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Bazi Bakteriyel Iletisim Inhibitorlerinin Pseudomonas Aeruginosa Da Biyofilm
Olusumu Uzerindeki Etkilerinin Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile

Belirlenmesi

Ogrencinin Adi : Seyit Ahmet Conker
Danismani . Prof. Dr. Giilgiin Tinaz

Anabilim Dali : Biyokimya
OZET

Amag¢: Bu c¢alismada, tobramisin ve sinamaldehit gibi bakteriyel iletisim
inhibitorlerinin P. aeruginosa’da biyofilm olusumuna etkisi, diinyada heniiz ¢ok yeni
bir yontem olan ger¢ek zamanli elektriksel empedans spektroskopisi (Xcelligence
Real Time Cell Analyzer) sistemi kullanilarak incelenmesi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: P. aeruginosa’nin biyofilm olusturmasini engelledigi bilinen
tobramisin ve sinnamaldehidin Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) degerleri
saptanmig ve bu molekiillerin biyofilm olusumu iizerine etkileri xCELLigence Real
Time Cell Analyzer sistemi kullanilarak arastirilmistir. Elde edilen sonuglar biyofilm
calismalarinda klasik bir yontem olan kristal viyole ile boyama metodu ile

karsilastirilmistir.

Bulgular: Tobramisinin biyofilm olusumuna etkisi xCELLigence ger¢cek zamanli
hiicre analiz sistemi kullanilarak analiz edildiginde P. aeruginosa PAO1 susunda %
60, klinik izolatta ise %46’lik bir inhibisyona neden oldugu gézlenmistir. Ayni
suslarda kristal viyole metodu ile tobramisinin biyofilm olusumuna etkisi test
edildiginde PAO1’de % 52, klinik izolatta % 42.6’lik diisiis saptanmustir.
Sinamaldehit ise xCELLigence kullanilarak yapilan biyofilm testinde PAO1’de %53,
klinik izolatta %31°lik azalmaya neden olmustur, kristal viyole metodu ile biyofilm

olusumunda PAO1°de % 45, klinik izolat’ta % 32.4 diisiis goriilmiistiir.

Sonuclar: Bu calismada elde edilen sonuclar, xCELLigence gercek zamanli hiicre
analiz sisteminin hizli ve gilivenilir metot oldugunu ve biyofilm olusumunu
engelleyen molekiillerin tespitinde giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini

gostermektedir

Anahtar Sozciikler: Pseudomonas aeruginosa, Biyofilm, RTCA xcelligence



Determination of Impacts of Some Bacterial Communication Inhibitors’ on
Biofilm Formation in Pseudomonas aeruginosa by Real-Time Cell Analysis

System

Ph. D. Student : Seyit Ahmet Conker

Supervisor : Prof. Dr. Giilgiin Tinaz
Department : Biochemistry
SUMMARY

Aim : The aim of this study is to investigate the effect of bacterial communication
inhibitors such as tobramycin and cinamaldehyde on biofilm formation in P.
aeruginosa by using a real time electrical impedance spectroscopy (Xcelligence Real
Time Cell Analyzer) which is a new method in the world.

Material and Methods : The minimum inhibition concentration (MIC) values of
tobramycin and cinnamaldehyde, which are known to inhibit biofilm formation of P.
aeruginosa, were determined and their effects on biofilm formation were investigated
using the xCELLigence Real Time Cell Analyzer system. The results were compared
with the crystal violet staining method which is a classical method in biofilm studies.
Results : When the effect of tobramycin on biofilm formation was analyzed using
XCELLigence real-time cell analysis system, it was observed that 60% inhibition of
P. aeruginosa PAOL strain and 46% inhibition of clinical isolate. When the effect of
tobramycin on the formation of biofilm was tested by the crystal violet method in the
same strains, 52% decrease in PAOL and 42.6% decrease in clinical isolate were
determined. Cinamaldehyde caused a decrease of 53% in PAOL and 31% in clinical
isolates in biofilm test using XxCELLigence, a decrease of 45% in PAO1 and 32.4% in
biofilm formation by crystal violet method.

Conclusion : The results obtained in this study show that the xCELLigence real-
time cell analysis system is a fast and reliable method and can be used reliably in the

detection of molecules that inhibit biofilm formation.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, biofilm, RTCA xCELLigence



1. GIRIS

Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ve klinik agidan
biiyiikk 6nem tasiyan ilaglardir. Antibiyotikler, protein sentezi, niikleik asit sentezi,
hiicre duvari sentezi veya 6nemli metabolik yollar1 engelleyerek bakterileri 6ldiirme
yoluyla etki etmektedirler. Bu yolla bakteriler biiyiik oranda yok edilmekte ancak
canli kalmay1 basaran az miktardaki bakteri hiicresi, ¢esitli mutasyonlarla direngli
koloniler gelistirmektedir. Ayrica gereksiz ve yiiksek dozlarda antibiyotik
kullanimida direncin artmasina buna bagh olarak kullanilan antibiyotiklerin giderek
etkisini kaybetmesine ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Livermore, 2004).
Giiniimiizde ¢oklu antibiyotik direnci gosteren patojen bakterilere rastlanma sikligi
Oonemli Olglide artmis dolayisiyla, bakterilerin direng gelistiremeyecegi yeni
stratejilerin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar ¢ok biiyilkk 6nem kazanmistir. Bu
stratejilerden bir tanesi bakteriler arasi iletisim (quorum sensing) mekanizmasinin
bloke edilmesidir (Adonizio vd., 2006). Son yillarda yapilan arastirmalar, bakteriyel
iletisim  sisteminin  bozulmasi  durumunda bakterilerin  birlikte  hareket
edemeyecekleri, konakta kolonizasyon yeteneklerinin azalacagi ve bunun sonucu
olarak basarili bir enfeksiyon siireci ortaya koyamayacaklarimi gostermektedir
(Galloway et al. 2011). Dolayisiyla bakterileri antibiyotik kullanrak dogrudan
oldiirmek yerine aralarindaki haberlesme sistemini inhibe ederek etkisiz hale
getirmek patojenlerle savasta umut vaat eden yeni bir yontem olarak
diistiniilmektedir (Hentzer ve ark., 2003). Bakteriyel iletisimi engellemek amaciyla
tasarlanan  molekiiller ~antipatojenik veya antivirilans molekiiller olarak
adlandirilmaktadir. Antipatojenik molekiillerin etki mekanizmasi, bakterileri
oldiirmeden aralarindaki iletigim sistemini bozarak onlarin enfeksiyon olusturma
yeteneklerini azaltmak veya tamamen yok etmek temeline dayanmaktadir. Bu
molekiillerin, iiremeyi dogrudan etkilemedikleri i¢in, direngli bakterilerin gelisimine
neden olmayacaklari, konakta bulunan faydali bakteri topluluklarini yok
etmeyecekleri diisiiniilmektedir. Ayrica bu molekiillerin enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan mevcut antibiyotiklerle birlikte kullanilarak onlarin etkilerini ve raf

Omiirlerini artiracaklart umulmaktadir. Patojenik bakterilerin bircogu viriilens



faktorlerini ve biyofilm {retimini bakteriyel iletisim sistemi aracilifi ile kontrol
etmektedir. Biyofilm, mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, herhangi bir
ylizeye, veya birbirlerine yapismalarini saglayan ve olusturan mikroorganizmanin
icinde gémiilii olarak bulundugu ekstraselliiler polimerik maddeden (EPS) olusmus
matrikstir (Heiby, 2010). Biyofilm olusumuna, su ile temas eden tiim yiizeylerde
rastlanabilir. Biyofilmler insan viicudundaki gesitli protezler, Kateterler, kontakt
lensler, akciger veya bobrek dokusu gibi birgok yiizeyde bulunabilirler ve 6zellikle
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda ciddi enfeksiyonlara yol agabilmektedirler.
Ayrica, biyofilm olusumu antibiyotiklere kars1 diren¢ gelisiminde de ¢ok dnemli rol
oynamaktadir. Biyofilm tabakasi igindeki bakteriler planktonik bakteriye gore
antibiyotiklere 1000 kat daha direnglidir (Bjarnhold vd., 2005; Truchado vd., 2009).
Dolayisiyla biyofilm olusumunun 6nlenmesi ve biyofilm infeksiyonlarinin tedavisi
icin yeni ve etkin stratejilerin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Giiniimiizde
biyofilm olusumunu bakteriyel iletisim sistemi {izerinden inhibe eden bazi dogal ve
sentetik maddeler rapor edilmistir. Furanon C-30, sarimsak 6ziitii, yaban turpu, taze
zencefilde bulunan 6-Gingerol, linolenic asit bu inhibitor maddelerden bazilaridir
(Christensen vd., 2012; Han-Shin vd., 2015; Chanda vd., 2017).

Bu c¢alismada, tobramisin ve sinamaldehitin P. aeruginosa PAO1 susunda
biyofilm olusumuna etkileri diinyada heniiz ¢ok yeni bir yontem olan “gercek
zamanl elektriksel empedans yontemi” ile incelenmistir. Xcelligence “Gergek
zamanli hiicre analiz” sistemi (RTCA DP) herhangi bir isaretlemeye gerek
olmaksizin ger¢ek zamanli olarak hiicreleri analiz edebilmektedir. Gergek zamanli
hiicre analiz sistemi E-Plakalarinin zeminine yerlestirilmis mikro-elektrodlar
sayesinde elektriksel empedans Olgiimiine imkan vermektedir. Empedans olgtimii
hiicre sayisi, canliligi, morfolojisi ve hareketi dahil hiicrelerin biyolojik durumu
hakkinda ger¢cek zamanli olarak kantitatif bilgi verir. Yani siirekli bir sekilde bu
biyolojik olaylar1 izleme imkani saglar. Biyofilm olusumu ile ilgili yapilan
caligmalarda siklikla kullanilan kristal viyole ile boyama gibi konvansiyonel
yontemler ¢ok zaman alici olmalar1 ve yiiksek standart sapmalar nedeniyle ¢ok
giivenilir degildir. Xcelligence “Gergek zamanli hiicre analiz” sistemi sayesinde elde
edilen veri sayis1 ve kalitesi diger yontemlerle elde edilemeyecek kadar yiiksektir. Bu

da yapilan g¢alismalarin dogrulugunu arttiran 6nemli faktorlerden biridir. Yiiksek



hassasiyette calisan bu gibi sistemler sayesinde ¢ok daha kisa siirede, daha diisiik
maliyetle, daha dogru hiicresel bilgiler elde edilebilmekte ve 6zellikle madde dolayl
toksisite ¢alismalarinda etkin madde dozu daha dogru tespit edilebilmektedir. Bu
sistemin ¢ok yeni olmasi ve baslangicta Okaryotik hiicreler ile ¢alismak iizere
gelistirilmesi nedeniyle literatiirde bu metot kullanilarak prokaryotik hiicrelerle
yapilan ¢aligma sayist yok denecek kadar azdir. Ayrica prokaryotik hiicreler
tarafindan olusturulan biyofilm c¢aligmalarinda basar1 ile kullanilabildiginin
gosterilmesi bu cihazin farkli amagclar i¢cinde kullanilma potansiyelini ortaya koymasi

acisindan 6nem tagimaktadir.

