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ÖZET 
 

Yüksek Lisans Tezi 
 

DEMİR ŞELATÖRLERİNDEN KOJİK ASİT, LİPOİK ASİT VE PİKOLİNİK ASİTİN 
Pseudomonas aeruginosa’DA BİYOFİLM OLUŞUMUNA ETKİSİNİN 

ARAŞTIRILMASI 
 

Kübra ÇEVİK 
 

Süleyman Demirel Üniversitesi 
Fen Bilimleri Enstitüsü 
Biyoloji Anabilim Dalı 

 
Danışman: Doç. Dr. Seyhan ULUSOY 

 
 
 

Bu tez çalışmasında, demir şelatörleri kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asitin 
inhibitör etkileri araştırılmıştır. Çevreyi algılama sistemi (QS) inhibisyonu, 
Chromobacterium violaceum O26 (CVO26) ve C. violaceum VIR07 suşlarında 
viyolesin pigmenti üretimi ile test edilmiştir. Şelatörlerin, P. aeruginosa PA01 ve 
klinik izolatlarda biyofilm oluşumu, elastaz, piyosiyanin üretimi ve kayma 
hareketi üzerine etkileri ayrıca araştırılmıştır. 
Kojik, lipoik ve pikolinik asit P. aeruginosa PA01 ve klinik izolatlar (P. 

aeruginosa PAK01, P. aeruginosa PAK02, P. aeruginosa PAK03) için sırasıyla %5-
27, %7-28, %24-33 oranında biyofilm oluşumunu inhibe etmiştir. Test ortamına 
FeCl3 (100µM) eklendiği zaman inhibisyon oranları %39-57, %40-55, %50-57 
olarak tespit edilmiştir. 
Lipoik asitin P. aeruginosa ‘da biyofilm oluşumu ve kayma hareketi üzerine 
inhibitör etkisi ilk kez rapor edilmiştir. Bu sonuçlar, lipoik asit ve pikolinik asitin 
biyofilm enfeksiyonlarının tedavisi için alternatif olabileceğini göstermektedir. 
 
Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, kojik asit, lipoik asit, pikolinik 

asit, biyofilm 

 
2014,  63 sayfa 
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INVESTIGATING  EFFECTS OF IRON CHELATORS KOJIC ACID, LIPOIC ACID 

AND PICOLINIC ACID ON BIOFILM FORMATION OF Pseudomonas 

aerugınosa 
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In this study the inhibitory effects of iron chelators kojic acid, lipoic acid, and 
picolinic acid were investigated. QS inhibition was measured in violacein 
pigment producing Chromobacterium violaceum O26 (CVO26) and C. violaceum 
VIR07. And the effects of chelators on biofilm formation and elastase, pyocyanin 
production, swarming motility of P. aeruginosa PA01 and clinical isolates were 
also examined.  
Kojic, lipoic and picolinic acids have inhibited biofilm formation in P. aeruginosa 
PA01 and three clinical isolates (P. aeruginosa PAK01, P. aeruginosa PAK02, P. 

aeruginosa PAK03) by 5-27%, 7-28%, 24-33%, respectively. When the FeCl3 
(100µM) is added to the test medium inhibiton percentage were 39-57%, 40-
55%, 50-57%.  
Inhibitory effect of lipoic acid on biofilm formation and swarming motility in P. 

aeruginosa has been reported for the first time. These results showed that lipoic 
acid and picolinic acid may provide an alternative for the treatment of biofilm 
infections. 
 
Keywords: Pseudomonas aeruginosa, kojic acid, lipoic acid, picolinic acid, 
biofilm  
 
2014, 63 pages 
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 
 
AHL   Açil Homoserin Lakton 
BHL  N-butanoyil-L-homoserin lakton 
C4HSL  N-butanoyil-L-homoserin lakton 
ECR  Elastin Congo Red 
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mg  Miligram 
mM  Milimolar 
nm  Nanometre 
OD  Optik Dansite  
OdDHL N-(3-okzododekanoyil)-L-homoserin lakton 
QS  Quorum Sensing 
tris  Tris (hidroksimetil) amino metan 
X-gal  5-Bromo-4-Kloro-3-indolil-β-D-galaktopiranosid 
µl  Mikrolitre 
 



1 
 

1.  GİRİŞ 

  

Pseudomonas aeruginosa, Gram-negatif, biyofilm oluşturan, bağışıklığı baskılanmış 

kistik fibrozlu ve yanıklı bireylerde biyofilm kaynaklı enfeksiyonlara neden olan 

fırsatçı bir insan patojenidir. P. aeruginosa virülens faktörlerinin üretimini (elastaz, 

ramnolipit, piyosiyanin, proteaz) ve biyofilm oluşumunu kontrol etmek için, Açil 

homoserin lakton aracılı çevreyi (çoğunluğu) algılama sistemi olarak bilinen bir çeşit 

hücreler arası iletişim mekanizması kullanır. Bu organizmada çevreyi algılama 

sistemi las ve rhl sistemleri olarak bilinen birbirleriyle ilişkili iki majör sistemden 

oluşur. las sisteminde lasI N-3-okzo-dodekanoyil-homoserin lakton (3-oxo-C12-HSL) 

sinyal molekülünü kodlar ve LasR bu moleküle bağlanarak elastaz, LasA proteaz, 

alkalin proteaz ve ekzotoksin A üretiminin konrolünü sağlar. rhl sisteminde, rhlI N-

butanoyil-homoserin lakton (C4-HSL) sinyal molekülünü kodlar ve RhlR bu moleküle 

bağlanarak ramnolipit, elastaz, LasA proteaz, piyosiyanin ve siderefor üretiminin 

kontrolünü sağlar (Ochsner vd., 1994; Deizel vd., 2003; Musk vd., 2005; De Kievit, 

2008). 

P. aeruginosa’da çevreyi algılama sistemi ile biyofilm oluşumunun/gelişiminin 

yakından ilişkili olduğunu gösteren pek çok çalışma mevcuttur (Ochsner vd., 1994; 

Deizel vd., 2003; De Kievit, 2008; Jiricny vd., 2014). Bu fırsatçı patojen, kistik fibroz 

hastalarının akciğerlerinde antibiyotik dirençli biyofilmler oluşturan, tartışmasız 

üzerinde en fazla çalışma yapılan organizmadır. Kronik P. aeruginosa kaynaklı 

biyofilm enfeksiyonları, kistik fibroz hastalarında morbidite ve mortalitenin büyük 

bir oranının sebebi durumundadır (Van Delden ve Iglewski, 1998; Costerton vd., 

1999; Parsek ve Singh, 2003; Banin vd., 2005; Oglesbay vd., 2008; Braud vd., 2009). 

Bu hastalarda bu enfeksiyonlar konağın savunma sistemi ve antibiyotik tedavisi 

tarafından eradike edilemez, bu yüzden biyofilm oluşturan patojenlerin 

engellenmesi için yeni metotlara acilen ihtiyaç vardır.   

P. aeruginosa da gelişme ve biyofilm oluşumu için demire ihtiyaç duyar (Glick vd., 

2010). Dahası demir P. aeruginosa’nın oluşturduğu biyofilmlerin daha kararlı 

olmasını sağlar (Braun ve Hantke, 1997; Lamont vd., 2002). P. aeruginosa demirin 

kısıtlı olduğu ortamlarda demiri kullanabilmek için piyoverdin ve piyoselin 
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moleküllerini üretir (Neilands, 1995). Bu şelatör moleküller konakta transferin ve 

laktoferrin molekülleri ile yarışır. Laktoferrin uygulamasının P. aeruginosa’da 

biyofilm oluşumunu inhibe ettiği rapor edilmiştir (Musk vd., 2005; Musk ve 

Hergenrother, 2008). 

 

Transferin ve laktoferrin demiri güçlü bir şekilde bağlayarak bakterilerin demiri 

kullanımını kısıtlamaktadır (Wooldridge ve Williams, 1993). Yapılan çalışmalarda 

laktoferrinin, bakterilerin demir kullanımını engelleyerek P. aeruginosa’da biyofilm 

oluşumunu engellediği gösterilmiştir (Singh vd., 2002). Çoğu bakteride demir 10-7 ile 

10-5 M arasında bir fizyolojik konsantrasyonda gerekli olmasına rağmen, konak 

hücrede serbestçe kullanılamaz (Huston vd., 2003). Konakta serbest demirin 

eksikliği karşısında patojen bakteriler, konaktan demir elde etmek için bir dizi sistem 

geliştirmiştir (Wooldridge ve Williams, 1993; Braun, 2001; Huston vd., 2003). 

Bunlardan birisi de Fe(III) için yüksek afiniteye sahip düşük molekül ağırlıklı siderofor 

salgılamaktır. 

Sulu ortamlarda çözünmüş bulunan demir seviyesi, iyonların hücre içine pasif 

difüzyon ile alınması gereken demir için çok düşüktür (Griffiths, 1987). Bakteriler bu 

problemi çözmek için kullandıkları stratejilerden en yaygını siderofor olarak 

adlandırılan demiri şelatlayabilen moleküllerin üretilmesidir (Guerinot, 1994). 

Ortamdaki ferrik iyon şelatları ve ferrisiderofor kompleksleri spesifik hücre yüzeyi 

reseptör proteinleri aracılığı ile bakteriler tarafından alınır (Lamont vd., 2002). 

Demir hücre proteinlerine dahil edilmek için ferrisiderofor kompleksinden salınır 

(Lamont vd., 2002).  

Tanımlanmış yaklaşık 500 siderofor vardır ve çoğu bakteri cinsi siderofor üreticisi 

içerir (Drechsel & Winkelmann, 1997). 

 

Demirin şelatlanmasının, P. aeruginosa’ da hücreleri öldürmeden, biyofilm 

oluşumunun engellenmesi veya bozulması için umut verici yeni bir tedavi olabileceği 

düşünülmektedir. 

 

Bu çalışma kapsamında, P. aeruginosa’da elastaz, piyosiyanin üretimi, biyofilm 

oluşumu ve kayma hareketi üzerine demir şelatörleri 2,2’-bipiridil, kojik asit, lipoik 
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asit ve pikolinik asitin etkileri incelenmiştir. P. aeruginosa PA01 suşunda ve P. 

aeruginosa klinik izolatlarında (P. aeruginosa PAK01, P. aeruginosa PAK02 ve P. 

aeruginosa PAK03) biyofilm oluşumu 2,2’-bipiridil, kojik asit, lipoik asit ve pikolinik 

asit eklenerek ayrıca FeCl3 şelatlanarak etkileri incelenmiştir.  

