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Bazı Bakteriyel İletişim İnhibitörlerinin Pseudomonas Aeruginosa Da Biyofilm 

Oluşumu Üzerindeki Etkilerinin Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi İle 

Belirlenmesi 

 

Öğrencinin Adı : Seyit Ahmet Çonker 

Danışmanı : Prof. Dr. Gülgün Tınaz 

Anabilim Dalı : Biyokimya 

ÖZET 

Amaç: Bu çalıĢmada, tobramisin ve sinamaldehit gibi bakteriyel iletiĢim 

inhibitörlerinin P. aeruginosa’da biyofilm oluĢumuna etkisi, dünyada henüz çok yeni 

bir yöntem olan gerçek zamanlı elektriksel empedans spektroskopisi (Xcelligence 

Real Time Cell Analyzer) sistemi kullanılarak incelenmesi amaçlanmıĢtır. 

Gereç ve Yöntem: P. aeruginosa’nın biyofilm oluĢturmasını engellediği bilinen 

tobramisin ve sinnamaldehidin Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyon (MĠK) değerleri 

saptanmıĢ ve bu moleküllerin biyofilm oluĢumu üzerine etkileri xCELLigence Real 

Time Cell Analyzer sistemi kullanılarak araĢtırılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar biyofilm 

çalıĢmalarında klasik bir yöntem olan kristal viyole ile boyama metodu ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Bulgular: Tobramisinin biyofilm oluĢumuna etkisi xCELLigence gerçek zamanlı 

hücre analiz sistemi kullanılarak analiz edildiğinde P. aeruginosa PA01 suĢunda % 

60, klinik izolatta ise %46’lık bir inhibisyona neden olduğu gözlenmiĢtir. Aynı 

suĢlarda kristal viyole metodu ile tobramisinin biyofilm oluĢumuna etkisi test 

edildiğinde PA01’de % 52, klinik izolatta % 42.6’lık düĢüĢ saptanmıĢtır. 

Sinamaldehit ise xCELLigence kullanılarak yapılan biyofilm testinde PA01’de %53, 

klinik izolatta %31’lik azalmaya neden olmuĢtur, kristal viyole metodu ile biyofilm 

oluĢumunda PA01’de % 45, klinik izolat’ta % 32.4 düĢüĢ görülmüĢtür. 

Sonuçlar: Bu çalıĢmada elde edilen sonuçlar, xCELLigence gerçek zamanlı hücre 

analiz sisteminin hızlı ve güvenilir metot olduğunu ve biyofilm oluĢumunu 

engelleyen moleküllerin tespitinde güvenilir bir Ģekilde kullanılabileceğini 

göstermektedir 

Anahtar Sözcükler: Pseudomonas aeruginosa, Biyofilm, RTCA xcelligence  
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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 Çonker 

Supervisor : Prof. Dr. Gülgün Tınaz 

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 PA01 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 PA01 and 42.6% decrease in clinical isolate were 

determined. Cinamaldehyde caused a decrease of 53% in PA01 and 31% in clinical 

isolates in biofilm test using xCELLigence, a decrease of 45% in PA01 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 
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1. GİRİŞ 

Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonların tedavisinde kullanılan ve klinik açıdan 

büyük önem taĢıyan ilaçlardır. Antibiyotikler, protein sentezi, nükleik asit sentezi, 

hücre duvarı sentezi veya önemli metabolik yolları engelleyerek bakterileri öldürme 

yoluyla etki etmektedirler. Bu yolla bakteriler büyük oranda yok edilmekte ancak 

canlı kalmayı baĢaran az miktardaki bakteri hücresi, çeĢitli mutasyonlarla dirençli 

koloniler geliĢtirmektedir. Ayrıca gereksiz ve yüksek dozlarda antibiyotik 

kullanımıda direncin artmasına buna bağlı olarak kullanılan antibiyotiklerin giderek 

etkisini kaybetmesine ve ekonomik kayıplara neden olmaktadır (Livermore, 2004). 

Günümüzde çoklu antibiyotik direnci gösteren patojen bakterilere rastlanma sıklığı 

önemli ölçüde artmıĢ dolayısıyla, bakterilerin direnç geliĢtiremeyeceği yeni 

stratejilerin geliĢtirilmesine yönelik çalıĢmalar çok büyük önem kazanmıĢtır. Bu 

stratejilerden bir tanesi bakteriler arası iletiĢim (quorum sensing) mekanizmasının 

bloke edilmesidir (Adonizio vd., 2006). Son yıllarda yapılan araĢtırmalar, bakteriyel 

iletiĢim sisteminin bozulması durumunda bakterilerin birlikte hareket 

edemeyecekleri, konakta kolonizasyon yeteneklerinin azalacağı ve bunun sonucu 

olarak baĢarılı bir enfeksiyon süreci ortaya koyamayacaklarını göstermektedir 

(Galloway et al. 2011). Dolayısıyla bakterileri antibiyotik kullanrak doğrudan 

öldürmek yerine aralarındaki haberleĢme sistemini inhibe ederek etkisiz hale 

getirmek patojenlerle savaĢta umut vaat eden yeni bir yöntem olarak 

düĢünülmektedir (Hentzer ve ark., 2003). Bakteriyel iletiĢimi engellemek amacıyla 

tasarlanan moleküller antipatojenik veya antivirülans moleküller olarak 

adlandırılmaktadır. Antipatojenik moleküllerin etki mekanizması, bakterileri 

öldürmeden aralarındaki iletiĢim sistemini bozarak onların enfeksiyon oluĢturma 

yeteneklerini azaltmak veya tamamen yok etmek temeline dayanmaktadır. Bu 

moleküllerin, üremeyi doğrudan etkilemedikleri için, dirençli bakterilerin geliĢimine 

neden olmayacakları, konakta bulunan faydalı bakteri topluluklarını yok 

etmeyecekleri düĢünülmektedir.  Ayrıca bu moleküllerin enfeksiyonların tedavisinde 

kullanılan mevcut antibiyotiklerle birlikte kullanılarak onların etkilerini ve raf 

ömürlerini artıracakları umulmaktadır. Patojenik bakterilerin birçoğu virülens 
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faktörlerini ve biyofilm üretimini bakteriyel iletiĢim sistemi aracılığı ile kontrol 

etmektedir. Biyofilm, mikroorganizmalar tarafından oluĢturulan, herhangi bir 

yüzeye, veya birbirlerine yapıĢmalarını sağlayan ve oluĢturan mikroorganizmanın 

içinde gömülü olarak bulunduğu ekstrasellüler polimerik maddeden (EPS) oluĢmuĢ 

matrikstir (Høiby, 2010).  Biyofilm oluĢumuna, su ile temas eden tüm yüzeylerde 

rastlanabilir. Biyofilmler insan vücudundaki çeĢitli protezler, kateterler, kontakt 

lensler, akciğer veya böbrek dokusu gibi birçok yüzeyde bulunabilirler ve özellikle 

bağıĢıklık sistemi baskılanmıĢ hastalarda ciddi enfeksiyonlara yol açabilmektedirler. 

Ayrıca, biyofilm oluĢumu antibiyotiklere karĢı direnç geliĢiminde de çok önemli rol 

oynamaktadır. Biyofilm tabakası içindeki bakteriler planktonik bakteriye göre 

antibiyotiklere 1000 kat daha dirençlidir (Bjarnhold vd., 2005; Truchado vd., 2009). 

Dolayısıyla biyofilm oluĢumunun önlenmesi ve biyofilm infeksiyonlarının tedavisi 

için yeni ve etkin stratejilerin geliĢtirilmesi önem arz etmektedir. Günümüzde 

biyofilm oluĢumunu bakteriyel iletiĢim sistemi üzerinden inhibe eden bazı doğal ve 

sentetik maddeler rapor edilmiĢtir. Furanon C-30, sarımsak özütü, yaban turpu, taze 

zencefilde bulunan 6-Gingerol, linolenic asit bu inhibitör maddelerden bazılarıdır 

(Christensen vd., 2012; Han-Shin vd., 2015; Chanda vd., 2017). 

Bu çalıĢmada, tobramisin ve sinamaldehitin P.  aeruginosa PA01 suĢunda 

biyofilm oluĢumuna etkileri dünyada henüz çok yeni bir yöntem olan “gerçek 

zamanlı elektriksel empedans yöntemi” ile incelenmiĢtir. Xcelligence “Gerçek 

zamanlı hücre analiz” sistemi (RTCA DP) herhangi bir iĢaretlemeye gerek 

olmaksızın gerçek zamanlı olarak hücreleri analiz edebilmektedir. Gerçek zamanlı 

hücre analiz sistemi E-Plakalarının zeminine yerleĢtirilmiĢ mikro-elektrodlar 

sayesinde elektriksel empedans ölçümüne imkan vermektedir. Empedans ölçümü 

hücre sayısı, canlılığı, morfolojisi ve hareketi dahil hücrelerin biyolojik durumu 

hakkında gerçek zamanlı olarak kantitatif bilgi verir. Yani sürekli bir Ģekilde bu 

biyolojik olayları izleme imkanı sağlar. Biyofilm oluĢumu ile ilgili yapılan 

çalıĢmalarda sıklıkla kullanılan kristal viyole ile boyama gibi konvansiyonel 

yöntemler çok zaman alıcı olmaları ve yüksek standart sapmalar nedeniyle çok 

güvenilir değildir.  Xcelligence “Gerçek zamanlı hücre analiz” sistemi sayesinde elde 

edilen veri sayısı ve kalitesi diğer yöntemlerle elde edilemeyecek kadar yüksektir. Bu 

da yapılan çalıĢmaların doğruluğunu arttıran önemli faktörlerden biridir. Yüksek 
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hassasiyette çalıĢan bu gibi sistemler sayesinde çok daha kısa sürede, daha düĢük 

maliyetle, daha doğru hücresel bilgiler elde edilebilmekte ve özellikle madde dolaylı 

toksisite çalıĢmalarında etkin madde dozu daha doğru tespit edilebilmektedir. Bu 

sistemin çok yeni olması ve baĢlangıçta ökaryotik hücreler ile çalıĢmak üzere 

geliĢtirilmesi nedeniyle literatürde bu metot kullanılarak prokaryotik hücrelerle 

yapılan çalıĢma sayısı yok denecek kadar azdır. Ayrıca prokaryotik hücreler 

tarafından oluĢturulan biyofilm çalıĢmalarında baĢarı ile kullanılabildiğinin 

gösterilmesi bu cihazın farklı amaçlar içinde kullanılma potansiyelini ortaya koyması 

açısından önem taĢımaktadır. 

Bu çalıĢmada, tobramisin ve sinamaldehit gibi bakteriyel iletiĢim inhibitörlerinin 

P.  aeruginosa PA01 suĢunun biyofilm oluĢumuna etkisi, Xcelligence sistemi ile 

incelenmiĢ ve sonuçlar biyofilm çalıĢmalarında kullanılan klasik bir yöntem olan 

kristal viyole metodu ile karĢılaĢtırılmıĢtır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas cinsi, Pseudomonadaceae ailesinde yer alan non-fermentatif 

bakterilerdir. Doğada, suda ve toprakta çok yaygın olarak bulunan 

Pseudomonas’ların bazı türleri insanlar, çeĢitli bitkiler ve hayvanlarda enfeksiyona 

sebep olabilmektedir. Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cinsi içinde en sık 

ayrılan insan patojenidir. Mavi-yeĢil renkte olması sebebiyle aeruginosa olarak 

adlandırılmıĢtır. P. aeruginosa, Gessard tarafından 1882 yılında tespit edilmiĢtir 

(Toutain ve ark., 2005). Pelloroni’nin yaptığı sınıflandırmaya göre rRNA grup I’de 

ve Gilardi’nin yaptığı sınıflandırmada Fluorescent grubunda yer almaktadır 

(Koneman ve ark., 2006).  