Bu caligmada, tobramisin ve sinamaldehit gibi bakteriyel iletisim inhibitorlerinin
P. aeruginosa PAO1 susunun biyofilm olusumuna etkisi, Xcelligence sistemi ile
incelenmis ve sonuclar biyofilm calismalarinda kullanilan klasik bir yontem olan

kristal viyole metodu ile karsilastirilmigtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas cinsi, Pseudomonadaceae ailesinde yer alan non-fermentatif
bakterilerdir. Dogada, suda ve toprakta ¢ok yaygin olarak bulunan
Pseudomonas’larin bazi tiirleri insanlar, ¢esitli bitkiler ve hayvanlarda enfeksiyona
sebep olabilmektedir. Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cinsi iginde en sik
ayrilan insan patojenidir. Mavi-yesil renkte olmasi Sebebiyle aeruginosa olarak
adlandirllmigtir. P. aeruginosa, Gessard tarafindan 1882 yilinda tespit edilmistir
(Toutain ve ark., 2005). Pelloroni’nin yaptigi siiflandirmaya gére rRNA grup I’de
ve Gilardi’nin yaptig1 smiflandirmada Fluorescent grubunda yer almaktadir

(Koneman ve ark., 2006).

2.1.1. Pseudomonas aeruginosa’nin Mikrobiyolojik Ozellikleri

P. aeruginosa Gram negatif, genellikle 0,5-0,8 um eninde, 1,5-3 pm boyunda
diiz veya hafif kivrik basil veya kokobasil morfolojisinde, spor ve kapsiil
olusturmayan aerop bakterilerdir. P. aeruginosa ugta bulunan tek polar flagellasi
sayesinde hareket edebilir. Pseudomonas diger cinslerinde ise birden fazla flagella
yer alabilmektedir (Peabody ve ark., 2003). En iyi aerob ortamlarda iirerken, oksijen
olmadig1 durumlarda elektron alic1 olarak yeterli NOz mevcut ise anaerop ortamlarda
da hayatin1 siirdiiriir. Pseudomonas bakterilerinin psikrofil, mezofil veya psikotrof
cesitleri mevcuttur. 20-42°C arasindaki 1silarda tireyebilir ancak en iyi 37°C’de
tiremektedirler. 42°C’de de iireyebilme yetenegi ile P. aeruginosa, P. putida ve P.
florescens’den ayrilmaktadir. Pseudomonas tiirleri en iyi pH=6.6-7.0 araliginda
trerler. pH=5.6-8.0 arasinda da kolay iireyebilen bakterilerdir. Tek bir karbon
kaynagi varliginda dahi treyebilirler. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda c¢ok cesitli
besiyerlerinde kolay iiredikleri i¢in izole edilmeleri kolaydir (Palleroni, 2003). Kanli
besiyerinde, kenarlar1 diizensiz, yassi, buzlu cam seklinde, 1-5 mm g¢apinda, B-
hemolitik koloniler meydana getirir. McConkey agar gibi laktozlu besiyerlerinde
laktoz negatif koloniler olustururlar. P. aeruginosa, triptofan 2- aminoasetofenondan

kaynaklanan aromatik meyve kokusuyla karakteristiktir (Scott-Thomas ve ark.,



2010).

P. aeruginosa suslar1 kiiltiir ortaminda piyosiyanin, pyoverdin, piyorubin ve
piyomelanin gibi ¢esitli pigmentler meydana getirirler. Mavi-yesil bir pigment olan
piyosiyanin fenazin yapsisindadir. Sadece aerob ortamda meydana gelir ve tani
degeri yiiksektir. Pyoverdin mavi renklidir ve suda ¢6ziinen piyosiyaninle bir araya
geldiginde parlak yesil renk meydana getirirler. Piyorubin bazi P. aeruginosa suslari
tarafindan retilen, parlak kirmizi renkte bir pigmentidir. Diisiik oksijen
konsantrasyonunda doniisimii olmayacak sekilde rengini kaybeder. Bu pigment
klinik izolatlarin %?2'sinde tespit edilmektedir (Sen, 2006). Piyomelanin ise
kahverengi, siyah renkte sik gozlenmeyen bir pigmenttir. Demirin kisitli oldugu
kosullarda, pigmentler bakterinin demir alimi i¢in siderofor olarak gbérev yapmalari
sebebiyle pigment iiretimi artar. P. aeruginosa'min teshisi acisindan besiyerinde

ozellikle piyosiyanin ve piyoverdin pigmentlerinin varligi olduk¢a oOnemli bir
ozelliktir (Meyer, 2000).

2.1.2. Pseudomonas aeruginosa’mmm Epidemiyolojik 6zellikleri

P. aeruginosa, suyu seven bir yapiya sahip olup nemli ortami sevmektedir.
Insanlarda koltuk alti, kulak gibi nemli viicut bolgelerinde bulunur. Yataklar,
carsaflar, kiivetler, paspaslar, temizlik sollisyonlari, ilaglar, dezenfektanlar ve
lavabolardan rahatlikla izole edilebilirler. Bagisikligi diisiik hastalar igin ciddi risk
olusturur. Cig sebzelerede kolonize olabilmektedir (Remington ve Schimpff, 1981).
Saglikli bireyleri nadiren kolonize edebilir. Hastane enfeksiyonlarina sebebiyet veren
kritik bakterilerdendir. Saglik tesislerinde, enfeksiyonun etkin epidemiyolojik
kontrolii igin P. aeruginosa’nin kaynaginin ve yayginliginin tespit edilmesi oldukg¢a
onemlidir. Kemoterapi alan hastalarin sindirim sisteminde, yanik hastalarinin
ciltlerinde, mekanik ventilasyona bagli hastalarin alt solunum yollarinda, ve uuzun
stireli antibiyotik tedavisi goren hastalarda yiizde elli oraninda tasiyicilik s6z
konusudur (Shannon ve French, 2004). Kistik fibrozis hastalarinda pulmoner
enfeksiyonuna sebep olmasi ve antibiyotik direncinin artmasi nedeniyle ciddiyeti

artmaktadir (Speert ve ark., 2002; Driscoll ve ark., 2007).



2.1.3. Pseudomonas aeruginosa’min Virulans Faktorleri ve Patogenezi

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinde irettigi elastaz, piyosiyanin,
alkalin proteaz, ekzotoksin A, hemolizin ve siyanid gibi viriilans faktorleri ve
biyofilm olusumu ¢ok 6nemli rol oynar. Viriilans faktorleri, iremenin oldugu, hiicre
yogunlugunun fazlalastigi logaritmik fazda salmir. P. aeruginosa tarafindan
salgilanan viriilans faktorlerinin liretimi bakteriyel iletisim sistemi (Quorum Sensing

(QS)) olarak adlandirilan bir sistem ile kontrol edilir (Nicas ve Iglewski 1985).

P. aeruginosa saglikli bireylerde hastaliga sebep olmazken, konak savunmasinin
zayifladigi kosullarda tretilen virulans faktorlerinin etkisiyle 6nemli enfeksiyonlara
sebep olabilir. Bir P. aeruginosa enfeksiyonunun gelismesi ii¢ basamakta gergeklesir.

Bunlar;
e bakterinin adezyonu ve kolonizasyonu,
e lokal invazyon
e sistemik yayilim ve sistemik enfeksiyondur.

Bu basamaklarda bakterinin {liretmis oldugu viriilans faktorleri farkli derecelerde

etki gosterir.

2.1.3.1. Bakteri hiicre yiizeyi ile iliskili virulans faktorleri
2.1.3.1.1. Kirpik

P. aeruginosa’nin yiizme (Swimming) hareketinden sorumlu yapidir. Bakterinin
yasami icin gerekli degildir ancak patogenezde kritik role sahiptir, membran
komponentleri araciligiyla epitel hiicrelerine baglanarak bakterinin adezyonunu

saglar ve kolonizasyona yardimci olur ve oldk¢a immiinojeniktir (Finlayson ve
Brown, 2011; Feldman ve ark., 1998).

2.1.3.1.2. Pili (Fimbriae)

Bakteri yiizeyindeki ince, kisa ve diizgiin ¢ikintilar Fimbria olarak adlandirilir.
Genelde hareketten sorumlu degilken, P. aeruginosa’da pili segirme (twitching)
hareketinden sorumludur (Karatuna, 2008). Yalniz elektron mikroskobunda
gozlenebilir. Bakterinin farkli ylizeylere ve birbirine baglanarak iiremelerini saglar,

kiime veya film tabaka meydana getirmesinde rol oynar (Smedley ve ark., 2005).



Hava yollarinda hizla yayilmaya ve kolonizasyona yardime1 olur. Kirpik gibi piluslar
da epitel hiicre ylizeyine baglanarak kolonizasyonun adezyon fazinda Onemli rol

alirlar.

2.1.3.1.3. Alginat

Alginat, glukuronik ve mannuronik asidin tekrar eden polimerlerinden olusan
mukoid bir ekzopolisakkarittir. P. aeruginosa’nin sebep oldugu tiim solunum yolu
enfeksiyonlarinda alginat tiretimi kritik bir rol oynar (Jain ve Ohman, 2005). Alginat,
bakteriyi solunum yolu epiteli iizerine sabitler ve kirpik gibi bakterinin adezyonunda
rol oynar. Ayn1 zamanda P. aeruginosa’nin antibiyotiklere ve konagin savunma
sistemine kars1 direng gelistirmesine katkida bulunur. Ayrica alginatin P. aeruginosa
tedavisinde kullanilan aminoglikozidlerin bakterisid etkisini inhibe ettigi rapor
edilmistir (Denton ve ark., 1997). Pseudomonas enfeksiyonlarina neden olan
bakteriyel biyofilmin yapisindaki matriks polimerde 6nemli rol oynar (Ryder et al.,
2007). Asirt alginat tiretimi P. aeruginosa’y: fagositozdan ve hatta kazanilmis konak
yanitindan korur (Hentzer ve ark., 2001). Ayrica, alginat biyofilm matriksi iginde
hiicrelerin bir arada kalmasimi saglayan onemli bir virulens faktoriidiir (Jain ve

Ohman, 2005).

2.1.3.1.4. Slime faktor

P. aeruginosa nin bazi sartlarda meydana getirdigi polisakkarit kapsiil benzeri
yaptya “slime tabakasi” adi verilir. Glikokaliks veya mukoid ekzopolisakkarit olarak ta
adlandirilir. Slime faktoriin, bakterinin konak savunmasindan korunmasina yardimci

oldugu tespit edilmistir (Lagournintzis ve ark., 2003).

2.1.3.1.5. Lipopolisakkarit (LPS)

Lipopolisakkarit (LPS), bakteri hiicre duvarinin dis membraninin yiizeyinde yer
almaktadir. Fosfolipid tabaka icine yerlesmis lipid A ve buna bagh kor polisakkaridi
ve O-ozgiil polisakkaridi igeren hidrofilik kuyruktan meydana gelmektedir. Konak
savunmasina karsi direncgte dnemli bir rol oynayan ve bakterinin adezyonunda rol

alan 6nemli bir viriilens faktoriidiir (Kipnis ve ark., 2004).



