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1. GĠRĠġ 

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonadaceae ailesi içindeki en önemli insan 

patojenidir. Aerob, nonfermentatif, gram negatif bir çomak olan P. Aeruginosa, ilk 

kez 1882'de Gessard tarafından irinli materyalden izole edilmiĢtir. Toprakta, suda ve 

organik yüzeylerde yaygın olarak bulunabilen bakteri, fırsatçı tipte enfeksiyonlara 

yol açar (1). Bu organizma nazokomiyal enfeksiyonların majör bir nedenidir ve baĢta 

kistik fibrozis olmak üzere kronik akciğer enfeksiyonlarından sorumludur (2).  

P. Aeruginosa enfeksiyonlarının patogenezinde konağa ve bakteriye ait 

faktörler rol oynar. Enfeksiyonların ilk basamağı kolonizasyondur, konak 

savunmasının bozulduğu ve bağıĢık yanıtın yetersiz kaldığı durumlarda 

kolonizasyonun ardından genellikle enfeksiyon geliĢir.  

Sağlıklı bireylerde P. Aeruginosa kolonizasyonu nadir olarak görülür, 

kolonizasyon geliĢtiğinde ise sıklıkla cilt, bağırsaklar, üst ve alt solunum yolları 

kolonize olur. Hastanede yatan hastalarda kolonizasyon sıklığı çok daha fazladır. 

BağıĢıklık sistemi zayıflamıĢ hastalar, invaziv uygulamalar (kataterizasyon, 

entübasyon gibi), geniĢ spektrumlu antibiyotiklerin uzun süre kullanımı ve hastanede 

bir enfeksiyon kaynağının olması kolonizasyon geliĢimini kolaylaĢtırır (3). 

P. Aeruginosa'nın virülansında hem hücresel hem de hücre dıĢı faktörler rol 

oynamaktadır. Özellikle pili, flagella ve lipopolisakkarit gibi yüzey komponentleri ile 

konak hücre yüzeyine yapıĢır ve konak immün yanıtına neden olur. Yapılan pek çok 

hayvan modelli çalıĢmada proteazlar (elastaz, alkali proteaz, lasA proteaz ve proteaz 

4), toksinler (ekzotoksin A ve ekzoenzim S) ve hemolizinlerin (fosfolipaz ve 

ramnolipid) P. Aeruginosa virülansında rol aldığı gösterilmiĢtir. Bakterrilerin yeni 

bir çevreye adaptasyonu ve bu çevreyi tanıma, algılama cevabı patogenede 

önemlidir. Bakteri pek çok mekanizma ile Ph, Besin kaynağı ve popülasyon 

yoğunluğu gibi çevresel Ģartları algılar. P. Aeruginosa'nın hücre dıĢı virülans 

faktörlerinin salınımı Quorum Sensing (QS) olarak adlandırılan hücre yoğunluğuna 

bağımlı ve “açil homoserin lakton” sinyal moleküllerinin kullanıldığı bir mekanizma 

ile kontrol edilip düzenlenmektedir (4, 5). 
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Her QS sistemi “autoinducer” adı verilen sinyal moleküllerini sentezleyen 

(LasI ve RhlI) ve bunlarla aynı kökenden gelen transkripsiyonel regülatör olarak 

bilinen (LasI ve RhlI) iki bileĢenden oluĢmaktadır. LasI, autoinducer N-(3- 

oxododecanoyl) homoserin lactone (30Ci2-HSL) molekülünü sentezlerken, RhlI, 

autoinducer N-butyryl homoserin lactone (C4-HSL) molekülünü sentezlemektedir. 

Hücre yoğunluğunun yüksek olduğu durumlarda 3OC12-HSL ve C4-HSL kritik 

seviyelere ulaĢır ve farklı virülans faktörlerinin transkripsiyonunu arttıran bu 

regülatörleri aktive eder (6,7). 

Çevreyi algılama sisteminin engellenmesi multi antibiyotik dirençli bakterilerle 

savaĢmada yeni bir umuttur. Bakterisidal ve bakteriyostatik stratejilerden ziyade 

bakteriyel çevreyi algılama sistemlerinin engellenmesi, gıda teknolojisi, tarım ve tıp 

gibi çok farklı alanlarda talep görebilir (8). Bundan dolayı bu konuda her gün yeni 

tedavi modalitelerinin oluĢturulmasına yönelik birçok çalıĢma yapılmaktadır. Bu 

konuda karĢılaĢılan en büyük sıkıntı bulunan tedavi modalitelerinin gerek etik 

gerekse de kanuni yönden direkt olarak insan üzerinde uygulanamamasıdır. Bu 

durumda araĢtırmacılar hayvan modellerini kullanmaktadırlar. Bu konuda insan 

akciğer morfolojisini ve patolojisini en güzel taklit eden ve çalıĢması kolay olan 

hayvan modeli immün yetmezlikli fare olan BALB/C üzerinde oluĢturulabilmektedir. 

Bu çalıĢma, in vivo ortamda P. Aeruginosa tarafından oluĢturulan enfeksiyon 

modellerinde, QS inhibitörlerininetkinliğinin araĢtırılması ve bu inhibitörlerin doku 

üzerinde etkilerinin saptanması amaçlandı.  
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. P. Aeruginosa'nın Mikrobiyolojik Özellikleri 

P aeruginosa; 0,5-0,8 µm eninde, 1,5-3 µm boyunda olabilen basil veya 

kokobasil morfolojisinde bakterilerdir (ġekil 1). Düz veya hafif kıvrık olabilir. Spor 

oluĢturmazlar. Gram negatif olarak boyanır. Tek polar flagellası ile hareketlidir. 

Diğer Pseudomonas türlerinde birden fazla flagella bulunabilir (9). 

 

ġekil 1. P Aerugınosa’nın morfolojik yapısı. 

Zorunlu aerobtur, ancak oksijen yokluğunda da ortamda elektron alıcı olarak 

yeterli NO3 varsa yaĢamını devam ettirir. En iyi 37°C'de olmakla beraber, 20-42°C 

arasındaki ısılarda üreyebilir. Tek karbon kaynağı olarak çok fazla sayıda substratı 

kullanabilmesi sayesinde birçok besiyerinde üreyebilir.  Organik üreme faktörlerine 

gereksinimleri yoktur. Tek bir karbon kaynağı varlığında üreyebilen nadir 

bakterilerdendir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarında sıklıkla kullanılan besiyerlerinde 

kolayca üredikleri için izolasyonları kolaydır. P aeruginosa kolonileri üç farkı tipte 

olabilir. Doğal ortamdan, toprak ve sudan izole edilenler küçük, kaba koloniler 

oluĢturur. Klinik materyallerden üretilenler ise iki tipte görülür. Bir tipi büyük, 

yumuĢak, düz ve kalkık kenarlı koloniler (non-mukoid) oluĢtururken virülansı daha 

yüksek olan diğer tipte alginat üretimi sonucu mukoid tipte koloniler gözlenir. Kanlı 

besiyerinde 1-5 mm çapında, yassı, buzlu cam görünümünde, kenarları ondülan 
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yapıda koloniler oluĢturur. Bazıları hücre dıĢına alginat salgıladıklarından mukoid 

koloniler yapar (10). Genellikle β hemoliz oluĢtururlar. Eozin Metilen Blue (EMB), 

McConkey agar gibi laktoz içeren besiyerlerinde laktoz negatif koloni yaparlar. 

Besiyerinde kendine özgü bir kokusu vardır. Tatlımsı aromatik meyve, tatlı üzüm ya 

da trimetilamin kokusuna benzeyen özel koku, 2-aminoasetofenon'a aittir ve P.  

Aerugınosa’ya özgüdür (11,12). 

Karbonhidratları fermente etmez ama glukoz, fruktoz ve ksilozdan oksidatif 

metabolizma ile asit oluĢturur, laktoz ve sükrozdan asit oluĢturmaz. Oksidaz testi 

güçlü pozitiftir, 42°C'de üreyebilmesi ile P. fluorescens ve P. putida'dan ayrılır. 

Asetamid alkalinizasyonu pozitiftir, nitrat ve nitriti denitrifiye eder, Simmon's sitrat 

besiyerinde üreyerek pozitif reaksiyon verir, hidrojen sülfit üretimi negatiftir. L-

arjinin dehidrolaz testi pozitif, L-lizin dekarboksilaz ve L-ornitin dekarboksilaz 

testleri negatiftir. Polar yerleĢimli flageli sayesinde hareketlidir. Kırk beĢ-elli derece 

ısıya kadar dirençlidir. Distile suda dahi üreyebilir. DüĢük pH değerlerinde (pH < 

4,5) üreyemez. 

2.2. P. Aerugınosa'nın Epidemiyolojik Özellikleri 

P.  aeruginosa nemli ortamı sever. Ġnsanda perine, koltuk altı, kulak gibi nemli 

bölgelere yerleĢir. Solunum cihazları, temizlik solüsyonları, ilaçlar, dezenfektanlar, 

küvetler, paspaslar yerleĢim yerleridir. BulaĢ yüzme havuzu, jakuzi, sauna, kontak 

lens solüsyonları gibi hastane dıĢında su ile ilgili kaynaklardan da olabilir (13). 

Pseudomonas türleri insanların normal florasında yer alabilir (14). Deride 

%0,2, burun mukozasında %0-3,3, boğazda %0-6,6, dıĢkıda %2,6-24 oranında 

görülebilir. Hastane enfeksiyonlarında önemi giderek artan bakteri, hastanede yatan 

yanıklı hastaların derilerinde, solunum cihazına bağlı hastaların alt solunum 

yollarında, kemoterapi alan hastaların gastrointestinal sisteminde, antibiyotik alan 

hastalarda %50 oranında taĢıyıcılığı olabilmektedir (15). 

Hastane enfeksiyonuna yol açan suĢların toplum kökenlilerden farkı; hastane 

ortamında yaĢamlarını sürdürebilmeleri, hastane personelinin deri ve mukozalarında 
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kolonize olmaları, çeĢitli yüzeylerde canlılıklarını koruyabilmeleri ve antibiyotik 

tedavilerine bazen de antiseptiklere direnç gösterebilmeleridir (16, 17). Yapısal 

olarak dirençli olması ve yeni direnç mekanizmalarını edinebilmesi, 

mikroorganizmaya hastane ortamında canlılığını sürdürebilmesi bakımından bir 

üstünlük sağlar (18). 

2.3. P. Aerugınosa Enfeksiyonlarının Patogenezi 

P. Aerugınosa enfeksiyonları genellikle konak immün sisteminde bir defekte 

neden olan travma, cerrahi, yanık ya da katater uygulamaları gibi sekonder 

durumların normal cilt ya da mukozal yüzeylerin bütünlüğünün bozulmasına neden 

olduğu durumlarda geliĢmektedir. GeniĢ spektrumlu antibiyotik kullanımı, normal 

mukozal florayı baskılayabilir veya nötropeni, kistik fibrozis, AĠDS gibi durumlarda 

savunma mekanizmalarının bozulmasına neden olabilir. Bunların sonucunda bakteri 

kolonizasyon imkânı sağlayabilir (19).  

