durumu ile ilgili arastirmalar yapilmaktadir. Tirk Dagi ve arkadaslarinin (64)
2011 yilinda, 92 P.aeruginosa susu ile yaptiklart g¢alismada kolistin direncine
rastlanmazken, 2012 yilinda yapilan c¢ok merkezli bir ¢alismada Tirkiye’nin 7
bolgesinden (Istanbul, Ankara, Izmir, Konya, Antalya, Trabzon, Diyarbakir, Van)
toplanan 186 P. aeruginosa susunun 155 (%83,3)’i kolistine duyarli bulunmustur (69).

Antibiyotik direnci gosteren bakteriler tiim Diinya’nin 6nemli bir sorunu haline
gelmis bulunmaktadir. Antibiyotiklere direngli bakterilerin yol actifi enfeksiyonlar,
enfeksiyonlarin morbidite ve mortalitesinin artmasina ve hastanedeki yatis siiresinin
uzamasina neden olmaktadir. Yeni, daha etkili ve farkli etki mekanizmalarina sahip
antibiyotik iiretimi olanaklar1 glinlimiizde sinirli oldugundan, antibiyotik direncindeki
artisin devami halinde P.aeruginosa gibi siklikla ¢ogul antibiyotik direnci gosteren

bakterilerle gelisen enfeksiyonlarin tedavi edilmesi olanaksiz hale gelecektir.
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Antimikrobiyal tedavide kullanilan antibiyotiklere ek olarak QS inhibitorii olma
yetenegi  saptanan  antibiyotiklerin  sub-inhibitér konsantrasyonlarda hastaya
uygulanmasi ile bir taraftan tedavide bakterisit etki saglanirken, diger taraftan etken
bakterileri ateniie etmek suretiyle enfeksiyon hastaliklar1 tedavisindeki basari oraninin
artirtlmas1 hedeflenmektedir. Bu wuygulamalarla; hastalar antibiyotiklerin toksik
etkilerinden korunmus olacak, antibiyoterapi siiresi kisaltilarak hem tedavi sirasinda
enfeksiyon etkeni bakteride diren¢ gelisimi olasiligi azaltilacak ve hem de tedavi

maliyeti diisiiriilebilecektir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Gerecler

5.1.1. Bakteri suslar1

Istanbul T1p Fakiiltesi infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Rutin Laboratuvari’ nda 2010 yilinda incelenen gesitli klinik 6rneklerden izole
edilmis 120 P.aeruginosa susu kullanilmistir (Tablo 5-1). Bu suslarin QS’ de rol
oynayan AHL molekiilleri ve virulans faktorleri 6zellikleri incelendikten sonra, kolistin

ve sefepimin subinhibitér konsantrasyonunun bu 6zellikler iizerine etkisi aragtirilmistir.

Yapilan ¢alismalarda, hareket deneylerinde pozitif kontrol olarak P.aeruginosa
ATCC 27853 susu kullanilmisir. A¢il Homoserin Lakton (AHL) molekiillerinin tespiti
icin Agrobacterium tumefaciens ATCC 51350 (A136) biyosensor susu kullanilmustir.
Biyofilm aktivitesinin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerde pozitif kontrol olarak
Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
suglar1 kullanilmistir. Duyarlilik deneylerinin standardizasyonunda P.aeruginosa ATCC
27853 susu kullanilmistir.



Tablo 5-1:
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Calisma kapsamina alinan P.aeruginosa suslarimn izole edildigi klinik
ornekler.
Klinik Ornek Say1
Endotrakeal aspirasyon 24
Balgam 22
Idrar 16
Doku pargasi 14
Yara stirlintiisii 13
Abse 9
Transtrakeal aspirasyon 6
Dren sivisi 5
Safra 4
Endotrakeal tiip 3
Plevra ponksiyon sivisi 2
Asit s1visi 1
Trakeal kateter ucu 1
Toplam 120
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5.1.2. Besiyerleri

5.1.2.1. Luria Bertani (LB) Agar

LB Agar (14)

Tripton 10 gr
Maya 6zeti Sgr
NaCl 59r
Agar 15gr
Distile su 1000 ml
pH 7,2

Besiyerinin hazirlanmasinda maddeler distile su igerisinde c¢oziindiiriiliip
karistirildiktan sonra, 121°C* de 15 dakika steril edilmistir. Besiyeri 45°C’ ye

sogutulduktan sonra petri kutularina dokiilmiistiir.

5.1.2.2. A¢il Homoserin Lakton (AHL) Besiyeri

AHL Besiyeri (70)

Tripton 10 gr
Maya Ozeti Sar
NaCl 5¢gr
Agar 12 gr
X-Gal 50 png/ml
Distile su 1000 ml
pH 7,2

Besiyerinin hazirlanmasinda X-Gal disindaki tiim malzemeler karistirilarak
121°C’ de 15 dakika steril edilmistir. Besiyeri 45°C” ye kadar sogutulduktan sonra,
DMSO’ da ¢oziinmiis X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranosid) ilave

edilip petri kutularina dokiilmiistiir.
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5.1.2.3. Beyin Kalp Infiizyon Buyyon-Skim Milk Agar (BHISMA)

BHIB-Skim Milk Agar (71)

BHIB 60 gr
Skimmilk 40 gr
Agar 30 gr
Distile su 1000 mi
pH 7,2

Besiyerinin hazirlanmasinda BHIB ve agar ayri bir balonda, skim milk ayr1 bir
balonda esit hacimlerde distile su igerisinde ¢oziindiiriiliip hazirlandiktan sonra BHIB
ve agar 121° C’ de 15 dakika, skim milk 105°C’ de 10 dakika steril edilmistir.
Hazirlanan karigimlar 45°C’ ye sogutulduktan sonra karistirilip petri kutularina

dokiilmiistiir.

5.1.2.4. Kongo Red Agar

Kongo Red Agar (72, 73)

BHIB 37 gr
Sakkaroz 50 gr
Kongo kirmizist 0.8 gr
Agar 10 gr
Distile su 1000 mi
pH 7,2

Besiyerinin hazirlanmasinda sakkaroz disindaki tim malzemeler karistirilarak
121°C’ de 15 dakika steril edilmistir. Besiyeri 45°C’ ye kadar sogutulduktan sonra
filtre edilerek steril hale getirilmis sakkaroz c¢ozeltisi ilave edilip petri kutularina

dokiilmiistiir.
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5.1.2.5. “Swimming” (Yiizme) Besiyeri

“Swimming” Testi (16)

Tripton 10 gr
Maya ozeti Sgr
Agar 3qr
Distile su 1000 ml
pH 7,2

Besiyerinin hazirlanmasinda tiim malzemeler karistirilarak 121°C’ de 15 dakika

steril edilmistir. Besiyeri 45°C’ ye kadar sogutulduktan sonra petri kutularma

dokilmistir.

5.1.2.6. “Swarming” (Kayma) Besiyeri

“Swarming” Testi (16)

Nutrient buyyon 8 gr

Glikoz 5gr
Agar oS0r
Distile su 1000 ml
pH 7,2

Besiyerinin hazirlanmasinda tiim malzemeler karistirilarak 121°C’ de 15 dakika

steril edilmistir. Besiyeri belli bir sicakliga kadar sogutulduktan sonra petri kutularina

dokiilmiistiir.
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5.1.2.7. “Twitching” (Titreme) Besiyeri

“Twitching” Testi (15)

Tripton 10 gr
Maya ozeti 5¢gr
NaCl 59r
Agar 10 gr
Distile su 1000 ml
pH 7,2

Besiyerinin hazirlanmasinda tiim malzemeler karistirilarak 121°C° de 15 dakika
steril edilmigtir. Besiyeri 45°C” ye kadar sogutulduktan sonra petri kutularina 3 mm

kalinliginda dokiilmiistiir.

5.2. Yontemler

5.2.1. Suslarin Toplanmasi, Tamimlanmasi ve Muhafaza Edilmesi

Istanbul Tip Fakiiltesi Infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 Rutin Laboratuvari’ nda incelenen klinik 6rneklerden izole edilmis toplam 120 adet
P.aeruginosa susu ¢alismaya alinmistir. Oncelikle toplanan suslarin tiir tanilar1 ve/veya
tan1 dogrulama deneyleri ¢esitli konvansiyonel yontemlerle (O/F o6zelligi, hareket,
oksidaz, katalaz, piyosiyanin pigmenti varligi, 42° C’ de iireme) yapilmustir. izolatlar
Triptik Soy Agar (TSA)’ da 37°C’ de iiretildikten sonra % 15 gliserin igeren buyyon
besiyerinde -20°C’ de muhafaza edilmistir. Diger deneylere baslamadan once,
denenecek tiim suslarin Luria Bertani (LB Agar) besiyerindeki taze kiiltiirleri

hazirlanmastir.