 

 

2. KAYNAK ÖZETLERİ 

 

Musk ve Hergenrother (2008) tarafından yapılan çalışmada; pikolinik asit, kojik asit, 

asetohidroksamik asit ve ferrik amonyum sitrat kullanılarak, demir: şelatör oranı 3:1 

(300µl kimyasal: 100µl FeCl3) olacak şekilde solüsyon hazırlanmıştır ve 250µM l-1 

pikolinik asit: FeCl3 karışımının P. aeruginosa biyofilm oluşumu üzerine %50 ve daha 

fazla inhibitör etkisinin bulunduğu tespit edilmiştir.  

 

Musk, vd. (2005) tarafından yapılan çalışmada; demir şelatörleri (ferrik sülfat, 

sodyum sitrat, sitrik asit, amonyum sitrat ve ferrik amonyum sitrat) kullanılarak P. 

aeruginosa’da biyofilm oluşumu üzerine etkisi araştırılmıştır. P.aeruginosa’da 

biyofilm oluşumunu bakteri gelişimini engellemeden, ferrik amonyum sitratın %40 

oranından fazla inhibe ettiğini tespit etmişlerdir.  

 

2.1. Pseudomonas aeruginosa 

 

Pseudomonas aeruginosa; Pseudomonadaceae ailesi Pseudomonas cinsine ait, 

Gram-negatif, suda ve toprakta yaşayan bir bakteridir. Özellikle bağışıklığı 

baskılanmış bireylerde (yanıklı ve kistik fibrozisli hastalarda) ciddi enfeksiyonlara 

neden olan fırsatçı bir insan patojenidir (Van Delden ve Iglewski, 1998; Costerton 

vd., 1999; Parsek ve Singh, 2003; Banin vd., 2005; Oglesbay vd., 2008; Braud vd., 

2009). 

 

P. aeruginosa; sabun, göz damlası, diyaliz sıvıları, solunum cihazları, ilaçlar, uygun 

koşullarda bekletilmeyen ağzı açık dezenfektanlar, temizlik bezleri ve fırçalar, 

havalandırma cihazları, lavabolar, duş başlıkları ile hasta odalarındaki çiçekler 
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aracılığı ile bulaşabilmekte ve hastana enfeksiyonlarının %10-30’undan sorumlu 

tutulmaktadırlar (Çiftçi vd., 2005; Gazi vd., 2006; Topçu Albayrak, 2008; Özdemir 

vd., 2009). 

 

P. aeruginosa’nın nemli ortamları sevmesi, fiziksel ortamlara dayanıklı olması, 

üreyebilmesi için oldukça az besine ihtiyaç duyması, antiseptiklerden birçoğuna ve 

antibiyotiklere dirençli olması, distile suda dahi üreyebilmesi, bu mikroorganizmanın 

dış ortamlarda ve özellikle hastane ortamında yaşamasını kolaylaştırmaktadır 

(Berktaş vd., 2011).  

 

2.2. P. aeruginosa VİRÜLENS FAKTÖRLERİ 

 

2.2.1. ELASTAZ 

 

Elastin akciğerlerin genişleyip, daralmasına olanak sağlayan bir proteindir ve 

akciğerlerde bulunan proteinin yaklaşık %30u elastindir. P. aeruginosa’nın elastolitik 

etkisinden LasA proteaz ve LasB elastaz sorumludur, enzimler sinerjistik etki 

göstererek elastini parçalarlar. LasA bir serin metalloproteinazdır, LasA proteaz 

elastini yıkamaz ancak LasB elastazın elastolitik etkisini artırır. LasB bir çinko 

metalloproteinazdır ve LasA proteazın yıprattığı elastini parçalar (Morihara, 1964; 

Doring, vd., 1981; Morihara ve Homma 1985). 

 

2.2.2. PİYOSİYANİN 

 

P. aeruginosa tarafından üretilen mavi renkli bir pigmenttir. Piyosiyanin üretimi 

gelişme ortamına bağlı olup ortamdaki yüksek fosfat konsantrasyonlarında artarken, 

stoklanan kültürlerde pigment oluşturma özelliklerini kaybedebilirler (Topçu 

Albayrak, 2008). P. aeruginosa’nın suda eriyen piyoverdin pigmenti ile suda ve 

kloroformda eriyen piyosiyanin pigmentinin birleşmesi sonucu karakteristik parlak 

yeşil rengi ortaya çıkar (Topçu Albayrak, 2008). 
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2.2.3. PİYOVERDİN 

 

Piyoverdinin asıl bileşeni, kompozisyonu türe göre değişen siklik peptide bağlı 

kinolin kromoforudur. Çevredeki demiri bağlayarak P. aeruginosa’nın metabolizması 

için demir sağlayan bir siderofordur (Meyer ve Hornsperger, 1978).  

 

P. aeruginosa’ya ait piyosiyanin, çeşitli flüoresan ve flüoresan olmayan 

Pseudomonas’lar arasında bulunan en belirgin pigment grubudur (Meyer ve 

Hornsperger, 1978).   

 

2.2.4. BİYOFİLM 

 

Costerton ve arkadaşları (1999), bakteri tarafından üretilen ve bakterinin cansız 

veya canlı yüzeylere yapışmasını sağlayan polisakkarit tabiatında “glikokaliks” olarak 

da adlandırılan polimerik matriks olarak tanımlarken; Elder ve arkadaşları (1995), 

mikroorganizmaların ekzopolimer matriks aracılığı ile oluşturdukları yapısal birlik 

olarak, Carpentier ve Cerf (1993) ise çok basitçe, bakterilerin gömülü olarak 

bulunduğu ve yüzeye yapışmış olan organik polimer matriks olarak tanımlamıştır. 

Biyofilmin en yeni tanımı ise mikroorganizmalar tarafından oluşturulan, herhangi bir 

yüzeye, ara yüzeye veya birbirlerine yapışmalarını sağlayan ve büyüme oranları ile 

gen transkripsiyonuna bağlı olarak farklı fenotip gösterebilen ve biyofilm oluşturan 

mikroorganizmanın içinde gömülü olarak bulunduğu ekstraselüler polimerik 

maddeden oluşlmuş matriks şeklindedir (Donlan ve Costerton, 2002). 

 

Bir biyofilmin yapısı %97 su olmak üzere %2-5 mikroorganizma, %1-2 polisakkarid, 

%1-2 protein, %1-2 DNA ve iyonlardan oluşmaktadır (Uludağ Altun ve Şener, 2008).  

Biyofilmin oluşması; sistem yapısına, mikroorganizma türüne ve çevresel faktörlere 

bağlı olarak birkaç saat ile birkaç hafta sürebilir.  
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Biyofilm oluşma basamakları; 

1-Mikroorganizmanın yüzeye tutunması 

2-Geri dönüşümsüz tutunma 

3- 1. Olgunlaşma evresi 

4- 2. Olgunlaşma evresi 

5- Dağılma şeklindedir. 

 

Şekil.1. Biyofilm gelişim aşamaları ve aşamaların elektron mikroskop görüntüleri: 1) İlk tutunma, 2) Geri dönüşümsüz tutunma, 

3) 1. Olgunlaşma devresi, 4) 2. Olgunlaşma devresi 5) Dağılma (http1) 

 

 

Biyofilm oluşumu P. aeruginosa’da çevreyi algılama sistemi tarafından kontrol edilir. 

Çevreyi algılama sistemi, bakteriye oldukça fazla avantaj kazandırır. Bu sistem 

sayesinde bakteri davranışlarını koordine ederek, besin kaynaklarına adaptasyon 

geliştirir (Uludağ Altun ve Şener, 2008). Aynı besin için yarışan diğer bakterilere karşı 

savaşabilir. En önemlisi, infeksiyon sırasında virülens faktörlerinin regülasyonu 

sonucu konakta immün yanıttan kaçabilir (Uludağ Altun ve Şener, 2008). 

  

Ortamda besin kısıtlanması sonucu eksprese olan çevreyi algılama sistemi 

moleküllerinin salınımı, ortam pH’ı, O2 perfüzyonu, karbon kaynağı ve ozmolarite 

gibi çevresel faktörler biyofilm gelişiminde çok etkilidir (Sakarya, 2005). 

 

Kistik fibrozis gibi hastalıkların oluşmasındaki en önemli etkenlerden biri P. 

aeruginosa biyofilmidir. Yapılan son çalışmalar, bakteri büyümesi için yeterli demir 

ile bu metal seviyelerinin biyofilm gelişmesi için bir sinyal olarak görev yaptığını 

göstermiştir (Singh vd., 2002). 
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Ortamda mevcut demir miktarının azaltılması P.aeruginosa biyofilm gelişimini 

etkileyebileceği için biyofilm oluşumuna müdahale edilmesinde potansiyel bir araç 

olarak önerilmiştir (Banin vd., 2006; Musk vd., 2005).  Ayrıca demir, P.aeruginosa 

biyofilm gelişimi için çevresel bir sinyal görevi görmektedir (Glick vd., 2010).  

 

2.3. ŞELATÖRLER 

 

2.3.1. LİPOİK ASİT 

 

Vitamin benzeri bir antioksidan olan Alpha lipoik asit, suda ve yağda çözünebildiği 

için genel antioksidan olarak adlandırılmaktadır. FDA tarafından onaylı olan alfa 

lipoik asitin, HIV enfeksiyonlarında, karaciğer hastalıklarında, glokom gibi göz 

hastalıklarında, diyabetli hastaların sinir hasarlarının hafifletilmesinde ve yaşlanma 

etkilerine karşı beyin hasarlarını hafifletmeye yardımcı olduğu bilinmektedir (Karaca, 

2009; http2). 

 

2.3.2. PİKOLİNİK ASİT 

 

Pikolinik asit, triptofan katabolizmasının doğal bir yan ürünü olarak insan vücudu 

tarafından üretilir (Bosco vd., 2003). Yüksek konsantrasyonlarda toksik değildir ve 

ferrik pikolinat insanlarda demir eksikliğinin çeşitli formlarda tedavisi için ilave 

demirin popüler bir formudur (Musk ve Hergenrother, 2008). 

 

2.3.3. KOJİK ASİT 

 

Kojik asit; 1989 yılında Japonya’da keşfedilmiştir ve çeşitli mantar türlerinden, 

özellikle Aspergillus oryzae tarafından üretilen bir şelatördür (Yabuta, 1924; Bentley, 

2006). Kojik asitin, kozmetikte pigment açıcı olarak kullanılmasından ziyade 

antibakteriyel ve antioksidan özellikleri de bilinmektedir. Ayrıca, demir iyonları ile 

parlak kırmızı bir kompleks oluşturur. 
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2.3.4. 2,2’- BİPİRİDİL 

 

Pek çok geçiş metali ile kompleks oluşturan bir şelatördür. Genellikle demir tayini 

için kullanılır. 