Kolonizasyon sonrasında üretilen birçok hücre dıĢı virülans faktörleri doku 

hasarı, kan dolaĢımına karıĢma ve yayılıma neden olur. In vivo çalıĢmalarla 

ekzotoksin A, ekzoenzim S, elastaz ve alkali proteazın P. Aerugınosa’nın 

virülansının en yüksek seviyede sergilenebilmesi için gerekli olduğu gösterilmiĢtir.   

Özetle P. Aerugınosa enfeksiyonlarının patogenezi konağa ait faktörler ve 

bakterinin kendi virülans faktörleri rol oynar ve enfeksiyonların patogenezinin 

anlaĢılabilmesinde iki durumda göz önüne alınmalıdır.  

2.3.1. Konağa Ait Faktörler 

Bir kiĢinin genel sağlık durumu ve immün sisteminin direnç kapasitesi 

enfeksiyonlara karĢı korunmada önemlidir. Örneğin vücudun cilt ve mukoza gibi 

anatomik bariyerlerinde oluĢabilecek bir bozulma kiĢiyi enfeksiyon etkenlerine açık 

hedef haline getirecektir. Ayrıca kompleman proteinleri (opsoninler, 

anafilatoksinler), akciğer sürfaktanı, sitokinler, kemokinler, kollektin ailesi proteinler 

(sürfaktan protein A ve D), polimorfonüveli lökositler gibi immün sistem 
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komponentleri enfeksiyonlara karĢı gösterilen dirençte ana rollerden birine sahiptirler 

(20). Epitel yüzeyi üzerinde yer alan müsin tabakası bakterinin adezyonunu 

engelleyen bir savunma mekanizmasıdır (21). 

2.3.2. P. Aerugınosa’nın Virülans Faktörleri 

2.3.2.1. Bakteri Hücre Yüzeyi ile ĠliĢkili Virülans Faktörleri 

Flajel: P.Aerugınosa’nın yüzeyinde kutupsal yerleĢimli filamantöz bir 

uzantıdır ve P.Aerugınosa’nın yüzme Ģeklindeki hareketinden sorumlu yapıdır. Flajel 

patogenezde kritik role sahiptir, asiolaGM1 gibi yaygın membran komponentleri 

aracılığıyla epitel hücrelerine bağlanarak adezyonu sağlar. Flajel P.Aerugınosa’nın 

kolonizasyonunun baĢarısından sorumludur ve oldukça immünojeniktir (22). 

Pili (Fimbriae): P.Aerugınosa’nın kısa, filamantöz yüzey uzantılarıdır (ġekil 

2). Çoğunlukla çoklu pililer mevcuttur ve pililer P.Aerugınosa’da seğirme 

(twitching) Ģeklinde hareketten sorumludur. P.Aerugınosa’nın pilileri bakteriyel 

harekette rol alan nadir prokaryotik piluslardandır. Hava yollarında hızla yayılmaya 

ve kolonizasyona yardımcı olur. Flajel gibi pililer de epitel hücre yüzeyinde 

asialoGM1 yapılarına bağlanarak kolonizasyonun adezyon fazında önemli rol alırlar 

(23). 

 

ġekil 2. P. Aeruginosa'nın pili yapısı. 
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Lipopolisakkarit (LPS): P. Aeruginosa’da dıĢ membranın iç yüzü tipik çift 

katlı fosfolipid tabakaya benzese de, dıĢ membranın dıĢ yüzü baĢlıca lipopolisakkarit 

(LPS) tabakadan oluĢmaktadır. LPS tabaka, fosfolipid ikili-katman içine yerleĢen 

lipid A ve buna bağlı kor polisakkaridi ve O-spesifik polisakkaridi içeren hidrofilik 

kuyruktan oluĢur. Farklı O-spesifik polisakkarit zincirleri, esas olarak P.aeruginosa 

serotiplerinin tanımlanmasında kullanılır. LipidA komponenti ise pek çok pro-

inflamatuar yolakta aktiftir (24). LPS tabaka, TLR4/CD14 veya TLR4/MD-2 

reseptörlerinin tanınması ve asialoGM1 veya CFTR (cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator) reseptörlerine bağlanması aracılığıyla adezyonda rol alan 

önemli bir virülans faktörüdür (25). 

Aljinat: Alginat, P.aeruginosa tarafından üretilen ekzopolisakkarit mukoid bir 

yapıdır, tekrarlayan mannuronik asit ve glukronik asit polimerlerinden meydana 

gelir. Alginat, LPS gibi adezin fonksiyonu gösterir ve solunum epiteline 

P.Aerugınosa’nın tutunarak kolonize olmasını sağlar. Alginatın aĢırı üretimi 

P.aeruginosa'yı fagositozdan, antibiyotiklerden ve hatta kazanılmıĢ konak yanıtından 

korur (26). P aeruginosa’da alginat biyosentezinin basamakları ve rol oynayan 

genler ile bu genlerin kodladığı enzimler ġekil 3 de gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 3. P Aeruginosa’da Alginat Biyosentezi Yolu ve Rol Oynayan Enzimler. 

2.3.2.2. Hücre DıĢına Salgılanan Virulans Faktörleri  

Elastaz: Elastaz, LasA (serine proteaz) ve LasB (çinko metalloproteaz) olarak 

iki formda bulunan ve Pseudomonas enfeksiyonlarında elastini sinerjistik olarak 

parçalayabilen enzimdir. Virulansla iliĢkisi açık olan bu enzim elastin içeren 

dokularda ve akciğer parankiminde hasara neden olmaktadır. Ayrıca enfeksiyonun 

yayılması ile iliĢkili olarak hemorajik lezyonlardan (ektima gangrenozum) 
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sorumludur. Bu enzimler (Las A ve Las B) kompleman bileĢiklerini parçalar ve 

nötrofillerin kemotaksis ve fonksiyonlarını inhibe ederler. Böylece akut 

enfeksiyonlarda doku hasarına ve daha fazla yayılıma sebep olurlar (27,28). 

Alkali Proteaz: Elastaz benzeri bir protein olan alkalen proteaz ise doku 

hasarına ve P. aeroginosa enfeksiyonunun yayılmasına katkıda bulunur. Aynı 

zamanda konağın immün cevabına engel olmaktadır. Her iki enzim (elastaz ve 

alkalen proteaz) de deride, akciğerde ve korneada nekrozlar yapar (27,28). 

Piyosiyanin: P.aeruginosa'nın mavi pigment metaboliti olan piyosiyanin, 

nötrofillerde apopitozisi uyarması, konak yanıtını baskılaması ve IL-8 artıĢı gibi 

etkilerle patogenezde rol alır (29). 

Piyoverdin: Bir siderofordur, çevredeki demiri bağlayarak P. Aerugınosa'nın 

metabolizması için demir sağlar. Ekzotoksin A'nın üretimini düzenlediği gibi kendi 

üretimini de düzenleyerek virülansta rol oynar (30). 

Proteaz IV: Proteaz IV, P.aeruginosa tarafından salgılanan diğer proteazlar 

gibi patogenezde rol alır. Proteaz IV'ün özellikle P.aeruginosa keratitinin 

patogenezine katıldığı bilinmektedir. Bununla birlikte son yıllarda yapılan 

çalıĢmalarda sürfaktan proteinleri A, D ve B'nin yıkımı aracılığıyla akciğer 

enfeksiyonlarının patogenezinde de etkili olduğu gösterilmiĢtir (31). 

Fosfolipaz C: Fosfolipaz C, özellikle hemolitik fosfolipaz C, P.aeruginosa 

tarafından tip II sekresyon sistemi aracılığıyla ekstrasellüler boĢluğa salgılanan bir 

fosfolipazdır. P.aeruginosa'nın akut akciğer hasarı ve inflamasyonunun 

patogenezinde rol aldığı gösterilmiĢtir. Patojenik etkilerinin bir kısmı elastaz gibi, 

sürfaktan inaktivasyonu ile olmaktadır. Konak nötrofil oksidatif patlama yanıtını 

baskılar (32). 

Ramnolipid: Hemolitik etkisi olan hemolizindir. Yapısındaki ramnoz içeren 

glikolipid sayesinde biyosürfaktan etki gösterir. Deterjan benzeri etkisiyle akciğer 
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sürfaktanı fosfolipidlerini çözünür hale getirerek fosfolipaz C'nin etki etmesine 

yardımcı olur. Ayrıca mukosilyer taĢınımı ve silya fonksiyonlarını inhibe eder (33). 

Ekzotoksin A hücredıĢı bir enzim olup, P. Aeruginosa suĢlarımn çoğu 

tarafından yapılır. Difteri toksini için tanımlanan mekanizma ile ökaryotik hücrelerde 

(memelilerde) protein sentezini önler. Her iki toksin de adenozin difosfatm 

transferini katalize eder. Bu reaksiyon elongasyon faktör 2 (EF2) inaktive edilerek 

protein sentezi inhibe edilir. Ekzotoksin A, 613 aminoasitten oluĢan tek bir polipeptit 

zinciridir. Ekzotoksin A'nın büyük ihtimalle yanık yaralarındaki doku nekrozundan, 

oküler enfeksiyonlarda korneal hasardan ve kronik akciğer hastalıklarında doku 

hasarından sorumlu olduğu düĢünülmektedir. SaflaĢtırılmıĢ ekzotoksin A, hayvanlar 

için oldukça letaldir. Bu toksin aynı zamanda immünosupresif etkiye sahiptir (köpek 

ve rhesus maymunlannda). 

Ekzotoksin A: ġok yapar. Toksin yapan suĢlar, bakteriyemik insan 

hastalığında, daha virulandır (27).  

Yukarıda belirtmiĢ olduğumuz P. Aeruginosa'nın hem hücre içi hemde hücre 

dıĢı virülans faktörleri toparlanarak Ģematik özet olarak ġekil 4’ de verilmiĢtir. 

 

ġekil 4. P. Aerugınosa'nın hücre içi ve dıĢı virülans faktörlerinin Ģematik özeti 
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Tip 3 Salgı Sistemi: Yersinia, Salmonella, Shigella ve Pseudomonas türlerinde 

saptanmıĢtır. Bakterinin hedef hücre üzerinde por açarak, pilus benzeri bir oluĢumla 

iki hücre arasında köprü oluĢturduğu ve bu köprü yardımıyla efektör proteinlerini 

ökaryot hücre sitoplazmasına ilettiği bir sistemdir. P. Aeruginosa'nın tip 3 sekresyon 

sistemiyle salınan toksinleri ExoS, ExoT, ExoY ve ExoU'dur (25). 