2.1.1. Pseudomonas aeruginosa’nın Mikrobiyolojik Özellikleri 

P. aeruginosa Gram negatif, genellikle 0,5-0,8 μm eninde, 1,5-3 μm boyunda 

düz veya hafif kıvrık basil veya kokobasil morfolojisinde, spor ve kapsül 

oluĢturmayan aerop bakterilerdir. P. aeruginosa uçta bulunan tek polar flagellası 

sayesinde hareket edebilir. Pseudomonas diğer cinslerinde ise birden fazla flagella 

yer alabilmektedir (Peabody ve ark., 2003). En iyi aerob ortamlarda ürerken, oksijen 

olmadığı durumlarda elektron alıcı olarak yeterli NO3 mevcut ise anaerop ortamlarda 

da hayatını sürdürür. Pseudomonas bakterilerinin psikrofil, mezofil veya psikotrof 

çeĢitleri mevcuttur. 20-42°C arasındaki ısılarda üreyebilir ancak en iyi 37°C’de 

üremektedirler. 42°C’de de üreyebilme yeteneği ile P. aeruginosa, P. putida ve P. 

florescens’den ayrılmaktadır. Pseudomonas türleri en iyi pH=6.6-7.0 aralığında 

ürerler. pH=5.6-8.0 arasında da kolay üreyebilen bakterilerdir. Tek bir karbon 

kaynağı varlığında dahi üreyebilirler. Mikrobiyoloji laboratuvarlarında çok çeĢitli 

besiyerlerinde kolay üredikleri için izole edilmeleri kolaydır (Palleroni, 2003). Kanlı 

besiyerinde, kenarları düzensiz, yassı, buzlu cam Ģeklinde, 1-5 mm çapında, β-

hemolitik koloniler meydana getirir. McConkey agar gibi laktozlu besiyerlerinde 

laktoz negatif koloniler oluĢtururlar. P. aeruginosa, triptofan 2- aminoasetofenondan 

kaynaklanan aromatik meyve kokusuyla karakteristiktir (Scott-Thomas ve ark., 
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2010). 

P. aeruginosa suĢları kültür ortamında piyosiyanin, pyoverdin, piyorubin ve 

piyomelanin gibi çeĢitli pigmentler meydana getirirler. Mavi-yeĢil bir pigment olan 

piyosiyanin fenazin yapsısındadır. Sadece aerob ortamda meydana gelir ve tanı 

değeri yüksektir. Pyoverdin mavi renklidir ve suda çözünen piyosiyaninle bir araya 

geldiğinde parlak yeĢil renk meydana getirirler. Piyorubin bazı P. aeruginosa suĢları 

tarafından üretilen, parlak kırmızı renkte bir pigmentidir. DüĢük oksijen 

konsantrasyonunda dönüĢümü olmayacak Ģekilde rengini kaybeder. Bu pigment 

klinik izolatların %2'sinde tespit edilmektedir (ġen, 2006). Piyomelanin ise 

kahverengi, siyah renkte sık gözlenmeyen bir pigmenttir. Demirin kısıtlı olduğu 

koĢullarda, pigmentler bakterinin demir alımı için siderofor olarak görev yapmaları 

sebebiyle pigment üretimi artar. P. aeruginosa'nın teĢhisi açısından besiyerinde 

özellikle piyosiyanin ve piyoverdin pigmentlerinin varlığı oldukça önemli bir 

özelliktir (Meyer, 2000). 

2.1.2. Pseudomonas aeruginosa’nın Epidemiyolojik özellikleri 

P. aeruginosa, suyu seven bir yapıya sahip olup nemli ortamı sevmektedir. 

Ġnsanlarda koltuk altı, kulak gibi nemli vücut bölgelerinde bulunur. Yataklar, 

çarĢaflar, küvetler, paspaslar, temizlik solüsyonları, ilaçlar, dezenfektanlar ve 

lavabolardan rahatlıkla izole edilebilirler. BağıĢıklığı düĢük hastalar için ciddi risk 

oluĢturur. Çiğ sebzelerede kolonize olabilmektedir (Remington ve Schimpff, 1981). 

Sağlıklı bireyleri nadiren kolonize edebilir. Hastane enfeksiyonlarına sebebiyet veren 

kritik bakterilerdendir. Sağlık tesislerinde, enfeksiyonun etkin epidemiyolojik 

kontrolü için P. aeruginosa’nın kaynağının ve yaygınlığının tespit edilmesi oldukça 

önemlidir. Kemoterapi alan hastaların sindirim sisteminde, yanık hastalarının 

ciltlerinde, mekanik ventilasyona bağlı hastaların alt solunum yollarında, ve uuzun 

süreli antibiyotik tedavisi gören hastalarda yüzde elli oranında taĢıyıcılık söz 

konusudur (Shannon ve French, 2004). Kistik fibrozis hastalarında pulmoner 

enfeksiyonuna sebep olması ve antibiyotik direncinin artması nedeniyle ciddiyeti 

artmaktadır (Speert ve ark., 2002; Driscoll ve ark., 2007).  
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2.1.3. Pseudomonas aeruginosa’nın Virulans Faktörleri ve Patogenezi 

P. aeruginosa enfeksiyonlarının patogenezinde ürettiği elastaz, piyosiyanin, 

alkalin proteaz, ekzotoksin A, hemolizin ve siyanid gibi virülans faktörleri ve 

biyofilm oluĢumu çok önemli rol oynar. Virülans faktörleri, üremenin olduğu, hücre 

yoğunluğunun fazlalaĢtığı logaritmik fazda salınır. P. aeruginosa tarafından 

salgılanan virülans faktörlerinin üretimi bakteriyel iletiĢim sistemi (Quorum Sensing 

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

P. aeruginosa sağlıklı bireylerde hastalığa sebep olmazken, konak savunmasının 

zayıfladığı koĢullarda üretilen virulans faktörlerinin etkisiyle önemli enfeksiyonlara 

sebep olabilir. Bir P. aeruginosa enfeksiyonunun geliĢmesi üç basamakta gerçekleĢir. 

Bunlar;  

 bakterinin adezyonu ve kolonizasyonu,  

 lokal invazyon 

 sistemik yayılım ve sistemik enfeksiyondur.  

Bu basamaklarda bakterinin üretmiĢ olduğu virülans faktörleri farklı derecelerde 

etki gösterir. 

2.1.3.1. Bakteri hücre yüzeyi ile ilişkili virulans faktörleri 

2.1.3.1.1. Kirpik 

P. aeruginosa’nın yüzme (swimming) hareketinden sorumlu yapıdır. Bakterinin 

yaĢamı için gerekli değildir ancak patogenezde kritik role sahiptir, membran 

komponentleri aracılığıyla epitel hücrelerine bağlanarak bakterinin adezyonunu 

sağlar ve kolonizasyona yardımcı olur ve oldkça immünojeniktir (Finlayson ve 

Brown, 2011; Feldman ve ark., 1998).  

2.1.3.1.2. Pili (Fimbriae) 

Bakteri yüzeyindeki ince, kısa ve düzgün çıkıntılar Fimbria olarak adlandırılır. 

Genelde hareketten sorumlu değilken, P. aeruginosa’da pili seğirme (twitching) 

hareketinden sorumludur (Karatuna, 2008). Yalnız elektron mikroskobunda 

gözlenebilir. Bakterinin farklı yüzeylere ve birbirine bağlanarak üremelerini sağlar, 

küme veya film tabaka meydana getirmesinde rol oynar (Smedley ve ark., 2005). 
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Hava yollarında hızla yayılmaya ve kolonizasyona yardımcı olur. Kirpik gibi piluslar 

da epitel hücre yüzeyine bağlanarak kolonizasyonun adezyon fazında önemli rol 

alırlar. 

2.1.3.1.3. Alginat 

Alginat, glukuronik ve mannuronik asidin tekrar eden polimerlerinden oluĢan 

mukoid bir ekzopolisakkarittir. P. aeruginosa’nın sebep olduğu tüm solunum yolu 

enfeksiyonlarında alginat üretimi kritik bir rol oynar (Jain ve Ohman, 2005). Alginat, 

bakteriyi solunum yolu epiteli üzerine sabitler ve kirpik gibi bakterinin adezyonunda 

rol oynar. Aynı zamanda P. aeruginosa’nın antibiyotiklere ve konağın savunma 

sistemine karĢı direnç geliĢtirmesine katkıda bulunur. Ayrıca alginatın P. aeruginosa 

tedavisinde kullanılan aminoglikozidlerin bakterisid etkisini inhibe ettiği rapor 

edilmiĢtir (Denton ve ark., 1997). Pseudomonas enfeksiyonlarına neden olan 

bakteriyel biyofilmin yapısındaki matriks polimerde önemli rol oynar (Ryder et al., 

2007). AĢırı alginat üretimi P. aeruginosa’yı fagositozdan ve hatta kazanılmıĢ konak 

yanıtından korur (Hentzer ve ark., 2001). Ayrıca, alginat biyofilm matriksi içinde 

hücrelerin bir arada kalmasını sağlayan önemli bir virulens faktörüdür (Jain ve 

Ohman, 2005).   

2.1.3.1.4. Slime faktör  

P. aeruginosa’nın bazı Ģartlarda meydana getirdiği polisakkarit kapsül benzeri 

yapıya “slime tabakası” adı verilir. Glikokaliks veya mukoid ekzopolisakkarit olarak ta 

adlandırılır. Slime faktörün, bakterinin konak savunmasından korunmasına yardımcı 

olduğu tespit edilmiĢtir (Lagournintzis ve ark., 2003).  

2.1.3.1.5. Lipopolisakkarit (LPS)  

Lipopolisakkarit (LPS), bakteri hücre duvarının dıĢ membranının yüzeyinde yer 

almaktadır. Fosfolipid tabaka içine yerleĢmiĢ lipid A ve buna bağlı kor polisakkaridi 

ve O-özgül polisakkaridi içeren hidrofilik kuyruktan meydana gelmektedir. Konak 

savunmasına karĢı dirençte önemli bir rol oynayan ve bakterinin adezyonunda rol 

alan önemli bir virülens faktörüdür (Kipnis ve ark., 2004).  
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2.1.3.2. Ekstraselüler virulans faktörleri 

2.1.3.2.1. Elastaz  

Elastaz, akciğer dokusunun ana elamanı, ekspansiyon ve kontraksiyondan 

sorumlu olan elastin proteinini yok eder. Pseudomonas enfeksiyonlarında elastaz 

dokunun bütünlüğünü yok ederek, bakterinin dokuya invazyonuna sebep olur 

(Alcorn ve Wright, 2004). Meydana gelen doku hasarında kollajen yıkımı kritik bir 

role sahiptir. Elastaz; interstisyel kollajen olarak değerlendirilen tip-3 ve tip-4 

kollajeni yıkar. Deri, pulmoner ve vasküler yapsında yer alırlar. Karaciğer ve dalak 

stromasında bulunur. Tip-4 kollajen ise; bazal membran da bulunur ve damar 

yapıların ana elemanlarındandır. Yapılan hayvan deneylerinde, tavĢanlara 

intratrakeal Pseudomonas elastazı verildiğinde hızlı ve yaygın intraalveolar hemoraji 

tespit edilmiĢtir (Wienerkronish ve ark., 1993). Elastaz üretimi düĢük olan P. 

aeruginosa izolatları ile gerçekleĢtirilen hayvan pnömoni modellerinde enfeksiyonun 

daha hafif seyrettiği gözlenmiĢtir (Hamood ve ark., 1996). 