2.1.3.2. Ekstraseliiler virulans faktorleri
2.1.3.2.1. Elastaz

Elastaz, akciger dokusunun ana elamani, ekspansiyon ve kontraksiyondan
sorumlu olan elastin proteinini yok eder. Pseudomonas enfeksiyonlarinda elastaz
dokunun bitiinligiinii yok ederek, bakterinin dokuya invazyonuna sebep olur
(Alcorn ve Wright, 2004). Meydana gelen doku hasarinda kollajen yikimi kritik bir
role sahiptir. Elastaz; interstisyel kollajen olarak degerlendirilen tip-3 ve tip-4
kollajeni yikar. Deri, pulmoner ve vaskiiler yapsinda yer alirlar. Karaciger ve dalak
stromasinda bulunur. Tip-4 kollajen ise; bazal membran da bulunur ve damar
yapilarin ana elemanlarindandir. Yapilan hayvan deneylerinde, tavsanlara
intratrakeal Pseudomonas elastaz1 verildiginde hizli ve yaygin intraalveolar hemoraji
tespit edilmistir (Wienerkronish ve ark., 1993). Elastaz iiretimi diisiik olan P.
aeruginosa izolatlari ile gergeklestirilen hayvan pnomoni modellerinde enfeksiyonun

daha hafif seyrettigi gozlenmistir (Hamood ve ark., 1996).

LasA proteaz ve LasB elastaz, P. aeruginosa’nin elastolitik etkisinden
sorumludur. LasB bir ¢inko metalloproteinazdir. LasA ise, serin metalloproteinazdir.
Bu iki enzim sinerjistik 6zellik gostererek elastini parcalar. LasB giiclii bir proteazdir
ancak LasA proteaz, yalniz basina elastini parcalayamaz LasB elastazin elastolitik
ozelligini artirir. Hiicre digina tip 2 salgi sistemiyle salgilanan elastaz enfeksiyonun
ilk asamasinda akcigerde harabiyete neden olarak, kompleman bilesenlerini ve serum
al-proteinaz inhibitoriinii parcalayarak patogenezde oldukga etkilidir. Bununla
birlikte solunum yolu epitellerindeki siki baglantilar1 yok ederek epitel gegirgenligini
cogaltir ve enfeksiyon yerinde notrofil sayisinin artmasina neden olur. Elastaz 1L-8

tiretimini stimiile ederek pro-inflamatuvar tesirde bulunur.

2.1.3.2.2. Proteazlar

P. aeruginosa farkli proteazlar salgilayarak konak bagigik yanitini inaktif hale
getirebilir. Bu proteazlar hiicrelere toksik olduklarindan dolay1, enfeksiyon
olusumuna neden olurlar. LasA proteaz, LasB elastaz, alkali proteaz, , proteaz IV
gibi proteazlar doku hasarina neden olarak P.aeruginosa patogenezinde énemli rol
oynarlar (Hobden, 2002).
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Alkali proteaz, ileri derecede proteolitik aktiviteye sahiptir. Enzim apr geni
tarafindan kodlanir ve Ozellikle kornea enfeksiyonlarinda rol oynar. Proteaz IV,
elastin gibi konak proteinlerini pargalayarak bakterinin adhezyon ve invazyonunu
kolaylastirir (Kipnis ve ark., 2004). Ayni1 zamanda konak proteinlerinden fibrinojeni

parcaladig1 bilinmektedir.

2.1.3.2.3. Piyosiyanin

P. aeruginosa tarafindan {iretilen piyosiyanin mavi-yesil renkte bir pigmenttir.
Oncii molekiilii olan korizmik asitten, {i¢ halkali piyosiyanine sentezlenir. Mavi-yesil
renk sayesinde P. aeruginosa teshisi konmasinda rahatlik saglar. Bakterinin
fizyolojisinde ve patojenezinde etkin rol oynar (Mavrodi ve ark., 2001). Bakteri
metaboizmasindaki etkinliginin yaninda sitotoksik o6zelligi ile de virulansda rol
oynar. Piyosiyanin hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi reaktif oksijen tiirevleri
meydana getirerek hiicrelerde harabiyete neden olur. Arastirmalar neticesinde,
piyosiyaninin hiicre aspirasyonunu inhibe etttigi, epidermis artmasini durdurdugu,
prostasiklin salinimima neden oldugu, kalsiyum homeostazini bozdugu tespit

edilmistir (Denning ve ark., 1998; Lau ve ark., 2004).

2.1.3.2.4. Piyoverdin

Piyoverdin bir siderofordur. P. aeruginosa’nin metabolizmasi igin gerekli olan
demiri temin eder. Piyoverdin, demirin eksik bulundugu durumlarda demiri giiglii bir
sekilde baglar ve reseptore bagli mekanizma ile demiri hiicre i¢ine alir. Son yillarda
yapilan caligmalarda piyoverdinin P. aeruginosa’nin ekzotoksin A (EkzoA) ve
endoproteaz gibi diger virlilens faktorlerinin sekresyonunun diizenlenmesinde ve
kendi sekresyonunda rol aldig1 ve 6nemli bir viriilens faktorii oldugu gosterilmistir

(Meyer ve ark., 1996).

2.1.3.3. Toksin iiretimi: Ekzotoksin A (ExoA), lokosidin, fosfolipaz ve hemolizin

P. aeruginosa’larin ¢ogunlugu enfeksiyon etkeni oldugunda, ekzotoksin A
sentezler. Yapilan calismalarda deney hayvanlarinda dahi kiiciik bir dozun Sliimciil
oldugu tespit edilmistir. Difteri toksinine yakin o6zellikte ADP-ribozil transferaz
ozelligi ile elongasyon faktorii 2’yi (EF-2) ve bunun neticesinde protein sentezini

inhibe edip hiicrenin yok olmasina neden olarak etkisini gosterir (Wick ve ark.,
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1990). Bagka bir P. aeruginosa toksin faktorii ise bir sitotoksin veya lokosidin
seklinde isimlendirilir ve P. aeruginosa 158 susunun kromozomuyla bir araya gelmis
faj genomundan meydana gelir. Sadece bir ka¢ P. aeruginosa suslarinda tespit
edilmemektedir. P. aeruginosa suslari hemolitik fosfolipaz C PIcHR iiretimi
vasitastyla eritrositlerin yikimina sebebiyet verir. Diger bir fosfolipaz C (PlcN) ise,
hemolitik 6zelligi olmayan ve P. aeruginosa suslari tarafindan tiretilen bir enzimdir.
PIcHR, fosfatidilkolin ve sfingomiyelini hidrolize ederken, PIcN ise fosfatidilkolin
ve fosfatidilserini hidrolize eder. PIcHR farkli hayvan modellerinde ve invitro
sistemlerde daha az seviyede virulan olarak belirlenmistir. PIcN’nin ise virulans ile
bagi tespit edilmemistir. P. aeruginosa tarafindan {iretilen diger bir hemolizinde
ramnolipittir. Yapisindaki ramnoz igeren glikolipid sayesinde biyosiirfaktan etki
gosterir. Deterjan benzeri etkisiyle akciger siirfaktani fosfolipidlerini ¢oziiniir hale
getirerek fosfolipaz C’nin etki etmesine yardimci olur. Ayrica mukosiliyer taginimi

ve silya fonksiyonlarii inhibe eder (Karatuna ve ark.,, 2008).

2.1.3.3.1. Tip Il Sekresyon Sistemi

Tip III Sekresyon Sistemi, bakteri toksinlerinin dogrudan Okaryotik hiicreler
icine enjeksiyonunu saglar. Neticesinde, aktin hiicre iskeletini ve protein sentezini
yok ederek hiicresel iliskiyi dagitirlar. Bakteri hedef hiicre lizerinde porlar agarak, iki
hiicreyi baglar ve efektdr proteinlerini dkaryot hiicreye iletir. Tip III toksinlerin
ekspresyonu P. aeruginosa i¢in, enfekte hastalarda oliim oranlarini artirmasi ile
birlikte iyi olmayan klinik sonuglar ile baglantilidir. Ekzoenzim T, ekzoenzim S,
ekzoenzim Y ve ekzoenzim U, P. aeruginosa’nin tip III sekresyon sistemiyle salinan
toksinleridir (Hauser, 2009).

Ekzoenzim S ve Ekzoenzim T’nin farkli enzimatik ve kimyasal islevleri
mevcuttur. Her iki enzimde, ADP-ribosilat hedef proteinleri olmasina ragmen
Ekzoenzim T’nin protein aktivitesi Ekzoenzim S’den daha alt seviyelerdedir.
Ekzoenzim S’in 53 kdalton ve 49 kdalton olmak iizere iki farkli formu vardir. iki
fonksiyonlu ve iki aktif bolgesi olan bir sitotoksindir. Yanik ve yaralara bakterinin
yayilmasina neden olan 6nemli bir etkendir. Ekzoenzim S ve Ekzoenzim A ile
birlikte enfeksiyon alan hastalarda, 6liim orani daha ileri derecededir. (Nicas ve

Iglewski, 1985). Ekzoenzim S, hiicresel apoptozis i¢in bir ihtiyactir ve Rho GTPaz’in
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protein faaliyetlerinin kisitlanmasina neden olabilir. Ekzoenzim T, P. aeruginosa nin
makrofajlar tarafindan alinmasina mani olur. Ekzoenzim T’nin yara iyilesmesini
azaltici Ozelligi degerlendirilmektedir (Shaver ve Hauser, 2004). Ekzoenzim U
oncelikle kiiltiiri yapilmis memeli hiicrelerine sitotoksik oldugu gosterilen P.
aeruginosa suslarinin bazilarinda goriilmiistiir. Fosfolipaz A2 yakin derecede
aktivitesi olan bir fosfolipaz olarak degerlendirilen gii¢lii bir sitotoksindir. Bir¢ok
hedef hiicreleri pargalar. Ekzoenzim U, P. aeruginosa suslarinin neredeyse % 20 - %
30 oraninda iiretilir. Cogunlukla goz enfeksiyonlar1 ve akut pnomonilerden izole
edilir (Mitov ve ark., 2010). Ekzoenzim U, kistik fibrozis hastalarindan izole edilen
orneklerden (%]1) diger viicut bolgelerinden izole edilen orneklere (%18) gore daha
az seviyede varhigi gosterilmistir (Bradbury ve ark., 2010). Hayvanlar iizerinde
yapilan deneylerde Ekzoenzim U toksini iireten P. aeruginosa suslarinin viriilans ile
baglantis1 tespit edilmistir. Ekzoenzim U ileri diizeyde oldiiriicii klinik izolatlar i¢in
bir belirteg gibi degerlendirilmektedir. Ekzoenzim U salgilayan suglar hayvan
modellerinde daima daha virulan olarak tespit edilmistir. Ekzoenzim U fliretmeyen
suslarin virulans1 istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir azalma

belirlenmistir (Schulert ve ark., 2003).

P. aeruginosa’nin bilinen dordiincii tip III efektdr proteini Ekzoenzim Y dir.
Bacillus anthracis ve Bordetella pertussis, hiicre dis1 adenil siklazlarina yakin sekilde
adenil siklaz aktivitesi mevcuttur. Sitozolik cAMP’yi ¢ogaltarak akciger damar
yapisinda hiicreleraras1 boslugun meydana gelmesine, cogalmasina ve bunun sonucu

olarak gegirgenligin artmasina sebep olmaktadir (43).