2.4. Quorum Sensıng (QS) 

Quorum sensing: Bakterilerin salgıladıkları kimyasal maddeler aracılığı ile 

birbirleri ile haberleĢmeleri ve iletiĢim kurmalarıdır. QS sözcük olarak bir oturum 

veya toplantı için gerekli olan en az birey sayısının bir araya gelmesi anlamına 

gelmektedir. Biyoloji açısından ise, bir bakteri topluluğunda birey sayısı belli bir 

düzeye ulaĢtığında ortaya çıkan özel bir tip hücrelerarası iletiĢim anlamına gelir (34).  

QS, hücre yoğunluğuna bağımlı gen ekspresyonunun kontrolü olarak 

açıklanabilir (35). Bu tür iletiĢimin temeli, bakteri hücresinin otoindükleyici olarak 

iĢlev gören bazı sinyal molekülleri sentezleyerek çevresinde bulunan aynı türden 

diğer bakterilerin sayısını/yoğunluğunu izlemesine dayanmaktadır (36). Belli bir 

ortamdaki otoindükleyici yoğunluğu, o ortamda bulunan bakteri sayısı ile doğru 

orantılıdır. Bu nedenle bir bakterinin ortamdaki otoindükleyici miktarını “hissetmesi” 

ortamdaki diğer bakterilerin sayısı hakkında fikir sahibi olmasını sağlamaktadır. 

Otoindükleyicilere karĢı bakterinin gen ekspresyonunu değiĢtirerek yanıt vermesi, bir 

bakteri topluluğu içinde her bir hücrenin bir diğeri ile koordine bir biçimde 

davranması sonucunu doğurmaktadır (37). QS moleküllerinin “otoindükleyici” (auto-

inducer) (AI) olarak da ifade edilmelerinin nedeni, üretildikleri hücrenin 

metabolizması üzerinde düzenleyici etki göstermeleridir (38). 

QS sisteminde kilit rol otoinducer'e aittir. Hücre içinde sentezlenen otoinducer 

ekstrasellüler ortama salınır. Bu otoinducer komĢu hücre membranındaki 

reseptörlerce algılanır. Bu algılanma ise hücre içinde gen transkripsiyonuna kadar 

giden bir sinyal iletisini baĢlatır. OluĢan gen ekspresyonu ile de, hücre topluluğu 

ortak bir yanıt geliĢtirmiĢ olur. QS gerçekleĢmesi için ekstrasellüler ortamdaki 

otoinducer'in yeterli düzeye ulaĢması gerekir. Bunun için de hücre sayısının artarak 
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populasyonda belli bir yoğunlaĢma sağlanması gereklidir. Hücre sayısı yeterli 

yoğunluğa ulaĢmadan QS gerçekleĢmez. QS sistemi temel olarak gram negatif 

bakterilerde bir çift regulatör protein ve bir otoinducerden, gram pozitif bakterilerde 

ise bir prekursör peptid, ondan oluĢan otoinducer peptid, hücre membranında 

autoinducer peptidi algılayan histidin kinaz reseptöründen oluĢur (39). 

Farklı mikroorganizma türlerinin genellikle farklı QS molekülleri kullandıkları 

bilinmektedir. Bu nedenle farklı QS moleküllerini kullanan mikroorganizmalar da 

birbirleri ile anlaĢamamaktadır. Sinyal molekülleri “Açil homoserin lakton (AHL)”, 

“autoinducer peptidler” ve “autoinducer 2” bileĢikleri baĢta olmak üzere birkaç farklı 

sınıfta incelenmektedir. Her bir sınıf içerisinde yan zincir uzunluk farklılığı gibi 

küçük değiĢiklikler söz konusudur. Bazı mikroorganizmalar ise birden fazla farklı 

QS molekülü kullanmaktadır (40). 

Gram negatif basillerde otoindüksiyon (örneğin, homoserin laktonlar) ilgili 

LuxI kimyasal reaksiyon ürünleri aracılığıyla sentezlenir, salınır ve sonra bakteri ve 

bağlarla reseptöre doğru baĢka bir hücreye hücresel elementle (LuxR) cevap verir. 

Gram pozitif basillerde AIP'dir. Ayrıca bağa doğru bakteri dıĢ yüzeye yayılır ardıĢık 

olarak fosforilasyon etkinleĢtirir, transkripsiyonal değiĢim baĢlatılır ve amino asitler 

ya da kısa peptidler dıĢarıya bırakılır. Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin her 

ikisinde de taĢıyıcı LuxS/Lsr'dir. Otoindüksiyon (örneğin, furanonlar) sentezlenir 

(örneğin, LuxS ile ilgili kimyasal reaksiyon ürünleri aracılığıyla) salınır ve bakteri 

ayrıca (örneğin, Lsr taĢıyıcısı aracılığıyla) yeniden kaydeder ve genlerin 

düzenlenmesini yapar (40). QS iĢleyiĢ mekanizması Ģekil 5 de özetlenmiĢtir. 
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ġekil 5. QS iĢleyiĢ mekanizmasının Ģematik özeti. 

2.4.1. P. Aeruginosa ve Quorum Sensıng 

P. Aeruginosa’nın hücre dıĢına salgıladığı birçok virulans etmeninin kontrolü 

ve biyofilm oluĢumunun; birbiri ile iliĢkili “las” ve “rhl” olarak tanımlanan iki QS 

sistemi ile kontrol edildiği gösterilmiĢtir (41). Bu sistemler; biyofilm oluĢumu, 

elastaz (LasA ve Las B), alkalen proteaz, hidrojen siyanid, ekzotokzin A, 

piyosiyanin, lektin, rhamnolipid, sigma etmen, ve süperoksid dismütaz baĢta olmak 

üzere çeĢitli virulans etmenlerinin üretimini kontrol etmektedir (ġekil 6) (42). 

 

ġekil 6. P. Aeruginosa’nın quorum sensing sistemi aĢamaları H.D, hücre dıĢı; H.Ġ, hücre içi 
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Las B elastazın yapımını düzenleyen ve bu nedenle de “las sistemi” olarak 

adlandırılan birincil sistem; Las I (3- oxo- C12 - HSL- L, uzun zincirli AHL 

sentezinden sorumlu AI sentaz geni) ve Las R (“transcriptional activator” proteini 

kodlayan gen) genlerinden oluĢmaktadır. Bu sistem biyofilm oluĢumunu ve Las B 

elastaz, Las A proteaz, ekzotokzin A gibi diğer ekstrasellüler virulans etmenlerinin 

en uygun düzeyde üretimini kontrol eder (43,44). 

Ġkincil QS sistemi olan “rhl sistem” ise; rhl I (C4 - HSL, AI sentaz geni, kısa 

zincirli AHL) ve rhl R (“transcriptional activator” proteini kodlayan gen)' den oluĢur. 

Rhl AB operonunun (operon: yönetici DNA bölgesi) yapımını kontrol eden bu 

sistemin, rhamnolipid üretimi için gerekli olan “rhamnosyltransferase” enziminin 

sentezlemesini düzenlemesinin yanı sıra, Las B elastaz, Las A proteaz, piyosiyanin, 

siyanid ve alkalen proteazın üretimini de düzenlediği bilinmektedir (42,44). 

P.aeruginosa'nın patogenezinde rolü olan virulans faktörleri elastaz, alkali 

proteaz, LasA proteaz, fosfolipaz C, ekzotoksin A, ramnolipid ve piyosiyaninin 

üretimi ve biyofilm oluĢumu QS ile bağlantılıdır (45). QS sisteminin P.aeruginosa 

virulansındaki fonksiyonel önemi in vivo hayvan modelleri ile yapılan çalıĢmalarda 

açıkça gösterilmiĢtir (46). 

Son yıllarda QscR olarak isimlendirilen üçüncü LuxR homoloğu saptanmıĢtır. 

Bu sistemin LasI ve RhlI'nın transkripsiyonunu düzenlediği gösterilmiĢtir. QscR, 

çeĢitli virülans faktörlerinin üretiminin düzenlenmesinde oldukça önemlidir fakat bu 

düzenlenme Las ve Rhl sistemlerinin her ikisinin ekspresyonunun kontrolüyle 

meydana gelmektedir (45). QS moleküllerinin saptanmasında AHL varlığını 

inceleyen fenotipik (enzimatik) metodların yanı sıra las ve rhl genlerinin 

saptanmasında Polimerase Chain Reaction (PCR) temelli moleküler yöntemler 

kullanılmaktadır (47-49). 

2.4.2. QS Ġnhibitörleri 

P.aeruginosa'da QS sistemi tarafından düzenlenen gen ifadesi, bu bakterinin 

antimikrobiyallere karĢı toleransına ve biyofilm oluĢumuna katkıda bulunur. 
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Laboratuvar Ģartlarında, QS sistemi, sinyal moleküllerinin alımını etkili bir Ģekilde 

engelleyen, yeni bir sınıf antimikrobiyal ilaç geliĢtirmek için yeni bir hedeftir. Hem 

doğal hem de sentetik orijinli kimyasal kütüphanelerle, tanımlanmıĢ olan birkaç QS 

inhibitör bileĢenlerinin, hayvanların akciğerlerinde meydana gelmiĢ olan enfeksiyonu 

yok ettiği ispat edilmiĢtir. Buna ilaveten, bakteriyel QS sinyal moleküllerini inaktive 

eden birkaç enzim tanımlanmıĢtır. Bu inaktivasyonun birkaç modelde, bitki 

patojenlerinin QS kaynaklı virülensi bloke ettiği de bulunmuĢtur (50,51). 

QS sistemini inhibe eden bileĢiklerin bazı özelliklerinin olması önemlidir. QS’ 

i engelleyen ideal bir bileĢiğin, virülans genlerinin ekspresyonunda önemli düĢüĢe 

neden olan ve düĢük moleküler ağırlığa sahip moleküller olması gerekir. Bu 

inhibitörlerin hem ökaryotik konaklarda hem de bakterilerde toksik yan etkilerinin 

olmaması gerekir. Ayrıca QS inhibitörlerinin yüksek organizasyonlu konaklara 

dayanıklı ve kimyasal olarak da kararlı olmalıdır. Bu konuda yapılan araĢtırmaların 

baĢlıca amacı, sinyal molekülünün sentezini inhibe ederek konsantrasyonunu 

düĢürmek veya sinyal molekülünün hedef genlerin ekspresyonunu aktive etmesini 

önlemek olarak sayılabilir. Makrolid grubunda yer alan azitromisinin QS inhibitörü 

olduğu belirlenmiĢtir (52). 