 

3. MATERYAL METOT 

 

3.1. KULLANILAN BESiYERLERİ VE BAKTERİYEL SUŞLAR 

 

Tez çalışması kapsamında ABT, Müller Hilton II Agar, Müller Hilton Broth ve Luria 

Bertani (LB) besi yerleri kullanılmıştır. 

Çalışma sırasında kojik asit, lipoik asit, pikolinik asit ve 2,2’-bipiridil moleküllerinin 

çevreyi algılama sistemi üzerine potansiyel inhibitör etkilerinin test edilmesi 

basamağında referans olarak QSIS1 biyosensör suş kullanılmıştır. Viyolasin pigment 

üretimi testinde ise Chromobacterium violaceum 026, C. violaceum VIR07 suşları 

kullanılmıştır. 

Çevreyi algılama sistemi kontrolünde gerçekleşen virülens faktörleri üretimi (Elastaz 

ve piyosiyanin), biyofilm oluşturma ve kayma hareketi üzerine, kojik asit, lipoik asit, 

pikolinik asit ve 2,2’-bipiridil moleküllerinin inhibitör etkilerinin araştırıldığı testlerde 

ise; P. aeruginosa PAK01, P. aeruginosa PAK02, P. aeruginosa PAK03 klinik izolatları 

ile pozitif kontrol olarak P. aeruginosa PA01 suşu kullanılmıştır. Çalışmada kullanılan 

bakteri suşları Süleyman Demirel Üniversitesi Biyoloji Bölümü bakteri stoğundan 

temin edilmiştir. 

3.2. KOJİK ASİT, LİPOİK ASİT, PİKOLİNİK ASİT VE 2,2’-BİPİRİDİL’İN POTANSİYEL 

ÇEVREYİ ALGILAMA SİSTEMİ İNHİBİTÖRÜ ÖZELLİKLERİNİN İNCELENMESİ 

3.2.1. QUORUM SENSING SELECTOR STRAIN 1 (QSIS1) TESTİ 

QSIS1 mutant bakterisi, sinyal moleküllerinin bulunduğu ortamda yaşayamayıp, 

çevreyi algılama sistemi inhibitörlerinin (QSIs) etkinliğini gösterdiği ortamda 

yaşayabilmektedir (Bjarnsholt, vd., 2010). Bu bakteri Escherichia coli 1100’ün laktoz 
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pozitif suşuna V. fischeri’nin luxRI QS taşıyan pTBR2iB plazmidinin klonlanmasıyla 

oluşturulmuştur (Rasmussen vd., 2005). luxI promotorunun kontrolü altında 

hücreye eklenen fosfolipaz A proteinini kodlayan gen (phlA) sentezlendiği taktirde 

hücrenin ölümüne yol açmaktadır. Eğer ortamda toksik olmayan çevreyi algılama 

inhibitörü mevcut ise phlA sentezlenemez ve hücre gelişimine devam eder 

(Bjarnsholt vd., 2010). 

ABT besi yerine %0,5 glikoz, %0,5 kosamino asit (2,5 mg/litre Tiamin içeren AB 

ortamı) eklenmiş ve 3-Oxo-C6-HSL (Sigma-Aldrich) (200 nM), ampisilin (100 ppm), 5-

bromo-4-kloro-3-indoksil-D-galaktopiranozit (X-Gal, Sigma-Aldrich) (80 ppm), 

isopropil-D-tiyogalakatozit (IPTG, Sigma-Aldrich) (100 μM) de belirtilen son 

derişimlerde eklenerek çalışılmıştır. ABT besi yerine gecelik QSIS 1 kültüründen ilave 

edilerek petrilere dökülmüştür. Besi yeri katılaşınca pastör pipeti ile kuyucuklar 

açılmış ve kuyucuklara  50 şer µl 2,2’-bipiridil, kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit 

yüklenmiştir. 30˚C de 24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonucunda kuyucukların 

etrafında oluşan yeşil zon pozitif olarak değerlendirilmiştir (Rasmussen vd., 2005).  

 

3.2.2. Chromobacterium violeceum’da Viyolasin Üretimine Etkisi 

 

Kojik asit, lipoik asit, pikolinik asit ve 2,2’-bipiridil’in çevreyi algılama sistemine 

inhibitör etkileri C. violaceum 026 ve C. violaceum VIR07 biyoindikatör suşları 

kullanılarak incelenmiştir. Bunun için LB Broth içerisinde % 0,5 lik agar olacak şekilde 

katı besiyeri hazırlanmıştır. Pigment üretimlerini engellemek için ortama sinyal 

molekülleri eklenmiştir. C. violaceum 026 suşu için HHL sinyal molekülü 10 kat, C. 

violaceum VIR07 suşu için ise OdDHL sinyal molekülü 20 kat seyreltilerek 

kullanılmıştır. LB agar bulunan petrilerin her birine hazırlanan besi yerinden 5’er ml 

dökülmüştür ve sonrasında kuyucuklar açılmıştır. Kuyucuklara 50 şer µl 2,2’-Bipiridil, 

kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit yüklenerek 30˚C de bir gece inkübe edilmiştir. 
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3.3. Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit ve 2,2’-Bipiridil’in Pseudomonas 

aeruginosa için Antibakteriyel Özelliklerinin İncelenmesi 

 

96’lık mikroplakanın her bir kuyucuğuna, 155µl Müller Broth II besi yeri, 0,5 

McFarland bulanıklığa eşdeğer bulanıklığa ayarlanmış Pseudomonas aeruginosa 

PA01 kültüründen 20µl ve son derişimleri 30mM, 15mM, 7,5mM, 3,25mM, 

1,625mM 0,8125mM, 0,406mM ve 0,203mM olacak şekilde seyreltilen kojik asit, 

lipoik asit, pikolinik asit ve 2,2’-Bipiridil’den 5’er µl eklenmiştir. 37˚C’de 1 gece 

inkübe edilmiştir (Hammer vd., 1999). İnkübasyon sonrasında MIK değerini tespit 

etmek için örnek sayısı kadar Müller Agar II katı besi yeri hazırlanmıştır ve petri 

kaplarının üzerine derişimleri yazılarak bölmelere ayrılmıştır. İnkübasyon sonrası 

mikroplakadaki kültürler hazırlanan petrilerdeki uygun bölmelere 5µl damlatılmış ve 

37˚C’de 1 gece inkübe edilerek  en uygun derişim belirlenmiştir. 

 

3.4. BÜYÜME EĞRİSİ OLUŞTURULMASI 

 

96 kuyucuklu mikroplaka kullanılarak büyüme eğrisi oluşturulmuştur. Her bir 

kuyucuğa 172µl LB Broth besi yeri, 5µl (2,2’-Bipiridil, kojik asit, lipoik asit, pikolinik 

asit) ve LB Broth besiyerinde üretilen P. aeruginosa PA01 bakteri kültürü yoğunluğu 

600nm de okunmuş ve 0,05 e seyreltilerek 3µl eklenmiştir. Kojik asit, lipoik asit ve 

pikolinik asitin her birinden 8mM, 4mM, 2mM, 1mM derişimlerde ve 2,2’-Bipiridil 

den ise 1mM, 0,5mM, 0,25mM ve 0,125mM derişimlerde olacak şekilde eklenmiştir. 

Mikroplaka, 37˚C de inkübasyona bırakılmış ve her yarım saatte bir Epoch marka 

mikroplaka okuyucuda 600nm de okutulmuş, veriler kaydedilmiştir. 
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3.5. BİYOFİLM TESTİ  

 

P. aeruginosa PA01 ve klinik izolatlar LB Broth besiyerinde üretilmiştir. Biyofilm testi 

için O’Toole ve Kolter (1998) tarafından tanımlanan yöntem modifiye edilerek 

kullanılmıştır. 0,5 McFarland bulanıklığa eş değer bulanıklıkta kültür 50µl test 

tüplerine eklenmiştir. Son derişimleri 2,2’-bipiridil 0,125mM, kojik asit 2mM, lipoik 

asit 4mM, pikolinik asit 2mM ve FeCl3 100 µM olacak şekilde test tüplerine 

eklenmiştir. 37˚C’de 1 gece inkübe edildikten sonra 600nm’de hücre yoğunlukları 

ölçülmüştür. Tüplerin içindeki kültür dökülmüş ve saf su ile 3 kere yıkandıktan sonra 

%1lik kristal viyole çözeltisi eklenerek 30dk bekletilmiştir. Kristal viyole çözeltisi de 

saf su ile 3 kere yıkandıktan sonra etanol eklenerek ve 15 dk beklenerek 570nm’de 

absorbansları ölçülmüştür. Çalışma sırasında 2,2’-Bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve 

pikolinik asit eklenmemiş örnek kontrol olarak kullanılmıştır.  

 

 

3.5.1. Şelatlanan Demir Solüsyonlarının Hazırlanması 

 

2,2’-bipiridil, kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit şelatörlerinin her birinden 50mM 

lık ve FeCl3’den 50mM lık stok çözelti hazırlanmıştır. Hazırlanan stok çözeltilerden, 

şelatör:demir oranı 3:1 (300ml kimyasal+100ml FeCl3) oranında karıştırılarak 

solüsyon hazırlanmıştır (Musk ve Hergenrother, 2008). Biyofilm testi için, hazırlanan 

solüsyonların son derişimleri 100µM ve 250µM olacak şekilde test tüplerine 

eklenmiştir. Biyofilm testi O’Toole ve Kolter (1998)’e göre uygulanmıştır.  

 

3.6. KAYMA HAREKETİ TESTİ 

 

P. aeruginosa PA01 ve klinik izolatlar LB Broth besiyerinde üretilmiştir. 2,2’-Bipiridil, 

kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit’in her biri ve kontrol grubu için 45ml saf suya 

0,4gr LB Broth ve 0,25gr Noble agar eklenerek besiyeri hazırlanmıştır. Son derişimi 

%0.5 olacak şekilde glikoz otoklavlandıktan sonra besiyerine eklenmiştir. 2,2-



12 
 

bipyridyl 0,125mM, kojik asit 2mM, lipoik asit 4mM, pikolinik asit 2mM ve FeCl3 100 

µM eklenmiştir. Petrilere dökülen besiyeri katılaştıktan sonra santrifüj edilen günlük 

bakteri kültüründen 5’er µl damlatılmıştır. 37˚C de 24 saat inkübe edilmiştir. 