2.1.3.4. Pseudomonas aeruginosa Hareketi

Hareket, bakterinin besine ulasmasi ve toksik maddelerden uzaklasmasii¢in
gerekli bir fonksiyondur. (Sayner ve ark., 2004). Hareket sayesinde konak hiicresine
translokasyon yapar, meydana getirdigi koloni igerisinde konum degistirir ve
biyofilm icinde hareket eder. P. aeruginosa, ylizme (swimmming) , titreme
(twitching) , kayma (swarming), olmak iizere ii¢ farkli tip hareket yetenegine
sahiptir. Bu hareketlerden yiizme ve kayma flagella bagimlidir, titremede tip 1V
bagimlidir.
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2.1.3.4.1. Yiizme hareketi (swimming)

P. aeruginosa ‘nin sivi ortamdaki ylizme hareketinden sorumlu olan flajella
hiicre yiizeyi elemanlarindan birisidir. P. aeruginosa tek polar flajellas: ile ortamda

yeterli su buldugunda donerek yiizer (Doyle et al., 2004).

Resim 2.1. P. aeruginosa’ da yiizme hareketi (http://en.wikipedia.org)
2.1.3.4.2. Titreme hareketi (twitching)

P. aeruginosa 'min ilerlemesi ortamda hi¢ sivi bulunmadigi zaman kati yiizeyde
titreme hareketi sayesinde olur. Titreme hareketi tip IV pili ile yapilir. Hareket
sirasinda pilus boyu uzayarak noktaya tutunmaya calisir, daha sonra o noktaya
gelmesi igin kisalarak hiicrenin ilerlemesini gerceklestirilir. Pili ayni zamanda
epitelyal yiizeye yapismakta da Onemlidir, boylece viriilense katkida bulunur

(Patriquin ve ark., 2007).
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Resim 2.2. P. aeruginosa’da titreme hareketi (https://aem.asm.org/content/aem/)

2.1.3.4.3. Kayma hareketi (swarming)

P. aeruginosa nin yari kati1 veya ince sivi yiizeyde ilerlemesi kayma hareketi
sayesinde olur. Kayma hareketinden sonra hiicrelerin boyu, sayisi ve flajella yapisi
degisir. P. aeruginosa’nin kayma hareketi sirasinda tek polarli flajella yapist ¢ift
polar flajella yapisina degisir. Kayma hareketi flajella yapisindaki bu degisklige ek
olarak tip-1V pili ve rhamnolipit (yiizey aktif madde) sekresyonunu gerektirmekte ve
bunlardan birinin eksikligi bakterinin kayma hareketi yapamamasina neden
olmaktadir (Kohler ve ark., 2000).

Resim 2.3. P. aeruginosa’ da kayma hareketi (http://en.wikipedia.org)
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2.1.3.4.4. DNaz aktivitesi

P. aeruginosa suslarmin bir kisminda, ¢esitli bakterilerde bulunan
deoksiriboniikleaz enziminin yer aldigi gosterilmistir (Mahenthiralingam ve ark.,
1994).

2.1.4. Biyofilm olusumu

Yiizeylerindeki molekiiller sayesinde birbirlerine ya da bir yiizeye yapisan
bakteri topluluklar1 salgiladiklar1 polisakkarit matriks igerisine gomiilerek “biyofilm”

olarak isimlendirilen kompleks bir yap1 meydana getirirler.

Biyofilmler, bakterilere koruyucu dinamik bir mikrocevre saglayarak, onlarin
yasayabilme ihtimalini artirir (Sutherland, 2001). Biyofilmler gelistiklerinde
bakterileri, pH degisikliklerinden, besinsizlikten, antimikrobiyal ajanlardan,
dezenfektanlardan, kurakliktan ve konagin bagisiklik sisteminden koruyarak etkin bir
bariyer olurlar. Biyofilmler su ile temasi olan hemen her yerde olusabilir. Olustuklar
bolgede kalici kolonizasyon ve enfeksiyonlara neden olurlar buda halk saghig ve
endiistri agisindan biiyiikk bir problem olusturur (Olson ve ark., 2002; Edwards ve
Harding, 2004).

Biyofilm olusturan bakterilerde metabolizmanin yavasladigi, hareketin
kisitlandigi, viriilans etkenlerin ekspresyonunun ¢ogaldigi fenotipik bir farklilagsma
gozlenir. Biyofilmlerin koruyucu yapisinda, bakterilerin besinlere rahat ulagmasin
ve atiklarin bolgeden kolayca gonderilmesini saglayan kanallar meydana gelir
(Harrison-Balestra ve ark., 2003). Biyofilm biinyesindeki bakteriler araciligi ile
salgilanan hiicrei¢i sinyal molekiilleri farkl1 konak 6zellikleri ve gevresel etkenlere
gore biyofilmin gelisme ve davranig paternini degistirmektedir. Antiseptiklerin ve
antimikrobiyal ajanlar kullanilmasi ile birlikte biyofilm igerisinde varligini devam
ettiren hiicreler “kalic1 (persister) hiicreler” olarak isimlendirilir. Bunlar, olumsuz
cevre sartlarinda onlar1 programli hiicre 6liimiine yonelten mekanizmalart durdurarak
biyofilm igerisinde repopiilasyonu meydana getirirler. Bu sartlar biyofilm

eradikasyonunda basarisizliga sebep olur.
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W e d

Sekil 2.1. Biyofilm olusumunun sematik yapisi. (https://aqua-
tech.ca/2016/01/biofilm-in-spas/ dan uyarlanmistir)

Biyofilm yapis1 ekzopolisakkaritler (EPS), protein, ekstraseliler DNA su ve
iyonlardan olusur (Palleroni, 2003). EPS’de alginat, PEL ve PSL olmak iizere ii¢
farkli polisakkarit bulunur. Herbir polisakkaritin biyofilm matriksine katkis1 suslara
gore farklilik gosterir. Biyofilm olusumu Sekil 1°de goriildigi gibi geri dontigimlii
tutunma, geri doniisiimsiiz baglanma, kolonizasyon, olgunlagsma ve kopma evreleri

olmak iizere 5 asamada gerceklesmektedir.

1) Geri donisiimlii tutunma: Bu evrede planktonik bakteri hiicresi yiizeye geri
donilisimlii olarak baglanir. Bakteri hiicresi ile tutundugu ylizey arasindaki
elektrostatik ve fiziksel etkilesimler sonucu bakteriler zayif bir sekilde yiizeye

tutunur.

2) Geri Doniisiimsiiz Baglanma: Dipol-dipol etkilesimi, hidrofobik etkilesimler,
iyon-dipol etkilesimi, iyonik baglar, kovalent baglar ve hidrojen baglari araciligi ile
ylizeye baglanan hiicreler, flagella ve pili organelleri ile ve EPS olusturarak geri

doniisiimsiiz olarak tutunurlar.

3) Kolonizasyon: Yiizeye tutunan bakteriler gelisir ve boliinrek mikrokoloniler
olusturur. Ortamdaki planktonik bakterilerinde mikrokolonilere baglanmasiyla
biyofilm biiylir mantar seklinde yapilara doniisiir. Mikrokoloniler arasinda besin

alinimi1 ve atiklarin uzaklastirilmasini saglayan su kanallar1 bulunmaktadir.
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4) Kopma: Bu evrede tek bakteri veya bakteri gruplari biyofilmin st
tabakasindan koparak ayrilirlar. Kopan planktonik hiicreler yeni odaklar olusturarak

biyofilmin yayilmasina neden olabilirler.

2.1.4.1. Biyofilm saptama yontemleri

Biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin goriilme sikliginin her gecen giin artmasiyla
beraber biyofilm olusumunun kontrolii ve engellenmesine yonelik ¢alismalar ivme
kazanmistir. Biyofilm i¢inde bulunan bakterilerin planktonik bakterilere gore
antibiyotiklere yaklagik 1000 kat daha direngli olmasi biyofilm kaynakli
enfeksiyonlarin tedavisini imkansiz hale getirmektedir. Bu nedenle, biyofilm
enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in yeni stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir.
Biyofilm olusumunun kontrolii ve engellenmesi i¢in, biyofilm olusumunu saptama
yontemleri ve bu yontemlerin dogru uygulanmasi olduk¢a 6nemlidir. Gilinlimiizde
biyofilm olusumunu saptamada ¢ok sayida farkli in vitro ve in vivo yontemler

kullanilmaktadir.

Kongo kirmizili agar yontemi, modifiye tiip adherans yontemi ve mikroplak
yontemi gibi yontemler biyofilm olusumunu saptamada sik kullanilan yontemler

arasinda sayilabilir.

Kongo kirmizili agar yonteminde, biyofilm olusturma ozelligi test edilecek
bakteriler iginde siikroz, beyin kalp inflizyon buyyony, Kongo kirmizist ve agar
bulunan besiyerinde 37°C de 24 saat inkiibe edilir, inkiibasyon sonucunda parlak

siyah koloniler biyofilm pozitif olarak degerlendirilir (Atshan ve ark., 2012).

Modifiye tiip yonteminde, triptik soy buyyon (TSB) besiyeri i¢ceren cam tiiplere
inokiile edilen bakteriler 37°C de 24saat inkiibe edilir. inkiibasyon sonunda, tiipteki
besiyeri bosaltilir ve tiipler fosfatla tamponlanmis salin ile yikanir ve kurumaya
birakilir. Daha sonra tiipler kristal viyole (0.1%) ile boyanir, fazla boya deiyonize su
ile yikanir ve kurutulur. Tiplerin i¢ ceperinde goriilen renkli tabaka biyofilm

olusumu agisindan pozitif olarak kabul edilir ( Christensen ve ark., 1982).

Spektrofotometrik mikroplak yontemi, biyofilm olusumunu belirlemeye yonelik
caligmalarda en sik kullanilan yontemdir. Bu yontemde uygun besiyeri iceren 96

kuyucuklu mikroplaklarin  kuyucuklarmma bakteri kiiltiirii inokiile edilir ve
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inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon siiresi sonunda mikroplaklar ters cevrilir ve
icindeki kiiltiir bosaltilir. Bosaltilan kuyucuklar yikanir ve her kuyucuga kristal
viyole ilave edilir, boyanin olusan biyofilme penetre etmesi igin belli bir siire
beklenir. Daha sonra boya uzaklastirilarak kuyucuklar yikanir ve mikroplaklar
kurumaya birakilir. Kuruyan mikroplaklar etanol ile yikanir ve spektrofotometrede
belli bir dalga boyunda 6l¢lim yapilir. Cihaz tarafindan okunan degerler, kontrol
kuyucuklarmin degerleri ile karsilastirilarak biyofilm olusumu saptanir ( Merrit ve
ark., 2005).

2.1.5. Bakteriyel iletisim “quorum sensing” ve biyofilm olusumu

Uzun yillar boyunca, iletisim yeteneginin c¢ok hiicreli “yiiksek yapil1”
organizmalara 6zgii bir 6zellik oldugu, bakteriler gibi tek hiicreli canlilarin ise sadece
biiylimek ve boliinmekten ibaret olan son derece basit bir yagam tarzina sahip
varliklar olduklar1 diistiniiliiyordu. Ancak giiniimiizde, bakterilerin izole varliklar
olmadiklari, degisen ortam kosullarina uyumlarimi kolaylastirmak icin karmasik
hiicreler arasi iletisim sistemleri kullanan topluluklar halinde bulunduklar1 kabul
edilmektedir. Bakteriyel iletisim sistemin varligi ilk defa 1970’lerin basinda Gram (-)
bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri de biyoliiminesens (biyoisima)’in kollektif bir

calisma ile olusturuldugunun kesfi ile ortaya ¢ikmustir.