Bu ajan, 50S ribozomal alt üniteye bağlanarak polipeptid uzamasını bloke eder 

ve bunun sonucunda protein sentezini inhibe ederek bakteriyostatik etki gösterir. 

Azitromisin özellikle Mycoplasma, Legionella ve Chlamydia türleri ile meydana 

gelen pulmoner enfeksiyonların tedavisinde ya da penisiline alerjisi olan hastalarda 

Gram pozitif bakteriler ile meydana gelen enfeksiyonların tedavisinde kullanılmakta 

olup, bu antibiyotiğin antipseudomonal tedavideki yeri yok denecek kadar azdır. 

Ancak deneysel çalıĢmalar, uzun süreli azitromisin tedavisinin kistik fîbrozisli 

hastalarda yararı olabileceği yönündedir. Yapılan in-vitro çalıĢmalar azitromisinin, 

P.Aerugınosa’da elastaz ve rhamnolipid sentezini inhibe ettiğini göstermiĢtir (53). 

Ayrıca azitromisin sinyal moleküllerini kodlayan genin transkripsiyonunu %80 

oranında düĢürmekte, bunun sonucunda sinyal moleküllerinin sentezi yaklaĢık %90 

oranında inhibe olmaktadır. Dolayısıyla makrolid kullanımının, sinyal molekül 

sentezini inhibe ederek kısmen de olsa doku hasarım önleyebileceği düĢünülmektedir 

(53). Bu bulguyu desteklemek amacıyla yapılan çok merkezli bir klinik çalıĢmada, 
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altı yaĢ üzerinde ve bir seneden daha uzun süre P. Aeruginosa ile kolonize olan kistik 

fibrozis'li hastalarda haftada üç gün altı ay boyunca uygulanan azitromisin 

tedavisinden sonra plasebo grubuna göre hasta grubunda enfeksiyonun Ģiddetinin 

azaldığı, pulmoner fonksiyonların iyileĢtiği ve kilo alımının belirgin ölçüde arttığı 

saptanmıĢtır (54). 

Üzerinde çalıĢılan diğer bir QS inhibitörü, deniz otundan elde edilen bir 

bileĢiktir. Deniz otunun biyolojik olarak aktif halojenize furanon ürettiği ve bu 

furanonun bitki yüzeyinde yer aldığı zaman gerek prokaryotların gerekse ökaryotlann 

bitki yüzeyinde kolonize olamadıkları gözlemlenmiĢtir. Bu bileĢenlerin Gram 

Negatif bakterilerde AHL kaynaklı çevreyi algılamayı engellediği bulunmuĢtur. 

Örneğin; ġekil 7’ de A ve B ile gösterilen bileĢenlerin, S. liquefaciens’ te kayma 

hareketini engellediği Ni ve ark.  tarafından bildirilmiĢtir (55).  

 

ġekil 7. Halojenize furanon bileĢikleri 

Dacheng Ren ve ark. E. Coli’ de doğal furanon olan 4-bromo-5-

(bromometilen)-3-butil-2’ nin, kayma ve biyofilm formasyonu üzerine etkilerini 

çalıĢmıĢlardır. Kayma hareketi ve biyofilm formasyonunun engellenmesinin 

moleküler temelini göstermek için V. fischerfnin mutant suĢlarında, furanonların 

otouyarıcı I ve otouyarıcı II üzerine inhibitör etkisini test etmiĢlerdir. Bu doğal 

furanonların belirli miktarlarının V. fischeri ve E. coli'de otouyarıcı I ve otouyarıcı II 

yoluyla QS’ i engellediğini bulmuĢlardır (56).  
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Manefield ve ark. E. carotovora'da yaptıkları çalıĢmada selülaz, proteaz ve 

karbapenem üretimi üzerine deniz algi olan D. pulchra'dan elde edilmiĢ olan 

halojenlenmiĢ furanonların etkilerini test etmiĢlerdir. Karbapenem ve ekzoenzim 

üretiminin düzenlenme mekanizmalarındaki farklılıklara rağmen alga ait metabolitler 

tarafından engellendiğini bulmuĢlardır. Karbapenem üretiminin furanona bağlı 

engellenmesi, carABCDEFGH operonun, 3-oxo-C6-HSL'ye bağlı ifadesindeki 

kesintiler sonucu olduğunu göstermiĢtir (57). 

Smith ve ark. P. Aeruginosa'da transkripsiyon aktivatör proteini olan LasR'yi 

etkinleĢtirme yeteneğine sahip, yeni bir agonist olan 3-oxo-C12-(2- 

aminosiklohekzanol)’yi keĢfetmiĢlerdir. QS aktivatör proteinleri olan LasR ve RhIR'ı 

tekrar araĢtırmıĢlar ve her iki proteinin homoserin laktona bağlanma yerlerinin aynı 

olduğunu bulmuĢlardır. Fakat bu proteinlerin farklı yapısal motiflere sahip 

olduklarını bulmuĢlardır. Bu antagonistlerin virülens faktörleri ve biyofilm 

oluĢumunu azalttığını yani QS’i inhibe ettiğini göstermiĢlerdir (58). 

Juhas ve ark. virülensi ve QS’i düzenleyen dördüncü bir luxI homoloğu dizayn 

ettiklerini rapor etmiĢlerdir. AHL sinyal molekülünün üretimini engelleyen VqsR 

geninin inaktivasyonu, virülens faktörlerin üretimini ve bir nematodun enfeksiyon 

modelinde P. Aeruginosa’nın patojenitesini azalttığını göstermiĢtir. VqsR'nin C. 

elegans üzerinde virülens etkisine sahip olduğu bulunmuĢtur (59). 

Biyofilm oluĢturan bakterilere karĢı kullanılan antibiyotiklerin hemen hepsinin 

fayda sağlamadığı bilinmektedir. C-30'un biyofilm üzerine etkisini araĢtırmak üzere, 

P. Aeruginosa ile oluĢturulan biyofilme C-30 uygulandığında biyofilmin sağlam 

yapısının bozulduğu belirlenmiĢtir (60). Kistik fibrozisli hastalarda sıklıkla kullanılan 

tobramisinin C-30 furanonu ile birlikte biyofilm üzerine olan etkileĢimi araĢtırılmıĢ 

ve C-30 ile tobramisinin birlikte kullanılmasıyla tobramisinin biyofilm içine 

rahatlıkla girebildiği ve bakterilerin %5-10'unu canlı bırakacak Ģekilde biyofilm 

oluĢturan bakteriler üzerine inhibisyon yaptığı saptanmıĢtır (60). C-30 ile muamele 

edilmemiĢ biyofilme tobramisin uygulandığında ise, tobramisinin sadece biyofilmin 

yüzeyinde yer alan hücreler üzerinde etkili olduğu belirlenmiĢtir. Yapılan in-vitro 

deneylerden sonra C-30'un etkinliği in-vivo koĢullarda çalıĢılmıĢtır. P. Aeruginosa 
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ile nazal yoldan enfekte edilen farelere intravenöz yolla C-30 furanonu verildiğinde, 

C-30'un kan akımı ile akciğer dokularına penetre olabildiği, bakteri içine girebildiği 

ve QS sistemi tarafından kontrol edilen virülans genlerinin ekspresyonunu inhibe 

ettiği saptanmıĢtır. Sentetik halojenize furanon olan C-30'un özellikleri özetle, QS 

sisteminin ekspresyonunu inhibe etmek, antibiyotiklere dirençli biyofilm oluĢumunu 

engellemek ve fare modelinde akciğerlerde enfektif bakterinin persistansına engel 

olmaktır (60). Ayrıca sentetik bir furonon olan C-30'un P. Aeruginosa'daki QS’ i 

AHL sinyali ile yarıĢa girerek inhibe ettiği fare modelinde akciğerlerde bakterinin 

persistansına engel olduğu gösterilmiĢtir (61). 

QS inhibitörleri, bitki ve mantar gibi kaynaklardan izole edilebilir. Mantar ve 

bitkilerin, QS’ i inhibe eden bileĢenleri üreterek, bu bakterilerin hastalık 

oluĢturmalarını, kolonize olmalarını ve bulaĢmalarını azalttıkları görülmüĢtür 

(50,51). Choo ve ark. vanilya özütüyle yaptıkları çalıĢma ile C. violaceum'da 

pigment üretimini engellediğini bulmuĢlardır. Genelde vanilya olarak bilinen Vanilla 

planifolia Andrews baharat ve çeĢni olarak kullanılır. Bu çalıĢmada vanilya 

ekstraktının bazı asitler, esterler, fenoller ve hidrokarbonlar içerdiği belirlenmiĢtir. 

Ana bileĢenlerinin hiçbirisinin furonon türevleri ve doğal uyarıcılarla yapısal 

benzerliği olmadığı saptanmıĢtır. Ġzole edilen bileĢikler toksik furonon 

bileĢiklerinden farklı olduğu için güvenle kullanılabileceği insanlar için büyük bir 

avantaj sağlamıĢtır. Sarımsak ekstraktını kullanarak P. Aeruginosa'da QS sistemini 

engelleyen bir grup araĢtırmacı, vanilya ekstraktının da bu bakterideki QS sistemini 

engelleyici aktivitesiyle ilgili çalıĢmaktadır. BaĢka çalıĢmalarla da C. violaceum 

CV026'da Lotus corniculatu (gazalboynuzu) bitkisinin QS sistemini engelleyici 

aktivitesi olduğu rapor edilmiĢtir (62,63). 

2.4.3. QS Ġnhibitörlerinin tedavideki yeri 

AraĢtırıcılar tarafından, bakterileri antibiyotik kullanarak öldürmek yerine, 

onlar arasındaki haberleĢme sistemini hedef alarak antibiyotik direncine bir çözüm 

geliĢtirilebileceği önerilmiĢtir (61). Bu yüzden ilaç firmaları bakteriyel enfeksiyonları 

tedavi etmek ve kontrol altında tutmak için antibiyotikler haricinde baĢka yeni tedavi 

yolları bulmaya odaklanmıĢlardır. QS sistemine ait sinyal moleküllerinin, 
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mikroorganizmaların virülens faktörlerini uyarması ve biyofilm oluĢumunda görev 

alması yeni ilaçların geliĢtirilmesi için bu sinyal moleküllerini önemli bir hedef 

haline getirmiĢtir. QS inhibitörleri ile ilgili araĢtırmalar henüz deneme aĢamasında 

olup çalıĢmalar bakteriler üzerinde yoğunlaĢmıĢtır. QS moleküllerinin inhibisyonu üç 

mekanizma üzerinden sağlanmaktadır (ġekil 8) (50,51).  