İnkübasyonun sonunda bakterinin inoküle edildiği noktadan etrafa doğru kayma 

çapı ölçülerek sonuçlar değerlendirilmiştir. Deney sırasında kimyasal eklenmemiş 

örnek kontrol olarak kullanılmıştır. 

 

3.7. ELASTAZ ÜRETİM TESTİ 

 

Elastin Kongo Red testi uygulanmıştır (Ohman vd., 1980). P. aeruginosa PA01 ve 

klinik izolatlar LB Broth besiyerinde üretilmiştir. Her şişede 10ml besiyeri olacak 

şekilde LB Broth besiyeri hazırlanmıştır. Bakteri kültürünün yoğunluğu 600 nm de 

okunarak besiyerinde 0,05 olacak şekilde bakteri süspansiyonundan şişelere 

eklenmiştir. Her kimyasaldan iki derişim kullanılmıştır. Lipoik asitin son derişimleri 

4mM, 2mM,  pikolinik asit ve kojik asitin son derişimleri 2mM, 1mM ve 2,2’-Bipiridil’ 

in son derişimleri 0,125 mM,  0,0625mM olacak şekilde hesaplanarak hazırlanan 

stok çözeltiden 50 şer µl eklenmiştir. 37˚C de 1 gece 120 rpm de inkübe edilmiştir. 

Ertesi gün 600 nm de bakteri yoğunlukları okunmuştur ve 1 er ml test tüplerine 

alınmıştır. Test tüpleri 14500 rpm de 5 dk santrifüj edilerek üst kısımdan 100 µl 

alınmıştır. Tampon çözelti içerisine (900 µl üzerine) alınan 100 µl eklenerek 37˚C de 

bir gece inkübe edilmiştir ve 495nm de absorbansları okunmuştur. Çalışma sırasında 

2,2’-Bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit eklenmemiş örnek kontrol olarak 

kullanılmıştır. 

Tampon çözeltisi için; 0,1 M Tris ve 0,001M CaCl2 çözeltisi pH 7,5 olacak şekilde 

hazırlanmıştır ve ml ye 10mg Elastin Kongo Kırmızısı eklenmiştir. 

 

 

3.8. PİYOSİYANİN ÜRETİM TESTİ 

 

P. aeruginosa PA01 ve klinik izolatlar LB Broth besiyerinde üretilmiştir. Piyosiyanin 

broth besiyeri hazırlanmıştır ve her bir şişede 10ml olacak şekilde dağıtılmıştır. P. 

aeruginosa PA01 ile klinik izolat kültürleri ve son derişimler 2,2’-Bipiridil 0,125mM 



13 
 

ve 0,0625mM, kojik asit 2mM ve 1mM, lipoik asit 2mM ve 1mM, pikolinik asit 1mM 

ve 0,5mM, FeCl3 100 µM olacak şekilde eklenmiştir. 37˚C de bir gece inkübe 

edilmiştir. Ertesi gün 600nm de bakteri yoğunlukları okunarak üzerine 5er ml 

kloroform eklenmiştir. Her bir şişe 30sn vorteks ile çalkalanmıştır ve kloroformda 

çözünen piyosiyanin pigmenti test tüplerine alınmıştır. 0,2M lık HCl den 1ml 

eklenerek 30 sn vorteks ile çalkalanmıştır. Asitte çözünen pigmentin absorbansı 

520nm de okunmuştur. Test sırasında 2,2’-Bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik 

asit eklenmemiş örnek kontrol olarak kullanılmıştır. 
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4. BULGULAR 

4.1. Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit Ve 2,2’-Bipiridil’in QSIS 1 İle Testi 

QSIS1 testi ile çevreyi algılama sistemi inhibitör adayı olarak seçilen şelatörler kojik 

asit, lipoik asit, pikolinik asit ve 2,2’-bipiridil’in çevreyi algılama sistemi üzerine 

potansiyel inhibitör etkileri incelenmiştir. 

İnkübasyon sonunda kuyucuklar etrafında oluşan mavi halkalar (Şekil 2.) test edilen 

molekülün çevreyi algılama sistemi inhibitör adayı olduğunu göstermektedir. Şekil 

2’ye göre test edilen şelatörlerin potansiyel inhibitör moleküller olduğu tespit 

edilmiştir. 

 

Şekil 2. Kojik asit, lipoik asit, pikolinik asit ve 2,2’-bipiridil’in QSIS 1 testi sonucunda besiyeri üzerindeki görüntüsü 

 

 

 

4.2. Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit ve 2,2’-Bipiridil’in Chromobacterium 

violaceum’da Viyolasin Üretimine Etkisi 

Pigment üretimini engellemek için LB besi ortamına sinyal molekülleri eklenmiştir. C. 

violaceum 026 biyosensör suşu için HHL ve C. violaceum VIR07 biyosensör suşu için 

2,2’-Bipiridil 

Kojik asit 

Pikolinik asit 
Lipoik asit 
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ise OdDHL sinyal molekülü besi ortamına eklenmiştir. Viyolasin pigment üretimi 

üzerine inhibisyon etkisi araştırılan kojik asit, lipoik asit, pikolinik asit ve 2,2’-

bipiridil’in son derişimleri 0,1 M olacak şekilde kuyucuklara yüklenmiştir.  

Sinyal molekülleri indikatör suşların viyolasin üretimini indüklemiştir. Kuyucuklara 

yüklenen şelatörler, kuyucuktan difüze oldukça viyolasin üretimini inhibe ederek 

şeffaf zon oluşturmuştur (Şekil 3., Şekil 4.). Şeffaf zon, viyolasin üretiminin inhibe 

edildiğini göstermektedir. 

 

Şekil 3. Agar difüzyon yöntemi ile C. violaceum (VIR07)’de viyolasin üretimine kojik asit, lipoik asit, pikolinik asit 

ve 2,2’-bipiridil’in inhibitör etkisi 

 

Şekil 4. Agar difüzyon yöntemi ile C. violaceum (CV026)’de viyolasin üretimine kojik asit, lipoik asit, pikolinik asit 

ve 2,2’-bipiridil’in inhibitör etkisi  

2,2’-Bipiridil 

Lipoik asit Kojik asit 

Pikolinik asit 
Kontrol 

2,2’-Bipiridil 

Pikolinik asit 

Kojik asit 

Lipoik asit 
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4.3. Büyüme Eğrisi 

Biyofilm üretimi ve virülens faktörlerinin üretimi sırasında kullanılacak olan 

derişimin belirlenmesi için Kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit 8mM, 4mM, 2mM ve 

1er mM’da, 2,2’-Bipiridil ise 1mM, 0,5mM, 0,25mM ve 0,125mM derişim için 

büyüme eğrisi hazırlanmıştır (Şekil 5). Büyüme eğrilerine göre 2,2’- Bipiridil için 

0,125mM, kojik asit için 2mM, lipoik asit için 4mM ve pikolinik asit için 2mM çalışma 

derişimleri olarak belirlenmiştir. 

 

a 

 

 

b 
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c 

 

d 

Şekil 5. P. aeruginosa PA01 için kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit 8mM, 4mM, 2mM, 1mM, 2,2’-bipiridil için 

ise 1mM, 0,5mM, 0,25mM ve 0,125mM derişimlerde (a, b, c, d) hazırlanmış büyüme eğrisi 

 

4.4. Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit Ve 2,2’-Bipiridil’in Biyofilm Oluşumuna 

Etkisinin İncelenmesi  

Bu tez çalışmasında, 2,2-Bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit doğrudan 

biyofilm test ortamına eklenerek ve ayrıca demir şelatörler ile önce şelatlanarak test 

ortamına eklenmiş ve P. aeruginosa biyofilm oluşumuna etkileri incelenmiştir. 
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Şekil 6.1. P.aeruginosa PA01 için biyofilm oluşumuna 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik asit

 (4mM), kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)(a) ve 100µM FeCl3 eklendiğinde (b)

 etkisi. Sonuçlar One way Anova ile analiz edilmiş (*) ile işaretli sonuçlar ile kontrol

 arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. 
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Şekil 6.2. P.aeruginosa PA01 suşunun ortamda 2,2-bipiridil (0,125mM), lipoik asit (4mM),

 kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)(a) ve 100µM FeCl3 eklendiğinde (b)

 600nm’deki absorbans değerleri 

 

Biyofilm testi için ortama 2,2’-bipiridil (0,125mM), kojik asit (2mM), lipoik asit 

(4mM) ve pikolinik asit (2mM) olacak şekilde eklenerek P.aeruginosa PA01 için 

biyofilm oluşumuna etkileri incelenmiştir (Şekil 6.1.a). Biyofilm oluşumunu lipoik asit 
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%28, pikolinik asit %24, kojik asit %18 oranında inhibe ettiği tespit edilmiş, 2,2’-

bipiridil için inhibisyon tespit edilmemiştir. Ortama FeCl3 (100µM) ilave edildiği 

zaman inhibisyon yüzdeleri artmış ve lipoik asit %25, pikolinik asit %41, kojik asit 

%20, 2,2’-bipiridil için %8 olarak tespit edilmiştir. Lipoik asit, pikolinik asit, kojik 

asitin inhibisyon değerleri ile kontrol arasındaki fark istatistiksel olarak önemli 

bulunmuştur. Ortama FeCl3 (100µM) ilave edildiğinde (Şekil 6.1.b) ise biyofilm 

oluşumunu, lipoik asit %25, pikolinik asit %41 ve kojik asit %20 oranında inhibe 

etmiştir. P. aeruginosa PA01 suşu için test için kullanılan şelatörlerin hücre sayısına 

etkileri, ortamda FeCl3 yokluğunda (a) ve ortamda FeCl3 varlığında 600nm’deki 

absorbans değerleri Şekil 6.2’de verilmiştir. 
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Şekil 6.3. P.aeruginosa PAK01 izolatında biyofilm oluşumuna 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik

 asit (4mM), kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)in etkisi(a) ve 100µM FeCl3

 eklendiğinde biyofilm üretimi. Sonuçlar, One Way Anova ile analiz edilmiş (*) ile

 işaretli örnekler ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak

 anlamlı bulunmuştur. 
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Şekil 6.4. P.aeruginosa PAK01 suşunun, ortamda 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik asit (4mM),

 kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)(a) ve 100µM FeCl3 eklendiğinde (b)

 600nm’deki absorbans değerleri  

P.aeruginosa PAK01 için biyofilm oluşumuna 2,2’-bipiridil (0,125mM), kojik asit 

(2mM), lipoik asit (4mM) ve pikolinik asit (2mM)’in etkileri incelenmiştir (Şekil 

6.3.a). Biyofilm için inhibisyon yüzdeleri lipoik asit %7, pikolinik asit %30, kojik asit 

%5, 2,2’-bipiridil %14 olarak tespit edilmiştir.  Ortama FeCl3 (100µM) ilave 

edildiğinde lipoik asit %7, pikolinik asit %30, kojik asit %18, 2,2’-bipiridil %17 

oranında inhibisyon tespit edilmiştir. İstatistiksel analiz sonucunda ise en etkili 

şelatörün pikolinik asit olduğu ve inhibisyon oranının %30 olduğu tespit edilmiştir. 