LasA proteaz ve LasB elastaz, P. aeruginosa’nın elastolitik etkisinden 

sorumludur. LasB bir çinko metalloproteinazdır. LasA ise, serin metalloproteinazdır. 

Bu iki enzim sinerjistik özellik göstererek elastini parçalar. LasB güçlü bir proteazdır 

ancak LasA proteaz, yalnız baĢına elastini parçalayamaz LasB elastazın elastolitik 

özelliğini artırır. Hücre dıĢına tip 2 salgı sistemiyle salgılanan elastaz enfeksiyonun 

ilk aĢamasında akciğerde harabiyete neden olarak, kompleman bileĢenlerini ve serum 

α1-proteinaz inhibitörünü parçalayarak patogenezde oldukça etkilidir. Bununla 

birlikte solunum yolu epitellerindeki sıkı bağlantıları yok ederek epitel geçirgenliğini 

çoğaltır ve enfeksiyon yerinde nötrofil sayısının artmasına neden olur. Elastaz IL-8 

üretimini stimüle ederek pro-inflamatuvar tesirde bulunur. 

2.1.3.2.2. Proteazlar  

P. aeruginosa farklı proteazlar salgılayarak konak bağıĢık yanıtını inaktif hale 

getirebilir. Bu proteazlar hücrelere toksik olduklarından dolayı, enfeksiyon 

oluĢumuna neden olurlar. LasA proteaz, LasB elastaz, alkali proteaz, , proteaz IV 

gibi proteazlar doku hasarına neden olarak P.aeruginosa patogenezinde önemli rol 

oynarlar (Hobden, 2002).  
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Alkali proteaz, ileri derecede proteolitik aktiviteye sahiptir. Enzim apr geni 

tarafından kodlanır ve özellikle kornea enfeksiyonlarında rol oynar. Proteaz IV, 

elastin gibi konak proteinlerini parçalayarak bakterinin adhezyon ve invazyonunu 

kolaylaĢtırır (Kipnis ve ark., 2004). Aynı zamanda konak proteinlerinden fibrinojeni 

parçaladığı bilinmektedir.  

2.1.3.2.3. Piyosiyanin 

P. aeruginosa tarafından üretilen piyosiyanin mavi-yeĢil renkte bir pigmenttir. 

Öncü molekülü olan korizmik asitten, üç halkalı piyosiyanine sentezlenir. Mavi-yeĢil 

renk sayesinde P. aeruginosa teĢhisi konmasında rahatlık sağlar. Bakterinin 

fizyolojisinde ve patojenezinde etkin rol oynar (Mavrodi ve ark., 2001). Bakteri 

metaboizmasındaki etkinliğinin yanında sitotoksik özelliği ile de virulansda rol 

oynar. Piyosiyanin hidrojen peroksit ve süperoksit gibi reaktif oksijen türevleri 

meydana getirerek hücrelerde harabiyete neden olur. AraĢtırmalar neticesinde, 

piyosiyaninin hücre aspirasyonunu inhibe etttiği, epidermis artmasını durdurduğu, 

prostasiklin salınımına neden olduğu, kalsiyum homeostazını bozduğu tespit 

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

2.1.3.2.4. Piyoverdin 

Piyoverdin bir siderofordur. P. aeruginosa’nın metabolizması için gerekli olan 

demiri temin eder. Piyoverdin, demirin eksik bulunduğu durumlarda demiri güçlü bir 

Ģekilde bağlar ve reseptöre bağlı mekanizma ile demiri hücre içine alır. Son yıllarda 

yapılan çalıĢmalarda piyoverdinin P. aeruginosa’nın ekzotoksin A (EkzoA) ve 

endoproteaz gibi diğer virülens faktörlerinin sekresyonunun düzenlenmesinde ve 

kendi sekresyonunda rol aldığı ve önemli bir virülens faktörü olduğu gösterilmiĢtir 

(Meyer ve ark., 1996). 

2.1.3.3. Toksin üretimi: Ekzotoksin A (ExoA), lökosidin, fosfolipaz ve hemolizin 

P. aeruginosa’ların çoğunluğu enfeksiyon etkeni olduğunda, ekzotoksin A 

sentezler. Yapılan çalıĢmalarda deney hayvanlarında dahi küçük bir dozun ölümcül 

olduğu tespit edilmiĢtir. Difteri toksinine yakın özellikte ADP-ribozil transferaz 

özelliği ile elongasyon faktörü 2’yi (EF-2) ve bunun neticesinde protein sentezini 

inhibe edip hücrenin yok olmasına neden olarak etkisini gösterir (Wick ve ark., 
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1990). BaĢka bir P. aeruginosa toksin faktörü ise bir sitotoksin veya lökosidin 

Ģeklinde isimlendirilir ve P. aeruginosa 158 suĢunun kromozomuyla bir araya gelmiĢ 

faj genomundan meydana gelir. Sadece bir kaç P. aeruginosa suĢlarında tespit 

edilmemektedir. P. aeruginosa suĢları hemolitik fosfolipaz C PlcHR üretimi 

vasıtasıyla eritrositlerin yıkımına sebebiyet verir. Diğer bir fosfolipaz C (PlcN) ise, 

hemolitik özelliği olmayan ve P. aeruginosa suĢları tarafından üretilen bir enzimdir. 

PlcHR, fosfatidilkolin ve sfingomiyelini hidrolize ederken, PlcN ise fosfatidilkolin 

ve fosfatidilserini hidrolize eder. PlcHR farklı hayvan modellerinde ve invitro 

sistemlerde daha az seviyede virulan olarak belirlenmiĢtir. PlcN’nin ise virulans ile 

bağı tespit edilmemiĢtir. P. aeruginosa tarafından üretilen diğer bir hemolizinde 

ramnolipittir. Yapısındaki ramnoz içeren glikolipid sayesinde biyosürfaktan etki 

gösterir. Deterjan benzeri etkisiyle akciğer sürfaktanı fosfolipidlerini çözünür hale 

getirerek fosfolipaz C’nin etki etmesine yardımcı olur. Ayrıca mukosiliyer taĢınımı 

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

2.1.3.3.1. Tip III Sekresyon Sistemi 

Tip III Sekresyon Sistemi, bakteri toksinlerinin doğrudan ökaryotik hücreler 

içine enjeksiyonunu sağlar. Neticesinde, aktin hücre iskeletini ve protein sentezini 

yok ederek hücresel iliĢkiyi dağıtırlar. Bakteri hedef hücre üzerinde porlar açarak, iki 

hücreyi bağlar ve efektör proteinlerini ökaryot hücreye iletir. Tip III toksinlerin 

ekspresyonu P. aeruginosa için, enfekte hastalarda ölüm oranlarını artırması ile 

birlikte iyi olmayan klinik sonuçlar ile bağlantılıdır. Ekzoenzim T, ekzoenzim S, 

ekzoenzim Y ve ekzoenzim U, P. aeruginosa’nın tip III sekresyon sistemiyle salınan 

toksinleridir (Hauser, 2009). 

Ekzoenzim S ve Ekzoenzim T’nin farklı enzimatik ve kimyasal iĢlevleri 

mevcuttur. Her iki enzimde, ADP-ribosilat hedef proteinleri olmasına rağmen 

Ekzoenzim T’nin protein aktivitesi Ekzoenzim S’den daha alt seviyelerdedir. 

Ekzoenzim S’in 53 kdalton ve 49 kdalton olmak üzere iki farklı formu vardır. Ġki 

fonksiyonlu ve iki aktif bölgesi olan bir sitotoksindir. Yanık ve yaralara bakterinin 

yayılmasına neden olan önemli bir etkendir. Ekzoenzim S ve  Ekzoenzim A ile 

birlikte enfeksiyon alan hastalarda, ölüm oranı daha ileri derecededir. (Nicas ve 

Iglewski, 1985). Ekzoenzim S, hücresel apoptozis için bir ihtiyaçtır ve Rho GTPaz’ın 
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protein faaliyetlerinin kısıtlanmasına neden olabilir. Ekzoenzim T, P. aeruginosa’nın 

makrofajlar tarafından alınmasına mani olur. Ekzoenzim T’nin yara iyileĢmesini 

azaltıcı özelliği değerlendirilmektedir (Shaver ve Hauser, 2004). Ekzoenzim U 

öncelikle kültürü yapılmıĢ memeli hücrelerine sitotoksik olduğu gösterilen P. 

aeruginosa suĢlarının bazılarında görülmüĢtür. Fosfolipaz A2 yakın derecede 

aktivitesi olan bir fosfolipaz olarak değerlendirilen güçlü bir sitotoksindir. Birçok 

hedef hücreleri parçalar. Ekzoenzim U, P. aeruginosa suĢlarının neredeyse % 20 - % 

30 oranında üretilir. Çoğunlukla göz enfeksiyonları ve akut pnömonilerden izole 

edilir (Mitov ve ark., 2010). Ekzoenzim U, kistik fibrozis hastalarından izole edilen 

örneklerden (%1) diğer vücut bölgelerinden izole edilen örneklere (%18) göre daha 

az seviyede varlığı gösterilmiĢtir (Bradbury ve ark., 2010). Hayvanlar üzerinde 

yapılan deneylerde Ekzoenzim U toksini üreten P. aeruginosa suĢlarının virülans ile 

bağlantısı tespit edilmiĢtir. Ekzoenzim U ileri düzeyde öldürücü klinik izolatlar için 

bir belirteç gibi değerlendirilmektedir. Ekzoenzim U salgılayan suĢlar hayvan 

modellerinde daima daha virulan olarak tespit edilmiĢtir. Ekzoenzim U üretmeyen 

suĢların virulansı istatistiksel olarak değerlendirildiğinde anlamlı bir azalma 

belirlenmiĢtir (Schulert ve ark., 2003). 

P. aeruginosa’nın bilinen dördüncü tip III efektör proteini Ekzoenzim Y’dir. 

Bacillus anthracis ve Bordetella pertussis, hücre dıĢı adenil siklazlarına yakın Ģekilde 

adenil siklaz aktivitesi mevcuttur. Sitozolik cAMP’yi çoğaltarak akciğer damar 

yapısında hücrelerarası boĢluğun meydana gelmesine, çoğalmasına ve bunun sonucu 

olarak geçirgenliğin artmasına sebep olmaktadır (43). 