 

ġekil 8. QS modelleri ve sinyal engelleme mekanizmaları 

QS sinyalinin alınmasını önlemek amacıyla sinyal reseptör proteinlerinin ya da 

AHL analogları aracılığı ile reseptöre bağlanmanın azaltılması denenmektedir. Bir 

kırmızı makro alg olan D. pulchra'nın üretmiĢ ve veziküllerinde depolamıĢ olduğu 

furonon bileĢikleri yapısal olarak AHL sinyal analoğu olup LuxR proteinine 

bağlanarak AHL'nin ayrılmasına neden olduğu ve böylece V. fisherfnin tedavisinde 

bakteriyel QS’ i inhibe ettiği bildirilmektedir (64). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalıĢma, Süleyman Demirel Üniversitesi HADYEK Etik Kurulundan 13 

Mart 2012 tarih ve 1 numaralı karar ile onay almıĢtır. ÇalıĢma, Süleyman Demirel 

Üniversitesi Tıbbi Bilimler Deneysel AraĢtırma ve Uygulama Merkezinde BALB/c 

farelerle yapıldı. Hayvanların bakım ve izlemi HÜDAL bölümünde gerçekleĢtirildi. 

3.1. Hayvanlar ve Gruplar  

ÇalıĢmada Kobay Deney Hayvanları Üretimi ve Deneysel AraĢtırma 

Laboratuvarı’ndan temin edilen, 45 adet BALB/c cinsi 10-12 hafta/15-20 gr diĢi 

fareler kullanıldı. Fareler deney hayvanları merkezinden alınarak sıcaklığı 22,4 
0
C ve 

12 saat karanlık/aydınlık olacak Ģekilde ıĢığı ayarlanmıĢ odada 8 tanesi bir kafeste 

olacak Ģekilde tutuldu (Resim 1). Ad libitium beslenme uygulandı ve su 

kısıtlamasına gidilmedi. Her bir fareye 1–45 arasında numara verildi ve bu numaralar 

sabit boyalı kalem ile kuyruklarına yazıldı. Daha sonra kırk beĢ adet fare hazır 

bilgisayar proğramı yardımıyla, randomize yöntemle rastgele birinci grupta beĢ diğer 

dört grupta on adet olacak Ģekilde 5 gruba randomize edildi: 

I. Grup: Kontrol (n:5) 

II. Grup: Pseudomanas aeruginosa (PAO1) verilen (n:10) 

III. Grup: PAO1 + Furanone C-30  (n:10) 

IV. Grup: PAO1 + Azitromisin (n:10) 

V. Grup: PAO1 + Furanone C-30 + Azitromisin  (n:10) 
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Resim 1.Farelerin labaratuvar ortamındaki görüntüleri 

3.2. Deney Protokolü ve Pnömoni Modelinin OluĢturulması:  

Deneyin baĢlangıcında sıfır günü tüm farelerin vücut ağırlıkları hassas tartı ile 

ölçüldü ve kaydedildi. Sıfır gününde grup 1’deki fareler hariç, grup 2, 3, 4, 5’deki 

farelerde anestezi sağlamak amacıyla; intraperitoneal olarak 10 mg/kg xylazin 

hidroklorid (Rompun®; Bayer Healthcare, Leverkusen, Almanya) ve 90 mg/kg 

ketamin hidroklorid (Ketalar®; Pfizer, Ġstanbul, Türkiye) uygulandı. Fareler 45
0
 

tradelenburg pozisyonda yerleĢtirildi (Resim 2). 

 

Resim 2. Fareleri 45
0
 eğimli pozisyonda yerleĢtirdiğimiz mekanizma 
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Cerrahi bölge hem ameliyat öncesi hem de sonrasında %10’luk povidone 

iodine (Batticon®; Adeka, Samsun, Türkiye) solüsyonu ile temizlendi (Resim 3). 

 

Resim 3. Farelerin cerrahiye hazırlanması 

Boyunda orta hatta trakea üstünde 3 mm boyutunda vertikal bir kesi atılarak 

trakea ortaya çıkarıldı (Resim 4).  
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Resim 4. Ġntratrakeal instilasyon için trakeanın cerrahi olarak hazırlanma aĢamaları. 

Daha sonra 25-30 gauge bir iğne ile trakeadan içeriye girildi. 25-30 μl (1x107 

CFU olarak sıvı besiyeri içinde) P. Aeruginosa PAO-1 (Pseudomonas Genetik Stok 

Merkezi (http://www.pseudomonas.med.ecu.edu)) süspansiyonu trakeadan içeri 

verildi. ĠĢlem bittikten sonra kesi yerleri 6/0 vicril ile sütüre edilerek kapatıldı (Resim 

5). 
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Resim 5. Trakeanın anatomik planda kapatılması 

3.3. Z-4-Bromo-5-2(5h)Furanone Enjeksiyonu 

Sıfırıncı gün inkübasyondan hemen sonra Z-4-Bromo-5- 2(5h)Furanone 

(sigma-Aldich) 0.75 µg/g subcutan (SC) olarak III. gruba 3 gün ve günde 3 defa 

olarak V. gruba 4 gün ve günde 3 defa 0.9% serum fizyolojik içinde çözdürülerek 

enjekte edildi (Resim 6).  

Enjeksiyonda 1 ml’lik insülin enjektörleri kullanıldı. Ġğne cilt altından 

çıkarılmadan önce tüm solüsyonun doku içine zerk edildiğinden emin olundu. 

Enjeksiyon iĢlemini takiben iğnenin çıkarıldığı alana kısa bir süre zerk edilen ilacın 

doku dıĢına çıkmayacağından emin olunana kadar hafifçe bastırıldı. 

3.4. Azitromisinin Hazırlanması ve Enjeksiyonu 

Azitromisin (Fluka) birinci gün (inkübasyondan 24 saat sonra) steril fosfat 

tamponu ile çözdürülmüĢ ve 0.02mg/g dozunda (SC) IV. ve V. gruba, 3 gün boyunca 

SC olarak enjekte edilmiĢtir (Resim 6).  
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Resim 6. Furanon ve azitromisin 

Tüm enjeksiyonlarda 26GX1/2 lik (1cc=100 ünite, HAYAT) insülin enjektörü 

kullanıldı. Ġğne cilt altından çıkarılmadan önce tüm solüsyonun doku içine zerk 

edildiğinden emin olundu. Enjeksiyon iĢlemini takiben iğnenin çıkarıldığı alana kısa 

bir süre zerk edilen ilacın doku dıĢına çıkmayacağından emin olunana kadar hafifçe 

bastırıldı. 

3.5. BAL Alınması 

Ketaminle sedatize edilip servikal dislokasyon uygulanan farelere boyun 

altından vertikal insizyon yapıldı. Trakea açığa çıkarılıp orta hatta sabitlendi. 24 G 

kateter ile trakeaya steril olarak girildi. 0.3 ml PBS ile 5 kez bronkoalveolar lavaj 

yapıldı. Alınan BAL sıvısı 4 °C de 10 dakika santrifüj edilerek süpernatanı ayrıldı. 

Süpernatan ise IL-4, IL-8, IL-10 ve IL-12 ve IL-19 analizi için -800 C de saklandı. 

3.6. Akciğer, Böbrek, Karaciğer Dokusu Alınması 

Göğüs duvarı açıldıktan sonra aorta kesildi ve akciğerler sağ ventrikül yoluyla 

kansız berrak sıvı gelene kadar PBS ile perfuze edildi (Resim 7). 



25 

 

 

Resim 7. Fareden organ eksizyonu. 

Akciğerlerin 25 cmH2O basınçla 15 dakika %10 formalin fosfatlı tamponla 24 

G intratrakeal kateter kullanılarak inflasyonu sağlandı. Alınan akciğer, karaciğer, 

böbrek dokuları %10 formol içine konuldu ve 48 saat süreyle fiksasyon uygulanarak 

parafine gömüldü. Morfolojik ve histolojik analiz için seri mid sagital kesitler alındı. 

Akciğer, karaciğer ve böbrek dokusundan elde edilen preperatlar hematoksilen eozin 

boyasıyla boyandı. Patolojik incelemeler bu preparatlar üzerinden yapıldı. 

3.6.1. Histopatolojik Takip, Boyama ve Değerlendirme 

Dokular tamponlanmıĢ %4’lük paraforomaldehit (Merck) içine alındı. Fikse 

olmaları için 24-48 saat beklendikten sonra doku takip iĢlemine baĢlandı. Öncelikle 

bir gece boyunca akarsuda yıkama yapıldı. Fiksatiften arındırılan dokular yükselen 

derecelerdeki alkollerden (Merck) geçirilerek dehidrate edildi. Daha sonra 

ĢeffaflaĢmaları için ksilol (Merck) içerisinde bekletildi. Gömme iĢlemi için 65 °C’lik 

etüvde, 1:1 oranında ksilol-parafin ve parafin içerisinde bekletildikten sonra parafin 

bloklara gömüldü. 

Takip sırasında kullanılan kimyasallar ve süreleri Ģu Ģekildedir: 

Kullanılan kimyasal Süre 

ÇeĢme suyunda yıkama 1 gece 
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%50’lik etil alkol  2 saat 

%70’lik etil alkol  1 saat 

%80’lik etil alkol  1 saat 

%90’lık etil alkol  1 saat 

%96’lık etil alkol  1 saat 

%100’lük etil alkol  1 saat 

%100’lük etil alkol  1 saat 

Ksilol 1-10 dk 

Ksilol-Parafin 1-10 dk 

Parafin 3 saat 

Elde edilen parafin bloklardan Leica marka kızaklı mikrotomda 4-5 µm 

kalınlığında kesitler alındı. Kesitler rutin histoptolojik incelemeler için normal 

lamlara alındı. Rutin histolojik incelemeler için dokular Hematoksilen-Eosin boyaları 

ile boyandı. Dokular kuruduktan sonra ıĢık mikroskobunda inceleme için saklandı. 

Dokular iki patolog tarafından hangi dokunun hangi gruba ait olduğu bilinmeden kör 

olarak değerlendirildi. Dokulardaki akciğer histopatolojisi kesitlerde saptanan 

pnömonik konsolidasyon, konjesyon, inflamatuar inflamasyon ve hemoraji’ye göre 

aĢağıdaki skalaya uygun olarak semikantitatif olarak skorlandı. 

Skorlama sistemi: 

1: DeğiĢiklik yok 

2: Fokal, hafif değiĢiklikler 

3: Multifokal belirgin değiĢiklikler 

4: Yaygın belirgin değiĢiklikler 

Skorlama sonunda tüm parameterelerin skorları toplanarak akciğer hasar skoru 

tespit edildi. Dokulardaki peribronĢial, perivasküler, intraalveoler nötrofil ve 
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monositler sayıldı ve oranlandı. Histopatolojik değerlendirmede çetelemede 

kullanılan parametreler tablo 1’de verilmiĢtir.  