Biyofilm oluşumu için ortama FeCl3 (100µM) ilave edildiğinde (Şekil 6.3.b) pikolinik 

asit için inhibisyon oranı değişmemiştir. P.aeruginosa PAK01 izolatı için test için 

kullanılan şelatörlerin hücre sayısına etkileri ortamda FeCl3 yokluğunda (a) ve 

ortamda FeCl3 varlığında 600nm’deki absorbans değerleri Şekil 6.4’te verilmiştir. 
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Şekil 6.5. P.aeruginosa PAK02 klinik izolatı için biyofilm oluşumuna 2,2’-bipiridil (0,125mM), 

lipoik asit (4mM), kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)in etkisi(a) ve 100µM FeCl3

 eklendiğinde biyofilm üretimi. Sonuçlar One way Anova ile analiz edilmiş (*) ile

 işaretli örnekler ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak

 anlamlı bulunmuştur. 
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Şekil 6.6. P.aeruginosa PAK02 klinik izolatının, ortamda 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik asit

 (4mM), kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)(a) ve 100µM FeCl3 eklendiğinde (b)

 600nm’deki absorbans değerleri  

 

2,2’-bipiridil (0,125mM), kojik asit (2mM), lipoik asit (4mM) ve pikolinik asit 

(2mM)’in P.aeruginosa PAK02 izolatında biyofilm oluşumuna etkileri incelenmiştir 
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(Şekil 6.5.a). Biyofilm oluşumu için inhibisyon yüzdeleri lipoik asit %24, pikolinik asit 

%28, kojik asit %11, 2,2’-bipiridil için %2 olarak tespit edilmiştir.  Ortama FeCl3 

(100µM) ilave edildiğinde biyofilm oluşumu için lipoik asit %18, pikolinik asit %36, 

kojik asit %24, 2,2’-bipiridil %23 oranında inhibisyon olduğu tespit edilmiştir. 

P.aeruginosa PAK02 izolatının test için ilave edilen şelatörler (lipoik asit, pikolinik 

asit, kojik asit, 2,2’-bipiridil) (a), ortamda şelatörler ve FeCl3 varlığında 600nm’deki 

absorbans değerleri Şekil 6.6’da verilmiştir. 
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Şekil 6.7. Biyofilm testi. P.aeruginosa PAK03 klinik izolatı için 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik

 asit (4mM), kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)(a) ve 100µM FeCl3 eklendiğinde

 (b) biyofilm üretimi. One way Anova ile analiz edilmiş (*) ile işaretli sonuçlar ile

 kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. 
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Şekil 6.8. P.aeruginosa PAK03 klinik izolatı için 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik asit (4mM),

 kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)(a) ve FeCl3 (100µM) eklendiğinde (b)

 600nm’deki absorbans değerleri  

2,2’-bipiridil (0,125mM), kojik asit (2mM), lipoik asit (4mM) ve pikolinik asit 

(2mM)’in P.aeruginosa PAK03 izolatında biyofilm oluşumuna etkileri incelenmiştir 

(Şekil 6.7.a). Biyofilm oluşumu üzerine inhibisyon değerleri lipoik asit %15, pikolinik 

asit %33, kojik asit %27 ve 2,2’-bipiridil %25 olarak tespit edilmiştir. Şelatörlerle 

birlikte ortama FeCl3 (100µM) ilave edildiği zaman biyofilm oluşumu için inhibisyon 

değerleri artmış ve lipoik asit %21, pikolinik asit %34, kojik asit %32 ve 2,2’-bipiridil 

%28 olarak tespit edilmiştir. Biyofilm oluşumu için en yüksek inhibisyon oranı 

pikolinik asit için %33, kojik asit için %27 ve 2,2’-bipiridil için %25 şeklinde tespit 

edilmiştir. Ortama şelatörler ile birlikte FeCl3 (100µM) ilave edildiğinde (Şekil 6.7.b) 

en yüksek inhibisyon değeri pikolinik asit %34 ve kojik asit için %32 olarak tespit 

edilmiştir. Şelatörler ve FeCl3 test için kullanılan derişimlerde P.aeruginosa PAK03 

izolatı için hücre sayısı 600nm’de ölçülerek (Şekil 6.8) kontrol edilmiş ve hücre 

sayısını azaltmadan biyofilm oluşumunun inhibe edildiği tespit edilmiştir. 
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4.5. FeCl3’ün Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit ve 2,2’-Bipiridil ile Şelatlandıktan 

Sonra Biyofilm Oluşumuna Etkisi  
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 Şekil 7.1. 2,2’-bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit ile şelatlanan demir (3:1)

 solüsyonlarının P.aeruginosa PA01 için biyofilm oluşumuna etkisi ( ilk derişimler

 (1) 100µM, (2) 250µM olacak şekilde ayarlanmıştır). One way Anova ile analiz

 edilmiş (*) ile işaretli sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde

 istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. 

 

Ortamda P. aeruginosa için serbest FeCl3 kalmaması için test ortamına eklenmeden, 

FeCl3 ile ayrı ayrı kojik asit, lipoik asit, pikolinik asit ve 2,2’-bipiridil karıştırıldıktan 

sonra biyofilm testi için kullanılmıştır (Şekil 7.1.). bunun için aynı derişimde şelatör 

ve FeCl3 (3:1) oranında karıştırılarak inkübe edilmiştir. İstatistik analiz sonucunda 

etkili inhibisyon değerleri 2,2’-Bipiridil (100µM) %42, 2,2’-Bipiridil (250µM) %50, 

lipoik asit (100µM) %33, lipoik asit (250µM) %43, kojik asit (100µM) %40, kojik asit 

(250µM) %48, pikolinik asit (100µM) %44, pikolinik asit (250µM) %54 olarak tespit 

edilmiştir. 
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 Şekil 7.2. 2,2’-Bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit ile şelatlanan demir (3:1)

 solüsyonlarının P.aeruginosa PAK01 klinik izolatında biyofilm oluşumuna etkisi ( (1)

 100µM, (2) 250µM olacak şekilde eklenmiştir). One way Anova ile analiz edilmiş (*)

 ile işaretli sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel

 olarak anlamlı bulunmuştur. 

 

3:1 oranında hazırlanan 2,2’-Bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit 

solüsyonlarının P.aeruginosa PAK01 suşunda biyofilm oluşumuna etkisi incelenmiştir 

(Şekil 7.2.). Biyofilm oluşumu için inhibisyon değerleri 2,2’-Bipiridil (100µM) %34, 

2,2’-Bipiridil (250µM) %44, lipoik asit (100µM) %35, lipoik asit (250µM) %46, kojik 

asit (100µM) %39, kojik asit (250µM) %45, pikolinik asit (100µM) %45 ve pikolinik 

asit (250µM) %51 olarak tespit edilmiştir.  
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 Şekil 7.3. 2,2’-Bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit ile şelatlanan demir (3:1)

 solüsyonlarının P.aeruginosa PAK02 klinik izolatında biyofilm oluşumuna etkisi ( (1)

 100µM, (2) 250µM olacak şekilde ayarlanmıştır). One way Anova ile analiz edilmiş

 (*) ile işaretli sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel

 olarak anlamlı bulunmuştur. 

 

3:1 oranında hazırlanan 2,2’-bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit 

solüsyonlarının P.aeruginosa PAK02 klinik izolatı için biyofilm oluşumuna etkisi 

incelenmiştir (Şekil 7.3.). Biyofilm oluşumu için inhibisyon değerleri 2,2’-bipiridil 

(100µM) %21, 2,2’-bipiridil (250µM) %41, lipoik asit (100µM) %27, lipoik asit 

(250µM) %40, kojik asit (100µM) %28, kojik asit (250µM) %39, pikolinik asit 

(100µM) %41 ve pikolinik asit (250µM) %50 olarak tespit edilmiştir.  
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 Şekil 7.4. 2,2’-bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit ile şelatlanan demir (3:1)

 solüsyonlarının P.aeruginosa PAK03 klinik izolatında biyofilm oluşumuna etkisi ( (1)

 100µM, (2) 250µM olacak şekilde ayarlanmıştır). One way Anova ile analiz edilmiş

 (*) ile işaretli sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel

 olarak anlamlı bulunmuştur. 

 

3:1 oranında hazırlanan 2,2’-bipiridil, lipoik asit, kojik asit ve pikolinik asit 

solüsyonlarının P.aeruginosa PAK03 klinik izolatında biyofilm oluşumuna etkisi 

incelenmiştir (Şekil 7.4.). Biyofilm testi sonucunda inhibisyon değerleri 2,2’-bipiridil 

(100µM) %36, 2,2’-bipiridil (250µM) %55, lipoik asit (100µM) %49, lipoik asit 

(250µM) %55, kojik asit (100µM) %52, kojik asit (250µM) %57, pikolinik asit 

(100µM) %45 ve pikolinik asit (250µM) %57 olarak tespit edilmiştir.  
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4.6. Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit ve 2,2’-bipiridil’in P. aeruginosa’da Kayma 

Hareketine Etkisi 

Kayma hareketi için 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik asit (4mM), kojik asit (2mM) ve 

pikolinik asit (2mM)’in P. aeruginosa PA01 ve klinik izolatlar PAK01, PAK02, PAK03 

üzerine etkileri ortama FeCl3 eklenerek araştırılmıştır (Şekil 8.1.a,b). 
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Şekil 8.1. Kayma hareketi testi. P.aeruginosa PA01 için 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik asit

 (4mM), kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM)(a) ve ortama 100µM FeCl3

 eklendiğinde (b) kayma hareketine etkisi. Sonuçlar One way Anova ile analiz edilmiş

 (*) ile işaretli sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel

 olarak anlamlı bulunmuştur. 