2.1.3.4. Pseudomonas aeruginosa Hareketi 

Hareket, bakterinin besine ulaĢması ve toksik maddelerden uzaklaĢmasıiçin 

gerekli bir fonksiyondur. (Sayner ve ark., 2004). Hareket sayesinde konak hücresine 

translokasyon yapar, meydana getirdiği koloni içerisinde konum değiĢtirir ve 

biyofilm içinde hareket eder. P. aeruginosa, yüzme (swimmming) , titreme 

(twitching) , kayma (swarming), olmak üzere üç farklı tip hareket yeteneğine 

sahiptir. Bu hareketlerden yüzme ve kayma flagella bağımlıdır, titremede tip IV 

bağımlıdır. 
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2.1.3.4.1. Yüzme hareketi (swimming) 

P. aeruginosa ‘nın sıvı ortamdaki yüzme hareketinden sorumlu olan flajella 

hücre yüzeyi elemanlarından birisidir. P. aeruginosa tek polar flajellası ile ortamda 

yeterli su bulduğunda dönerek yüzer (Doyle et al., 2004). 

 

 

Resim 2.1. P. aeruginosa’ da yüzme hareketi (http://en.wikipedia.org) 

2.1.3.4.2. Titreme hareketi (twitching) 

P. aeruginosa’nın ilerlemesi ortamda hiç sıvı bulunmadığı zaman katı yüzeyde 

titreme hareketi sayesinde olur. Titreme hareketi tip IV pili ile yapılır. Hareket 

sırasında pilus boyu uzayarak noktaya tutunmaya çalıĢır, daha sonra o noktaya 

gelmesi için kısalarak hücrenin ilerlemesini gerçekleĢtirilir. Pili aynı zamanda 

epitelyal yüzeye yapıĢmakta da önemlidir, böylece virülense katkıda bulunur 

(Patriquin ve ark., 2007). 

 

 

http://en.wikipedia.org/
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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’nın yarı katı veya ince sıvı yüzeyde ilerlemesi kayma hareketi 

sayesinde olur. Kayma hareketinden sonra hücrelerin boyu, sayısı ve flajella yapısı 

değiĢir. P. aeruginosa’nın kayma hareketi sırasında tek polarlı flajella yapısı çift 

polar flajella yapısına değiĢir. Kayma hareketi flajella yapısındaki bu değiĢkliğe ek 

olarak tip-IV pili ve rhamnolipit (yüzey aktif madde) sekresyonunu gerektirmekte ve 

bunlardan birinin eksikliği bakterinin kayma hareketi yapamamasına neden 

olmaktadır (Kohler ve ark., 2000). 

 

 

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

https://aem.asm.org/content/aem/
http://en.wikipedia.org/
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2.1.3.4.4. DNaz aktivitesi 

P. aeruginosa suĢlarının bir kısmında, çeĢitli bakterilerde bulunan 

deoksiribonükleaz enziminin yer aldığı gösterilmiĢtir (Mahenthiralingam ve ark., 

1994). 

2.1.4. Biyofilm oluşumu 

Yüzeylerindeki moleküller sayesinde birbirlerine ya da bir yüzeye yapıĢan 

bakteri toplulukları salgıladıkları polisakkarit matriks içerisine gömülerek “biyofilm” 

olarak isimlendirilen kompleks bir yapı meydana getirirler.  

Biyofilmler, bakterilere koruyucu dinamik bir mikroçevre sağlayarak, onların 

yaĢayabilme ihtimalini artırır (Sutherland, 2001). Biyofilmler geliĢtiklerinde 

bakterileri, pH değiĢikliklerinden, besinsizlikten, antimikrobiyal ajanlardan, 

dezenfektanlardan, kuraklıktan ve konağın bağıĢıklık sisteminden koruyarak etkin bir 

bariyer olurlar. Biyofilmler su ile teması olan hemen her yerde oluĢabilir. OluĢtukları 

bölgede kalıcı kolonizasyon ve enfeksiyonlara neden olurlar buda halk sağlığı ve 

endüstri açısından büyük bir problem oluĢturur (Olson ve ark., 2002; Edwards ve 

Harding, 2004).  

Biyofilm oluĢturan bakterilerde metabolizmanın yavaĢladığı, hareketin 

kısıtlandığı, virülans etkenlerin ekspresyonunun çoğaldığı fenotipik bir farklılaĢma 

gözlenir. Biyofilmlerin koruyucu yapısında, bakterilerin besinlere rahat ulaĢmasını 

ve atıkların bölgeden kolayca gönderilmesini sağlayan kanallar meydana gelir 

(Harrison-Balestra ve ark., 2003). Biyofilm bünyesindeki bakteriler aracılığı ile 

salgılanan hücreiçi sinyal molekülleri farklı konak özellikleri ve çevresel etkenlere 

göre biyofilmin geliĢme ve davranıĢ paternini değiĢtirmektedir. Antiseptiklerin ve 

antimikrobiyal ajanlar kullanılması ile birlikte biyofilm içerisinde varlığını devam 

ettiren hücreler “kalıcı (persister) hücreler” olarak isimlendirilir. Bunlar, olumsuz 

çevre Ģartlarında onları programlı hücre ölümüne yönelten mekanizmaları durdurarak 

biyofilm içerisinde repopülasyonu meydana getirirler. Bu Ģartlar biyofilm 

eradikasyonunda baĢarısızlığa sebep olur. 
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Şekil 2.1. Biyofilm oluşumunun şematik yapısı. (https://aqua-

tech.ca/2016/01/biofilm-in-spas/ dan uyarlanmıştır)  

Biyofilm yapısı ekzopolisakkaritler (EPS), protein, ekstraselüler DNA su ve 

iyonlardan oluĢur (Palleroni, 2003). EPS’de alginat, PEL ve PSL olmak üzere üç 

farklı polisakkarit bulunur. Herbir polisakkaritin biyofilm matriksine katkısı suĢlara 

göre farklılık gösterir. Biyofilm oluĢumu ġekil 1’de görüldüğü gibi geri dönüĢümlü 

tutunma, geri dönüĢümsüz bağlanma, kolonizasyon, olgunlaĢma ve kopma evreleri 

olmak üzere 5 aĢamada gerçekleĢmektedir. 

1) Geri dönüĢümlü tutunma: Bu evrede planktonik bakteri hücresi yüzeye geri 

dönüĢümlü olarak bağlanır. Bakteri hücresi ile tutunduğu yüzey arasındaki 

elektrostatik ve fiziksel etkileĢimler sonucu bakteriler zayıf bir Ģekilde yüzeye 

tutunur. 

2) Geri DönüĢümsüz Bağlanma: Dipol-dipol etkileĢimi, hidrofobik etkileĢimler, 

iyon-dipol etkileĢimi, iyonik bağlar, kovalent bağlar ve hidrojen bağları aracılığı ile 

yüzeye bağlanan hücreler, flagella ve pili organelleri ile ve EPS oluĢturarak geri 

dönüĢümsüz olarak tutunurlar. 

3) Kolonizasyon: Yüzeye tutunan bakteriler geliĢir ve bölünrek mikrokoloniler 

oluĢturur. Ortamdaki planktonik bakterilerinde mikrokolonilere bağlanmasıyla 

biyofilm büyür mantar Ģeklinde yapılara dönüĢür. Mikrokoloniler arasında besin 

alınımı ve atıkların uzaklaĢtırılmasını sağlayan su kanalları bulunmaktadır. 

https://aqua-tech.ca/2016/01/biofilm-in-spas/
https://aqua-tech.ca/2016/01/biofilm-in-spas/
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4) Kopma: Bu evrede tek bakteri veya bakteri grupları biyofilmin üst 

tabakasından koparak ayrılırlar. Kopan planktonik hücreler yeni odaklar oluĢturarak 

biyofilmin yayılmasına neden olabilirler. 

2.1.4.1. Biyofilm saptama yöntemleri 

Biyofilm kaynaklı enfeksiyonların görülme sıklığının her geçen gün artmasıyla 

beraber biyofilm oluĢumunun kontrolü ve engellenmesine yönelik çalıĢmalar ivme 

kazanmıĢtır. Biyofilm içinde bulunan bakterilerin planktonik bakterilere göre 

antibiyotiklere yaklaĢık 1000 kat daha dirençli olması biyofilm kaynaklı 

enfeksiyonların tedavisini imkansız hale getirmektedir. Bu nedenle, biyofilm 

enfeksiyonlarının tedavisi için yeni stratejilerin geliĢtirilmesi gerekmektedir. 

Biyofilm oluĢumunun kontrolü ve engellenmesi için, biyofilm oluĢumunu saptama 

yöntemleri ve bu yöntemlerin doğru uygulanması oldukça önemlidir. Günümüzde 

biyofilm oluĢumunu saptamada çok sayıda farklı in vitro ve in vivo yöntemler 

kullanılmaktadır.  

Kongo kırmızılı agar yöntemi, modifiye tüp adherans yöntemi ve mikroplak 

yöntemi gibi yöntemler biyofilm oluĢumunu saptamada sık kullanılan yöntemler 

arasında sayılabilir.  

Kongo kırmızılı agar yönteminde, biyofilm oluĢturma özelliği test edilecek 

bakteriler içinde sükroz, beyin kalp infüzyon buyyony, Kongo kırmızısı ve agar 

bulunan besiyerinde 37ºC de 24 saat inkübe edilir, inkübasyon sonucunda parlak 

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

Modifiye tüp yönteminde, triptik soy buyyon (TSB) besiyeri içeren cam tüplere 

inoküle edilen bakteriler 37ºC de 24saat inkübe edilir. Ġnkübasyon sonunda, tüpteki 

besiyeri boĢaltılır ve tüpler fosfatla tamponlanmıĢ salin ile yıkanır ve kurumaya 

bırakılır. Daha sonra tüpler kristal viyole (0.1%) ile boyanır, fazla boya deiyonize su 

ile yıkanır ve kurutulur. Tüplerin iç çeperinde görülen renkli tabaka biyofilm 

oluĢumu açısından pozitif olarak kabul edilir ( Christensen ve ark., 1982). 

Spektrofotometrik mikroplak yöntemi, biyofilm oluĢumunu belirlemeye yönelik 

çalıĢmalarda en sık kullanılan yöntemdir. Bu yöntemde uygun besiyeri içeren 96 

kuyucuklu mikroplakların kuyucuklarına bakteri kültürü inoküle edilir ve 
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inkübasyona bırakılır. Ġnkübasyon süresi sonunda mikroplaklar ters çevrilir ve 

içindeki kültür boĢaltılır. BoĢaltılan kuyucuklar yıkanır ve her kuyucuğa kristal 

viyole ilave edilir, boyanın oluĢan biyofilme penetre etmesi için belli bir süre 

beklenir. Daha sonra boya uzaklaĢtırılarak kuyucuklar yıkanır ve mikroplaklar 

kurumaya bırakılır. Kuruyan mikroplaklar etanol ile yıkanır ve spektrofotometrede 

belli bir dalga boyunda ölçüm yapılır. Cihaz tarafından okunan değerler, kontrol 

kuyucuklarının değerleri ile karĢılaĢtırılarak biyofilm oluĢumu saptanır ( Merrit ve 

ark., 2005).   