Daha sonra bu sistemin sadece V. fisheri ile sinirli olmadig1 birgok Gram (-) ve
Gram (+), insan, hayvan ve bitki patojeni tarafindan antibiyotik biyosentezi,
konjugasyon, 6nemli viriilens faktorlerinin iiretimi ve biyofilm olusumu gibi ¢ok
cesitli fizyolojik islemlerde yaygin olarak kullanildigir kesfedilmistir. Bakteriler
birbirleriyle haberlesme amaciyla, agil-homoserin laktonlar (AHLs), otoindiikleyici
peptitler (AIPs) ve otoindiikleyici-2 (Al-2) olmak iizere 3 tip sinyal molekiilii
kullanirlar. Bakteriler bu sinyal molekiilleri araciligiyla yeterli ¢ogunluga ulasip
ulagmadiklarin1 izlemekte ve yeter c¢ogunluga ulastiklari anda da viriilens
faktorlerinin iiretimi gibi kritik gen ekspresyonlarmi tetiklemektedirler. Hiicreler
arast iletisimi saglayan bu haberlesme sistemi “quorum sensing (QS)” olarak
adlandirilir. Bugiin, bu konuda sahip oldugumuz bilgilerin ¢ogu P. aeruginosa ile
yapilan ¢alismalardan gelmektedir. P. aeruginosa’nin basarili bir firsat¢1 patojen

olmasimin nedenlerinden birisi, lrettigi elastaz, alkalin proteaz, hemolizin, siyanid,
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piyosiyanin ve ekzotoksin A gibi viriilens faktorleridir. Bu virlilens faktorlerinin
tiretimi ve biyofilm olusumu acil-homoserin lakton aracili bakteriyel iletisim sistemi
araciligiyla gerceklestirilmektedir. P. aeruginosa’da , “las” ve “rhl” olmak iizere
birbiriyle hiyerarsik iliskili iki ana agil homoserin lakton aracili QS sistemi oldugu
bilinmektedir (Sekil 2).

2.1.5.1. las QS sistemi

[k tanimlanan QS sistemidir. Sistemin bilesenleri; oto-uyaran (sinyal molekiilii)
sentaz geni olan lasl, lasl geninin iiriinii sinyal molekiilii N- (3-oksododekanoyl)-L-
homoserin lakton (3-okso-C12-HSL) ve transkripsiyonel aktive edici proteini
kodlayan lasR genidir (Gambello, 1991). lasl, hiicre membranini iki yonlii gegebilen
sinyal molekiiliiniin sentezinden sorumludur. Artan bakteri yogunlugu ile birlikte
hiicre igindeki sinyal molekiilii konsantrasyonu esik degere ulasir, sinyal molekiilii
transkripsiyonel aktivatore baglanir ve 6zgilil hedef genlerin ifadesini uyarir (Van
Delden ve Iglewski, 1998). (Sekil 2.2.). Las sistemi hiicre dis1 viriilans
faktorlerinden lasA elastaz, lasB elastaz, ekzotoksin A sentezi ve biyofilm olusumu
icin gereklidir (Telford ve ark., 1998).

2.1.5.2. rhl QS sistemi

Bu sistem ramnolipit sentezi igin gerekli bir enzim olan ramnoziltransferazi
kodlar ve rhlAB operonunun ifadesini diizenler. Ramnolipit sentezini kontrol ettigi
igin rhl sistemi adin1 almigtir. Rhl sistemi tarafindan tiretilen AHL molekiilii ile
LasB elastaz, LasA proteaz, piyosiyanin, alkali proteaz ve ramnolipit tretimleri
diizenlenir (Gera ve Srivastava, 2006). Hem las hem de rhl sistemleri 6zgiil sistemler

olmalarina karsilik birbirleriyle hiyerarsik etkilesim i¢indedirler.
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Sekil 2.2. P. aeruginosa’da “Quorum Sensing” sistemi (2)

2.1.6. Hiicrelaerarasi iletisimin engellenmesi

Gilinlimiizde bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in en yaygin
olarak tercih edilen yontem antibiyotik kullanimidir. Antibiyotik kullanimi gibi
klasik yontemler; protein sentezi, DNA replikasyonu ve hiicre duvari sentezi gibi
bakteriler i¢in 6nemli islemleri engelleyerek onlar1 dldiirerek yok etme temeline
dayanmaktadir. Ancak bu yoOntemler bir siire sonra antibiyotiklere karsi direncli
populasyonlarin ortaya ¢ikmasina, bu da, kullanilan antibiyotiklerin giderek etkisiz
kalmasi, dolayisiyla hastaliklarin tam anlamiyla tedavi edilememesi, direncin
yayilmas1 ve ekonomik kayiplar ile sonuc¢lanmaktadir. Giinlimiizde hastalik yapan
bakterilerin % 70’in den fazlasi klinikte kullanilan mevcut antibiyotiklerden en az
birine karsi direngli hale gelmistir. Dolayisiyla, yeni antimikrobiyal hedeflerin
saptanmasina yonelik aragtirmalar ¢ok biliyiilk 6nem kazanmistir. Bu hedeflerden bir

tanesi bakteriler arasi iletisim (quorum sensing) mekanizmasinin inhibe edilmesidir.

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, bakteriler arasi iletisim sisteminin
bozulmast durumunda bakterilerin koordineli davranamayacaklari, konakta kolonize
olma yeteneklerinin azalacagi, konagin bagisiklik sistemi tarafindan kolayca yok

edilebilecekleri ve bunun sonucunda basarili bir enfeksiyon silireci ortaya
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koyamayacaklarint gostermektedir. Bakteriler arasindaki iletisimin bozulmasi i
temel yolla gerceklestirilebilir, bunlardan ilki sinyal molekiiliiniin bakteri tarafindan
liretiminin onlenmesi, ikincisi sinyal molekiiliiniin hidrolizi, iiglincii ve en ¢ok tercih
edilen yol ise sinyalinin ilgili reseptér protein tarafindan alinmasinin 6nlenmesi
amactyla reseptOr proteine karsi yarisan analog molekiillerin kullanilmasidir. Gram-
negatif bakterilerde bakteriyel iletisim sistemini bloke ettigi tespit edilen ilk bilesik,
kirmizi bir deniz algi olan Delisea pulchra’dan izole edilen halojenlenmis
furanonlardir. Furanonlardan sonra, sarimsak 0ziitii, patulin, penisilik asit (PA), p-
kumaric asit, tar¢in yagi, sinemaldehit, tanik asit, vanilya ekstresi, salisilik asit, gibi
bazi dogal bilesiklerinde Gram (-) bakterilerde iletisim sistemini inhibe ettigi rapor
edilmistir. Ayrica, baz1 makrolid ve makrolid olmayan antibiyotiklerin sub-MIK
konsantrasyonlarinin Gram (-) bakterilerde agil homoserin lakton aracili bakteriyel
iletisim (quorum sensing=QS) sistemini inhibe ettigi gézlenmistir. Skindersoe ve
arkadaslari, seftazidim ve siprofloksasin’in P. aeruginosa’da QS kontrollii genlerin
ekspreyonlarini azalttigini rapor etmislerdir. Tobramisin antibiyotiginin de sub-MIK
konsantrasyonlarinin yine P. aeruginosa’da elastaz f{retimini inhibe ettigi

belirlenmistir (Garske ve ark., 2004, Ahmed ve ark., 2019).

22



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler
3.1.1. Bakteriyel suslar

Bu calisma Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Temel Eczacilik Bilimleri
Boliimii, Biyokimya Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir. Calisma sirasinda
kullanilan P. aeruginosa PAO1, P. aeruginosa ATCC27853 ve P. aeruginosa klinik
suslart Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Temel Bilimler Boliimii kiiltiir
koleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.2. Besiyerleri

1. Mueller Hinton Agar (MHA)

2. Katyon Ayarli Mueller Hinton Broth (KAMHA)

3. Luria Bertani Agar (LBA) (Difco)

4. Luria Bertani Broth (LB) (Difco)

3.1.3. Kimyasal maddeler
1. Kristal Viyole (Merck)
2. Saf Etanol (Merck)
3. Sinamaldehit (Sigma)

4. Tobramisin (Sigma)

3.1.4. Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri
1. Etiiv (N-Biotek)
2. Calkalayici etiiv (N-Biotek)
3. Otoklav (N-Biotek)
4. Vorteks (Heidolph Reax)
5. Santrifiij (Beckman Coulter)

6. Hassas terazi (Shimadzu)
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7. Saf Su Cihaz1 (GFL)

8. Buzdolabi1 (Argelik)

9. Derin Dondurucu ( Panasonic)
10. Manyetik karistirict

11. pH metre (Hanna)

12. Petri kutusu (ISO LAB)

13. Otomatik pipetler

14. Polistiren deney tiipleri

15. Real-Time Cell Analyzer (RTCA) (ACEA Bioscience Inc., San Diego, CA)

3.2. Yontemler
3.2.1. Minimal inhibitér konsantrasyonu (MIK) testi

Antibakteriyel etkinik testinde, Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) onerileri dogrultusunda dogrudan koloni siispansiyonu yonetimini kullanarak
organizmanin 18-24 saatlik Mueller Hinton Agar (MHA) plagindaki; tek diismiis
kolonilerden serum fizyojik igerisinde McFarland 0.5 bulanikligi (1x10® kob/ mL)
standardina esdeger siispansiyon yapilarak inokiiliim hazirlanmistir. Mikroplagin her
kuyucuga %0.5 oraninda Tween 80 ilaveli 0.1 mL Katyon Ayarli Mueller Hinton
Broth (KAMHB) konulmustur. Ardindan test ediliecek olan drnekten ilk kuyucuga
100 pL konulup ugucu yaglarin %3.125-%0.001;koruyucularin %50-%0.02 ugucu
yag ile koruyucu kombinasyonlarinin %3.125-%0.001 aralifinda ikiser kat azalan
seri seyreltileri yapilmistir. Serum fizyolojik icerisinde 0.5 McFarland bulanikligina
esdegerde hazirlanan bakteri siispansiyonu 1:10 oraninda seyreltilerek, 10" kob/mL
inokulum yogunlugu elde edilmistir. Hazirlanan inokulum, igerisinde test edilecek
maddelerin bulundugu tiim mikrodilasyon plakalarina (negatif kontrol hari¢) SuL
ekilerek final konsantrasyinu 5x10° kob/mL olan inokulum yogunlugu elde
edilmistir. Deneyde pozitif kontrol olarak 64-0.03125 pg/mL konsantrasyin
araliginda meropenemin ikiger kat azalan seri seyreltileri; negatif kontrol olarak
Katyon Ayarli Mueller Hinton Broth (KAMHB) ve bakteri siispansiyon
kullanilmstir. Mikrodiliisyin plakalar1 35 = 2 °C’ de 16-20 saat inkube edilmistir
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(CLSI,2012;Tepeve ark.,2006)

3.2.2. Kristal Viyole yontemi ile Biyofilm testi

P. aeruginosa PAO0l1 ve klinik P. aeruginosa suslarinin biofilm iiretimini
saptamak i¢in yapilir. Calkalayr etiivden alinan suslarin taze LB sivi besiyeri
icerisinde 1:100 oraninda sulandirimlart yapilmistir. Her bir susun sulandirimi
vortekslendikten sonra her sulandirrmdan 100°’er pL 3 kuyucuga dagitilmis,
tizerlerine etkileri test edilecek molekiiller ilave edilmistir. Plakalar 35°C de gece
boyunca inkiibe edilmek iizere etiive konulmustur. Inkiibasyon sonunda, plakalar 3
defa distile su ile yikanmis, % 0.3liik kristal viyole (CV) den 100 er mikrolitre (nL)
kuyucuklara konmus ve oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Ardindan
kuyucuklar 3 er kez distile su ile tekrar yikanmistir. Olusan biyofilmin kantitasyonu
icin 200pL % 95 etil alkol eklenmis biyofilm ile bilesik ousturan kristal viyolenin
¢oziilmesi saglanmistir. 5 dakika beklendikten sonra 550 nm’de optik okuyucuda

absorbans degerleri okunmustur ( Merrit ve ark., 2005).