5.2.2. AHL (Ac¢il Homoserin Lakton ) Molekiillerinin Saptanmasi

AHL molekiillerinin varligi; hazirlanis1 5.1.2.2.” de belirtilen AHL Besiyerinde
incelenmistir. Deneylerde Agrobacterium tumefaciens ATCC 51350 (A136) biyosensor
susu kullamlmigtir. AHL molekiilii varligi arastirilan P.aeruginosa susu ve
A.tumefaciens ATCC 51350 (A136) biyosensor susu aralarinda 1 cm uzaklik olacak
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sekilde ¢izgi ekim yapilmistir ve 30°C’ de 48 saat inkiibe edilmistir. Standart sus
A.tumefaciens A136; AHL iireten bir sus ile karsilikli olarak 5-bromo-4-kloro-3-indolil-
B-D-galaktopiranosid (X-Gal) iceren besiyerinde iiretildiginde, AHL’ lere bir yanit
olarak mavi renklenme meydana getirir. AHL negatif suslarda, ayn1 besiyerinde yapilan
kiltlirlerde ise mavi renklenme goriilmez. Ciinkii AHL molekiillerinin varliginda

indikator sustaki lacZ reporter geni ekprese olmaktadir (70, 74).

5.2.3. Proteaz Enzimi Uretiminin Belirlenmesi

Bu amagla suslarin taze kiiltiiriinden, hazirlanisi 5.1.2.3.” de belirtilen BHIB-
skim milk agar (BHISMA) besiyerine azaltma ydntemi ile ekim yapilmustir. 37°C’ de
48 saatlik inkiibasyondan sonra bakteri kolonilerinin gevresinde olusan berrak zon
varhiginda susun proteaz enzimi trettigi sonucuna varilmigtir. Ayrica deneylerde semi-
kantitatif yontem ile suslarin proteoliz oranlari hesaplanmistir. Proteoliz orani (Rp);
kolonilerin etrafinda olusan berrak zon capmin (Dzc), bakteri koloni g¢apina (Dc)
boliinmesi ile elde edilmistir. Proteoliz orani (Rp) 3.5 den biiyiik olanlar yiiksek, 2.0-
3.5 arasi olanlar orta, 2.0’ dan kiiciik olanlar da diisiik proteolitik aktiviteye sahip olarak
belirlenmistir (71, 75).

5.2.4. Biyofilm Uretiminin Belirlenmesi

Biyofilm iiretiminin belirlenmesi i¢in hazirlanis1 5.1.2.4.> de aciklanan Kongo
Red Agar kullanilmustir. Suslar besiyerine nokta ekim seklinde ekilerek, kiiltiirler 37°C”
de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda siyah koloni olusturan suslar biyofilm
pozitif, pembe renkli ya da renksiz koloniler biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir.
Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
suslar1 pozitif kontrol olarak kullanilmustir (72, 73).

5.2.5. “Swimming” ( Yiizme ) Testi

“Swimming” (yiizme) testi i¢in, hazirlanis1 5.1.2.5.” de agiklanan 6zel besiyerine
nokta ekim yapilmistir. Kiiltiirler 30°C° de 24-48 saat inkiibe edilmistir. EKimin
yapildigi noktadan yayilarak treme, pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir.
Deneylerde P.aeruginosa ATCC 27853 susu pozitif kontrol olarak kullanilmistir (16).
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5.2.6. “Swarming” ( Kayma ) Testi

“Swarming” (kayma) testi i¢in her bir kiiltiirden hazirlanist 5.1.2.6." da
agiklanan 6zel besiyerine nokta ekim yapilmus ve kiiltiirler 30°C” de 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Kayma hareketi, inokiilasyonun yapildigi noktadan ¢evreye dogru dendritik
sekilde  yayilarak  itremenin  goriilmesi  ile  belirlenmistir. ~ Deneylerin
standardizasyonunda, LB agar negatif kontrol, P.aeruginosa ATCC 27853 susu da
pozitif kontrol olarak kullanilmistir (16).

5.2.7. “Twitching” ( Titreme ) Testi

“Twitching” (titreme) testi i¢in suslar, hazirlanis1 5.1.2.7.” de belirtilen 6zel
besiyerinin dibine kadar batirilarak ekilmistir. Kiiltiirler 30°C” de 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Agar ile petri kutusunun arasinda sisli zon goriilmesi pozitif sonug olarak
degerlendirilmistir. Deney sirasinda LB agar negatif kontrol, P.aeruginosa ATCC
27853 susu pozitif kontrol olarak kullanmilmistir. Bu suretle, “twitching” (titreme)
hareketi belirlenen suslarin Tip IV pilusa sahip oldugu sonucuna, indirekt olarak

ulagilmustir (15).

5.2.8. Antibiyotiklerin “Quorum Sensing” Ve Virulans Faktorleri Uzerine Inhibitor
Aktivitesinin Incelenmesi

Calismanin ilk boliimiinde; 120 P.aeruginosa susu, AHL molekiillerinin varligi
ve proteaz, biyofilm, “swimming — swarming - twitching” hareketleri gibi virulans
faktorleri bakimindan incelenmistir. Calismanin ikinci boliimiinde ise; oncelikle bu
suslar arasindan; arastirilan virulans faktorleri yoniinden kuvvetli pozitif sonu¢ verenler
secilerek kolistin ve sefepimin subinhibitdr konsantrasyonlarinin virulans faktorlerinin
sentezine inhibitér etkisinin olup olmadigir arasgtirllmigtir. Hareket (swimming,
swarming, twitching) i¢in toplam 38 sus incelemeye alinmistir. Kolistin ve sefepimin
proteaz aktivitesi {izerine inhibitdr aktivitesinin belirlenmesi i¢in toplam 25 sus
secilmistir. Biyofilm yoniinden incelenen pozitif sonu¢ alinan sus sayis1 az (2/120)
oldugu i¢in antibiyotiklerin bu virulans faktorii ilizerine olan inhibitor aktivitesi

arastirilamamustir.
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5.2.8.1. Kolistin ve Sefepimin Incelenen Suslar i¢cin MIK ve SubMIiK’lerinin
Belirlenmesi

Kolistin ve sefepimin QS ve virulans faktorleri iizerine inhibitor etkisini
belirlemek igin incelenen P.aeruginosa suslari i¢inden segilen suslarin MiK ve subMIK

degerleri belirlenmistir. Bunun i¢in mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir (76).

5.2.8.2. Kolistinin Inhibitor Aktivitesinin Arastirilmasi

Kolistinin (Kogak Farma Ilag ve Kimya San. A.S., Istanbul) inhibitor
aktivitesinin belirlenmesinde, filtreden gecirilerek steril edilmis olan kolistin ana
¢ozeltisi 5.1.2.2, 5.1.2.3, 5.1.2.5, 5.1.2.6 ve 5.1.2.7°de yer alan besiyerlerine ml’ de
subMIK konsantrasyonlarda olacak sekilde ilave edilmistir. Elde edilen antibiyotikli
besiyerleri ve segilen suslar kullanilarak 5.2.2, 5.2.3, 5.2.5, 5.2.6 ve 5.2.7’de belirtilen
deneyler tekrarlanmistir. Calismanin birinci ve ikinci boliimiine iligkin veriler birbiri ile

karsilastirilmistir.

5.2.8.3. Sefepimin Inhibitér Aktivitesinin Arastirilmasi

Sefepimin (Mustafa Nevzat Ilag San. A.S., Istanbul) inhibitdr aktivitesinin
belirlenmesinde, filtreden gecirilerek steril edilmis olan sefepim ana ¢ozeltisi 5.1.2.2,
5.1.23, 51.25 5126 ve 51.27’de yer alan besiyerlerine ml’ de subMIK
konsantrasyonlarda olacak sekilde ilave edilmistir. Elde edilen antibiyotikli besiyerleri
ve segilen suslar kullanilarak 5.2.2, 5.2.3, 5.2.5, 5.2.6 ve 5.2.7°de belirtilen deneyler
tekrarlanmistir. Calismanin birinci ve ikinci boliimiine iliskin veriler birbiri ile

karsilastirilmistir.