2.1.5. Bakteriyel iletişim “quorum sensing” ve biyofilm oluşumu 

Uzun yıllar boyunca, iletiĢim yeteneğinin çok hücreli “yüksek yapılı” 

organizmalara özgü bir özellik olduğu, bakteriler gibi tek hücreli canlıların ise sadece 

büyümek ve bölünmekten ibaret olan son derece basit bir yaĢam tarzına sahip 

varlıklar oldukları düĢünülüyordu. Ancak günümüzde, bakterilerin izole varlıklar 

olmadıkları, değiĢen ortam koĢullarına uyumlarını kolaylaĢtırmak için karmaĢık 

hücreler arası iletiĢim sistemleri kullanan topluluklar halinde bulundukları kabul 

edilmektedir. Bakteriyel iletiĢim sistemin varlığı ilk defa 1970’lerin baĢında Gram (-) 

bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri de biyolüminesens (biyoıĢıma)’in kollektif bir 

çalıĢma ile oluĢturulduğunun keĢfi ile ortaya çıkmıĢtır. 

Daha sonra bu sistemin sadece V. fisheri ile sınırlı olmadığı birçok Gram (-) ve 

Gram (+), insan, hayvan ve bitki patojeni tarafından antibiyotik biyosentezi, 

konjugasyon, önemli virülens faktörlerinin üretimi ve biyofilm oluĢumu gibi çok 

çeĢitli fizyolojik iĢlemlerde yaygın olarak kullanıldığı keĢfedilmiĢtir. Bakteriler 

birbirleriyle haberleĢme amacıyla, açil-homoserin laktonlar (AHLs), otoindükleyici 

peptitler (AIPs) ve otoindükleyici-2 (AI-2) olmak üzere 3 tip sinyal molekülü 

kullanırlar. Bakteriler bu sinyal molekülleri aracılığıyla yeterli çoğunluğa ulaĢıp 

ulaĢmadıklarını izlemekte ve yeter çoğunluğa ulaĢtıkları anda da virülens 

faktörlerinin üretimi gibi kritik gen ekspresyonlarını tetiklemektedirler. Hücreler 

arası iletiĢimi sağlayan bu haberleĢme sistemi “quorum sensing (QS)” olarak 

adlandırılır. Bugün, bu konuda sahip olduğumuz bilgilerin çoğu P. aeruginosa ile 

yapılan çalıĢmalardan gelmektedir. P. aeruginosa’nın baĢarılı bir fırsatçı patojen 

olmasının nedenlerinden birisi, ürettiği elastaz, alkalin proteaz, hemolizin, siyanid, 
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piyosiyanin ve ekzotoksin A gibi virülens faktörleridir. Bu virülens faktörlerinin 

üretimi ve biyofilm oluĢumu açil-homoserin lakton aracılı bakteriyel iletiĢim sistemi 

aracılığıyla gerçekleĢtirilmektedir. P. aeruginosa’da , “las” ve “rhl” olmak üzere 

birbiriyle hiyerarĢik iliĢkili iki ana açil homoserin lakton aracılı QS sistemi olduğu 

bilinmektedir (ġekil 2). 

2.1.5.1. las QS sistemi  

Ġlk tanımlanan QS sistemidir. Sistemin bileĢenleri; oto-uyaran (sinyal molekülü) 

sentaz geni olan lasI, lasI geninin ürünü sinyal molekülü N- (3-oksododekanoyl)-L-

homoserin lakton (3-okso-C12-HSL) ve transkripsiyonel aktive edici proteini 

kodlayan lasR genidir (Gambello, 1991). lasI, hücre membranını iki yönlü geçebilen 

sinyal molekülünün sentezinden sorumludur. Artan bakteri yoğunluğu ile birlikte 

hücre içindeki sinyal molekülü konsantrasyonu eĢik değere ulaĢır, sinyal molekülü 

transkripsiyonel aktivatöre bağlanır ve özgül hedef genlerin ifadesini uyarır (Van 

Delden ve Iglewski, 1998). (ġekil 2.2.).  Las sistemi hücre dıĢı virülans 

faktörlerinden lasA elastaz, lasB elastaz, ekzotoksin A sentezi ve biyofilm oluĢumu 

için gereklidir (Telford ve ark., 1998). 

2.1.5.2. rhl QS sistemi 

Bu sistem ramnolipit sentezi için gerekli bir enzim olan ramnoziltransferazı 

kodlar ve rhlAB operonunun ifadesini düzenler. Ramnolipit sentezini kontrol ettiği 

için rhl sistemi adını almıĢtır.  Rhl sistemi tarafından üretilen AHL molekülü ile 

LasB elastaz, LasA proteaz, piyosiyanin, alkali proteaz ve ramnolipit üretimleri 

düzenlenir (Gera ve Srivastava, 2006). Hem las hem de rhl sistemleri özgül sistemler 

olmalarına karĢılık birbirleriyle hiyerarĢik etkileĢim içindedirler. 
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Şekil 2.2. P. aeruginosa’da “Quorum Sensing” sistemi (2) 

 

2.1.6. Hücrelaerarası iletişimin engellenmesi 

Günümüzde bakterilerin neden olduğu enfeksiyonların tedavisi için en yaygın 

olarak tercih edilen yöntem antibiyotik kullanımıdır. Antibiyotik kullanımı gibi 

klasik yöntemler; protein sentezi, DNA replikasyonu ve hücre duvarı sentezi gibi 

bakteriler için önemli iĢlemleri engelleyerek onları öldürerek yok etme temeline 

dayanmaktadır. Ancak bu yöntemler bir süre sonra antibiyotiklere karĢı dirençli 

populasyonların ortaya çıkmasına, bu da, kullanılan antibiyotiklerin giderek etkisiz 

kalması, dolayısıyla hastalıkların tam anlamıyla tedavi edilememesi, direncin 

yayılması ve ekonomik kayıplar ile sonuçlanmaktadır. Günümüzde hastalık yapan 

bakterilerin % 70’in den fazlası klinikte kullanılan mevcut antibiyotiklerden en az 

birine karĢı dirençli hale gelmiĢtir. Dolayısıyla, yeni antimikrobiyal hedeflerin 

saptanmasına yönelik araĢtırmalar çok büyük önem kazanmıĢtır. Bu hedeflerden bir 

tanesi bakteriler arası iletiĢim (quorum sensing) mekanizmasının inhibe edilmesidir. 

Son zamanlarda yapılan araĢtırmalar, bakteriler arası iletiĢim sisteminin 

bozulması durumunda bakterilerin koordineli davranamayacakları, konakta kolonize 

olma yeteneklerinin azalacağı, konağın bağıĢıklık sistemi tarafından kolayca yok 

edilebilecekleri ve bunun sonucunda baĢarılı bir enfeksiyon süreci ortaya 
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koyamayacaklarını göstermektedir. Bakteriler arasındaki iletiĢimin bozulması üç 

temel yolla gerçekleĢtirilebilir, bunlardan ilki sinyal molekülünün bakteri tarafından 

üretiminin önlenmesi, ikincisi sinyal molekülünün hidrolizi, üçüncü ve en çok tercih 

edilen yol ise sinyalinin ilgili reseptör protein tarafından alınmasının önlenmesi 

amacıyla reseptör proteine karĢı yarıĢan analog moleküllerin kullanılmasıdır. Gram-

negatif bakterilerde bakteriyel iletiĢim sistemini bloke ettiği tespit edilen ilk bileĢik, 

kırmızı bir deniz algi olan Delisea pulchra’dan izole edilen halojenlenmiĢ 

furanonlardır. Furanonlardan sonra, sarımsak özütü, patulin, penisilik asit (PA), p-

kumaric asit, tarçın yağı, sinemaldehit, tanik asit, vanilya ekstresi, salisilik asit, gibi 

bazı doğal bileĢiklerinde Gram (-) bakterilerde iletiĢim sistemini inhibe ettiği rapor 

edilmiĢtir. Ayrıca, bazı makrolid ve makrolid olmayan antibiyotiklerin sub-MĠK 

konsantrasyonlarının Gram (-) bakterilerde açil homoserin lakton aracılı bakteriyel 

iletiĢim (quorum sensing=QS) sistemini inhibe ettiği gözlenmiĢtir.  Skindersoe ve 

arkadaĢları, seftazidim ve siprofloksasin’in P. aeruginosa’da QS kontrollü genlerin 

ekspreyonlarını azalttığını rapor etmiĢlerdir. Tobramisin antibiyotiğinin de sub-MĠK 

konsantrasyonlarının yine P. aeruginosa’da elastaz üretimini inhibe ettiği 

belirlenmiĢtir (Garske ve ark., 2004, Ahmed ve ark., 2019). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereçler 

3.1.1. Bakteriyel suşlar 

Bu çalıĢma Marmara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi, Temel Eczacılık Bilimleri 

Bölümü, Biyokimya Anabilim Dalı’nda gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢma sırasında 

kullanılan P. aeruginosa PA01, P. aeruginosa ATCC27853 ve P. aeruginosa klinik 

suĢları Marmara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Temel Bilimler Bölümü kültür 

koleksiyonundan temin edilmiĢtir. 

3.1.2. Besiyerleri 

1. Mueller Hinton Agar (MHA)  

2. Katyon Ayarlı 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. Kullanılan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri 

1. Etüv (N-Biotek) 

2. Çalkalayıcı etüv (N-Biotek) 

3. Otoklav (N-Biotek)  

4. Vorteks (Heidolph Reax) 

5. Santrifüj (Beckman Coulter) 

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

8. Buzdolabı (Arçelik) 

9. Derin Dondurucu ( Panasonic) 

10. Manyetik karıĢtırıcı  

11. pH metre (Hanna) 

12. Petri kutusu (ISO LAB) 

13. Otomatik pipetler 

14. Polistiren deney tüpleri  

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

3.2. Yöntemler 

3.2.1. Minimal inhibitör konsantrasyonu (MİK) testi 

Antibakteriyel etkinik testinde, Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI) önerileri doğrultusunda doğrudan koloni süspansiyonu yönetimini kullanarak 

organizmanın 18-24 saatlik Mueller Hinton Agar (MHA) plağındaki; tek düĢmüĢ 

kolonilerden serum fizyojik içerisinde McFarland 0.5 bulanıklığı (1x10
8 

kob/ mL) 

standardına eĢdeğer süspansiyon yapılarak inokülüm hazırlanmıĢtır. Mikroplağın her 

kuyucuğa %0.5 oranında Tween 80 ilaveli 0.1 mL Katyon Ayarlı Mueller Hinton 

Broth (KAMHB) konulmuĢtur. Ardından test ediliecek olan örnekten ilk kuyucuğa 

100 µL konulup uçucu yağların %3.125-%0.001;koruyucuların %50-%0.02 uçucu 

yağ ile koruyucu kombinasyonlarının %3.125-%0.001 aralığında ikiĢer kat azalan 

seri seyreltileri yapılmıĢtır. Serum fizyolojik içerisinde 0.5 McFarland bulanıklığına 

eĢdeğerde hazırlanan bakteri süspansiyonu 1:10 oranında seyreltilerek, 10
7
 kob/mL 

inokulum yoğunluğu elde edilmiĢtir. Hazırlanan inokulum, içerisinde test edilecek 

maddelerin bulunduğu tüm mikrodilasyon plakalarına (negatif kontrol hariç) 5µL 

ekilerek final konsantrasyınu 5x10
5 

kob/mL olan inokulum yoğunluğu elde 

edilmiĢtir. Deneyde pozitif kontrol olarak 64-0.03125 µg/mL konsantrasyın 

aralığında meropenemin ikiĢer kat azalan seri seyreltileri; negatif kontrol olarak 