3.2.3. Gercek zamanh hiicre analiz sistemi (RTCA) xCELLigence Cihaz1

Kullanmilarak P. aeruginosa Biyofilm Olusumunun Gergek Zamanh Ol¢iimii

P. aeruginosa suslarinin biyofilm iiretiminin gergek zamanl olarak izlenmesi
“xCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi” (Real Time Cell Analysis
System, RTCA DP) (ACEA Bioscience Inc., San Diego, CA) cihaz1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. XxCELLigence RTCA DP istasyonunda 3x16 kuyucuklu plaka
sistemi bulunmaktadir (Resim 3.1). 16 kuyucuklu plakalarin (E-plate) taban kismina
altin mikroelektrodlar entegre edilmistir. xCELLigence RTCA DP cihaz1 elektriksel
empedans teknolojisi ile kuyucuklar i¢indeki hiicrelerin altin mikroelektrodlara
baglanip baglanmadigina dayanarak Ol¢iim yapan bir biyosensor sistemdir. Bu
biyosensor, elektrodlarin elektronik empedansinin Slgerek hiicre sayisini dolayl
olarak tespit eder ve giinlerce, istenilen araliklarla bu 6l¢iimii devam ettirerek gercek
zamanl veriler olusturur. Hiicre sayisinin artis1 ve azalisina baglh olarak sistemin
elde ettigi veriler birimsiz olarak ifade edilen “hiicre indeksi” (cell index; CI) degeri

olarak hesaplanir ve cihazin yazilimi ile otomatik olarak degerlendirilir.
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RTCA Control Unit RTCA DP Analyzer

Resim 3.1. xCELLigence Real Time Cell Analyzer. Cihaz standart bir etiiviin
icine yerlestirilir ve etiiviin disinda bulunan bir diziistii bilgisayar tarafindan
kontrol edilir

P. aeruginosa suslarinin biyofilm olusumunu xCELLigence cihazi ile izlemek
igin, 200 uL P. aeruginosa kiiltiirii E-plakalari i¢ine konuldu. E-plakalar1 daha sonra
xCELLigence cihazina yerlestirildi ve 37 © C'de (% 5 CO2 ile) 120 saat inkiibe
edildi. Hiicre indeksi (CI) inkiibasyon periyodu sirasinda cihaz tarafindan her 10
dakikada bir kaydedildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sinamaldehid ve tobramisin icin P. aeruginosa PAO1 ve P. aeruginosa klinik
suslarmi MIK degerlerinin belirlenmesi

Bakteriyel iletisim sistemi inhibitor adaylarinin bakterilerin  liremesini
etkilemeden, onlarin olusturduklar1 viriilans faktorlerinin sentezini ve biyofilm
tiretimini engellemeleri beklenmektedir. Bu nedenle Sinamaldehit ve tobramisinin P.
aeruginosa PAO1 susu ve bir klinik izolat: (KI) &ldiirmeyen konsantrasyonlarimni
belirlemek amaciyla mikrodiliisyon yontemi ile MIK degerleri tespit edilmistir. P.

aeruginosa ATCC27853 susu referans sus olarak ¢alismaya dahil edilmistir.

Sinamaldehid ve tobramisin icin elde edilen MIK degerleri Tablo 1'de

verilmigtir.

Tablo 4.1. Tobramisin ve Sinamaldehidin MiK degerleri

P. aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosa

PAO1 klinik izolati ATCC27853
Tobramisinin 2 32 0.25
Sinamaldehid 0.0315 0.0625 0.0315

Tablo 4.1. de goriildiigii lizere, P. aeruginosa PA01’in MIK degerleri tobramisin
i¢in 2 pg/mL, sinamaldehit i¢in 0.0315 puL/mL, P. aeruginosa klinik izolat’in MIK
degerleri tobramisin igin 32 pg/mL, sinamaldehit i¢in 0.0625 pL/mL olarak tespit
edilmistir. Biyofilm calismalarinda tobramisin ve sinamaldehit MIK/2 olacak sekilde

kullanilmastir.

4.2. Gerg¢ek zamanh hiicre analiz sistemi (RTCA) XCELLigence Cihazi

Kullamlarak P. aeruginosa Biyofilm Olusumunun Ger¢ek Zamanh Ol¢iimii

Tobramisin ve sinemaldehitin P. aeruginosa PAO1 ve bir klinik izolatin biyofilm
olusturmasi iizerine etkileri ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi XCELLigence ile

izlenmistir. Gergek zamanli hiicre analiz sistemi XCELLigence’in ¢aligma prensibi
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Sekil 4.1.’te verilmistir. P. aeruginosa PAO1 ve bir klinik izolatin bir gece boyunca
tiretilen kiiltirlerinden E-plakalarinin kuyucuklarma 200 pL konuldu ve iizerlerine
20 pL sinamaldehid veya tobramisinin sub-MIK konsantrasyonlar1 (MIC/ 2) ilave
edildi. Gergek zamanli hiicre analiz sistemi XCELLigence cihazina yerlestirilen E-

plakalar1 37°C” de 120 saat boyunca inkiibe edildi (Sekil 4.2).

A Epate  Eplatewel B Bacterial biofilm:
(16-wells) (top view)
Inoculation Adhesion/ proliferation Maturation
| l e aYa 3
: e R R | (8
P 11Po1 11 T10) oo ' 155583
0.20 | Basal “0” Cl Maximum CI| Constant Cl
Gold electrodes Cl
0 (front view well) 0.16
tottttttot 0.12
Electrical impedance: measure of
the opposition that a circuit 0.08
presents to a current when a
voltage is applied. 0.04
o A
Converted in the arbitrary unit 0.00
“Cell Index” (Cl) 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Incubation time (h)

Sekil 4.1. XCEL Ligence cihazim kullanarak bakteriyal biyofilm olusumunun
izlenmesinin sematik ¢izimi. (https://doi.org/10.1371/journal.pone.0163966)
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PAOL KI

PA01+0,0156 pl/mL Ki+0.0312 pl/mL sinamaldehit

sinamaldehit -
PAO1+1pg/mL Ki+16pug/mL tobramisin
tobramisin -
LB B LB

Sekil 4.2. Tobramisin ve sinamaldehitin sub-MIC konsantrasyonlarinin P.
aeruginosa PAOL'in biyofilm olusumu iizerindeki etkisinin xCELLigence cihazi
ile tespiti.

120 saatlik inkiibasyon sonucunda sistemin elde ettigi veriler, cihazin yazilimi

ile otomatik olarak degerlendirilip grafik haline donistiriilmistir. Sekil 4.3
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Tobramisinin (1ug/mL) P. aeruginosa PAO1’in biyofilm olusumu tizerindeki etkisini
gostermektedir. 1pg/mL tobramisin ilavesi biyofilm olusumunda yaklasik % 60’lik

bir inhibisyona neden olmustur.
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Sekil 4.3. Tobramisinin Sub-MIC Konsantrasyonlarmin PA01'in Biyofilm
Olusumu Uzerindeki Etkisi. a) PA01, b) PA01+tobramisin (1pg/mL), ¢) LB
besiyeri (kontrol).

Tobramisinin klinik izolatin biyofilm olusturmasi tizerindeki etkisi ise Sekil

4.4.°da verilmistir. 16 pg/mL (MIC/2) tobramisin biyofilm olusumunu %46 inhibe

ettigi gortilmistiir.
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Sekil 4.4. Tobramisinin Sub-MIC Konsantrasyonlarmn Klinik Izolatin
Biyofilm Olusumu Uzerindeki Etkisi. a) klinik izolat, b) klinik izolat+16 pg/mL,
c) LB besiyeri (kontrol).

Sinamaldehitin sub-MIC konsantrasyonlarinin P. aeruginosa PAO1’in ve klinik
izolatin biyofilm olusumuna etkileri incelenmis ve test edilen konsantrasyonlarda P.
aeruginosa PAOl’de % 53, klinik izolatta ise %31 oraninda inhibisyona neden
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Sinamaldehitin Sub-MIC Konsantrasyonlarinin, PAOL'in Biyofilm
Olusumu Uzerindeki Etkisi. a) PA01, b) PAOl+sinamaldehit, c) LB besiyeri
(kontrol)
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Sekil 4.6. Sinamaldghitin Sub-MIC Konsantrasyonlariin, Klinik izolatin
Biyofilm Olusumu Uzerindeki Etkisi. a) klinik izolat, b) klinik
izolat+sinamaldehit, ¢) LB besiyeri (kontrol)

Tobramisin ve sinamaldehitin Sub-MIC konsantrasyonlarinin kombinasyonu ise
hem PAO1 hem de klinik izolatta biyofilm olusumunu tamamen inhibe etmistir (Sekil

4.7, Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. Tobramisin ve Sinamaldehitin Sub-MIC konsantrasyonlarimin
kombinasyonunun, PA01’in biyofilm olusumu iizerindeki etkisi. a)PA01, b)
PAO1+tobramisin (1 ng/mL)+ sinamaldehit, ¢) LB besiyeri (kontrol).
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Sekil 4.8. Tobramisin ve Sinamaldehitin Sub-MIC konsantrasyonlarinin
kombinasyonunun, klinik izolat’in biyofilm olusumu iizerindeki etkisi. a) klinik
izolat, b) klinik izolat +tobramisin (16 pg/mL) + sinamaldehit, c) LB besiyeri
(kontrol).

4.3. Biyofilm Olusumunun Kristal Viyole yontemi ile Tespiti

Tobramisin ve sinamaldehitin P. aeruginosa PAO1 ve klinik izolatin biyofilm
olusturma kapasitesine etkileri biyofilm g¢alismalarinda ¢ok siklikla kullanilan ve
klasik bir yontem olan kristal viyole ile boyama yontemi ile test edilmistir. Sekil 4.9.
Tobramisin ve sinamaldehitin sub-MIC Konsantrasyonlarinin, P. aeruginosa PAO1

ve klinik susunun biyofilm iiretimine etkisini gostermektedir.