5.2.9. istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizi SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
17,0 paket programi kullanilarak yapilmistir. Tanimlayict degerler ortalama, standart
sapma, medyan (ortanca) ve minimum maksimum olarak verilmistir. Kategorik

degiskenler, olgu sayilar1 ve ylizde deger olarak ifade edilmistir. Proteaz enzimi {iretimi
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dagiliminin normale uygun olup olmadigi Shapiro Wilk testi ile incelenmistir. Proteaz
tiretimi deneylerinde antibiyotiksiz besiyeri, kolistinli besiyeri ve sefepimli besiyeri
olmak iizere {i¢ grubun karsilastirmasinda Kruskal Wallis test, ikili karsilagtirmalarinda
ise bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney-U test kullanilmistir (anlamlilik sinir1 p=0.016
olarak alinmustir). Kategorik degiskenlerin karsilastirilmasi Yates diizeltmeli ki- kare ve
Fisher kesin olasilik testleri ile yapilmistir (p< 0,05) degeri istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir).
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6. BULGULAR

Incelemeye alinan 120 P.aeruginosa susunun 90’ 1 (% 75) AHL pozitif, 76’ s1
(% 63,3) proteaz pozitif ve 2’ si (% 1,6) biyofilm pozitif bulunmustur. Hareket
Ozellikleri igin incelenen 120 P.aeruginosa susunun, 117’ si (% 97,5) “swimming”
(ylizme), 82’ si (% 68,3) “swarming” (kayma) ve 66’ s1 (% 55) “twitching” (titreme)
hareketi yoniinden pozitif olarak belirlenmistir. Incelenen suslarin AHL ve bes ayri

virulans faktoriiniin incelenme sonuglar1 Tablo 6-1" de toplu olarak gosterilmistir.

Tablo 6-1: P.aeruginosa suslarinda (n:120) incelenen AHL ve bes ayri virulans faktorii

yoniinden pozitif bulunan sus say1 ve oranlari.

Hareket
AHL Biyofilm Proteaz
Yiizme Kayma Titreme
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
90 (75) 2(1,6) 76( 63,3) 117 (97,5) 82 (68,3) 66 (55)

Incelenen 120 P.aeruginosa susunun 90 (% 75) ’inda uzun zincirli AHL
molekiillerinin varligr saptanmistir. Sekil 6-1° de AHL molekiilleri varligr arastirilan

P.aeruginosa suslarinda negatif ve pozitif deney sonuglar1 goriilmektedir.
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Sekil 6-1: AHL molekiilleri varhi@g arastirilan P.aeruginosa suslarinda negatif ve pozitif

deney sonuclar (Soldaki kiiltiir negatif, sagdaki kiiltiir pozitif).

Tablo 6-2: P.aeruginosa suslarinda (n:120) AHL molekiillerinin varhg ile incelenen

virulans faktorlerinin varhg arasindaki iliski.

Proteaz Yiizme Kayma Titreme
n: 76 n: 117 n: 82 n: 66
AHL (+) 67 (% 88) 90 (% 76,9) 63 (% 76,8) 56 (% 84,8)
AHL (-) 9 (% 11) 27 (% 23) 19 (% 23) 10 (% 15)

Calismaya aliman P.aeruginosa suslarinda (n:120) AHL molekiillerinin varligi
ile, incelenen virulans faktorlerinin varligr arasindaki iligki Tablo 6-2” de gosterilmistir.
Proteaz enzimi irettigi belirlenen P.aeruginosa suslarinin % 88’ inin, “swimming”
(ylizme) hareketi pozitif bulunan suslarin % 76,9’ unun, “swarming” (kayma) hareketi
pozitif bulunan suslarin % 76,8” inin, “twitching” (titreme) hareketi pozitif bulunan

suslarin % 84,8’ inin ayn1 zamanda AHL molekiillerini de tirettigi saptanmaistir.
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Biyofilm aktivitesinin belirlenmesi igin 120 P.aeruginosa susu kullanilmis ve
yapilan deneylerde siyah koloni olusturan suslar biyofilm pozitif, pembe ya da renksiz
koloniler biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir. Sekil 6-2° de biyofilm pozitif ve
negatif suslarin bulundugu deney sonuglar1 goriilmektedir. Pozitif sonug veren sus sayisi
(2/120) az oldugundan, sonuglarin anlamli olmayacagi diigiiniilerek biyofilm iizerine

kolistin ve sefepimin inhibitor etkisi arastirilmamustir.

Sekil 6-2: P.aeruginosa suslarinda biyofilm iiretimi (117 numarah Kkiiltiir pozitif; 118, 119

ve 120 numaral kiiltiirler negatif).

6.1. Kolistin ve Sefepimin AHL Molekiilleri ve Virulans Faktérleri Uzerine
inhibitor Etkisinin Arastiriimasi

6.1.1. Antibiyotiklerin P.aeruginosa Suslar1 I¢in Mikrodiliisyon Yontemi le
Belirlenen MiK ve SubMIiK Degerleri

Kolistin ve sefepimin AHL molekiilleri ve virulans faktorleri iizerine inhibitor
etkisini belirlemek ig¢in, incelenen P.aeruginosa suslari iginden segilen 42 susun
mikrodiliisyon ydntemi kullanilarak MIK ve subMIK degerleri belirlenmistir. Sonuglar

Tablo 6-3 ve Tablo 6-4’ de gosterilmistir.
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CLSI (76) kriterlerine gore; kolistin MiK’ i > 8 , = 4 ve < 2 olan suslar sirasiyla
direngli, orta duyarli ve duyarli olarak yorumlanmustir. incelenen 42 P.aeruginosa
susunun 19° u (% 45,2) kolistine duyarli, 8’ i (% 19) orta duyarli ve 15” i (% 35,7)
direngli bulunmustur. Sefepim MIK’ i, < 8, = 16 orta duyarli ve >32 olan suslar
sirasiyla duyarli, orta duyarli ve direngli olarak yorumlanmistir. Incelenen 42
P.aeruginosa susunun 38’ i (% 90) duyarli, 1’ i (% 2) orta duyarli ve 3 i (% 7) direngli

bulunmustur.

Tablo 6-3: Incelenen P.aeruginosa suslari (n:42) icin kolistinin MiK degerleri.

MIK (ug/ml)
Suslar MiKSO MiKgO
0.5 1 2 4 8 16 32 64
P.aeruginosa 1 7 11 8 9 3 1 2 4 16

*: Suslar icin belirlenen MIK’ lerin bir kat diisiik konsantrasyonu subMIK olarak kabul

edilmistir.

Tablo 6-4: incelenen P.aeruginosa suslar (n:42) icin sefepimin MiK degerleri.

MIK (pg/ml)
Suslar MiKs, MiKqq
1 2 4 8 16 32 64
P.aeruginosa 5 16 11 6 1 1 2 2 16

*: Suslar igin belirlenen MIK’ lerin bir kat diisiik konsantrasyonu subMIK olarak kabul

edilmistir.
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6.1.2. P.aeruginosa Suslarinda Kolistin ve Sefepimin Proteaz Enzimi Uretimine
Etkisi

120 P.aeruginosa susu proteaz enzimi iretimi yoniinden incelenmis ve bakteri
kolonilerinin ¢evresinde, berrak zon varliginda susun proteaz enzimi trettigi
saptanmugtir (Sekil 6-3). Ayrica semi-kantitatif tarama yontemi ile suslarin proteolitik
aktiviteleri belirlenmistir. Bu amagla suslarda proteoliz orani hesaplanmistir. Hidroliz
zonu (Rp) 3,5’ den biiyiik bulunanlar yiiksek, 2,0-3,5 aras1 olanlar orta, 2,0’ dan kii¢iik

olanlar da diistik proteolitik aktiviteye sahip olarak degerlendirilmistir.

Sekil 6-3: P.aeruginosa suslarinda proteaz aktivitesinin belirlenme sonuglar1 (6 ve 15

numarah Kiiltiirler proteaz pozitif, 4 numarah Kkiiltiir proteaz negatif ).

Incelenen 120 P.aeruginosa susunun 76’ s1 (% 63,3) proteaz enzimi iiretimi
yoniinden pozitif bulunmustur. Pozitif bulunan suslarin  proteoliz  oranlari
hesaplandiginda; yiiksek proteolitik aktiviteye sahip 6 (% 5) sus bulunmustur. 61’ i (%
50,8) orta ve 9’ u (% 7,5) diisiik proteolitik aktiviteli olarak belirlenmistir (Tablo 6-5).



35

Tablo 6-5: Incelenen P.aeruginosa suslarinda (n:120) proteaz iiretimi ve proteoliz

orani sonuclari.

Proteaz pozitif

Yiiksek Orta Diisiik Negatif
(Rp)*>35 (Rp) 2.0-35 (Rp)<2.0
6 (%5) 61 (% 50,8) 9 (% 7.,5) 44 (% 36,6)

*Rp : Proteoliz orani

Proteaz pozitif olarak belirlenen P.aeruginosa suslar1 arasindan segilen yiiksek
ve orta proteoliz oranina sahip 25 P.aeruginosa susunda kolistin ve sefepimin
subinhibitor konsantrasyonlarinin proteaz inhibitor aktivitesi; antibiyotiksiz besiyerinde
ve antibiyotik igeren besiyerinde belirlenen proteoliz oranlar1 birbiri ile karsilastirilarak

degerlendirilmistir. Sonuglar Tablo 6-6° de gosterilmistir.
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Tablo 6-6: P.aeruginosa suslarinda Kkolistin ve sefepimin proteolitik aktivite iizerine etKisi.