 

Kayma testi sonucunda inhibisyon değerleri lipoik asit için %77, pikolinik asit için 

%29, kojik asit için %46 ve 2,2’-bipiridil için %21 olarak tespit edilmiştir. Ortama 

FeCl3 (100µM) eklendiğinde kayma hareketi için inhibisyon oranları lipoik asit %83, 

pikolinik asit %47, kojik asit %56 ve 2,2’-bipiridil %27 olarak tespit edilmiştir.  

Ortama FeCl3 (100µM) eklendiğinde (Şekil 8.1.b) ise inhibisyon oranları lipoik asit 

%83, pikolinik asit %47 ve kojik asit için %56 olarak tespit edilmiştir. Kayma 

hareketini en çok lipoik asitin inhibe ettiği (Şekil 8.2.) tespit edilmiştir. 

 

 

Şekil 8.2. P.aeruginosa PA01 suşunda, kontrol (a) ve lipoik asit (4mM) eklenmiş (b)

 petrilerde kayma hareketi 

 

a b 
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Şekil 8.3. P.aeruginosa PAK01 klinik izolatı için ortama FeCl3 ilave edilmemiş (a) ve 100µM

 FeCl3 ilave edilmiş (b) kayma hareketi çapları. Anova ile analiz edilmiş (*) ile

 işaretli sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel

 olarak anlamlı bulunmuştur. 

 

2,2’-bipiridil (0,125mM), kojik asit (2mM), lipoik asit (4mM) ve pikolinik asit 

(2mM)’in P.aeruginosa PAK01 izolatında kayma hareketine etkileri incelenmiştir 

(Şekil 8.3.a). Kayma testi sonucunda inhibisyon yüzdeleri lipoik asit %74, pikolinik 
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asit %28, kojik asit %34, 2,2’-bipiridil %24 olarak tespit edilmiştir. Ortama şelatörler 

ile birlikte FeCl3 (100µM) ilave edildiğinde lipoik asit %79, pikolinik asit %29, kojik 

asit %35, 2,2’-bipiridil %24 oranında inhibisyon tespit edilmiştir (Şekil 8.3.b). Kayma 

hareketini en yüksek seviyede inhibe eden molekül lipoik asit olarak tespit 

edilmiştir.  
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Şekil 8.4. P.aeruginosa PAK02 klinik izolatı için ortama 2,2’-bipiridil (0,125mM), lipoik asit

 (4mM), kojik asit (2mM) ve pikolinik asit (2mM) (a) ve şelatörler ile 100µM FeCl3

 ilave edildiğinde (b) kayma hareketine etkisi. Sonuçlar One way Anova ile analiz

 edilmiş (*) ile işaretli sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde

 istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. 

 

2,2’-bipiridil (0,125mM), kojik asit (2mM), lipoik asit (4mM) ve pikolinik asit 

(2mM)’in P.aeruginosa PAK02 izolatında kayma hareketine etkileri incelenmiştir 

(Şekil 8.4.a). Kayma hareketi üzerine inhibisyon yüzdeleri lipoik asit için %79, 

pikolinik asit için %20, kojik asit için %45, 2,2’-bipiridil için %24 olarak tespit 

edilmiştir. Ortama FeCl3 (100µM) ilave edildiğinde inhibisyon oranları lipoik asit 

%84, pikolinik asit %21, kojik asit %47, 2,2’-bipiridil %28 olarak tespit edilmiştir 

(Şekil 8.4.b).  
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Şekil 8.5. P.aeruginosa PAK03 klinik izolatı için kayma besiyerine 2,2’-bipiridil (0,125mM),

 kojik asit (2mM), lipoik asit (4mM), pikolinik asit (2mM) (a) ve ortama şelatörler ile

 birlikte FeCl3 eklendiğinde (b) hareketi üzerine etkisi. One way Anova ile analiz

 edilmiş (*) ile işaretli sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde

 istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. 
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2,2’-bipiridil (0,125mM), kojik asit (2mM), lipoik asit (4mM) ve pikolinik asit (2mM)’in 

P.aeruginosa PAK03 izolatında kayma hareketine etkileri incelenmiştir (Şekil 8.5.a). 

Kayma testi sonucunda inhibisyon değerleri lipoik asit için %66, pikolinik asit için 

%36, kojik asit için %68, 2,2’-bipiridil %28 olarak tespit edilmiştir. Ortama FeCl3 

(100µM) ilave edildiğinde inhibisyon oranları artarak lipoik asit %69, pikolinik asit 

%49, kojik asit %68 ve 2,2’-bipiridil %35 olarak tespit edilmiştir. P. aeruginosa PAK03 

izolatındakayma hareketini en yüksek lipoik asit %66 ve kojik asit %68 oranında 

inhibe etmiştir. Ortama FeCl3 (100µM) ilave edildiğinde (Şekil 8.5.b) ise yine lipoik 

asit %69 en yüksek etkiyi göstermiştir.  

 

4.7. Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit ve 2,2’-bipiridil’in P. aeruginosa’da Elastaz 

Üretimine Etkisi 

 

Elastaz, elastin ve kolajen gibi ökaryotik proteinleri parçalayan ve insan 

immunoglobulin G hücrelerini inaktive eden bir metalloproteazdır (Hamood vd., 

1996). Elaztaz lasB geni tarafından kodlanır. lasB geni, LasR-LasI cevreyi algılama 

sisteminin kontrolündeki LasR regulatorü tarafından kontrol edilir (Passador vd, 

1993). LasB elastaz gerek tek basına gerekse Pseudomonas tarafından üretilen diğer 

proteazlar ile birlikte işlev göstererek biyolojik olarak önemli birçok substratı 

parçalar veya inaktive eder (Nicas ve Iglewski, 1985). 
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Şekil 9.1. P.aeruginosa PA01 için ortamda 2,2’-bipiridil1 (0,125mM), 2,2’-bipiridil2

 (0,0625mM), lipoik asit1 (4mM), lipoik asit2 (2mM), kojik asit1 (2mM), kojik asit2

 (1mM), pikolinik asit1 (2mM), pikolinik asit2 (1mM) (a) ve ortama 100µM FeCl3

 eklendiğinde (b) elastaz üretimine etkisi. One way Anova ile analiz edilmiş (*) ile

 işaretli sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak

 anlamlı bulunmuştur. 
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 Şekil 9.2. P.aeruginosa PA01 suşunun ortamda 2,2’-bipiridil1 (0,125mM), 2,2’-bipiridil2

 (0,0625mM), lipoik asit1 (4mM), lipoik asit2 (2mM), kojik asit1 (2mM), kojik asit2

 (1mM), pikolinik asit1 (2mM), pikolinik asit2 (1mM) (a) ve 100µM FeCl3

 eklendiğinde (b) 600nm’deki absorbans değerleri 
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P. aeruginosa PA01 suşunda elastaz üretimine 2,2’-bipiridil1 (0,125mM), 2,2’-

bipiridil2 (0,0625mM), kojik asit1 (2mM), kojik asit2 (1mM), lipoik asit1 (4mM), 

lipoik asit2 (2mM), pikolinik asit1 (2mM) ve pikolinik asit2 (1mM)’nin etkileri 

incelenmiştir (Şekil 9.1.a). Test sonucunda inhibisyon değerleri lipoik asit(1) %69, 

lipoik asit(2) %58, pikolinik asit(1) %54, pikolinik asit(2) %45, kojik asit(1) %35, kojik 

asit(2) %25, 2,1-‘bipiridil(1) %42 ve 2,2’-bipiridil(2) %34 olarak tespit edilmiştir. 

Ortama FeCl3 (100µM) ilave edildiği zaman elastaz üretimi üzerine inhibisyon 

oranları lipoik asit1 %73, lipoik asit2 %65, pikolinik asit1 %58, pikolinik asit2 %50, 

kojik asit1 %45, kojik asit2 %28, 2,2-‘bipiridil1 %42 ve 2,2’-bipyridyl2 %38 olarak 

tespit edilmiştir (Şekil 9.1.a-b). İstatistiksel analiz sonucunda tüm kimyasalların 

etkisinin kontrole göre anlamlı olduğu tespit edilmiştir. P.aeruginosa PA01 suşunun 

ortamda FeCl3 yokluğunda (a) ve ortamda FeCl3 varlığında OD600nm’deki absorbans 

değerleri Şekil.9.2’de verilmiştir. 
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Şekil 9.3. P.aeruginosa PAK01 klinik izolatı için 2,2-bipiridil(1) (0,125mM), 2,2-bipiridil(2)

 (0,0625mM), lipoik asit(1) (4mM), lipoik asit(2) (2mM), kojik asit(1) (2mM), kojik

 asit(2) (1mM), pikolinik asit(1) (2mM), pikolinik asit(2) (1mM) (a) ve ortama 100µM

 FeCl3 eklendiğinde (b) elastaz aktivitesi. One way Anova ile analiz edilmiş (*) ile

 işaretli sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak

 anlamlı bulunmuştur. 
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Şekil 9.4. P.aeruginosa PAK01 klinik izolatının ortamda 2,2-bipiridil1 (0,125mM), 2,2’

 bipiridil2 (0,0625mM), lipoik asit1 (4mM), lipoik asit2 (2mM), kojik asit1

 (2mM), kojik asit2 (1mM), pikolinik asit1 (2mM), pikolinik asit2 (1mM) (a) ve

 100µM FeCl3 eklendiğinde (b) 600nm’deki absorbans değerleri 

P. aeruginosa PAK01 için 2,2’-bipiridil1 (0,125mM), 2,2’-bipiridil2 (0,0625mM), kojik 

asit1 (2mM), kojik asit2 (1mM), lipoik asit1 (4mM), lipoik asit2 (2mM), pikolinik asit1 

(2mM) ve pikolinik asit2 (1mM)’nin elastaz üretimine etkileri incelenmiştir (Şekil 

9.3.a). Test sonucunda elastaz üretimi için inhibisyon değerleri lipoik asit1 %65, 

lipoik asit2 %57, pikolinik asit1 %57, pikolinik asit2 %46, kojik asit1 %33, kojik asit2 

%31, 2,1-‘bipiridil1 %36 ve 2,2’-bipyridyl2 %28 olarak tespit edilmiştir. Ortama FeCl3 

(100µM) ilave edildiği zaman ise inhibisyon oranları lipoik asit1 %73, lipoik asit2 

%69, pikolinik asit1 %61, pikolinik asit2 %45, kojik asit1 %50, kojik asit2 %49, 2,2-

‘bipiridil1 %40 ve 2,2’-bipiridil2 %29 olarak tespit edilmiştir. İstatistiksel analiz 

sonucunda en etkili inhibisyonunun lipoik asit için %65 olduğu tespit edilmiştir. 