Tablo 1. Histopatolojik çeteleme tablosu 

GRUP PNÖMO 

KONSALĠDA 

KONJESYO HEMORAJĠ ĠNFLAMATUAR 

ĠNFLAMASYON 

PERĠBO 

NÖTR 

PERĠBO 

MONO 

PERĠVS 

NÖTR 

PERĠVS 

MONO 

ĠNTALV 

NÖTR 

ĠNTALV 

MONO 

AKC 

HASAR 

SKOR 

1            

2            

3            

4            

5            

6            

7            

8            

9            

10            

Skorlama sistemi: 

1: DeğiĢiklik yok 

2: Fokal, hafif değiĢiklikler 

3: Multifokal belirgin değiĢiklikler 

4: Yaygın belirgin değiĢiklikler 

3.7. Fare Bal Sıvısında IL-4, IL-8, IL-10, IL-12 ve IL-19 ELISA Yöntemi ile 

Değerlendirilmesi 

Farelerden alınan BAL sıvısı ELISA yöntemi ile çalıĢılmadan önce -80C de 

saklandı. Oda ısısında eritilen BAL sıvısı IL-4 (Mouse IL-4 Platinum ELISA, E-

BIOSCIENCE, Avusturya), IL-8 (Mouse interleukin 8, IL-8 ELISA, CUSABIO, 

Çin) IL-10 (Mouse IL-10 Platinum ELISA, E-BIOSCIENCE, Avusturya), IL-12 

(Mouse IL-12 (p70) Platinum ELISA, E-BIOSCIENCE, Avusturya) ve IL-19 

(Mouse interleukin 19, IL-19 ELISA, CUSABIO, Çin) hazır kitleri kullanılarak 

ELISA Plate Reader (Medispec ESR 200) aletinde çalıĢıldı. Yıkama iĢleminde 

ELISA Plate Washer (Medispec ESW 300) kullanıldı. 

IL4, IL10, IL12 Ġçin ELISA Basamakları;  

1. ÇalıĢma öncesi yıkama solusyonu, Assay Buffer, Fare IL4, IL10, IL-12 

Standart solusyonu kitler için belirtilen talimatlara uygun olarak 
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hazırlandı. ÇalıĢmada 96 kuyucuklu IL4, IL8, IL10, IL-12, IL19 için ayrı 

ayrı monoklonal antikorla kaplı düz zemin plak kullanıldı.  

2. Kuyucuklar yaklaĢık 400 μl yıkama solusyonu (Wash Buffer) ile 2 kez 

yıkandı. Son yıkama sonrasında kuyucuklardaki solusyon boĢaltıldı. 

Ancak kuyucuklar kurumadan çalıĢılmasına özen gösterildi.  

3. Kuyucuklar plak üzerinde 8 adet tek kolon olacak Ģekilde dizildi. 

Kuyucuklar A1, B1, C1, D1, E1, G1, H1 olarak adlandırıldı. Her 

kuyucuğa 100 μl örnek solusyondan (Sample Diluent) pipetlendi. Son 

kuyucuk, H1 kör kuyucuk olarak değerlendirildi. HazırlanmıĢ Standart 

solusyon A1 adı verilen kuyucuğa pipetlendi. A1 den 100 μl alınıp B1 

kuyucuğuna kondu. Bu iĢlem yedi kez tekrarlandı. En son kuyucuklar 

olan G1 den 100 μl alınıp dıĢarı atıldı.  

4. Kör kuyucuklara 100 μl örnek solüsyondan konuldu.  

5. BAL sıvısının konacağı kuyucuklara 50 μl örnek solüsyon konuldu. 

6. Örnek kuyucuklara 50 μl BAL sıvısı kondu. (Bu aĢamadan sonra 14. 

aĢamaya kadar “a” Ģıkkı IL4, IL12 basamaklarını “b” Ģıkkı ise IL10 

basamaklarını içermektedir) 

7. a) Biyotin Konjugat solüsyonu hazırlandı 

b) Kuyucuklar adezif filmle kaplanıp oda ısısında (18-25
0
 C) 100 rpm 

hızda sallayıcı içinde 2 saat inkübe edildi. 

8. a) Tüm kuyucuklara IL4 ve IL12 için50 μl, Biyotin Konjugat pipetlendi.  

b) Biyotin Konjugat solüsyonu hazırlandı. 

9. a) Kuyucuklar adezif filmle kaplanıp oda ısısında (18-25
0
 C) 200 rpm 

hızda sallayıcı içinde 2 saat inkübe edildi. 

b) Tüm kuyucuklara IL10 için 100 μl Biyotin Konjugat pipetlendi. 

Kuyucuklar adezif filmle kaplanıp oda ısısında (18-25
0
 C) 100 rpm hızda 

sallayıcı içinde 1 saat inkübe edildi. 

10. Streptavidin-HRP solüsyonu hazırlandı. 

11. a) Adezif filmler çıkarılıp kuyucuklar boĢaltıldı. Kuyucuklar 3 kez 300 μl 

yıkama solusyonu ile yıkandı. 
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b) Adezif filmler çıkarılıp kuyucuklar boĢaltıldı. Kuyucuklar 4 kez 300 μl 

yıkama solusyonu ile yıkandı. 

12. Tüm kuyucuklara 100 μl Streptavidin-HRP solusyonu konuldu.  

13. a) Kuyucuklar adezif filmle kaplanıp oda ısısında (18-25
0
 C)  200 rpm 

hızda sallayıcı içinde 1 saat inkübe edildi.  

b) Kuyucuklar adezif filmle kaplanıp oda ısısında (18-25
0
 C) 100 rpm 

hızda sallayıcı içinde 1 saat inkübe edildi. 

14. a) Adezif filmler çıkarılıp kuyucuklar boĢaltıldı. Kuyucuklar 3 kez 300 μl 

yıkama solusyonu ile yıkandı.  

b) Adezif filmler çıkarılıp kuyucuklar boĢaltıldı. Kuyucuklar 4 kez 300 μl 

yıkama solusyonu ile yıkandı. 

15. Tüm kuyucuklara Tetrametil-Benzidin Substrat solusyonundan 100 μl 

pipetlendi.  

16. Kuyucuklar oda ısısında (18-25
0
 C) 10 dakika inkübe edildi. Direkt 

yoğun ıĢığa maruz kalmamasına özen gösterildi.  

17. Plak üzerindeki renk değiĢimi dikkatle takip edildi. En yüksek 

konsantrasyondaki standart (A1, A2) koyu mavi rengi aldığında 100 μl 

Stop solusyonu kondu. Stop solusyonunun tüm kuyucuklarda eĢit 

dağıldığı ve üniform olduğu görüldü.  

18. Sonuçlar Stop solusyonu konduktan hemen sonra okundu (Resim 8).  

19. Renk reaksiyonu primer dalga boyun 450 nm olan filtre ile okundu.  

20. Standartların verdiği optik dansiteye göre absorbans- pg/ml grafiğinde 

eğri çizildi. Örneklerin verdiği optik dansite bu eğri üzerinden pg/ml 

cinsinden hesaplandı. 

IL8, IL19 Ġçin Eliza Basamakları;  

1. ÇalıĢma öncesi yıkama solusyonu, Assay Buffer, Fare IL8, IL19 Standart 

solusyonu kitler için belirtilen talimatlara uygun olarak hazırlandı. 

ÇalıĢmada 96 kuyucuklu IL8,  IL19 için ayrı ayrı monoklonal antikorla 

kaplı düz zemin plak kullanıldı.  
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2. Kuyucuklar plak üzerinde 8 adet tek kolon olacak Ģekilde dizildi. 

Kuyucuklar A1, B1, C1, D1, E1, G1, H1 olarak adlandırıldı. Her kuyucuğa 

100 μl örnek ve standart pipetlendi. Kuyucuklar adezif filmle kaplanıp 37
0
 

C 2 saat inkübe edildi. 

3. Kuyucuklardaki sıvı uzaklaĢtırıldı. Ancak hiçbir Ģekilde yıkanmadı.  

4. Biyotin Antibody solüsyonu hazırlandı. 

5. Tüm kuyucuklara 100 μl, Biyotin Antibody pipetlendi. 

6. Kuyucuklar adezif filmle kaplanıp 1 saat 37
0
 C inkübe edildi. 

7.  Adezif filmler çıkarılıp kuyucuklar boĢaltıldı. Kuyucuklar 3 kez 200 μl 

yıkama solusyonu ile yıkandı. Son yıkamadan sonra kuyucuklar iyice 

boĢaltıldı. 

8. HRP-avidin solüsyonu hazırlandı. 

9. Tüm kuyucuklara 100 μl HRP-avidin solusyonu konuldu.  

10. Kuyucuklar adezif filmle kaplanıp 37
0
 C de 1 saat inkübe edildi. 

11. Adezif filmler çıkarılıp kuyucuklar boĢaltıldı. Kuyucuklar 5 kez 200 μl 

yıkama solusyonu ile yıkandı. Son yıkamadan sonra kuyucuklar iyice 

boĢaltıldı. 

12. Tüm kuyucuklara Tetrametil-Benzidin Substrat solusyonundan 90 μl 

pipetlendi.  

13. Kuyucuklar 37
0
 C de 15-30 dakika inkübe edildi. Direkt yoğun ıĢığa maruz 

kalmamasına özen gösterildi.  

14. Tüm kuyucuklara 50 μl Stop solusyonu kondu. Stop solusyonunun tüm 

kuyucuklarda eĢit dağıldığı ve üniform olduğu görüldü.  

15. Sonuçlar Stop solusyonu konduktan hemen sonra okundu (Resim 8).  

16. Renk reaksiyonu primer dalga boyun 450 nm olan filtre ile okundu.  

17. Standartların verdiği optik dansiteye göre absorbans- pg/ml grafiğinde eğri 

çizildi. Örneklerin verdiği optik dansite bu eğri üzerinden pg/ml cinsinden 

hesaplandı. 
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Resim 8. Platelerin stop solüsyonu konulduktan sonraki görüntüleri. 

3.8. Ġstatistiki Analiz  

Veriler SPSS 15.0 (Statistical Package for the Social Sciences for Windows) 

Ġstatistik Paket Programı ile analiz edildi. Verilerin merkezi eğilim ve dağılım 

ölçütleri değerlendirildi. Değerler ortalama ± SD olarak verildi. Verilerin normallik 

ve homojenliği Kolmogorov Smirnov Testi ve One-Way ANOVA (Homogeneity of 

variance) Testi ile analiz edildi. Normal dağılıma uyum göstermeyen değiĢkenler için 

Kruskal Wallis testi kullanıldı, farklılık saptandığında farklılığın hangi gruplar 

arasında olduğunu saptamada Bonferroni düzeltmeli Mann Whitney U Testi 

kullanıldı. Normal dağılıma uyum gösteren değiĢkenlerin gruplar arasında farklılığını 

karĢılaĢtırmada ise Tek Yönlü Varyans Analizi (ANOVA) kullanıldı, gruplar 

arasında önemli farklılık saptandığında farkın kaynağı Bonferroni çoklu karĢılaĢtırma 

testi ile incelendi. Bağımlı iki grup karĢılaĢtırmalarında Wilcoxon T Testi kullanıldı. 