Proteoliz oranlar1

Sus No Antibiyotiksiz Kolistinli Sefepimli
besiyerinde besiyerinde besiyerinde

2 2 2 1,5
3 3,25 2 2

10 3,3 3 1,6
21 3,3 3 2,3
23 2,5 2 2

33 3 2,6 1,75
38 3 3 2

39 3 2,25 1,4
43 3,3 3 3

75 3,3 3 2,3
79 3,6 3 2,6
84 3 2 2

87 3,25 3 2

88 2,8 2,6 2,6
89 3 2,6 2

90 5 2,8 15
91 3,2 2,6 1,6
92 4 3,3 3

93 3 2,6 2,3
94 4 1,6 1,3
96 3 2,5 2,3
97 3 3 15
98 2 1,75 1,5
99 3 2 1,8
100 3 2 15
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Tablo 6-7: P:aeruginosa suslarmmin ii¢ farkh ortamda belirlenen proteoliz oranlarinin,

Kruskal-Wallis Testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

Antibiyotiksiz besiyeri Kolistinli besiyeri Sefepimli besiyeri p

3,15+ 0,59,3(2,5)P¢ 2,52 +0,48,2,6(1,6 — 3,30)%¢ 1,97 + 0,48,2(1,30 — 3)%> *<0,001

a: Antibiyotiksiz besiyerinden farkli, b: Kolistinli besiyerinden farkli, c: Sefepimli besiyerinden
farkli

*{leri derecede anlamli fark.

Tablo 6-6° da gosterildigi gibi, kolistin ve sefepimin segilen P.aeruginosa
suglarinin proteaz enzimi iiretimine farkli oranlarda inhibitor etkisi oldugu saptanmistir.
Kolistin 25 susun 22’sinde (% 88), sefepim ise tiim suslar lizerinde (% 100) proteaz
inhibitori aktivitesi gostermistir. Ayrica farkli ortamlarda tiretilmis olan suslarin
proteoliz oranlar1 arasindaki fark degerlendirildiginde; kolistinli besiyerlerinde
belirlenen proteoliz oranlar1 ile antibiyotiksiz besiyerlerinde belirlenen proteoliz
oranlar1 arasinda, sefepimli besiyerlerinde belirlenen proteoliz oranlari ile antibiyotiksiz
besiyerlerinde belirlenen proteoliz oranlar1 arasinda ve ayrica kolistinli ve sefepimli
besiyerlerinde belirlenen proteoliz oranlar1 arasinda istatistiksel yonden ileri derecede
anlamli fark (p<0,001) oldugu saptanmistir (Tablo 6-7). Buna gore; sefepimin kolistine
gore proteaz enzimi Uretimine inhibitdr etkisinin daha giliglii oldugu sonucuna

varilmistir.

6.1.3. P.aeruginosa Suslarinda Kolistin ve Sefepimin “Swimming” (Yiizme)
Hareketine Etkisi

Incelenen 120 P.aeruginosa susunda “swimming” yiizme hareketinin varligini
aragtirmak amaciyla nokta ekim yapilmis ve ekim yapilan noktadan yayilmanin olmasi
pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Sekil 6-4). Yapilan deneylerde 117 (% 97,5)

P.aeruginosa susu’ nda “swimming” (yiizme) hareketinin varlig1 saptanmustir.
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Sekil 6-4: P.aeruginosa suslarinda “swimming” (yiizme) hareketi (2 ve 70 numarah
gy

kiiltiirler pozitif, 50 numaral kiiltiir negatif)

“Swimming” (ylizme) hareketi yoOniinden pozitif bulunan suslar arasindan
secilen 38 adet sus lizerinde kolistin ve sefepimin subinhibitor konsantrasyonlarda
inhibitor etkisi arastirilmistir. Kolistin 38 susun 6’ sinda (% 15,7), sefepim ise 15’ inde
(% 39,4) inhibitor etki gostermistir (Sekil 6-7). Sefepimin  subinhibitor
konsantrasyonlarinin, kolistinin subinhibitdr konsantrasyonlarina gore “swimming”
(ylizme) hareketini istatistiksel yonden anlamli derecede daha yiiksek oranda inhibe

ettigi belirlenmistir (Tablo 6-8).

Tablo 6-8: P.aeruginosa suslarinda (n:38) “swimming” (yiizme) hareketine Kkolistin ve

sefepimin inhibitor etkisi.

Swi (+) Swi (-) p
Kolistin 32 (% 84,2) 6 (% 15,7)
*0,040
Sefepim 23 (% 60,5) 15 (% 39,4)

*Anlamli fark.
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Sekil 6-5: P.aeruginosa suslarindan “swimming” (yiizme) hareketi ve antibiyotiklerle
inhibisyonu (86 numarah Kkiiltiir antibiyotiksiz ortamda-pozitif, 79 numarah Kiiltiir

sefepimli ortamda-negatif, 115 numarah Kkiiltiir kolistinli ortamda-pozitif).

6.1.4. P.aeruginosa Suslarinda Kolistin ve Sefepimin “Swarming” (kayma)
Hareketine Etkisi

Caligma kapsamia alman P.aeruginosa suslari “swarming” (kayma) hareketi
yoniinden incelenmis ve yapilan deneylerde ekim yapilan noktadan g¢evreye dogru
yayllmanin olmasi pozitif sonu¢ Olarak degerlendirilmistir (Sekil 6-6). Yiiz yirmi

P.aeruginosa susunun 82 (% 68,3) ‘sinde “swarming” (kayma) hareketinin varligi

saptanmuistir.

Sekil 6-6: P.aeruginosa suslarinda “swarming” (kayma) hareketi (19 ve 98 numarah
kiiltiirler pozitif, 96 numarah Kkiiltiir negatif).



40

“Swarming” (kayma) hareketi yoniinden pozitif bulunan P.aeruginosa suslari
arasindan secilen 38 sus tizerinde kolistin ve sefepimin subinhibitor konsantrasyonlarda
inhibisyon etkisi arastirilmistir. Kolistin ve sefepim 38 susun 26” sinda inhibitor etki
gostermistir (Sekil 6-7). “Swarming” (kayma) hareketinin inhibisyonunda kolistin ve

sefepimin etkinligi arasinda fark olmadigi saptanmistir (Tablo 6-9).

Tablo 6-9: “Swarming” (kayma) hareketine kolistin ve sefepimin inhibitor etkisi.

KOLISTIN SEFEPIM
Toplam Sus Sayist Swa (+) Swa (-) Swa (+) Swa (-)
38 12 (% 31,5) 26 (% 68,4) 12 (% 31,5) 26 (% 68,4)

Sekil 6-7: Incelenen P.aeruginosa suslarindan 31 numarah Kiiltiir. Soldan saga:
Antibiyotiksiz ortamda “swarming” (kayma) hareketi, sefepim varh@inda kayma

hareketinin inhibisyonu, kelistin varh@inda kayma hareketinde inhibisyon yok.
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6.1.5. P.aeruginosa Suslarinda Kolistin ve Sefepimin “twitching” (titreme)
Hareketine Etkisi

Incelenen P.aeruginosa suslarinda “twitching” (titreme) hareketinin varligi
arastirtlmis ve yapilan deneylerde agar ile petri kutusunun arasinda sisli bir zon
goriilmesi durumunda sonug pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 6-8). Yiiz yirmi

P.aeruginosa susunun 64 (% 53,3)’ tinde “twitching” (titreme) hareketinin varlig

saptanmistir.

Sekil 6-8: P.aeruginosa suslarinda “twitching” (titreme) hareketi (23 ve 46 numaral

kiiltiirler pozitif, 109 numarah kiiltiir negatif).

“Twitching” (titreme) hareketi yOniinden pozitif bulunan sugslar arasindan
secilen 38 P.aeruginosa susu kullanilarak kolistin ve sefepimin subinhibit6r
konsantrasyonlarda inhibitor etkisi arastirilmistir. Kolistin 38 susun 34’ {inde (% 89,4),
sefepim ise denenen tiim suslarda (% 2100) inhibitor etki gostermistir (Sekil 6-9).
Sefepimin subinhibitor konsantrasyonlarinin, kolistinin subinhibitor
konsantrasyonlarina gore “twitching” (titreme) hareketini istatistiksel yonden ileri

derecede anlamli olarak daha yiiksek oranda inhibe ettigi saptanmistir (Tablo 6-10).
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Tablo 6-10: P.aeruginosa suslarinda (n:38) “twitching” (titreme) hareketine kolistin ve

sefepimin inhibitor etkisi.