Katyon Ayarlı Mueller Hinton Broth (KAMHB) ve bakteri süspansiyon 

kullanılmĢtır. Mikrodilüsyın plakaları 35 ± 2 ºC’ de 16-20 saat inkube edilmiĢtir 
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(CLSI,2012;Tepeve ark.,2006) 

3.2.2. Kristal Viyole yöntemi ile Biyofilm testi 

P. aeruginosa PA01 ve klinik P. aeruginosa suĢlarının biofilm üretimini 

saptamak için yapılır. Çalkalayı etüvden alınan suĢların taze LB sıvı besiyeri 

içerisinde 1:100 oranında sulandırımları yapılmıĢtır. Her bir suĢun sulandırımı 

vortekslendikten sonra her sulandırımdan 100’er L 3 kuyucuğa dağıtılmıĢ, 

üzerlerine etkileri test edilecek moleküller ilave edilmiĢtir. Plakalar 35°C de gece 

boyunca inkübe edilmek üzere etüve konulmuĢtur. Ġnkübasyon sonunda, plakalar 3 

defa distile su ile yıkanmıĢ, % 0.3lük kristal viyole (CV) den 100 er mikrolitre (µL) 

kuyucuklara konmuĢ ve oda sıcaklığında 10 dakika bekletilmiĢtir. Ardından 

kuyucuklar 3 er kez distile su ile tekrar yıkanmıĢtır. OluĢan biyofilmin kantitasyonu 

için 200µL % 95 etil alkol eklenmiĢ biyofilm ile bileĢik ouĢturan kristal viyolenin 

çözülmesi sağlanmıĢtır. 5 dakika beklendikten sonra 550 nm’de optik okuyucuda 

absorbans değerleri okunmuĢtur ( Merrit ve ark., 2005). 

3.2.3. Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA) xCELLigence Cihazı 

Kullanılarak P. aeruginosa Biyofilm Oluşumunun Gerçek Zamanlı Ölçümü 

P. aeruginosa suĢlarının biyofilm üretiminin gerçek zamanlı olarak izlenmesi 

“xCELLigence Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi” (Real Time Cell Analysis 

System, RTCA DP) (ACEA Bioscience Inc., San Diego, CA) cihazı kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. xCELLigence RTCA DP istasyonunda 3x16 kuyucuklu plaka 

sistemi bulunmaktadır (Resim 3.1). 16 kuyucuklu plakaların (E-plate) taban kısmına 

altın mikroelektrodlar entegre edilmiĢtir. xCELLigence RTCA DP cihazı elektriksel 

empedans teknolojisi ile kuyucuklar içindeki hücrelerin altın mikroelektrodlara 

bağlanıp bağlanmadığına dayanarak ölçüm yapan bir biyosensör sistemdir. Bu 

biyosensör, elektrodların elektronik empedansının ölçerek hücre sayısını dolaylı 

olarak tespit eder ve günlerce, istenilen aralıklarla bu ölçümü devam ettirerek gerçek 

zamanlı veriler oluĢturur. Hücre sayısının artıĢı ve azalıĢına bağlı olarak sistemin 

elde ettiği veriler birimsiz olarak ifade edilen “hücre indeksi” (cell index; CI) değeri 

olarak hesaplanır ve cihazın yazılımı ile otomatik olarak değerlendirilir. 
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Resim 3.1. xCELLigence Real Time Cell Analyzer. Cihaz standart bir etüvün 

içine yerleştirilir ve etüvün dışında bulunan bir dizüstü bilgisayar tarafından 

kontrol edilir 

 

P. aeruginosa suĢlarının biyofilm oluĢumunu xCELLigence cihazı ile izlemek 

için, 200 µL P. aeruginosa kültürü E-plakaları içine konuldu. E-plakaları daha sonra 

xCELLigence cihazına yerleĢtirildi ve 37 ° C'de (% 5 CO2 ile) 120 saat inkübe 

edildi. Hücre indeksi (CI) inkübasyon periyodu sırasında cihaz tarafından her 10 

dakikada bir kaydedildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Sinamaldehid ve tobramisin için P. aeruginosa PA01 ve P. aeruginosa klinik 

suşlarının MİK değerlerinin belirlenmesi  

Bakteriyel iletiĢim sistemi inhibitör adaylarının bakterilerin üremesini 

etkilemeden, onların oluĢturdukları virülans faktörlerinin sentezini ve biyofilm 

üretimini engellemeleri beklenmektedir. Bu nedenle Sinamaldehit ve tobramisinin P. 

aeruginosa PA01 suĢu ve bir klinik izolatı (KĠ) öldürmeyen konsantrasyonlarını 

belirlemek amacıyla mikrodilüsyon yöntemi ile MĠK değerleri tespit edilmiĢtir. P. 

aeruginosa ATCC27853 suĢu referans suĢ olarak çalıĢmaya dahil edilmiĢtir. 

Sinamaldehid ve tobramisin için elde edilen MĠK değerleri Tablo 1'de 

verilmiĢtir.  

Tablo 4.1. Tobramisin ve Sinamaldehidin MİK değerleri  

 

Tablo 4.1. de görüldüğü üzere, P. aeruginosa PA01’in MĠK değerleri tobramisin 

için 2 µg/mL, sinamaldehit için 0.0315 µL/mL, P. aeruginosa klinik izolat’ın MĠK 

değerleri tobramisin için 32 µg/mL, sinamaldehit için 0.0625 µL/mL olarak tespit 

edilmiĢtir. Biyofilm çalıĢmalarında tobramisin ve sinamaldehit MĠK/2 olacak Ģekilde 

kullanılmıĢtır.  

4.2. Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA) xCELLigence Cihazı 

Kullanılarak P. aeruginosa Biyofilm Oluşumunun Gerçek Zamanlı Ölçümü 

Tobramisin ve sinemaldehitin P. aeruginosa PA01 ve bir klinik izolatın biyofilm 

oluĢturması üzerine etkileri gerçek zamanlı hücre analiz sistemi xCELLigence ile 

izlenmiĢtir. Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi xCELLigence’ın çalıĢma prensibi 
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Şekil 4.1.’te verilmiĢtir. P. aeruginosa PA01 ve bir klinik izolatın bir gece boyunca 

üretilen kültürlerinden E-plakalarının kuyucuklarına 200 µL konuldu ve üzerlerine 

20 µL sinamaldehid veya tobramisinin sub-MIK konsantrasyonları (MIC/ 2) ilave 

edildi. Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi xCELLigence cihazına yerleĢtirilen E-

plakaları 37ºC’ de 120 saat boyunca inkübe edildi (ġekil 4.2).  

 

 

Şekil 4.1. xCELLigence cihazını kullanarak bakteriyal biyofilm oluşumunun 

izlenmesinin şematik çizimi. (https://doi.org/10.1371/journal.pone.0163966) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0163966
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Şekil 4.2. Tobramisin ve sinamaldehitin sub-MIC konsantrasyonlarının P. 

aeruginosa PA01'in biyofilm oluşumu üzerindeki etkisinin xCELLigence cihazı 

ile tespiti. 

120 saatlik inkübasyon sonucunda sistemin elde ettiği veriler, cihazın yazılımı 

ile otomatik olarak değerlendirilip grafik haline dönüĢtürülmüĢtür. ġekil 4.3 

LB 

PA01 

PA01+0,0156 µl/mL 

sinamaldehit 

PA01+1µg/mL 

tobramisin 

KĠ  

KĠ+16µg/mL tobramisin 

KĠ+0.0312 µl/mL sinamaldehit 

LB 
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Tobramisinin (1µg/mL) P. aeruginosa PA01’in biyofilm oluĢumu üzerindeki etkisini 

göstermektedir. 1µg/mL tobramisin ilavesi biyofilm oluĢumunda yaklaĢık % 60’lık 

bir inhibisyona neden olmuĢtur. 

 

 

Şekil 4.3. Tobramisinin Sub-MIC Konsantrasyonlarının PA01'in Biyofilm 

Oluşumu Üzerindeki Etkisi. a) PA01, b) PA01+tobramisin (1µg/mL), c) LB 

besiyeri (kontrol). 

 

Tobramisinin klinik izolatın biyofilm oluĢturması üzerindeki etkisi ise ġekil 

4.4.’da verilmiĢtir. 16 µg/mL (MIC/2) tobramisin biyofilm oluĢumunu %46 inhibe 

ettiği görülmüĢtür. 
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Şekil 4.4. Tobramisinin Sub-MIC Konsantrasyonlarının Klinik İzolatın 

Biyofilm Oluşumu Üzerindeki Etkisi. a) klinik izolat, b) klinik izolat+16 µg/mL, 

c) LB besiyeri (kontrol). 

 

Sinamaldehitin sub-MIC konsantrasyonlarının P. aeruginosa PA01’in ve klinik 

izolatın biyofilm oluĢumuna etkileri incelenmiĢ ve test edilen konsantrasyonlarda P. 

aeruginosa PA01’de % 53, klinik izolatta ise %31 oranında inhibisyona neden 

olduğu tespit edilmiĢtir (ġekil 4.5, ġekil 4.6). 

 

Şekil 4.5. Sinamaldehitin Sub-MIC Konsantrasyonlarının, PA01'in Biyofilm 

Oluşumu Üzerindeki Etkisi. a) PA01, b) PA01+sinamaldehit, c) LB besiyeri 

(kontrol) 
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Şekil 4.6. Sinamaldehitin Sub-MIC Konsantrasyonlarının, Klinik İzolatın 

Biyofilm Oluşumu Üzerindeki Etkisi. a) klinik izolat, b) klinik 

izolat+sinamaldehit, c) LB besiyeri (kontrol) 

 

Tobramisin ve sinamaldehitin Sub-MIC konsantrasyonlarının kombinasyonu ise 

hem PA01 hem de klinik izolatta biyofilm oluĢumunu tamamen inhibe etmiĢtir (ġekil 

4.7, ġekil 4.8). 

 

 

Şekil 4.7. Tobramisin ve Sinamaldehitin Sub-MIC konsantrasyonlarının 

kombinasyonunun, PA01’in biyofilm oluşumu üzerindeki etkisi. a)PA01, b) 

PA01+tobramisin (1 µg/mL)+ sinamaldehit, c) LB besiyeri (kontrol). 

 

a 

b 

c 

a 

b 
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Şekil 4.8. Tobramisin ve Sinamaldehitin Sub-MIC konsantrasyonlarının 

kombinasyonunun, klinik izolat’ın biyofilm oluşumu üzerindeki etkisi. a) klinik 

izolat, b) klinik izolat +tobramisin (16 µg/mL) + sinamaldehit, c) LB besiyeri 

(kontrol). 

4.3. Biyofilm Oluşumunun Kristal Viyole yöntemi ile Tespiti 

Tobramisin ve sinamaldehitin P. aeruginosa PA01 ve klinik izolatın biyofilm 

oluĢturma kapasitesine etkileri biyofilm çalıĢmalarında çok sıklıkla kullanılan ve 

klasik bir yöntem olan kristal viyole ile boyama yöntemi ile test edilmiĢtir. ġekil 4.9. 

Tobramisin ve sinamaldehitin sub-MIC Konsantrasyonlarının, P. aeruginosa PA01 

ve klinik suĢunun biyofilm üretimine etkisini göstermektedir.  