Ortama FeCl3 (100µM) ilave edildiğinde (Şekil 9.3.b) ise en etkili inhibisyona yine 

lipoik asitin (%73) neden olduğu bulunmuştur. P.aeruginosa PAK01 klinik izolatının 

her iki test ortamı için OD600nm’deki absorbans değerleri Şekil.9.4.’de verilmiştir. 
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 Şekil 9.5. P.aeruginosa PAK02 izolatı için ortama 2,2-bipiridil1 (0,125mM), 2,2-bipiridil2

 (0,0625mM), lipoik asit1 (4mM), lipoik asit2 (2mM), kojik asit1 (2mM), kojik asit2

 (1mM), pikolinik asit1 (2mM), pikolinik asit2 (1mM) (a) ve ortama 100µM FeCl3

 eklendiğinde (b) elastaz üretimine etkisi. One way Anova ile analiz edilmiş (*) ile

 işaretli sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak

 anlamlı bulunmuştur. 
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Şekil 9.6. P.aeruginosa PAK02 izolatı için ortamda 2,2-bipiridil1 (0,125mM), 2,2-bipiridil2

 (0,0625mM), lipoik asit1 (4mM), lipoik asit2 (2mM), kojik asit1 (2mM), kojik asit2
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 (1mM), pikolinik asit1 (2mM), pikolinik asit2 (1mM) (a) ve 100µM FeCl3

 eklendiğinde (b) 600nm’deki absorbans değerleri 

 

P. aeruginosa PAK02 için 2,2’-bipiridil1 (0,125mM), 2,2’-bipiridil2 (0,0625mM), kojik 

asit1 (2mM), kojik asit2 (1mM), lipoik asit1 (4mM), lipoik asit2 (2mM), pikolinik asit1 

(2mM) ve pikolinik asit2 (1mM)’nin elastaz üretimine etkileri incelenmiştir (Şekil 

9.5.a). Test sonucunda inhibisyon değerleri lipoik asit1 %69, lipoik asit2 %48, 

pikolinik asit1 %60, pikolinik asit2 %38, kojik asit1 %43, kojik asit2 %40, 2,2-

‘bipiridil1 %34 ve 2,2’-bipyridyl2 %27 olarak tespit edilmiştir. Ortama FeCl3 (100µM) 

ilave edildiği zaman inhibisyon oranları lipoik asit1 %70, lipoik asit2 %49, pikolinik 

asit1 %62, pikolinik asit2 %40, kojik asit1 %47, kojik asit2 %39, 2,2-‘bipiridil1 %35 ve 

2,2’-bipyridyl2 %30 olarak tespit edilmiştir. İstatistiksel analiz sonucunda en etkili 

inhibisyon değerlerinin; lipoik asit1 %69, pikolinik asit1 %60 olduğu, ortama FeCl3 

(100µM) ilave edildiğinde (Şekil 9.5.b) ise en etkili inhibisyon değerleri; lipoik asit1 

%70, pikolinik asit1 %62 olarak tespit edilmiştir. P.aeruginosa PAK02 izolatının her 

iki test ortamı için OD600nm’deki absorbans değerleri Şekil.9.6.’da verilmiştir. 
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Şekil 9.7. P.aeruginosa PAK03 izolatı için 2,2-bipiridil1 (0,125mM), 2,2-bipiridil2

 (0,0625mM), lipoik asit1 (4mM), lipoik asit2 (2mM), kojik asit1 (2mM), kojik asit2

 (1mM), pikolinik asit1 (2mM), pikolinik asit2 (1mM) (a) ve ortama 100µM FeCl3

 eklendiğinde (b) elastaz üretimine etkisi. One way Anova ile analiz edilmiş (*) ile

 işaretli sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak

 anlamlı bulunmuştur. 
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Şekil 9.8. P.aeruginosa PAK03 izolatı için 2,2’-bipiridil1 (0,125mM), 2,2’-bipiridil2

 (0,0625mM), lipoik asit1 (4mM), lipoik asit2 (2mM), kojik asit1 (2mM), kojik asit2

 (1mM), pikolinik asit1 (2mM), pikolinik asit2 (1mM) (a) ve 100µM FeCl3

 eklendiğinde (b) 600nm’deki absorbans değerleri 

 

P.aeruginosa PAK03 izolatı için elastaz üretimine 2,2’-bipiridil1 (0,125mM), 2,2’-

bipiridil2 (0,0625mM), kojik asit1 (2mM), kojik asit2 (1mM), lipoik asit1 (4mM), 

lipoik asit2 (2mM), pikolinik asit1 (2mM) ve pikolinik asit2 (1mM)’nin etkisi 

incelenmiştir (Şekil 9.7.a). İstatistiksel analiz sonucunda inhibisyon değerleri lipoik 

asit1 %62, lipoik asit2 %47, pikolinik asit1 %45, pikolinik asit2 %28, kojik asit1 %21, 

kojik asit2 %15, 2,2’-bipiridil1 %25 ve 2,2’-bipiridil2 %16 olarak tespit edilmiştir. 

Ortama FeCl3 (100µM) ilave edildiği zaman ise inhibisyon oranları lipoik asit1 %71, 

lipoik asit2 %59, pikolinik asit1 %46, pikolinik asit2 %31, kojik asit1 %26, kojik asit2 

%18, 2,2’-bipiridil1 %44 ve 2,2’-bipiridil2 %22 olarak tespit edilmiştir (Şekil 9.7.b). 

İstatistiksel analiz sonucunda en yüksek inhibisyon yüzdesine lipoik asit1 %62, 

pikolinik asit1 %45 neden olduğu tespit edilmiştir. P.aeruginosa PAK03 izolatı için 

her iki test ortamı OD600nm’deki absorbans değerleri Şekil.9.8.’de verilmiştir. 



49 
 

 

4.8. Kojik Asit, Lipoik Asit, Pikolinik Asit ve 2,2’-bipiridil’in Piyosiyanin Üretimine 

Etkisi 

Piyosiyanin, P. aeruginosa’nın mavi-yeşil pigment metabolitidir. Yapılan çalışmalar 

sonucunda, piyosiyaninin hücre solunumunu inhibe ettiği, siliyer fonksiyonları 

bozduğu, epidermis çoğalmasını durdurduğu, prostasiklin salınımına yol açtığı, 

kalsiyum homeostazını bozduğu saptanmıştır (Karatuna ve Yağcı, 2008). Piyosiyanin 

ayrıca α1-proteaz inhibitörünü de etkisizleştirerek, proteaz-antiproteaz dengesini 

bozar ve akciğerlerde hasara neden olur (Karatuna ve Yağcı,2008). 

P. aeruginosa PA01 ve klinik izolatları için 2,2’bipiridil, kojik asit, lipoik asit ve 

pikolinik asitin piyosiyanin üretimine etkileri araştırılmıştır. 
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 Şekil 10.1. P.aeruginosa PA01 için ortamda 2,2’-bipiridil1 (0,125mM), 2,2’-bipiridil2

 (0,0625mM), lipoik asit1 (2mM), lipoik asit2 (1mM), kojik asit1 (2mM), kojik asit2

 (1mM), pikolinik asit1 (1mM), pikolinik asit2 (0,5mM) varlığında (a) ve ortama

 100µM FeCl3 eklendiğinde (b) piyosiyanin üretimi. Sonuçlar One way Anova ile

 analiz edilmiş (*) ile işaretli sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde

 istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. 

Piyosiyanin testinde 2,2’-bipiridil, kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit iki farklı 

derişimde çalışılmıştır. P. aeruginosa PA01 de piyosiyanin üretimini lipoik asit 1 

(2mM) %75, lipoik asit 2 (1mM) %74, pikolinik asit 1 (1mM) %58, pikolinik asit 2 

(0,5mM) %42, kojik asit 1 (2mM) %31, kojik asit 2 (1mM) %25, 2,2’-bipiridil 1 (0,125 

mM) %49, 2,2’-bipiridil 2 (0,0625 mM) %45 oranında inhibe etmiştir (Şekil 10.1.a). 

Ortama 100µM FeCl3 ilave edildiğinde inhibisyon oranları artarak, lipoik asit 1 

(2mM) %%77, lipoik asit 2 (1mM) %75, pikolinik asit 1 (1mM) %67, pikolinik asit 2 

(0,5mM) %45, kojik asit 1 (2mM) %46, kojik asit 2 (1mM) %36, 2,2’-bipiridil 1 (0,125 

mM) %51, 2,2’-bipiridil 2 (0,0625 mM) %46 olarak tespit edilmiştir (Şekil 10.1.b). 
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Şekil 10.2. P.aeruginosa PAK01 izolatı için, ortamda 2,2-bipiridil1 (0,125mM), 2,2-bipiridil2

 (0,0625mM), lipoik asit1 (2mM), lipoik asit2 (1mM), kojik asit1 (2mM), kojik asit2

 (1mM), pikolinik asit1 (1mM), pikolinik asit2 (0,5mM) varlığında (a) ve ortama

 100µM FeCl3 eklendiğinde (b) piyosiyanin üretimine etkisi One way Anova ile analiz

 edilmiş (*) ile işaretli sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde

 istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. 
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P. aeruginosa PAK01 izolatı için lipoik asit 1 (2mM) %63, lipoik asit 2 (1mM) %49, 

pikolinik asit 1 (1mM) %48, pikolinik asit 2 (0,5mM) %40, kojik asit 1 (2mM) %21, 

kojik asit 2 (1mM) %15, 2,2’-bipiridil 1 (0,125 mM) %43, 2,2’-bipiridil 2 (0,0625 mM) 

%33 oranında piyosiyanin üretimini inhibe etmiştir (Şekil 10.2.a). Ortama 100µM 

FeCl3 ilave edildiğinde inhibisyon oranları, lipoik asit 1 (2mM) %64, lipoik asit 2 

(1mM) %56, pikolinik asit 1 (1mM) %52, pikolinik asit 2 (0,5mM) %46, kojik asit 1 

(2mM) %28, kojik asit 2 (1mM) %25, 2,2’-bipiridil 1 (0,125 mM) %43, 2,2’-bipiridil 2 

(0,0625 mM) %35 olarak tespit edilmiştir ve kontrol ile uygulamalar arasındaki fark 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Şekil 10.2.b). 
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Şekil 10.3. P.aeruginosa PAK02 izolatı için ortamda 2,2-bipiridil1 (0,125mM), 2,2-bipiridil2

 (0,0625mM), lipoik asit1 (2mM), lipoik asit2 (1mM), kojik asit1 (2mM), kojik asit2

 (1mM), pikolinik asit1 (1mM), pikolinik asit2 (0,5mM) (a) ve ortama 100µM FeCl3

 eklendiğinde (b) piyosiyanin üretimi. One way Anova ile analiz edilmiş (*) ile işaretli

 sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı

 bulunmuştur. 