Sekil 4.9. Tobramisin ve Sinamaldehitin Sub-MIC konsantrasyonlarinin, P.
aeruginosa PAO01 ve klinik susunun biyofilm iiretimine etkisinin kristal viyole
yontemiyle tayini. A) 1- PA01 (kontrol), 2- PA01+ 0,0156 pnl/mL sinamaldehit, 3-
Klinik izolat +0,0312 ul/mL sinamaldehit, B) 1- PAO1 (kontrol), 2- PA01+ 1
pg/mL tobramisin, 3- Klinik izolat + 16 pg/mL tobramisin.
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Sinamaldehit, P. aeruginosa PAO1’in biyofilm iiretiminde % 45, klinik izolatin
biyofilm iiretiminde ise %32,4 inhibisyona neden olmustur. Tobramisinin ise
biyofilm olusumunu P. aeruginosa PAO1’de %52, klinik izolatta % 42.6 azalttigi
tespit edilmistir. Sinamaldehit ve tobramisin sub-MIC konsantrasyonlarinin
kombinasyonunun biyofilm iiretimini P. aeruginosa PA0O1’de %75, klinik izolatta ise

%70 oraninda inhibe ettigi gézlenmistir (Tablo 2).

Tablo 4. 2. Tobramisin ve Sinamaldehitin Sub-MIC Konsantrasyonlarinin, P.
aeruginosa PAO01 ve klinik susunun biyofilm iiretimine etKisi.

Sinamalhedit Tobramisin Sinamaldehit+tobramisin
(% inhibisyon) (% inhibisyon) (% inhibisyon)
PAO1 45 52 75
Klinik izolat 32,4 42,6 70

Tabloda verilen degerler {i¢ ayr1 deneyin ortalamasidir.
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5. TARTISMA ve SONUC

P. aeruginosa, insanlarda ciddi hastane enfeksiyonlarina neden olan Gram
negatif 6nemli bir patojendir P. aeruginosa’nin basarili bir firsat¢i patojen olmasinin
en Onemli nedenleri arasinda, oldukca genis yelpazede iirettigi viriilens faktorleri ve
biyofilm olusturma kabiliyeti sayilabilir. Biyofilmler canli ve cansiz bir¢ok ylizeyde
bulunabilen ve Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda ciddi
enfeksiyonlara yol acabilen yapilardir. Ayrica, biyofilm olusumu bakterilerin
antibiyotiklere kars1 direng gelistirmesinde de ¢ok Onemli rol oynamaktadir.
Biyofilm tabakasi i¢indeki bakteriler planktonik bakteriye gore antibiyotiklere 1000
kat daha fazla diren¢ gostermekte ve dolayisiyla biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin
tedavisi oldukc¢a giic olmaktadir. P. aeruginosa’da biyofilm olusumu bakteriyel
iletigsim sistemi aracilig ile gerceklestirilmektedir. Giiniimiizde yapilan ¢aligmalar,
P. aeruginosa’nin iletisim sisteminin bloke edilmesi durumunda viriilens
faktorlerinin iiretiminin ve biyofilm olusumunun biiylik Olgiide engellendigini

gostermistir ( Hentzer ve Givskov, 2003; Donabedian, 2003).

Bakteriyel iletisim, bircok Gram(-) ve Gram (+) bakteri tarafindan kullanilan
hiicreler arasi haberlesme sistemidir. Uzun yillar boyunca, hiicreler arasi iletisim
yeteneginin ¢ok hiicreli organizmalara 6zgli bir 6zellik oldugu disiiniilmekteydi.
Ancak giiniimiizde, bakteriler gibi tek hiicreli canlilarin da degisen ortam kosullarina
uyumlarin1 kolaylastirmak igin olduk¢a karmasik hiicreler arasi iletisim sistemleri
kullananarak birbirleriyle koordineli olarak hareket edebilen topluluklar olduklari
kabul edilmektedir. Bakteriler arasindaki iletisim sisteminin varhigi ilk olarak
1970’lerin basinda Gram (-) bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri de
biyoliiminesens (biyoisima)’in ortak bir ¢alisma ile olusturuldugunun kesfedilmesi
ile ortaya cikti. ilk defa Vibrio fisheri’de tammlanmis olan bakteriyel iletisim
sisteminin daha sonra V. fisheri’ye 6zgii bir 6zellik olmadig1 bircok Gram (-) ve
Gram (+) bakteri tarafindan antibiyotik biyosentezi, konjugasyon, dnemli viriilans
faktorlerinin liretimi ve biyofilm olusumu gibi ¢ok cesitli fizyolojik islemlerde
yaygin olarak kullanildigi kesfedilmistir. Bakteriler birbirleriyle iletisim kurmak
amaciyla, agil-homoserin laktonlar (AHLs), otoindiikleyici peptitler (AIPs) ve

otoindiikleyici-2 (Al-2) olmak iizere 3 tip sinyal molekdlii kullanirlar. Bakteriler bu
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sinyal molekiilleri araciligiyla ortamdaki hiicre yogunlugunu izlemekte ve yeterli
yogunluga ulastiklar1 anda da hedef gen ekspresyonlarini tetiklemektedirler. Hiicreler
arasi iletisimi saglayan bu haberlesme sistemi “quorum sensing (QS)” olarak
adlandirilir ve bakteriye kendi hiicre populasyon yogunlugunu izleme ve buna baglh
olarak  davraniglarint  diizenlenme olanagi verir. Boylelikle, enfeksiyon
olusturabilecek yeterli cogunluga ulasincaya kadar konagin bagisiklik sistemi
tarafindan bakterinin fark edilmemesi saglanarak basarili bir enfeksiyon siireci
olusturulur. Patojen bakterilerin bir¢ogunun viriilans faktorlerinin tiretimini QS
aracilig1 ile kontrol ettiginin kesfedilmesi bu sistemi antimikrobiyal tedavi i¢in cazip
bir hedef haline getirmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, QS sisteminin
bozulmasinin bakterilerin viriilans faktorlerinin tiretiminde ve biyofilm olusturma
yeteneklerinde azalmaya neden oldugunu gdstermektedir. Bugiin, bu konuda sahip
oldugumuz bilgilerin ¢ogu Gram (-) bir bakteri olan Pseudomonas aeruginosa ile
yapilan ¢aligmalardan gelmektedir. P. aeruginosa’nin patogenezinde {iirettigi elastaz,
alkalin proteaz, hemolizin, siyanid, piyosiyanin ve ekzotoksin A gibi viriilens
faktorleri ve biyofilm olusumu 6nemli rol oynar. Bu viriilens faktorlerinin tiretimi ve
biyofilm olusumu QS sisteminin kontrolii altinda gergeklestirilmektedir. Yapilan
caligmalar, P. aeruginosa’nin iletisim sisteminin bloke edilmesi durumunda viriilans
faktorlerinin iretimin biiyiik Olgiide engellendigini gostermistir. Dolayisiyla
bakterileri direk Oldiirmek yerine aralarindaki haberlesme sistemini bloke ederek
bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmek ve kontrol altinda tutmak, patojenlerle savasta
¢ok umut vaat eden yeni bir strateji olarak diisiiniilmektedir. Bakteriyel iletigimi
bloke etmek amaciyla dizayn edilen ilaglar “antipatojenik ilaglar” adin1 almaktadir.
Antipatojenik ilaclarin etki mekanizmasi, bakterileri 6ldiirmeden aralarindaki
iletisimi bozarak patojenitelerini yok etme yoluyla etkisiz hale getirme temeline
dayanmaktadir. Bakteriler arasindaki iletisimin bozulmasi {i¢ temel yolla
gergeklestirilebilir, bunlardan ilki sinyal molekiiliiniin bakteri tarafindan iiretiminin
Onlenmesi, ikincisi sinyal molekiiliiniin hidrolizi, {i¢iincii ve en ¢ok tercih edilen yol
ise sinyalinin ilgili reseptdr protein tarafindan alinmasimin Onlenmesi amaciyla
reseptOr proteine karsi yarisan analog molekiillerin kullanilmasidir. Gram-negatif
bakterilerde bakteriyel iletisim sistemini bloke ettigi tespit edilen ilk bilesik, kirmizi

bir deniz algi olan Delisea pulchra’dan izole edilen halojenlenmis furanonlardir.
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Furanonlardan sonra, sarimsak oziitii, patulin, penisilik asit (PA), p-kumaric asit,
sinemaldehit, tanik asit, vanilya ekstresi gibi bazi dogal bilesiklerinde Gram-negatif
bakterilerde iletisim sistemini inhibe ettigi rapor edilmistir ( Galloway ve ark., 2011).
Ancak bu bilesiklerin ¢ogunun ya toksik olmalar1 ya da tolere edilebilir dozlarda etki
gosterememeleri nedeniyle insan kullanimina ¢ok uygun olmadiklart goriilmistiir.
Ancak halen bakteriler arasi iletisimi inhibe etme yeteneginde olan yeni dogal
molekiillerin kesfi i¢in yogun calismalar devam etmektedir. Dogal bilesiklerin yan1
sira bakterilerin tirettigi sinyal molekiiliine yapisal olarak benzeyen kimyasal olarak
sentezlenmis bazi analog molekiillerin bakteriyel iletisim sistemi tizerindeki inhibitor
etkileri In vitro ve in vivo calismalarla kanitlanmistir. Ayrica, son zamanlarda
bilgisayar destekli molekiil dizayn1 calismalari ile yapisal olarak sinyal molekiillerine
benzerlik gostermeyen bazi molekiillerin de bakteriyel iletisim sistemini inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu molekiillerden bazilarinin insanlar {izerindeki klinik denemeleri
halen devam etmektedir. Klinik denemeleri devam eden molekiillerden biri,
stafilokoklarda bakteriyel iletisimi inhibe ederek biyofilm olusumu ve toksin
tiretimini engelledigi tespit edilen RNAIII-inhibiting peptide (RIP) dir (Wolcott,
2008). RIP biyofilm kaynakli kronik yaralarin (diyabetik ayak iilserleri) tedavisinde
basar1 gostermis ve klinikte kullanimi i¢in gelistirilme asamasinda olan bir
molekiildiir. Diger bir molekiil ise laktoferrin’dir. Yapilan klinik c¢aligsmalar
laktoferrin’in de P. aeruginsa da biyofilm olusumunu engelledigini ortaya koymustur
(Greenberg ve Banin, 2008). Laktoferrin, siit ve viicut sivilarinda dogal olarak
bulunan, antimikrobiyal aktiviteye sahip bir glikoproteindir. Laktoferrin’in kronik
yara tedavisinde klinik denemeleri ¢ok timit vericidir. Bu molekiiller antibiyotiklerle
tedavisi hemen hemen imkansiz olan biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde
yeni bir umut olmustur. Ayrica, Antipatojenik molekiillerin, klasik antibiyotiklerde
oldugu gibi bakterilerin iiremesini direk olarak etkilemedikleri i¢in, direngli
bakterilerin gelisimine neden olmayacaklari, konakta bulunan faydali bakteri
topluluklarini yok etmeyecekleri, enfeksiyonlarin tedavisinde hali hazirda kullanilan
mevcut antibiyotiklerle birlikte kombine edilmeleri halinde antibiyotiklerin etkilerini
artiracaklart  ve raf Omiirlerini  uzatacaklart  diisiniilmektedir. ~ Yapilan
arastirmalardaki umut verici sonuglar son 20 yildir bu alana olan ilginin ¢ok onemli

oranda artmasina neden olmustur. Ancak antibiyofilm etkisi olan yeni antipatojenik
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molekiillerin kesfi i¢in yapilan ¢aligmalarda kullanilan kristal viyole metodu gibi
kolorimetrik esasli klasik metotlardaki yiiksek standart sapmalar nedeniyle
giivenilirligin diisilk olmas1 yeni molekiillerin tespitinde zorluklar1 da beraberinde

getirmektedir.