Twi (+) Twi (-) p
Kolistin 4 (% 10,5) 34 (% 89,4)
*0,005
Sefepim 0(%0) 38 (% 100)

*{leri derecede anlamli fark.

Sekil 6-9: Incelenen P.aeruginosa suslarindan 109 numarah Kiiltiir. Soldan saga:

Antibiyotiksiz ortamda “twitching” (titreme) hareketi, sefepim varhginda ve

kolistin varhi@inda “twitching” (titreme) hareketinin inhibisyonu.
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7. TARTISMA

Mikroorganizmalar, sézciikler yerine ortama salgiladiklar1 sinyal molekiillerini
kullanarak iletisim kurarlar. Bakteriler, bu sinyal molekiillerini bulunduklar1 ortama
salgilamakla kalmaz ayni zamanda populasyonda bulunan sinyal molekiillerinin
miktarin1 (konsantrasyonunu) da algilayabilirler. Cogunlugu algilama (Quorum
Sensing) olarak adlandirilan bu olay, bir mikroorganizmanin ortama sinyal molekiilii
birakmasi ve bu molekiiliin diger mikroorganizmalar tarafindan algilanmasiyla

gerceklesir (77).

Insanlarda farkli enfeksiyon tablolarina yol acan bir bakteri olan P. aeruginosa
da birgok QS sistemine sahiptir. Pek ¢ok caligmada P.aeruginosa patojenitesinde QS
siteminin katkisi tanimlanmistir (78 - 80). P.aeruginosa’ nin patojenitesi hiicre yiizeyi
ile iligkili; Kirpik, pili (fimbriya), lipopolisakkarit (endotoksin), aljinat ve hiicre disina
salgilanan proteazlar (elastaz, alkalen proteaz), hemolizinler (ramnolipid ve
fosfolipazlar), toksinler (ekzoenzim S ve ekzotoksin A) ve piyosiyanin gibi virulans
faktorlerine baglidir. Bu virulans faktorlerinin ekspresyonu AHL molekiilleri araciligi

ile QS sistemi tarafindan kontrol edilmektedir (9 - 11).

P.aeruginosa suslarinda QS sisteminin virulansla ilgili genleri regiile ettigi in-
vitro kosullarda gosterilmistir. Las sistemi elastaz, ekzotoksin A, biyofilm iiretiminden,
“swimming” (yiizme), “swarming” (kayma) ve “twitching” (titreme) hareketi gibi
virulans faktorleri olusumundan sorumludur. Rhl sistemi ise ramnolipid, piyosiyanin,
proteaz gibi virulans faktorlerinin iiretimini kontrol etmektedir (23).

Enfeksiyon hastaliklar1 patojen mikroorganizma ile konak arasindaki dinamik
bir etkilesimin sonucunda ortaya ¢ikar. Konak bir enfeksiyona dogal ve edinilmis
immun savunma mekanizmalar1 ile yanmit verirken, hastalik etkeni patojen ise virulans
faktorlerinden olusan bir savunma mekanizmasi iireterek immun sistemi aktive eder.
Bugiin enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde sadece ¢ogul antimikrobiyal direnci sorun
yaratmamakta, ek olarak konakta biyofilm i¢inde canli kalan persistan bakteriler de bu
probleme eklenmektedir. Ki biyofilm olusumu QS sonucunda meydana gelmekte ve
patojen  bakterilerin konak organizmadaki persistansi buna bagli olarak

gerceklesmektedir (81).
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Bakterilerin birbirleriyle ve konak ile iletisimini 6nlemek, diger bir deyisle QS
sistemini inhibe etmek antibakteriyel tedavi rejimlerinde yeni bir yaklagim olarak
diisiiniilmektedir. QS inhibisyonu ile ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir ve bu
arastirmalarin =~ {i¢  temel  stratejide  toplandigi  goriilmektedir.  Bunlar;
QS sinyal molekiiliinlin iiretiminin engellenmesi, QS sinyal molekiiliiniin yikilmasi
veya inhibisyonu, QS sinyal molekiiliiniin alinmasinin énlenmesidir ( 25, 26).

QS sinyal molekiiliiniin {iretiminin engellenmesi i¢in yapilan aragtirmalarda;
AHL, S-adenozil metiyoninden (SAM) sentez edildigi i¢in, bu aminoasidin analoglari
QS sinyal molekiiliiniin sentezini 6nlemek igin denenmektedir (26, 41). QS sinyal
molekiiliiniin yikilmas1 veya inhibisyonu ile ilgili yapilan ¢alismalarda, bazi
bakterilerin AHL-pargalayic1 enzimler {rettigi belirlenmistir. Bu enzimlerin aiiA geni
tarafindan kodlanan AHL-laktonaz olduklar1 saptanmustir (34, 46). QS sinyalinin
alinmasin1 6nlemek amaciyla reseptore karsi yarisan AHL analoglar1 kullanilmaktadir.
Kirmiz1 bir makroalg olan Delisea pulchra’ nin (Deniz otu) iiretmis oldugu furanon
bilesikleri ile kendisine zararli olabilecek bakteri kolonizasyonlarin1 6nledigi
gozlemlenmistir. Bu molekiilin P.aeruginosa’ da QS ile iliskili sinyal molekiillerini
inhibe ettigi gosterilmistir (37, 59). Ayrica dogal bilesiklerin QS inhibitor etkisini
gosterebilmek igin bitkiler lizerinde gesitli galismalar yapilmaktadir (50, 51, 53, 82).

Cesitli arastirmalar bazi1 antimikrobiyal maddelerin QS inhibitdrii olarak aktivite
gosterebildigini belirlemistir. Bir calismada 12 fakli antimikrobiyal maddenin sub-
inhibitér konsantrasyonlarinda QS inhibitor etkisi arastirilmis ve QS sinyal molekiilii
iireten bir P.aeruginosa susu kullamlmustir. Incelenen antimikrobiyal maddelerin
iclinde (azitromisin, seftazidim ve siprofloksasin) yiiksek aktivite saptanmis ve bunlarin
P.aeruginosa susundaki QS ile regiile edilen virulans faktorleri tiretimini de azalttig
belirlenmistir (83). Yapilan gesitli ¢alismalarda P.aeruginosa suslarinda tobramisinin
QS inhibitor aktivitesi oldugu saptanmistir (84). Yapilan bir calismada tobramisinin
subinhibitér konsantrasyonlarda P.aeruginosa’ nin sahip oldugu QS sistemlerinden
RhII/R sistemini inhibe ederek, bu sistemde rol oynayan sinyal molekiilii olan C4-HSL
tretimini azalttigi saptanmistir (85). Azitromisinin de P.aeruginosa suslarinda QS
inhibitor aktivitesi oldugu ¢esitli arastirmalarla belirlenmistir (86, 87). Tateda ve
arkadaglar1 (88) azitromisinin P.aeruginosa PAOI1 susunda QS inhibit6r aktivitesi
oldugunu saptamis ve azitromisinin bilinmeyen bir mekanizma ile QS sisteminde rol

oynayan otoindiikleyicilerin sentezini engelledigini ve bu yolla virulans faktorleri
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tretimini azalttigimi belirlemislerdir. Cummins ve arkadaslar1 (89) kolistinin cesitli
konsatrasyonlarin Pseudomonas kinolon sinyal molekiillerinin sentezi ile ilgili genler
iizerine etkili oldugunu gostermislerdir. Ulkemizde de antibiyotiklerin P.aeruginosa
suslarinda QS inhibitor aktivitesinin belirlenmesine iligkin ¢esitli calismalar yapilmistir.
Bu arastirmalarda gentamisin, imipenem, amikasin ve netilmisinin ¢esitli yontemlerle
QS sistemine etkileri arastirtlmistir (90, 91). Dogan ve arkadaslari (92) yaptiklari
calismada gentamisine orta duyarli ve duyarli iki klinik P.aeruginosa susu ile,
gentamisine orta duyarli standart ATCC 27853 susunda gentamisinin QS sistemine
etkisini arastirmislar ve gentamisinin QS ile iligskili AHL molekiilii iiretimini her sus

icin farkli sekilde etkiledigini saptamislardir.

Calismamizda kolistin ve sefepimin P.aeruginosa suslarinda QS ve virulans
faktorleri tretimine inhibitér etkisi arastirilmustir. Kolistin, polimiksin grubundan
polipeptid bir antibiyotiktir. Ciddi nefrotoksik ve nerotoksik etkileri nedeniyle bir siire
kullanimdan ¢ikarilmistir. Son 20 yil iginde, 6zellikle gram negatif bakterilerde direng
sorunu ve yeni antibiyotik {iretiminin yetersizligi, bir tedavi secenegi olarak kolistini
tekrar glindeme getirmistir (93). Sefepim P.aeruginosa enfeksiyonlarinda yaygin olarak
kullanilan ve QS inhibisyonu ile ilgili arastirmalarda bugiine kadar denenmemis bir

antibiyotik oldugu i¢in se¢ilmistir.