 

A)  B) 

Şekil 4.9. Tobramisin ve Sinamaldehitin Sub-MIC konsantrasyonlarının, P. 

aeruginosa PA01 ve klinik suşunun biyofilm üretimine etkisinin kristal viyole 

yöntemiyle tayini. A) 1- PA01 (kontrol), 2- PA01+ 0,0156 µl/mL sinamaldehit, 3-

Klinik izolat +0,0312 µl/mL sinamaldehit, B) 1- PA01 (kontrol), 2- PA01+ 1 

µg/mL tobramisin, 3- Klinik izolat + 16 µg/mL tobramisin.  
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Sinamaldehit, P. aeruginosa PA01’in biyofilm üretiminde % 45, klinik izolatın 

biyofilm üretiminde ise %32,4 inhibisyona neden olmuĢtur. Tobramisinin ise 

biyofilm oluĢumunu P. aeruginosa PA01’de %52, klinik izolatta % 42.6 azalttığı 

tespit edilmiĢtir. Sinamaldehit ve tobramisin sub-MIC konsantrasyonlarının 

kombinasyonunun biyofilm üretimini P. aeruginosa PA01’de %75, klinik izolatta ise 

%70 oranında inhibe ettiği gözlenmiĢtir (Tablo 2).  

 

Tablo 4. 2. Tobramisin ve Sinamaldehitin Sub-MIC Konsantrasyonlarının, P. 

aeruginosa PA01 ve klinik suşunun biyofilm üretimine etkisi. 

 Sinamalhedit 

(% inhibisyon) 

Tobramisin 

(% inhibisyon) 

Sinamaldehit+tobramisin 

(% inhibisyon) 

PA01 45 52 75 

Klinik izolat 32,4 42,6 70 

 

Tabloda verilen değerler üç ayrı deneyin ortalamasıdır. 

 

 

 

 

  



 
  

35 

5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

P. aeruginosa, insanlarda ciddi hastane enfeksiyonlarına neden olan Gram 

negatif önemli bir patojendir P. aeruginosa’nın baĢarılı bir fırsatçı patojen olmasının 

en önemli nedenleri arasında, oldukça geniĢ yelpazede ürettiği virülens faktörleri ve 

biyofilm oluĢturma kabiliyeti sayılabilir.  Biyofilmler canlı ve cansız birçok yüzeyde 

bulunabilen ve özellikle bağıĢıklık sistemi baskılanmıĢ hastalarda ciddi 

enfeksiyonlara yol açabilen yapılardır. Ayrıca, biyofilm oluĢumu bakterilerin 

antibiyotiklere karĢı direnç geliĢtirmesinde de çok önemli rol oynamaktadır. 

Biyofilm tabakası içindeki bakteriler planktonik bakteriye göre antibiyotiklere 1000 

kat daha fazla direnç göstermekte ve dolayısıyla biyofilm kaynaklı enfeksiyonların 

tedavisi oldukça güç olmaktadır. P. aeruginosa’da biyofilm oluĢumu bakteriyel 

iletiĢim sistemi aracılığı ile gerçekleĢtirilmektedir.  Günümüzde yapılan çalıĢmalar, 

P. aeruginosa’nın iletiĢim sisteminin bloke edilmesi durumunda virülens 

faktörlerinin üretiminin ve biyofilm oluĢumunun büyük ölçüde engellendiğini 

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

Bakteriyel iletiĢim, birçok Gram(-) ve Gram (+) bakteri tarafından kullanılan 

hücreler arası haberleĢme sistemidir. Uzun yıllar boyunca, hücreler arası iletiĢim 

yeteneğinin çok hücreli organizmalara özgü bir özellik olduğu düĢünülmekteydi. 

Ancak günümüzde, bakteriler gibi tek hücreli canlıların da değiĢen ortam koĢullarına 

uyumlarını kolaylaĢtırmak için oldukça karmaĢık hücreler arası iletiĢim sistemleri 

kullananarak birbirleriyle koordineli olarak hareket edebilen topluluklar oldukları 

kabul edilmektedir. Bakteriler arasındaki iletiĢim sisteminin varlığı ilk olarak 

1970’lerin baĢında Gram (-) bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri de 

biyolüminesens (biyoıĢıma)’in ortak bir çalıĢma ile oluĢturulduğunun keĢfedilmesi 

ile ortaya çıktı. Ġlk defa Vibrio fisheri’de tanımlanmıĢ olan bakteriyel iletiĢim 

sisteminin daha sonra V. fisheri’ye özgü bir özellik olmadığı birçok Gram (-) ve 

Gram (+) bakteri tarafından antibiyotik biyosentezi, konjugasyon, önemli virülans 

faktörlerinin üretimi ve biyofilm oluĢumu gibi çok çeĢitli fizyolojik iĢlemlerde 

yaygın olarak kullanıldığı keĢfedilmiĢtir. Bakteriler birbirleriyle iletiĢim kurmak 

amacıyla, açil-homoserin laktonlar (AHLs), otoindükleyici peptitler (AIPs) ve 

otoindükleyici-2 (AI-2) olmak üzere 3 tip sinyal molekülü kullanırlar. Bakteriler bu 
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sinyal molekülleri aracılığıyla ortamdaki hücre yoğunluğunu izlemekte ve yeterli 

yoğunluğa ulaĢtıkları anda da hedef gen ekspresyonlarını tetiklemektedirler. Hücreler 

arası iletiĢimi sağlayan bu haberleĢme sistemi “quorum sensing (QS)” olarak 

adlandırılır ve bakteriye kendi hücre populasyon yoğunluğunu izleme ve buna bağlı 

olarak davranıĢlarını düzenlenme olanağı verir. Böylelikle, enfeksiyon 

oluĢturabilecek yeterli çoğunluğa ulaĢıncaya kadar konağın bağıĢıklık sistemi 

tarafından bakterinin fark edilmemesi sağlanarak baĢarılı bir enfeksiyon süreci 

oluĢturulur. Patojen bakterilerin birçoğunun virülans faktörlerinin üretimini QS 

aracılığı ile kontrol ettiğinin keĢfedilmesi bu sistemi antimikrobiyal tedavi için cazip 

bir hedef haline getirmiĢtir. Son yıllarda yapılan çalıĢmalar, QS sisteminin 

bozulmasının bakterilerin virülans faktörlerinin üretiminde ve biyofilm oluĢturma 

yeteneklerinde azalmaya neden olduğunu göstermektedir. Bugün, bu konuda sahip 

olduğumuz bilgilerin çoğu Gram (-) bir bakteri olan Pseudomonas aeruginosa ile 

yapılan çalıĢmalardan gelmektedir. P. aeruginosa’nın patogenezinde ürettiği elastaz, 

alkalin proteaz, hemolizin, siyanid, piyosiyanin ve ekzotoksin A gibi virülens 

faktörleri ve biyofilm oluĢumu önemli rol oynar. Bu virülens faktörlerinin üretimi ve 

biyofilm oluĢumu QS sisteminin kontrolü altında gerçekleĢtirilmektedir. Yapılan 

çalıĢmalar, P. aeruginosa’nın iletiĢim sisteminin bloke edilmesi durumunda virülans 

faktörlerinin üretimin büyük ölçüde engellendiğini göstermiĢtir. Dolayısıyla 

bakterileri direk öldürmek yerine aralarındaki haberleĢme sistemini bloke ederek 

bakteriyel enfeksiyonları tedavi etmek ve kontrol altında tutmak, patojenlerle savaĢta 

çok umut vaat eden yeni bir strateji olarak düĢünülmektedir. Bakteriyel iletiĢimi 

bloke etmek amacıyla dizayn edilen ilaçlar “antipatojenik ilaçlar” adını almaktadır. 

Antipatojenik ilaçların etki mekanizması, bakterileri öldürmeden aralarındaki 

iletiĢimi bozarak patojenitelerini yok etme yoluyla etkisiz hale getirme temeline 

dayanmaktadır. Bakteriler arasındaki iletiĢimin bozulması üç temel yolla 

gerçekleĢtirilebilir, bunlardan ilki sinyal molekülünün bakteri tarafından üretiminin 

önlenmesi, ikincisi sinyal molekülünün hidrolizi, üçüncü ve en çok tercih edilen yol 

ise sinyalinin ilgili reseptör protein tarafından alınmasının önlenmesi amacıyla 

reseptör proteine karĢı yarıĢan analog moleküllerin kullanılmasıdır. Gram-negatif 

bakterilerde bakteriyel iletiĢim sistemini bloke ettiği tespit edilen ilk bileĢik, kırmızı 

bir deniz algi olan Delisea pulchra’dan izole edilen halojenlenmiĢ furanonlardır. 
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Furanonlardan sonra, sarımsak özütü, patulin, penisilik asit (PA), p-kumaric asit, 

sinemaldehit, tanik asit, vanilya ekstresi gibi bazı doğal bileĢiklerinde Gram-negatif 

bakterilerde iletiĢim sistemini inhibe ettiği rapor edilmiĢtir ( Galloway ve ark., 2011). 

Ancak bu bileĢiklerin çoğunun ya toksik olmaları ya da tolere edilebilir dozlarda etki 

gösterememeleri nedeniyle insan kullanımına çok uygun olmadıkları görülmüĢtür. 

Ancak halen bakteriler arası iletiĢimi inhibe etme yeteneğinde olan yeni doğal 

moleküllerin keĢfi için yoğun çalıĢmalar devam etmektedir. Doğal bileĢiklerin yanı 

sıra bakterilerin ürettiği sinyal molekülüne yapısal olarak benzeyen kimyasal olarak 

sentezlenmiĢ bazı analog moleküllerin bakteriyel iletiĢim sistemi üzerindeki inhibitor 

etkileri In vitro ve in vivo çalıĢmalarla kanıtlanmıĢtır. Ayrıca, son zamanlarda 

bilgisayar destekli molekül dizaynı çalıĢmaları ile yapısal olarak sinyal moleküllerine 

benzerlik göstermeyen bazı moleküllerin de bakteriyel iletiĢim sistemini inhibe ettiği 

gösterilmiĢtir. Bu moleküllerden bazılarının insanlar üzerindeki klinik denemeleri 

halen devam etmektedir. Klinik denemeleri devam eden moleküllerden biri, 

stafilokoklarda bakteriyel iletiĢimi inhibe ederek biyofilm oluĢumu ve toksin 

üretimini engellediği tespit edilen RNAIII-inhibiting peptide (RIP) dir (Wolcott, 

2008). RIP biyofilm kaynaklı kronik yaraların (diyabetik ayak ülserleri) tedavisinde 

baĢarı göstermiĢ ve klinikte kullanımı için geliĢtirilme aĢamasında olan bir 

moleküldür. Diğer bir molekül ise laktoferrin’dir. Yapılan klinik çalıĢmalar 

laktoferrin’in de P. aeruginsa da biyofilm oluĢumunu engellediğini ortaya koymuĢtur 

(Greenberg ve Banin, 2008). Laktoferrin, süt ve vücut sıvılarında doğal olarak 

bulunan, antimikrobiyal aktiviteye sahip bir glikoproteindir. Laktoferrin’in kronik 

yara tedavisinde klinik denemeleri çok ümit vericidir. Bu moleküller antibiyotiklerle 

tedavisi hemen hemen imkansız olan biyofilm kaynaklı enfeksiyonların tedavisinde 

yeni bir umut olmuĢtur. Ayrıca, Antipatojenik moleküllerin, klasik antibiyotiklerde 

olduğu gibi bakterilerin üremesini direk olarak etkilemedikleri için, dirençli 

bakterilerin geliĢimine neden olmayacakları, konakta bulunan faydalı bakteri 

topluluklarını yok etmeyecekleri, enfeksiyonların tedavisinde hali hazırda kullanılan 

mevcut antibiyotiklerle birlikte kombine edilmeleri halinde antibiyotiklerin etkilerini 

artıracakları ve raf ömürlerini uzatacakları düĢünülmektedir. Yapılan 

araĢtırmalardaki umut verici sonuçlar son 20 yıldır bu alana olan ilginin çok önemli 

oranda artmasına neden olmuĢtur. Ancak antibiyofilm etkisi olan yeni antipatojenik 
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moleküllerin keĢfi için yapılan çalıĢmalarda kullanılan kristal viyole metodu gibi 

kolorimetrik esaslı klasik metotlardaki yüksek standart sapmalar nedeniyle 

güvenilirliğin düĢük olması yeni moleküllerin tespitinde zorlukları da beraberinde 

getirmektedir.   