P. aeruginosa PAK02 izolatında piyosiyanin üretimini lipoik asit 1 (2mM) %55, lipoik 

asit 2 (1mM) %46, pikolinik asit 1 (1mM) %36, pikolinik asit 2 (0,5mM) %23, kojik 

asit 1 (2mM) %25, kojik asit 2 (1mM) %13, 2,2’-bipiridil 1 (0,125 mM) %34, 2,2’-

bipiridil 2 (0,0625 mM) %30 oranında inhibe etmiştir (Şekil 10.3.a). Ortama 100µM 

FeCl3 ilave edildiğinde inhibisyon oranları, lipoik asit 1 (2mM) %63, lipoik asit 2 

(1mM) %56, pikolinik asit 1 (1mM) %48, pikolinik asit 2 (0,5mM) %42, kojik asit 1 

(2mM) %26, kojik asit 2 (1mM) %23, 2,2’-bipiridil 1 (0,125 mM) %42, 2,2’-bipiridil 2 

(0,0625 mM) %34 olarak tespit edilmiştir ve kontrol ile uygulamalar arasındaki fark 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Şekil 10.3.b). 
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Şekil 10.4. P.aeruginosa PAK03 izolatı için, ortamda 2,2-bipiridil1 (0,125mM), 2,2-bipiridil2

 (0,0625mM), lipoik asit1 (2mM), lipoik asit2 (1mM), kojik asit1 (2mM), kojik asit2

 (1mM), pikolinik asit1 (1mM), pikolinik asit2 (0,5mM) (a) ve ortama 100µM FeCl3

 eklendiğinde (b) piyosiyanin üretimi. One way Anova ile analiz edilmiş (*) ile işaretli

 sonuçlar ile kontrol arasındaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı

 bulunmuştur. 

P. aeruginosa PAK03’te lipoik asit 1 (2mM) %67, lipoik asit 2 (1mM) %61, pikolinik 

asit 1 (1mM) %61, pikolinik asit 2 (0,5mM) %45, kojik asit 1 (2mM) %25, kojik asit 2 

(1mM) %58, 2,2’-bipiridil 1 (0,125 mM) %56, 2,2’-bipiridil 2 (0,0625 mM) %40 

oranında piyosiyanin üretimini inhibe etmiştir (Şekil 10.4.a). Ortama 100µM FeCl3 

ilave edildiğinde inhibisyon oranları, lipoik asit 1 (2mM) %70, lipoik asit 2 (1mM) 
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%65, pikolinik asit 1 (1mM) %63, pikolinik asit 2 (0,5mM) %56, kojik asit 1 (2mM) 

%61, kojik asit 2 (1mM) %55, 2,2’-bipiridil 1 (0,125 mM) %56, 2,2’-bipiridil 2 (0,0625 

mM) %45 olarak tespit edilmiştir (Şekil 10.4.b). Kontrol ile uygulamalar arasındaki 

fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. 

 

5. TARTIŞMA 

 

Günümüzde, bakterilerde hücreler arası iletişimi sinyal molekülleri aracılığı ile 

sağladıkları bilinmektedir. Pek çok bakteride bu hücreler arası iletişim sistemi 

çevreyi (çoğunluğu) algılama sistemi aracılığı ile düzenlenir ve virülens faktörlerinin 

üretimi, biyofilm oluşturulması, pigment üretimi ve antibiyotik üretimi gibi özellikler 

bu sistem tarafından genetik olarak kontrol edilir. P. aeruginosa fırsatçı bir insan 

patojenidir ve bağışıklık sistemi baskılanmış bireylerde hayatı tehdit eden 

enfeksiyonlara neden olduğu bilinmektedir. P. aeruginosa’nın hastalık oluşturmak 

için gerekli virülens faktörlerinin (elastaz, alkali proteaz, piyosiyanin, piyoverdin, 

fosfolipaz, ekzotoksin A üretimi)  üretimi ve biyofilm oluşumu çevreyi algılama 

sistemi tarafından kontrol edilir. Hastalık oluşturulması sırasında çevreyi algılama 

sistemini kullanan patojenlerde bu sisteminin modifiye edilmesi veya 

yönlendirilmesiyle virülens azaltılabilmektedir (Bjorn vd., 1979; Jhonson ve Boese-

Marrazzo, 1980; Pearson vd., 1997). Bu nedenle bu iletişim sistemini kullanan 

bakterilerin sebep olduğu enfeksiyonların tedavisi için önemli bir alternatif 

sunmaktadır. 

Bu tez çalışması sonucunda daha önce çevreyi algılama sistemi üzerine inhibitör 

etkileri rapor edilen bazı şelatörlerin (Lamont vd., 2002; Manning vd., 2009) dışında 

lipoik asit ve kojik asitin de P. aeruginosa’da elastaz ve piyosiyanin üretimi, kayma 

hareketi ve biyofilm oluşumunu bakteri gelişimini engellemeden inhibe ettiği tespit 

edilmiştir. Bu durum özellikle biyofilm kaynaklı enfeksiyonların tedavisi için ilaç 

geliştirilmesinde ortaya çıkabilecek antibiyotik direncinin engellenmesi açısından 

önem taşımaktadır (Morihara ve Homma, 1985).  
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2,2’-bipiridil, kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit biyofilm oluşumunu sırasıyla en 

fazla %25, %27, %33 ve % 28 oranında inhibe etmişlerdir. Ortama FeCl3 (100µM) 

eklendiğinde ise biyofilm oluşumu için inhibisyon oranları sırasıyla %28, %31, %33 ve 

% 28 şeklindedir.  

Musk ve Hergenrother (2008), tarafından yapılan çalışmada 250 µmol l-1 pikolinik 

asit:FeCl3 karışımının biyofilm oluşumu üzerine %50 ve daha fazla inhibitör etkisini 

bulunduğunu tespit edilmiştir. Bu çalışmada ise aynı derişimde pikolinik asit:FeCl3 

karışımının test edilen tüm izolatlar ve P. aeruginosa PA01 suşu için benzer şekilde 

%50-57 oranında biyofilm oluşumunu inhibe ettiği tespit edilmiştir. Ayrıca lipoik asit 

%40-55, kojik asit %39-57 ve 2,2’-Bipiridil %41-55 oranında inhibisyona neden 

olduğu tespit edilmiş olup, lipoik asit için P. aeruginosa da biyofilm oluşumu için 

inhibitör etki ilk kez rapor edilmiştir. 

Ayrıca, P.aeruginosa PA01 suşunda elastaz aktivitesi için inhibisyon yüzdeleri, lipoik 

asit (4mM) %69, pikolinik asit (2mM) %54, , kojik asit (2mM) %35 olarak tespit 

edilmiştir. Test ortamına 100µM FeCl3 eklendiğinde elastaz aktivitesi için inhibisyon 

yüzdeleri, lipoik asit (4mM) %73,  pikolinik asit (2mM) %58, kojik asit (2mM) %45 

olarak tespit edilmiştir. Klinik izolatlardan P. aeruginosa PAK01’de lipoik asit (4mM) 

elastaz üretiminde %65 oranında inhibisyona neden olmuştur. Test ortamına 100µM 

FeCl3 eklendiğinde ise lipoik asit (4mM)’te inhibisyon oranının %73 olduğu tespit 

edilmiştir.  

Kayma hareketi için araştırıldığında ise yine en yüksek inhibisyona (test ortamına 

100µM FeCl3 eklendiğinde P.aeruginosa PA01 ve P.aeruginosa PAK01 suşlarında 

sırasıyla %83 ve %79 oranında) lipoik asit (4mM) neden olmuştur.  

 

Demir şelatörlerinin ortamdaki demiri bağlayarak P. aeruginosa için kullanımını 

kısıtlaması biyofilm oluşumu için inhibitör etki oluşturmaktadır. Bu çalışmada demir 

şelatörlerinden özellikle kojik asit, lipoik asit ve pikolinik asit P.aeruginosa PA01 ve 

klinik izolatlarda biyofilm oluşumunu önemli derecede inhibe ettiği tespit edilmiştir. 

Pikolinik asit, triptofan katabolizmasının doğal bir yan ürünü olarak vücut tarafından 
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üretilmektedir, yüksek konsantrasyonlarda toksik değildir ve ferrik pikolinat 

insanlarda demir eksikliğinin tedavisi için kullanılmaktadır (Manning vd., 2009). 

Kistik fibrozlu hastaların akciğerlerinde diğer insanlara göre 400 kat daha fazla demir 

bulunması (Morihara, 1964), P. aeruginosa’nın daha kolay biyofilm oluşturmasına 

imkan sağlamaktadır. Bu nedenle özellikle P. aeruginosa kaynaklı biyofilm 

enfeksiyonlarının tedavisinde şelatörlerin kullanımı, yeni bir yaklaşım olarak 

karşımıza çıkmaktadır. Dahası FDA onaylı bazı şelatörlerin (deferoksamin ve 

deferasiroks) kistik fibrozisli hastalarda, tobramisin ile kombine kullanıldığı zaman, 

antibiyotik dirençli biyofilm oluşumunu % 90 civarında azalttığı rapor edilmiştir 

(Morihara, 1964).  

 

Lipoik asitin P. aeruginosa için biyofilm oluşumu üzerine inhibitör etkisi bu çalışma 

ile ilk defa rapor edilmektedir. Lipoik asitin FDA tarafından kullanımına izin verilen, 

suda ve yağda çözünebilen vitamin benzeri bir antioksidan olması, Pseudomonal 

biyofilm enfeksiyonlarının engellenmesi için yapılacak çalışmalarda şelatör olarak 

veya diğer antibiyotiklerle kullanımını konu alacak çalışmalar için potansiyel 

taşımaktadır. Aynı zamanda P. aeruginosa için elastaz ve piyosiyanin üretimi ve 

kayma hareketi üzerine güçlü inhibitör etkisi ilk defa tespit edilmiş olup bu konu ile 

ilgili yapılacak yeni çalışmalar için ışık tutabilecek niteliktedir. 

Bu alanda yapılacak daha detaylı çalışmalar ile P. aeruginosa kaynaklı 

enfeksiyonların tedavisi için özellikle lipoik asitin tek başına veya ilaçlarla kombine 

olarak destekleyici özelliğini ortaya çıkarmak için yol gösterici olacaktır. 
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