Kategorik değiĢkenlerin karĢılaĢtırılmasında Ki-kare testi kullanıldı. P<0.05 degeri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

01 Ağustos 2012 – 15 Ağustos 2012 tarihleri arasında randomize, kontrollü, 

prospektif olarak yapılan çalıĢmada 45 adet BALB/c fare cinsi farede P. Aeruginosa 

PAO-1 ile deneysel pnömoni modeli oluĢturuldu. Farelerde pnömoni geliĢim 

durumu, Azitromisin ve Furanon’un pnömoni üzerine etkileri, metrik sistem ile 

ağırlık ölçümü yapılarak, histopatolojik olarak ve serolojik olarak değerlendirildi. 

Grup I ve II’deki farelerde herhangi bir ölüm gözlemlenmedi ve tüm fareler deneyi 

tamamladı. Grup III’ de 6 fare, Grup IV’ de 5 fare ve Grup V’ de 9 fare deneyi 

tamamlayamadan ex oldular.  

Tüm hayvanların deney baĢlangıcındaki (sıfırıncı gün) vücut ağırlıkları 

ortalamaları 15,8±1,36 (13,2-19,1) g idi. Gruplara göre ağırlık dağılımları normal 

dağılıma uymakta idi ve veriler homojendi. Gruplara göre sıfırıncı gündeki ortalama 

ağırlık verileri tablo 2’de özetlendi. Gruplar arasında sıfırıncı gün ağırlıkları 

bakımından istatistiki olarak anlamlı fark bulunmadı (p=0,404). 

Tablo 2. Grupların sıfırıncı gün vücut ağırlığı değerleri (Ortalama ± Standart sapma) ve 

dağılımlarının normallik ve homojenlik anlamlılık düzeyi 

 Ortalama ağırlık±SD P 

Grup 1 (n:5) 15,9±0,94  

>0,05 Grup 2 (n:10) 16,1±0,84 

Grup 3 (n:10) 16,1±0,68 

Grup 4 (n:10) 16,3±1,48 

Grup 5 (n:10) 15,6±1,47 

P: normal dağılım (Kolmogorov Smirnov Testi), 

P: homojenlik (One-Way ANOVA-Homogeneity of variance). 

4.1. BAL Sıvısında Sitokin Değerleri 

Tüm grupların deney sonundaki (yedinci gündeki) BAL sıvılarındaki IL 4, IL 

8, IL 10, IL 12 ve IL 19 değerlerinin ortalamaları tablo 3’de özetlendi.  
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Tablo 3. Tüm grupların BAL sıvısındaki IL 4, IL 8, IL 10, IL 12 ve IL 19 ortalama değerleri 

(Ortalama ± Standart sapma) 

 IL 4 IL 8 IL 10 IL 12 IL 19 

Grup 1 (n:5) 0,065±0,05 0,381±0,44 0,128±0,01 0,049±0,02 0,932±0,18 

Grup 2 (n:10) 0,040±0,03 0,308±0,08 0,131±0,02 0,052±0,02 0,764±0,18 

Grup 3 (n:10) 0,171±0,16 0,444±0,32 0,284±0,17 0,069±0,05 1,095±0,56 

Grup 4 (n:10) 0,073±0,06 0,221±0,09 0,132±0,03 0,025±0,02 0,702±0,46 

Grup 5 (n:10) 0,093±0,07 0,322±0,14 0,355±0,35 0,056±0,05 0,940±0,63 

 BAL sıvısındaki IL 4 düzeyleri değerlendirildiğinde; Kontrol grubuna (Grup 

I) göre pnömoni grubunda (Grup II) IL 4 düzeyi düĢük iken, tedavi gruplarında 

(Grup III, IV, IV) yüksek gibi gözükmekte idi. Ancak tüm grupların BAL sıvısındaki 

IL 4 düzeyi istatistiki olarak karĢılaĢtırıldığında gruplar arasında IL 4 düzeyi 

bakımından istatistiki olarak anlamlı bir fark olmadığı gözlemlendi. (p>0,05). 

Tüm grupların BAL sıvısındaki IL 8 düzeyi istatistiki olarak 

karĢılaĢtırıldığında gruplar arasında IL 8 düzeyi bakımından istatistiki olarak anlamlı 

bir fark tespit edildi (p<0,05). Özellikle grup 1-2, 1-4, 2-4, 3-4, 4-5 arasında fark 

tespit edildi ve sırası ile p değerleri (0,04 – 0,01 – 0,04 – 0,01 – 0,049)  Ģeklinde 

tespit edildi. Sonuç olarak farkın Grup 4 den kaynaklandığı tespit edildi. Dolayısı ile 

azitromisinin IL 8 düzeyini düĢürdüğü tespit edildi. 

Tüm grupların BAL sıvısındaki IL 10 düzeyi istatistiki olarak 

karĢılaĢtırıldığında gruplar arasında IL 10 düzeyi bakımından istatistiki olarak 

anlamlı bir fark tespit edildi (p<0,05). Özellikle grup 1-5, 2-3, 2-5, 3-4, 4-5 arasında 

fark tespit edildi ve sırası ile p değerleri (0,00 – 0,04– 0,00 – 0,00– 0,00)  Ģeklinde 

tespit edildi. Sonuç olarak farkın esas olarak Grup 5 den kaynaklandığı ancak bu 

durumdan da asıl sorumlunun Furanon tedavi komponenti olabileceği yani Furanon 

tedavisinin IL 10 düzeyinin yükselmesinde asıl etken olabileceği düĢünülmektedir. 

BAL sıvısındaki IL 12 düzeyleri değerlendirildiğinde; Pnömoni grubuna (Grup 

II) göre Furanon (Grup III) ve Furanon + Azitromisin (Grup V) gruplarında IL 12 

düzeyi yüksek iken, Azitromisin (Grup IV) grubunda düĢük gibi gözükmekte idi. 

Ancak tüm grupların BAL sıvısındaki IL 12 düzeyi istatistiki olarak 

karĢılaĢtırıldığında gruplar arasında IL 12 düzeyi bakımından istatistiki olarak 

anlamlı bir fark olmadığı gözlemlendi. (p>0,05). Grup I (kontrol) değerlendirme dıĢı 
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tutulup diğer 4 grup yani pnömoni oluĢturulan gruplar değerlendirildiğinde gruplar 

arasında IL 12 düzeyi açısından anlamlı fark çıkmakta idi. Azitromisin (Grup IV) 

grubu yapılan karĢılaĢtırmalarda kombine tedavinin uygulandığı Grup 5 dıĢındaki 

tüm gruplara göre IL 12 düzeyini istatistiki olarak anlamlı bir düzeyde düĢürmekte 

idi (p<0,05 Tablo 4). 

Tablo 4. Grup IV’ ün IL 12 değerlerinin diğer gruplar ile karĢılaĢtırılması ve gruplar 

arasındaki anlamlılık düzeyi 

IL 12 p 

Grup 1-4 0,043 

Grup 2-4 0,007 

Grup 3-4 0,010 

Grup 4-5 >0,05 

BAL sıvısındaki IL 19 düzeyleri değerlendirildiğinde; Pnömoni grubuna (Grup 

II) göre Furanon (Grup III) ve Furanon + Azitromisin (Grup V) gruplarında IL 19 

düzeyi yüksek iken, Azitromisin (Grup IV) grubunda düĢükdü. Ancak tüm grupların 

BAL sıvısındaki IL 19 düzeyi istatistiki olarak karĢılaĢtırıldığında gruplar arasında 

IL 19 düzeyi bakımından istatistiki olarak anlamlı bir fark olmadığı gözlemlendi. 

(p>0,05).  

4.2. Histopatolojik Bulgular 

Farelerin akciğer dokusu histopatolojik olarak değerlendirildi.  Grupların 

histopatolojik görüntüleri Resim 9’da özetlendi. 
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Resim 9. Fare akciğer dokusunun gruplara göre histopatolojik kesitleri. Resimler; Grup 1 (A), 

Grup 2 (B), Grup 3 (C-D), Grup 4 (E) ve Grup 5 (F). (H-E, 200X). 

Histopatolojik değerlendirme tablosuna göre pnömotik konsolidasyonun 

gruplara göre dağılımı Tablo 5 ve ġekil 9’de özetlenmiĢtir. Yapılan istatistiki analiz 

sonucunda pnömotik konsolidasyon bakımından gruplar arasında istatistiki olarak 

anlamlı fark (p<0,05) olduğu tespit edildi. Farkın hangi gruplardan kaynaklandığını 

test etmek için elle her bir satırın X2 değeri hesaplandı. Satır X2 değerleri toplanarak 

toplam X2 değeri bulundu. Elde edilen değer, serbestlik derecesi de hesaplanarak 

anlamlı olup olmadığı değerlendirildi ve fark anlamlı çıkmayana kadar en yüksek X2 

değerine sahip satır tablodan çıkarılarak analiz tekrarlandı. Sonuç olarak Farkın Grup 

A B 

C D 

E F 
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1 ve Grup 5 den kaynaklandığı tespit edildi. Yani Grup I (Kontrol)’de pnömotik 

konsolidasyon gözlenmez iken kombine ilaç tedavisinin uygulandığı Grup 5 de 

yaygın pnömotik konsolidasyon gözlenmekte idi.  

Değerlendirme tablosuna göre konjesyon ve hemorajinin gruplara göre 

dağılımı Tablo 5 ve ġekil 9’de özetlenmiĢtir. Yapılan istatistiki analiz sonucunda 

konjesyon ve hemoraji bakımından gruplar arasında istatistiki olarak anlamlı fark 

(p<0,05) olduğu tespit edildi. Ġstatistiki olarak farkın Grup 5 den kaynaklandığı tespit 

edildi. Yani kombine ilaç tedavisinin uygulandığı Grup 5 de yaygın konjesyon ve 

hemoraji gözlenmekte idi. Her ne kadar istatistiki anlamlılığa ulaĢmasa da Grup 3’de 

(Furanon) diğer gruplara göre daha fazla Ģiddette konjesyon ve hemoraji 

gözlemlendiği dikkat çekmektedir.  

Yapılan istatistiki analiz sonucunda inflamatuar inflamasyon bakımından 

gruplar arasında istatistiki olarak anlamlı fark (p<0,05) olduğu tespit edildi. 