Calismamizda 120 P.aeruginosa susu arasindan bu ¢alismanin kapsamina alinan
virulans faktorlerini {irettikleri belirlenmis oldugu igin segilen 42 susta mikrodiliisyon
yontemi kullanilarak sefepim duyarhiligi arastirilmis, suslarda MIKs,: 2 ng/ml, MIKqq:
16 pg/ml bulunmustur. Direng orani ise % 7 olarak saptanmustir. Ulkemizde yapilan iig
ayr1 ¢alismada ise sefepime direng oranlar1 % 41-46,4 arasinda belirlenmistir (64 - 66).
Diren¢ oranlar1 arasindaki biiylik farkin, sefepimin farkli hastanelerde kullanim
yaygiliginin da farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir.

Yiiz yirmi P.aeruginosa susu arasindan segilen 42 susta mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak kolistin duyarlilig1 arastirilmus, suslarda MiKsq: 4 pg/ml, MiKgy:16 pg/ml
bulunmustur. Direng orani ise % 35,7 olarak saptanmistir. Ulkemizde yapilan
caligmalarda kolistine direng oranlart % 0-16,7 olarak belirlenmistir (64, 69).

Yapilan arastirmalarda bakterilerin QS sisteminde rol oynayan sinyal
molekiillerinin belirlenmesinde ¢esitli biyoindikator bakteriler kullanilmaktadir.

Agrobacterium tumefaciens A136’ da bu biyosensor suslardan biridir.
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Agrobacterium tumefaciens A136 uzun zincirli AHL molekiillerini tespit eder
(C4-C18). Bu molekiiller 3-0xo ve 3-hidroksillenmis tirevdeki AHL’ lerdir. AHL
molekiillerinin tespit edilmesinde Agrobacterium tumefaciens A136 genis bir araliga
sahip AHL molekiillerinin indikatorii oldugu icin genellikle AHL molekiillerinin
belirlenmesinde kullanilan ilk biyosensor sustur. Bakterinin hangi AHL molekiiliinii
saptadigin1 belirlemek i¢in daha spesifik biyosensor suglarin  kullanimi gerekmektedir.

(22, 94).

A.tumefaciens A136 ortamda X-Gal varliginda, AHL molekiillerine yanit olarak
mavi renklenme meydana getirir. Ciinkii AHL molekiillerinin varliginda indikator
sustaki lacZ reporter geni ekprese olmaktadir (95). QS sistemlerinde rol oynayan AHL
molekiillerinin belirlenmesi ile ilgili cesitli arastirmalar yapilmistir. Yapilan bir
calismada 231 P.aeruginosa susu kullanilmis ve QS ile iliskili AHL iiretimi % 68
olarak saptanmistir (96). Bosgelmez ve arkadaslar1 (97) A.tumefaciens NT1 biyosensor
susunu kullanarak, 50 P.aeruginosa susunda AHL molekiillerinin varligini aragtirmis ve
tim suslarin uzun zincirli AHL molekiilii iirettiklerini belirlemislerdir. Yiiz yirmi
P.aeruginosa susunun denendigi ¢alismamizda ise 90 (% 75) P.aeruginosa susunun

uzun zincirli AHL molekiilii tirettigi belirlenmistir.

P.aeruginosa, QS sisteminin kontrolii altinda kat1 ve sivi ylizeylerde biyofilm
adi1 verilen bir yap1 olusturur. Biyofilm bakterilerin uygun olmayan kosullarda
tiremelerini ve canli kalmalarini saglar. Bakterinin bu yapiyr olusturmasi, bakteriyel
direncini arttirmasina ve biyofilm tizerindeki bakterinin konagin immun yanitindan daha
az etkilenmesine olanak saglar (19). P.aeruginosa’ da biyofilm iiretiminin belirlenmesi
icin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar “Tissue Culture Method” (TCP), Tiip
Metodu (TM) ve Congo Red Agar Metodu (CRA) dur. P.aeruginosa’ da biyofilm
tiretiminin belirlenmesi ile ilgili cesitli arastirmalar yapilmistir. Perez ve arkadaslar
(96) 231 P.aeruginosa susu kullanarak yaptiklart ¢alismada biyofilm iiretimini % 85,3
olarak belirlemislerdir. Biyofilm pozitif olarak belirlenen suslarin % 45,2’ sinin kistik
fibrozlu hastalara ait oldugunu saptamislardir. Ulkemizde yapilan baska bir calismada
P.aeruginosa suslarindaki biyofilm orant % 33,3 olarak bulunmustur (98). Hassan ve
arkadaslar1 (99) 110 klinik 6rnek kullanarak yaptiklari ¢alismada biyofilm {iretiminin
belirlenmesinde kullanilan ti¢ yontemi karsilastirmiglardir. Yapilan deneylerde biyofilm

tiretimi TCP yontemi ile % 22,7, TM yontemi ile % 19 ve CRA yontemi ile % 3,6



47

olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak biyofilm {retiminin belirlenmesinde TCP
yonteminin altin standart oldugu kanisina varilmistir. TM yonteminin duyarliligi % 70
olarak belirlenirken, CRA yontemi % 11 duyarliliga sahip olarak bulunmustur. Yapilan
baska bir ¢alismada yine biyofilm {iretiminin belirlenmesinde kullanilan ii¢ yontem
(TCP, TM, CRA) karsilagtirmistir. 12 P.aeruginosa susu kullanilarak yapilan
calismada TCP ile 6, TM ile 5 ve CRA ile 1 sus biyofilm pozitif olarak belirlenmistir
(100). Yapilan ¢alismalar Congo Red Agar (CRA) yonteminin yiiksek 6zgilliige sahip
bir yontem olmadigimi gostermistir. Calismamizda 120 P.aeruginosa susunda biyofilm
aktivitesinin varlig1 arastirllmig ve biyofilm pozitif sus sayist 2 (%1,6) olarak
belirlenmistir. Pozitif sonu¢ veren sus sayisi az oldugundan, sonuglarin anlamli
olmayacag diisiiniilerek biyofilm iiretimi iizerine kolistin ve sefepimin inhibitor etkisi

arastirilmamustir.

Bakteriler sahip oldugu c¢ok sayidaki enzimleri ve toksinleri ile konagin farkli
dokularinda etkili olurlar. P.aeruginosa da bir¢ok sayida hiicre disi proteaz enzimi
iretmektedir. Alkalen proteaz akut enfeksiyon siirecinde ve P.aeruginosa’ nin neden
oldugu doku hasarinda 6nemli rol oynamaktadir (12, 17). Alkalen proteaz enzimi
karaciger, kornea ve deride nekroz olusturur. “Ecthyma gangrenosum” ad1 verilen deri
lezyonlarinin olusumunda da proteazlar rol oynar. Proteazlar doku harabiyeti
olusturduklarindan, ayni1 zamanda bakterinin dokular arasinda yayilimini kolaylastirir,
immunoglobulinler ve komplemanin proteolizine de neden olur. Elastaz; elastaz A ve
elastaz B olmak tizere iki formda bulunur ve elastini parcalayabilen enzimdir. Elastaz
enzimi ise, kan damarindaki elastinin yapisini bozarak hemorojilerin olusumuna yol

acar (3).

P.aeruginosa suslarinda proteaz enzimi lretimine iliskin ¢esitli arastirmalar
yapilmistir. Tingpej ve arkadaslar1 (101) 43 P.aeruginosa susunda alkalen proteaz
tretimini % 51, total proteaz iiretimini ise % 86 olarak belirlemislerdir. 157
P.aeruginosa susu kullanarak yapilan bagka bir ¢alismada proteaz tiretimi % 95 olarak
saptanmistir ~ (102). Babic ve arkadaslari (85) tobramisinin  subinhibitor
konsantrasyonlarda QS ve bununla iliskili ¢esitli virulans faktorleri tiretimine inhibitor
etkisini arastirmislar ve tobramisinin P.aeruginosa’ da proteaz enzimi iiretimine etki
etmedigini belirlemislerdir. Bunun nedeninin tobramisinin, P.aeruginosa’ nin sahip