Bu çalıĢmada; P. aeruginosa’nın biyofilm oluĢturmasını engelleyebilecek 

moleküllerin tespiti için dünyada henüz çok yeni bir yöntem olan “gerçek zamanlı 

elektriksel empedans yöntemi” kullanılmıĢtır. Bu yöntemle ölçüm yapmayı sağlayan 

Xcelligence “Gerçek zamanlı hücre analiz” sistemi (RTCA DP) herhangi bir 

iĢaretlemeye gerek olmaksızın gerçek zamanlı olarak hücreleri analiz edebilmektedir. 

Bu yöntemde yüzeyi altın mikroelektrotlarla kaplanmıĢ mikroplakalar kullanılır. 

Bakteri hücrelerinin mikroplakaların tabanına tutunması ile elektrik akımına direnç 

olarak tanımlanan empedansta değiĢiklik meydana gelir. Empedanstaki artıĢ yüzeye 

tutunan hücre sayısıyla orantılı olarak değiĢir. Ökaryotik ve yüzeye yapıĢabilen 

hücreler için geliĢtirilen bu sistemin prokaryotik hücreler tarafından oluĢturulan 

biyofilm çalıĢmalarında kullanılabileceği, bakteriyel biyofilm oluĢumunun gerçek 

zamanlı olarak izlenebileceği ve biyofilm oluĢumunu engelleyebilecek maddelerin 

tespiti için kullanılabileceğini gösteren bazı bulgular mevcuttur.  Xcelligence 

“Gerçek zamanlı hücre analiz” sisteminin en önemli yanı elde edilen veri kalitesinin 

diğer yöntemlerle elde edilemeyecek kadar yüksek olmasıdır.  

Bu tez çalıĢmasında, xCELLigence gerçek zamanlı hücre analiz sisteminin 

prokaryotik biyofilm çalıĢmalarına uygun güvenilir bir metot olarak kullanılıp 

kullanılamayacağını tespit etmek için, daha önce çeĢitli çalıĢmalarla sub-MIC 

konsantrasyonlarda bakteriyel iletiĢim sitemini inhibe ettiği kanıtlanmıĢ olan 

tobramisin ve sinamaldehit molekülleri tek baĢlarına veya kombine edilerek 

kullanılmıĢ ve elde edilen sonuçlar biyofilm çalıĢmalarında rutin olarak kullanılan 

kristal viyole metodu ile elde edilen sonuçlarla karĢılaĢtırılmıĢtır. Tobramisin, 

günümüzde P. aeruginosa enfeksiyonlarının tedavisinde standart olarak kullanılan 

bir antibiyotiktir. Antibakteriyel etkisinin yanında sub-MIC konsantrasyonlarda P. 

aeruginosa’da virulens faktör üretimini engellediği rapor edilmiĢtir (Garske ve ark., 

2004). Sinamaldehit ise tarçına aromasını ve kokusunu veren bir flavonoiddir. 

Antimikrobiyal ve antifungal özelliklere sahip bir moleküldür, ayrıca P. 

aeruginosa’da bakteriyel iletiĢim sistemi (quorum sensing) tarafından kontrol edilen 



 
  

39 

virülans faktörlerinin üretimini ve biyofilm oluĢumunu etkilediği gösterilmiĢtir 

(Kalia ve ark., 2015).  

Bu tez çalıĢmasında, tobramisin ve sinamaldehitin sub-MIC 

konsantrasyonlarının P. aeruginosa PA01 ve klinik suĢunun biyofilm üretimine 

etkisinin incelenmesinde kullanılan xCELLigence gerçek zamanlı hücre analiz 

sistemi ve klasik bir yöntem olan kristal viyole ile boyama metodu ile alınan sonuçlar 

birbirlerini destekler niteliktedir. Tobramisinin biyofilm oluĢumuna etkisi 

xCELLigence gerçek zamanlı hücre analiz sistemi kullanılarak analiz edildiğinde P. 

aeruginosa PA01 suĢunda % 60, klinik izolatta ise %46’lık bir inhibisyona neden 

olduğu gözlenmiĢtir. Aynı suĢlarda kristal viyole metodu ile tobramisinin biyofilm 

oluĢumuna etkisi test edildiğinde PA01’de % 52, klinik izolatta % 42.6’lık düĢüĢ 

saptanmıĢtır. Sinamaldehit ise xCELLigence kullanılarak yapılan biyofilm testinde 

PA01’de %53, klinik izolatta %31’lik azalmaya neden olmuĢtur, kristal viyole 

metodu ile biyofilm oluĢumunda PA01’de % 45, klinik izolat’ta % 32.4 düĢüĢ 

görülmüĢtür. Tobramisin ve sinamaldehitin P. aeruginosa’nın biyofilm oluĢumuna 

etkisi daha önce yapılan çalıĢmalarla benzerlik göstermektedir. Tobramisinin sub-

MIC konsantrasyonlarının P. aeruginosa’da elastaz gibi bazı virülans faktörlerinin 

üretimini azalttığı gözlenmiĢtir (Garske ve ark., 2004). Topa ve arkadaĢları (2018) 

yaptıkları bir çalıĢmada, sinamaldehitin P. aeruginosa’da swarming hareketi ve 

biyofilm oluĢumunu engellediğini rapor etmiĢlerdir. BaĢka bir çalıĢmada, 

sinamaldehitin P. aeruginosa’da proteaz, elastaz, piyosyanin ve biyofilm oluĢumunu 

engellediği ortaya konmuĢtur (Ahmed ve ark., 2019). 

Sinamaldehit ile tobramisin kombine edilerek kullanıldığında ise biyofilm 

oluĢumu tamamen inhibe olmuĢtur. Bu çalıĢmada elde ettiğimiz sonuçlar 

literatürdeki çalıĢmalarla uyum göstermektedir. Daha önce yapılan çalıĢmalar, 

bakteriyel iletiĢim inhibitörlerinin varlığında üretilen P. aeruginosa biyofilmlerinin 

antibiyotiklere karĢı daha duyarlı olduklarını göstermiĢtir (Christensen ve ark., 

2012). Christensen ve arkadaĢları yaptıkları çalıĢmada furononlar, yaban turpu ve 

ajoene (sarımsakta bulunan kükürt içeren bir uçucu yağ) gibi bakteriyel iletiĢim 

inhibitörleri ile tobramisini kombine olarak kullandıklarında, bu moleküllerin 

tobramisinin antimikrobiyal etkisini arttırdığını bildirmiĢlerdir.  ÇalıĢmamızdan elde 

edilen sonuçlar, xCELLigence gerçek zamanlı hücre analiz sisteminden alınan 
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sonuçların, biyofilm çalıĢmalarında klasik bir yöntem olan kristal viyole metodu ile 

alınan sonuçlarla uyumlu olduğunu göstermektedir. Literatürde xCELLigence gerçek 

zamanlı hücre analiz sistemi kullanılarak yapılan prokaryotik biyofilm çalıĢmaları 

çok sınırlıdır. ġimdiye kadar yapılan sınırlı sayıdaki çalıĢmalarda Gram pozitif 

bakterilerdeki biyofilm oluĢumu incelenmiĢtir. xCELLigence gerçek zamanlı hücre 

analiz sistemi plakları kullanılarak Staphylococcus aureus biyofilm oluĢumu test 

edildiğinde, 18 saatlik bir inkübasyonun ardından stafilokokkal biyofilm oluĢumu 

gözlenmiĢ ve bu sistemin bakteriyel biyofilm çalıĢmalarında kullanılabileceği 

önerilmiĢtir ( Junka ve ark., 2012). Gutiérrez ve arkadaĢları (2016), xCELLigence 

gerçek zamanlı hücre analiz sistemini kullanarak Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus mutants’ta biyofilm oluĢumunu 

incelemiĢler ve klasik yöntem olan kristal viyole ile boyama metodu ile 

karĢılaĢtırmıĢlardır. Yaptıkları çalıĢmada xCELLigence gerçek zamanlı hücre analiz 

sistemi, kristal viyole yöntemi ile elde edilen sonuçlarla yüksek korelasyon 

göstermiĢtir. P. aeruginosa’da biyofilm oluĢumunu xCELLigence gerçek zamanlı 

hücre analiz sistemi kullanılarak izleyen tek çalıĢma Van Duuren ve arkadaĢları 

tarafından yapılmıĢtır. Van Duuren ve arkadaĢları, P. aeruginosa’da biyofilm 

oluĢumunun dinamiğini xCELLigence gerçek zamanlı hücre analiz sistemini 

kullanarak araĢtırmıĢlardır (van Duuren ve ark., 2017). ÇalıĢmalarında bu sistemin 

ökaryotik hücrelerle çalıĢmalar için geliĢtirilmiĢ olmasına rağmen, prokaryotik 

biyofilm oluĢumu ve biyofilm oluĢumunun engellenmesi amacıyla kullanılacak 

moleküllerin tespitinde de son derece güvenilir olduğunu rapor etmiĢlerdir. 

Özet olarak, daha önce P. aeruginosa ile yapılmıĢ olan sınırlı sayıdaki çalıĢma, 

xCELLigence gerçek zamanlı hücre analiz sisteminin hızlı ve güvenilir metot 

olduğunu ve sadece P. aeruginosa da değil diğer biyofilm oluĢturan 

mikroorganizmalarda da biyofilm oluĢumu veya biyofilm oluĢumunu engelleyen 

moleküllerin tespitinde kullanılabileceğini göstermektedir. 

 Yaptığımız bu tez çalıĢmasından da elde ettiğimiz sonuçlar, xCELLigence 

gerçek zamanlı hücre analiz sisteminin prokaryotik biyofilm çalıĢmalarında baĢarıyla 

kullanılabileceğini, bakteriyel biyofilm çalıĢmalarında kullanılan kristal viyole 

metodu gibi kolorimetrik metotların zaman alıcı ve güvenilirliğinin düĢük olması 

nedeniyle xCELLigence gerçek zamanlı hücre analiz sisteminin kristal viyole 

yönteminden daha üstün olduğunu göstermektedir.   
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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 PA01 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 PA01 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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