Bu c¢alismada; P. aeruginosa’nin biyofilm olusturmasini engelleyebilecek
molekiillerin tespiti i¢in diinyada heniiz ¢ok yeni bir yontem olan “gercek zamanl
elektriksel empedans yontemi” kullanilmistir. Bu yontemle 6l¢lim yapmayi saglayan
Xcelligence “Gergek zamanli hiicre analiz” sistemi (RTCA DP) herhangi bir
isaretlemeye gerek olmaksizin ger¢ek zamanli olarak hiicreleri analiz edebilmektedir.
Bu yontemde yiizeyi altin mikroelektrotlarla kaplanmig mikroplakalar kullanilir.
Bakteri hiicrelerinin mikroplakalarin tabanina tutunmasi ile elektrik akimina direng
olarak tanimlanan empedansta degisiklik meydana gelir. Empedanstaki artis yiizeye
tutunan hiicre sayisiyla orantili olarak degisir. Okaryotik ve yiizeye yapisabilen
hiicreler igin gelistirilen bu sistemin prokaryotik hiicreler tarafindan olusturulan
biyofilm c¢alismalarinda kullanilabilecegi, bakteriyel biyofilm olusumunun gercek
zamanl olarak izlenebilecegi ve biyofilm olusumunu engelleyebilecek maddelerin
tespiti i¢in kullanilabilecegini gosteren bazi bulgular mevcuttur.  Xcelligence
“Gergek zamanli hiicre analiz” sisteminin en 6nemli yan1 elde edilen veri kalitesinin

diger yontemlerle elde edilemeyecek kadar yiiksek olmasidir.

Bu tez calismasinda, xCELLigence gercek zamanli hiicre analiz sisteminin
prokaryotik biyofilm c¢aligmalarina uygun giivenilir bir metot olarak kullanilip
kullanilamayacagini tespit etmek igin, daha oOnce ¢esitli ¢alismalarla sub-MIC
konsantrasyonlarda bakteriyel iletisim sitemini inhibe ettigi kanitlanmis olan
tobramisin ve sinamaldehit molekiilleri tek baglarina veya kombine edilerek
kullanilmis ve elde edilen sonuglar biyofilm g¢aligmalarinda rutin olarak kullanilan
kristal viyole metodu ile elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir. Tobramisin,
giniimiizde P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde standart olarak kullanilan
bir antibiyotiktir. Antibakteriyel etkisinin yaninda sub-MIC konsantrasyonlarda P.
aeruginosa’da virulens faktor iiretimini engelledigi rapor edilmistir (Garske ve ark.,
2004). Sinamaldehit ise targina aromasini ve kokusunu veren bir flavonoiddir.
Antimikrobiyal ve antifungal o&zelliklere sahip bir molekiildiir, ayrica P.

aeruginosa’da bakteriyel iletisim sistemi (quorum sensing) tarafindan kontrol edilen
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viriilans faktorlerinin iiretimini ve biyofilm olusumunu etkiledigi gosterilmistir

(Kalia ve ark., 2015).

Bu tez c¢alismasinda, tobramisin  ve  sinamaldehitin  sub-MIC
konsantrasyonlarinin P. aeruginosa PAO1 ve klinik susunun biyofilm iiretimine
etkisinin incelenmesinde kullanilan xCELLigence gercek zamanli hiicre analiz
sistemi ve klasik bir yontem olan kristal viyole ile boyama metodu ile alinan sonuglar
birbirlerini  destekler niteliktedir. Tobramisinin biyofilm olusumuna etkisi
xCELLigence ger¢ek zamanl hiicre analiz sistemi kullanilarak analiz edildiginde P.
aeruginosa PAO1 susunda % 60, klinik izolatta ise %46’lik bir inhibisyona neden
oldugu gozlenmistir. Ayni suslarda kristal viyole metodu ile tobramisinin biyofilm
olusumuna etkisi test edildiginde PAO1’de % 52, klinik izolatta % 42.6’lik diisiis
saptanmigtir. Sinamaldehit ise xCELLigence kullanilarak yapilan biyofilm testinde
PAOI’de %53, klinik izolatta %31°lik azalmaya neden olmustur, kristal viyole
metodu ile biyofilm olusumunda PAO1’de % 45, klinik izolat’ta % 32.4 disis
goriilmistiir. Tobramisin ve sinamaldehitin P. aeruginosa’nin biyofilm olusumuna
etkisi daha once yapilan ¢aligsmalarla benzerlik gostermektedir. Tobramisinin sub-
MIC konsantrasyonlarinin P. aeruginosa’da elastaz gibi bazi viriilans faktorlerinin
iretimini azalttigr gézlenmistir (Garske ve ark., 2004). Topa ve arkadaglar1 (2018)
yaptiklar1 bir ¢alismada, sinamaldehitin P. aeruginosa’da swarming hareketi ve
biyofilm olusumunu engelledigini rapor etmislerdir. Baska bir c¢alismada,
sinamaldehitin P. aeruginosa’da proteaz, elastaz, piyosyanin ve biyofilm olusumunu

engelledigi ortaya konmustur (Ahmed ve ark., 2019).

Sinamaldehit ile tobramisin kombine edilerek kullanildiginda ise biyofilm
olusumu tamamen inhibe olmustur. Bu c¢alismada elde ettigimiz sonuglar
literatiirdeki ¢aligmalarla uyum gostermektedir. Daha Once yapilan calismalar,
bakteriyel iletisim inhibitorlerinin varliginda iiretilen P. aeruginosa biyofilmlerinin
antibiyotiklere karsi daha duyarli olduklarimi gostermistir (Christensen ve ark.,
2012). Christensen ve arkadaglari yaptiklar1 ¢alismada furononlar, yaban turpu ve
ajoene (sarimsakta bulunan kiikiirt iceren bir ugucu yag) gibi bakteriyel iletisim
inhibitorleri ile tobramisini kombine olarak kullandiklarinda, bu molekiillerin
tobramisinin antimikrobiyal etkisini arttirdigini bildirmislerdir. Calismamizdan elde

edilen sonuglar, xCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analiz sisteminden alinan
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sonuglarin, biyofilm ¢alismalarinda klasik bir yontem olan Kkristal viyole metodu ile
alinan sonuglarla uyumlu oldugunu gostermektedir. Literatiirde xCELLigence gergek
zamanl hiicre analiz sistemi kullanilarak yapilan prokaryotik biyofilm caligmalari
cok smirhidir. Simdiye kadar yapilan sinirli sayidaki caligmalarda Gram pozitif
bakterilerdeki biyofilm olusumu incelenmistir. XCELLigence ger¢cek zamanli hiicre
analiz sistemi plaklar1 kullanilarak Staphylococcus aureus biyofilm olusumu test
edildiginde, 18 saatlik bir inkiibasyonun ardindan stafilokokkal biyofilm olusumu
gozlenmis ve bu sistemin bakteriyel biyofilm c¢aligmalarinda kullanilabilecegi
onerilmistir ( Junka ve ark., 2012). Gutiérrez ve arkadaslar1 (2016), xCELLigence
gercek zamanli hiicre analiz sistemini kullanarak Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus mutants’ta biyofilm olusumunu
incelemisler ve klasik yontem olan kristal viyole ile boyama metodu ile
karsilastirmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada xCELLigence gercek zamanli hiicre analiz
sistemi, kristal viyole yontemi ile elde edilen sonuclarla yiiksek korelasyon
gostermigtir. P. aeruginosa’da biyofilm olusumunu xCELLigence gercek zamanli
hiicre analiz sistemi kullanilarak izleyen tek calisma Van Duuren ve arkadaslari
tarafindan yapilmigtir. Van Duuren ve arkadaslari, P. aeruginosa’da biyofilm
olusumunun dinamigini xCELLigence gercek zamanli hiicre analiz sistemini
kullanarak arastirmislardir (van Duuren ve ark., 2017). Calismalarinda bu sistemin
Okaryotik hiicrelerle ¢aligmalar igin gelistirilmis olmasina ragmen, prokaryotik
biyofilm olusumu ve biyofilm olusumunun engellenmesi amaciyla kullanilacak

molekiillerin tespitinde de son derece giivenilir oldugunu rapor etmislerdir.

Ozet olarak, daha énce P. aeruginosa ile yapilmis olan smirli sayidaki galisma,
xCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analiz sisteminin hizli ve giivenilir metot
oldugunu ve sadece P. aeruginosa da degil diger biyofilm olusturan
mikroorganizmalarda da biyofilm olusumu veya biyofilm olusumunu engelleyen

molekiillerin tespitinde kullanilabilecegini géstermektedir.

Yaptigimiz bu tez calismasindan da elde ettigimiz sonucglar, XCELLigence
gercek zamanli hiicre analiz sisteminin prokaryotik biyofilm ¢alismalarinda basartyla
kullanilabilecegini, bakteriyel biyofilm ¢alismalarinda kullanilan kristal viyole
metodu gibi kolorimetrik metotlarin zaman alict ve giivenilirliginin diisiik olmasi
nedeniyle xCELLigence gergek zamanli hiicre analiz sisteminin Kkristal viyole

yonteminden daha iistiin oldugunu gostermektedir.
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Biofilm-associated infections are very difficult to treat with traditional antibiotics as
bacteria are embedded in an extracellular matrix composed of exopolysaccharides
and proteins that reduces the contact between bacteria and antibacterial agent.
Pseudomonas aeruginosa is a opportunistic Gram-negative pathogen that causes
chronic biofilm-associated infections in cystic fibrosis and wound patients. Biofilms
formed within the human body may increase the resistance of pathogens to drug
therapies a thousand-fold. The formation of bacterial biofilms poses serious
challenges not only for antibiotic resistance, but also for implants and sterilizing
surfaces. For the analysis of biofilms, different methods are available. But most of
these methods are time-consuming and - like crystal violet staining - suffer from a
high standard deviation. Recently, an impedance-based spectroscopy, initially
developed for the study of adherent eukaryotic cells, has been used to monitor the
formation of prokaryotic biofilms. This method allows monitoring biofilm formation
very precisely with only little standard deviation. Since this is a very new

technology, there is very little work available on the formation of P. aeruginosa
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biofilms using electronic impedance. In the present study, inhibition of biofilm
formation upon treatment of P. aeruginosa PAOL cultures with tobramycin and
cinnamaldehyde was investigated in real time using impedance spectroscopy
(XCELLigence Real Time Cell Analyzer). Our results demonstrated that sub-MIC
concentrations of tobramycin and cinnamaldehyde inhibited biofilm formation by P.
aeruginosa PAO1 strain. Therefore, we suggest that impedance spectroscopy can be
succesfully used for the searching of compounds that interfere with the biofilm
formation by P. aeruginosa and other clinically important bacteria.

Keywords: Quorum sensing, biofilm inhibition, pseudomonas aeruginosa, RTCA.
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