oldugu QS sistemlerinden RhII/R sistemini inhibe ettigini fakat proteaz enzimi
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tretiminin LasI/R QS sistemi tarafindan kontrol edildigi icin etki etmedigini
belirtmislerdir. Alipour ve arkadaslar1 (84) yaptiklari c¢alismada tobramisinin
subinhibitér konsantrasyonlarinda P.aeruginosa PAOI1 susunda ¢esitli virulans
faktorleri {iretimine inhibitdr etkisini arastirmislardir. Tobramisinin ¥» MIK degerinde
proteaz iretimini Onemli derecede azalttigini belirlemislerdir. Caligmamizda 120
P.aeruginosa susu proteaz enzimi iiretimi yoniinden incelenmis ve 76’ sinda (% 63,3)
proteaz enzimi Uretimi pozitif bulunmustur. Ayrica semi-kantitatif tarama yontemi ile
suslarin proteolitik aktiviteleri hesaplanmistir. Proteoliz oran1 (Rp) 3,5’ den biiyiik
bulunanlar ytiksek, 2,0-3,5 arasi olanlar orta, 2,0’ dan kiigiik olanlar da diisiik proteolitik
aktiviteye sahip olarak degerlendirilmistir (75). Proteaz enzimi fiiretimi saptanan
suslarda, yiiksek proteolitik aktiviteye sahip 6 (% 5) sus bulunmustur. 61° 1 (% 50,8)
orta ve 9’ u (% 7.,5) diisiik proteolitik aktiviteli olarak belirlenmistir. Ayrica proteaz
tiretimi yoniinden pozitif bulunan suglar incelendiginde 67 sinin (% 88) AHL
molekiilleri {iretimi yOniinden de pozitif oldugu belirlenmistir. Bu bulgular literatiir
bilgileri ile uyumlu olarak; proteaz enzimi iretiminin, AHL molekiilleri varlig ile ve
bununla baglantili olarak QS sistemi ile yakin bir iligkisinin bulundugunu géstermistir
(23). Proteaz pozitif olarak belirlenen P.aeruginosa suslar1 arasindan segilen 25
P.aeruginosa susunda kolistin ve sefepimin subinhibitor konsantrasyonlarda proteaz
inhibitdr aktivitesi arastirilmistir. Sonuglar, antibiyotiksiz besiyerinde ve antibiyotik
iceren besiyerinde belirlenen proteoliz oranlari ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
Kolistinin subinhibitor konsantrasyonlarinin 25 susun 22’sinde (% 88), sefepimin
subinhibitor konsantrasyonlarmin ise tiim suslar iizerinde (% 100) proteaz inhibitorii
aktivitesi gosterdigi saptanmistir. Ayrica kolistinli besiyerlerinde belirlenen proteoliz
oranlar ile antibiyotiksiz besiyerlerinde belirlenen proteoliz oranlar1 arasinda, sefepimli
besiyerlerinde belirlenen proteoliz oranlar1 ile antibiyotiksiz besiyerlerinde belirlenen
proteoliz oranlar1 arasinda ve kolistinli ve sefepimli besiyerlerinde belirlenen proteoliz
oranlar1 arasinda istatistiksel yonden ileri derecede anlamli fark (p<0,001) oldugu
belirlenmistir. Sefepimin kolistine gdre proteaz enzimi iiretimine inhibitdr etkisinin

daha giiclii oldugu sonucuna varilmastir.

P.aeruginosa “swimming” (yiizme), “swarming” (kayma), “twitching” (titreme)
olmak tizere li¢ ¢esit harekete sahiptir (16). Sivi besin ortamlarindaki hareketi olan
“swimming” (ylizme) hareketini kirpigi ile saglar. Ayrica seker gibi ilgi duydugu

molekiillere kemotaksi hareketini de kirpigi ile gerceklestirir. Insanlarda ciddi
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enfeksiyonlara neden olan P.aeruginosa, enfeksiyonun erken safhalarinda konak

dokuya ulagma ve kolonizasyon i¢in kirpigini kullanir (9).

P.aeruginosa’ da “swimming” (ylizme) hareketinin belirlenmesine iliskin ¢esitli
aragtirmalar yapilmaktadir. Yapilan bir c¢alismada P.aeruginosa PAOI1 susunda
“swimming” (ylizme) hareketinin varlig1 saptanirken bu susun QS ile ilgili genlerinin
mutasyonu ile olusturulan mutant suslarda “swimming” (ylizme) hareketinin 6nemli
derecede azaldigi belirlenmistir (103). Nalca ve arkadaslar1 (86) yaptiklar1 ¢alismada
P.aeruginosa PAOI1 susunda azitromisinin “swimming” (ylizme) hareketine etkisini
arastirmiglardir. Sonug¢ olarak, azitromisinin P.aeruginosa’ da kirpik biyosentezini
saglayan cesitli proteinlerinin ekspresyonunu azalttigini ve buna bagl olarak swimming
agar besiyerinde Kirpik-bagimli hareketin azaldigin1 belirlemisleridir. “Quorum
Sensing” ve virulans faktorleri ile ilgili yaptigimiz arastirmamizda, ¢alisma kapsamina
aldigimiz cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 120 P.aeruginosa susu, “swimming”
(ylzme) hareketi varligi yoniinden arastirilmis ve yapilan deneylerde ‘“swimming”
(ylizme) hareket 6zelligi pozitif bulunan sus sayist 117 (% 97,5) olarak belirlenmistir.
“Swimming” (yiizme) hareketi yoniinden pozitif bulunan suslardan 90’ nin (% 76,9)
AHL molekiillerini de iirettigi saptanmistir. Bu bulgular literatiirde de belirtildigi gibi,
“swimming” (ylizme) hareketi ile AHL molekiilleri arasinda anlamli bir iliski oldugunu
gostermektedir (23). “Swimming” (yiizme) hareketi yoniinden pozitif bulunan suslar
arasindan secilen 38’inde Kolistin ve sefepimin subinhibitdr konsantrasyonlarda
“swimming” (ylizme) hareketine inhibitor etkisi aragtirtlmigtir. Kolistin 38 susun 6 (%
15,7)’ sinda, sefepim ise 15 (% 39,4)’ inde inhibitor etki gostermistir. Sefepimin
subinhibitér konsantrasyonlarinin, kolistinin subinhibitér konsantrasyonlarma gore
“swimming” (ylizme) hareketini istatistiksel yonden anlamli derecede (p<0,040) daha

yiiksek oranda inhibe ettigi belirlenmistir.

“Swarming” (kayma) hareketi; yar1 kati, Viskoz yiizeylerde bakteri
populasyonlarinin hizli hareketi ya da sosyal hareket olarak nitelendirilir. Hareket etme
yetenegine sahip bir¢ok bakteride hareket yonii kimyasal uyaranlara dogru, kemotaksi
seklindedir (104). “Swarming” (kayma) hareketinin gerceklesmesinde de ortamda,
bakteriler tarafindan salgilanan faktorler ve sinyal molekiillerinin artis1 rol oynar. Dogal
olarak “swarming” (kayma) hareketinin meydana gelmesinde bakterinin sahip oldugu

Kirpik rol oynamaktadir. P.aeruginosa da sahip oldugu kirpigi ile “swarming” (kayma)
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hareketini saglar. P.aeruginosa’ da “swarming” (kayma) hareketi QS sistemi aracilig1
ile AHL molekiilleri tarafindan kontrol edilmektedir. P.aeruginosa’ da “swarming”
(kayma) hareketi, 6zel besiyerindeki kiiltiirde dendritik hiicre topluluklar1 olusturacak
sekilde tireme ile fenotipik olarak goriilebilmektedir. “Swarming” populasyonu bir aktif
zon olarak tanimlanabilir. Bu yiiksek hiicre yogunlugu; besin, sinyal molekiilleri ve
bakteriler tarafindan salgilanan faktorlerin konsantrasyonuna bagl olarak “swarming”
(kayma) hareketini destekler. Tanimlanan aktif zon asimetrik bir goriintiidedir. Yani
hiicre yogunlugu oldugu kadar kimyasal maddelerin konsantrasyonu da zon iginde esit

sekilde dagilmamuistir. (105).

P.aeruginosa suslarindaki “swarming” (kayma) hareketinin belirlenmesine
iliskin ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Gupta ve arkadaslarmin (10) yaptiklar
calismada P.aeruginosa PAOIl susu ve bu susun c¢esitli mutantlar1 kullanilarak
“swarming” (kayma) hareketine QS sisteminin etkisi olup olmadigi arastirilmistir.
P.aeruginosa PAOL1 susunda “swarming” (kayma) hareketi gozlenirken, QS sistemi ile
ilgili cesitli genleri inaktive edilen mutant suslarda ise, “swarming” (kayma) hareketinin
onemli derecede azaldigi belirlenmistir. Yapilan baska bir ¢alismada P.aeruginosa
susunda “swarming” (kayma) hareketi varligi arastirilmis ve daha sonra besiyeri
ortammna sentetik AHL molekiili ilave edilerek iiretilen ‘“swarming” (kayma)
hareketinin 6nemli derecede arttigi gozlenmistir. Sonug¢ olarak P.aeruginosa’ da
“swarming” (kayma) hareketinin QS ile iligkili oldugu kanisina varilmigtir (105). Babic
ve arkadaslar1 (85) tobramisinin subMIK konsantrasyonlarinda “swarming” (kayma)
hareketine inhibitér etkisini arastirmislardir. P.aeruginosa’ nin  antibiyotiksiz
“swarming” (kayma) besiyerinde hareket olusturdugunu, tobramisin ilave edilen
ortamda “swarming” (kayma) hareketinin olmadigini, fakat besiyeri ortamina sentetik
AHL molekiilii ilave edildiginde “swarming” (kayma) hareketinin arttigim
gozlemlemislerdir. Bu sonuglar “swarming” (kayma) hareketinin QS sistemi ile iliskili
oldugunu ve tobramisinin QS inhibisyonunu sagladigin1 géstermistir. Calismamizda ise,
cesitli klinik orneklerden izole edilen 120 P.aeruginosa susu “swarming” (kayma)
hareketi yoniinden incelenmis ve 82 susda (% 68,3) bu hareketin varligi belirlenmistir.
“Swarming” (kayma) hareketi yoniinden pozitif bulunan suslardan 63’ iinde (% 76,8)
AHL molekiilleri iiretimi de belirlenmistir. Bu bulgular literatiirde de belirtildigi gibi,
“swarming” (kayma) hareketi ile AHL molekiilleri arasinda yakin bir iliski oldugunu

desteklemektedir (23). “Swarming” (kayma) hareketi yoniinden pozitif bulunan suslar
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arasindan secilen 38 sus iizerinde kolistin ve sefepimin subinhibitér konsantrasyonlarda
inhibitor etkisi arastirilmistir. Kolistin ve sefepim 38 susun 26’ sinda (% 68,4) inhibitor
etki gostermistir. “Swarming” (kayma) hareketinin inhibisyonunda kolistin ve sefepimin

etkinligi arasinda fark olmadig1 saptanmistir.

Piluslar bakterinin kisa, filamentdz, ekstraselliiler yiizey yapilaridir. Birgok
klinik P.aeruginosa susu Tip IV pilus tasir. P.aeruginosa’ nin mukoza ylizeyine
kolonizasyonu, epitel hiicrelerine fimbriyalar1 ile tutunmasi sonucunda gegeklesir.
P.aeruginosa’ da Tip IV pilus titreme olarak adlandirilan “twitching” hareketini saglar.
“Twitching” (titreme) hareketi QS sistemi tarafindan kontrol edilmektedir. Tip IV pili,
kolonizasyon sirasinda konak hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanarak patogenezde

o6nemli rol oynar.

P.aeruginosa’ da “twitching” (titreme) hareketinin tespiti, Tip 1V pilus
varliginin bir gostergesidir. Tip IV pilus bu bakterinin hedef dokuya aderansini saglayan
ve dolayisiyla kolonizasyonu/enfeksiyonu baglatan Onemli bir virulans faktoriidir.
P.aeruginosa’ da Tip IV pilus varliginda “twitching” (titreme) hareketinin olugumu ve
bu hareketin QS sistemi ile iliskisini ortaya koyan cesitli aragtirmalar yapilmistir.
Yapilan bir ¢calismada P.aeruginosa PAO1 susunda “twitching” (titreme) hareketinin
varlig1 saptanmis ve bu bakterinin Tip IV pilusa sahip oldugu belirlenmistir. Daha sonra
bu bakterinin ¢esitli genetik yontemlerle pilus geni mutasyona ugratilarak elde edilen
mutant suslarinda “twitching” (titreme) hareketinin olmadigi gozlemlenmistir (14).
Baska bir ¢alismada P.aeruginosa PAOI1 susunda “twitching” (titreme) hareketinin
varlig1 saptanirken bu susun QS ile ilgili genlerinin mutasyonu ile olusturulan mutant
suslarda “twitching” (titreme) hareketinin azaldigi belirlenmistir (103). Glessner ve
arkadasglar1 (15) “twitching” (titreme) hareketi ve QS sistemleri ile iligskisini belirlemek
icin yaptiklari ¢alismada P.aeruginosa PAO1 susunu kullanmiglar ve bu susun lasl ve
rhil genlerini inhibe ederek mutant suslar olusturmuslardir. P.aeruginosa PAO1
susunda koloninin etrafinda sisli zon olusumuyla “twitching” (titreme) hareketi
gozlemlenirken, rhll  geni mutasyona ugratilmis susda zon olusmamus, lasl geni
mutasyona ugratilmis susda ise, sisli zon ¢apinda azalma belirlenmistir. Hem lasl hem
de rhll genleri mutasyona ugratilmis susda ise zon olusumu gézlemlenmemis, fakat her
iki geni mutasyona ugratilmis bu susun bulundugu besiyeri ortamina Las ve Rhl

sistemleri tarafindan tiretilen sentetik 3-0X0-C12-HSL ve C4-HSL ilave edildiginde sisli
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zon ile “twitching” (titreme) hareketinin olustugu belirlenmistir. Yapilan baska bir
calismada tobramisinin subinhibitér konsantrasyonlarda “twitching” (titreme)
hareketine inhibitor etkisi arastirilmis ve tobramisinin Tip IV pilus-bagimli “twitching”
(titreme) hareketini 6nemli derecede azalltigi belirlenmistir (84). Calismamizda 120
P.aeruginosa susunda “twitching” (titreme) hareketinin varligi arastirillmis ve 64 (%
53,3)’ inde “twitching” (titreme) hareketi ve dolayisi ile Tip IV pilus varlig
saptanmustir.  “Twitching” (titreme) hareketi yoOniinden pozitif bulunan suslar
incelendiginde 56’ sinda (% 84.8) AHL molekiilleri iiretimi de pozitif bulunmustur.
“Twitching” (titreme) hareketi ile AHL molekiilleri arasinda, dolayisiyla QS sistemi ile
yakin bir iligki oldugunu gosteren bu bulgular, literatiir bilgileriyle de uyumludur (23).
Twitching” (titreme) hareketi yoniinden pozitif bulunan suslar arasindan segilen 38
P.aeruginosa susu kullanilarak kolistin ve sefepimin subinhibitér konsantrasyonlarda
inhibitor etkisi aragtirilmistir. Kolistin 38 susun 34 {inde (% 89,4), sefepim ise denenen
tim susglarda (% 100) inhibitor etki gostermistir. Sefepimin subinhibitor
konsantrasyonlarinin, kolistinin subinhibitér konsantrasyonlarina gore “twitching”
(titreme) hareketini istatistiksel yonden ileri derecede anlamli (p<0,005) olarak daha

yiiksek oranda inhibe ettigi saptanmigtir.

P.aeruginosa trettigi virulans faktorlerinin gesitliligi ve yiikselen antibiyotik
direng oranlartyla sik rastlanan ve tedavisi giic enfeksiyonlarin etkeni olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu nedenle bakterinin patogenezinde 6nemli rol oynayan QS sisteminin
yeni bir tedavi stratejisi olabilecegi diistiniilmektedir. Yeni bir antibakteriyel tedavi
yaklasimi olarak QS inhibisyonunun bakteri hiicresinde virulans genlerinin
ekspresyonunun engellenmesinin ve bu sayede bakteri virulansinin azaltilmasinin
enfeksiyon hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisinde Onemli bir strateji olabilecegi
diistiniilmektedir. Elde edilen veriler; glinlimiizde bazi suslar1 cogul antibiyotik direngli
ve hatta pan-rezistan olan P.aeruginosa suslarinin etken oldugu, (6zellikle persistan ve
kronik olmak iizere) enfeksiyonlarin tedavisindeki yeni yaklasimlara 1s1k tutacaktir.

Gelecekteki biyoteknolojik aragtirmalar QS mekanizmasinda iletisimi saglayan
ve patogenezin diizenlenmesinde rol oynayan molekiillerin tanimlanmasi ve tasarimina
odaklanmaktadir. Tasarlanacak yeni antibakteriyel ilaglarin, ya sinyal molekillerini
baskilayacak maddeler olmas1 ya da bu maddeler ile beraber antibakteriyellerin birlikte

kullanilmas ile etkili olacag: diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda yine QS mekanizmasinda



53

rol oynayan enzimlerin de antibakteriyel ilaglarin tasariminda etkili olabilecek baska bir
secenek olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizin verileri; Ozellikle sefepim olmak {izere, denenen her iki
antibiyotigin (sefepim ve kolistinin) subinhibitér konsantrasyonlarinda c¢alismada
incelenen virulans faktorlerini ateniie edebildigi ve P.aeruginosa enfeksiyonlarinin
tedavisinde bu antibiyotiklerin subMIK konsantrasyonlarda bakterisit etkili baska
antibiyotiklerle =~ kombine edilerek kullanilabilecegini ve tedavi basarisini

yiikseltebilecegini gostermektedir.
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