Ġnflamasyon açısından istatistiki olarak bu farkın Grup 1 den kaynaklandığı tespit 

edildi. Yani normal Balb/c farelerin bulunduğu Grup 1 de (Kontrol) inflamatuar 

inflamasyon gözlenmemekte idi. Her ne kadar istatistiki anlamlılığa ulaĢmasa da 

Grup 5’de (Furanon + Azitromisin) diğer gruplara göre daha fazla Ģiddette 

inflamatuar inflamasyon gözlemlendiği dikkat çekmektedir.  

 

ġekil 9. Gruplara göre histopatolojik veriler grafiği. 
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Tablo 5. Farelerin akciğer dokusu histopatolojik değerlendirme özetleri 

 DeğiĢiklik yok Fokal Multifokal Yaygın 

Grup 1 Pnömotik konsolidasyon 5 (%100) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 

Konjesyon - 5 (%100) 0 (%0) 0 (%0) 

Hemoraji 2 (%40) 3 (%60) 0 (%0) 0 (%0) 

Ġnflamatuar inflamasyon 5 (%100) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 

Grup 2 Pnömotik konsolidasyon 1 (%10) 6 (%60) 3 (%30) 0 (%0) 

Konjesyon - 7 (%70) 3 (%30) 0 (%0) 

Hemoraji 3 (%30) 5 (%50) 2 (%20) 0 (%0) 

Ġnflamatuar inflamasyon 0 (%0) 8 (%80) 2 (%20) 0 (%0) 

Grup 3 Pnömotik konsolidasyon 0 (%0) 5 (%50) 5 (%50) 0 (%0) 

Konjesyon - 3 (%30) 4 (%40) 3 (%30) 

Hemoraji 0 (%0) 4 (%40) 3 (%30) 3 (%30) 

Ġnflamatuar inflamasyon 0 (%0) 4 (%40) 4 (%40) 2 (%20) 

Grup 4 Pnömotik konsolidasyon 2 (%20) 4 (%40) 3 (%30) 1 (%10) 

Konjesyon - 6 (%60) 0 (%0) 4 (%40) 

Hemoraji 4 (%40) 2 (%20) 0 (%0) 4 (%40) 

Ġnflamatuar inflamasyon 0 (%0) 8 (%80) 1 (%10) 1 (%10) 

Grup 5 Pnömotik konsolidasyon 0 (%0) 1 (%10) 2 (%20) 7 (%70) 

Konjesyon - 0 (%0) 1 (%10) 9 (%90) 

Hemoraji 0 (%0) 0 (%0) 1 (%10) 9 (%90) 

Ġnflamatuar inflamasyon 0 (%0) 1 (%10) 3 (%30) 6 (%60) 

Histopatolojik değerlendirme tablosundaki pnömotik konsolidasyon, 

konjesyon, hemoraji ve inflamatuar inflamasyon değerleri toplanarak akciğer hasar 

skoru elde edildi. Tüm grupların akciğer hasar skoru istatistiki olarak 

karĢılaĢtırıldığında gruplar akciğer hasar skoru bakımından istatistiki olarak anlamlı 

bir fark tespit edildi (p<0,05 Tablo 6). Yapılan analizler sonucunda kontrol grubuna 

göre tüm gruplarda istatistiki olarak anlamlı düzeyde akciğer hasarı oluĢmuĢ idi. 

Kombine ilaç tedavisinin verildiği Grup 5 de ise diğer tüm gruplardan istatistiki 

olarak anlamlı düzeyde daha fazla akciğer hasarı oluĢmuĢ idi. 

Tablo 6. Grupların Akciğer hasar skoru değerleri ve gruplar arasındaki anlamlılık durumu 

 Akciğer Hasar skoru P 

Grup 1 (n:5) 5,60±0,55  

0,000 Grup 2 (n:10) 8,60±1,71 

Grup 3 (n:10) 11,20±2,57 

Grup 4 (n:10) 9,80±3,74 

Grup 5 (n:10) 14,90±1,52 

Histopatolojik olarak peribronĢial nötrofil ve monosit oranları 

değerlendirildiğinde: Gruplar arasında istatistiki olarak anlamlı fark olduğu tespit 

edildi (P<0,05). Kontrol grubundaki peribronĢial nötrofil ve monosit sayısı “0” 

olduğu ve tüm gruplardan farklı olduğu için değerlendirme dıĢı tutuldu. Pnömoni 

oluĢturulan ve pnömoni oluĢturulup tedavi verilen gruplar kendi aralarında 

değerlendirildi. Kombine tedavinin uygulandığı Grup 5, diğer gruplar ile 

karĢılaĢtırıldığında en fazla peribronĢial nötrofil ve en az monosit sayısına sahip 
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gruptu ve bu durum istatistiki olarak anlamlı idi (p<0,0125). Grup 3 (Furanon) deki 

peribroĢial nötrofil sayısı Grup 2 dekine göre istatistiki olarak anlamlı dercede 

yüksek, monosit sayısı ise düĢük idi (p=0,01). Ancak Grup 3 ile 4arasındaki fark 

istatistiki olarak anlamlı değil idi (p=0,221). Grup 2 ile 4 arasındaki fark da istatistiki 

olarak anlamlı değil idi (p=0,137).  

Gruplardaki fareler peribronĢial monosit ve nötrofil oranlarına göre kendi 

içlerinde değerlendirildi (Tablo 7). Grup 5 de peribronĢial bölgede nötrofiller baskın 

iken (p<0,05), Grup 2, 3 ve 4 de peribronĢial bölgede monositler baskın idi (p<0,05).  

Tablo 7. Grup 2, 3, 4 ve 5’in peribronĢial nötrofil ve monosit ortalamaları ve grupların kendi 

içlerindeki anlamlılık düzeyi 

 PeribronĢial  

 Nötrofil Monosit p 

Grup 2 16,50±26,3 83,50±26,3 0,013 

Grup 3 33,50±20,6 66,50±20,6 0,041 

Grup 4 25,00±23,2 75,00±23,2 0,017 

Grup 5 72,00±15,3 28,00±15,3 0,009 

P: Wilcoxon işaretli sıralar testi 

Histopatolojik olarak perivasküler nötrofil ve monosit oranları 

değerlendirildiğinde: Gruplar arasında istatistiki olarak anlamlı fark olduğu tespit 

edildi (P<0,05). Kontrol grubundaki perivasküler nötrofil ve monosit sayısı “0” 

olduğu ve tüm gruplardan farklı olduğu için değerlendirme dıĢı tutuldu. Pnömoni 

oluĢturulan ve pnömoni oluĢturulup tedavi verilen gruplar kendi aralarında 

değerlendirildi. Kombine tedavinin uygulandığı Grup 5, diğer gruplar ile 

karĢılaĢtırıldığında en fazla perivasküler nötrofil ve en az monosit sayısına sahip 

gruptu ve bu durum istatistiki olarak anlamlı idi (p<0,0125). Grup 3 (Furanon) deki 

perivasküler nötrofil sayısı Grup 2 dekine göre istatistiki olarak anlamlı derecede 

yüksek gibi (p=0,026) gözükmesine rağmen “Bonferroni düzeltmesi” uygulandığı 

için istatistiki anlamlılığa ulaĢamamakta idi.  Ancak Grup 3 ile 4arasındaki fark 

istatistiki olarak anlamlı değil idi (p=0,114). Grup 2 ile 4 arasındaki fark da istatistiki 

olarak anlamlı değil idi (p=0,392). Grup 4 (Azitromisin) deki perivasküler monosit 

sayısı Grup 2 ve 3 e göre tabloda yüksek gibi gözükmesine rağmen bu durum 

istatistiki anlamlılığa ulaĢmamakta idi (p>0.05).  
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Gruplardaki fareler perivasküler monosit ve nötrofil oranlarına göre kendi 

içlerinde değerlendirildi (Tablo 8). Grup 5 de perivasküler bölgede nötrofiller baskın 

iken (p<0,05), Grup 2, 3 ve 4 de perivasküler bölgede monositler baskın idi (p<0,05).  

Tablo 8. Grup 2, 3, 4 ve 5 in perivasküler nötrofil ve monosit ortalamaları ve grupların kendi 

içlerindeki anlamlılık düzeyi 

 Perivasküler 

 Nötrofil Monosit p 

Grup 2 17,50±28,0 72,50±37,4 0,041 

Grup 3 32,00±21,5 68,00±21,5 0,033 

Grup 4 20,00±20,0 80,00±20,0 0,010 

Grup 5 69,00±15,1 31,00±15,1 0,013 

P: Wilcoxon işaretli sıralar testi 

Histopatolojik olarak intraalveolar nötrofil ve monosit oranları 

değerlendirildiğinde: Gruplar arasında istatistiki olarak anlamlı fark olduğu tespit 

edildi (P<0,05). Kontrol grubundaki intraalveolar nötrofil ve monosit sayısı “0” 

olduğu ve tüm gruplardan farklı olduğu için değerlendirme dıĢı tutuldu. Kombine 

tedavinin uygulandığı Grup 5, diğer gruplar ile karĢılaĢtırıldığında en fazla 

intraalveolar nötrofil ve en az monosit sayısına sahip gruptu ve bu durum istatistiki 

olarak anlamlı idi (p<0,0125). Grup 2-3 arasında istatistiki olarak anlamlı fark yok 

idi (p=0,206). Grup 2-4 arasında istatistiki olarak anlamlı fark yok idi (p=0,701). 

Grup 3-4 arasında istatistiki olarak anlamlı fark yok idi (p=0,340). 

Gruplardaki fareler intraalveolar monosit ve nötrofil oranlarına göre kendi 

içlerinde değerlendirildi (Tablo 9). Grup 5 ve Grup 4 de intraalveolar bölgede 

nötrofiller baskın iken (p<0,05), Grup 2 ve 3 de intraalveolar bölgede nötrofil ve 

monosit dağılımı açısından fark yok idi (p>0,05).  

Tablo 9. Grup 2, 3, 4 ve 5 in perivasküler nötrofil ve monosit ortalamaları ve grupların kendi 

içlerindeki anlamlılık düzeyi 

 Ġntraalveolar 

 Nötrofil Monosit p 

Grup 2 65,50±34,4 24,50±26,9 0,085 

Grup 3 59,00±17,3 41,00±17,3 0,135 

Grup 4 61,50±35,3 18,50±17,0 0,018 

Grup 5 89,50±6,9 10,50±6,9 0,005 

±: standart sapma, 

P: Wilcoxon işaretli sıralar testi 
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5. TARTIġMA 

Akciğer parankiminde mikrobiyal enfeksiyonlar sonucu oluĢan akut 

inflamasyon olarak tanımlayabileceğimiz pnömoni, alt solunum yolu 

enfeksiyonlarının en önemlisidir. Alt solunum yolu enfeksiyonları 2004 yılı Dünya 

Sağlık Örgütü verilerine göre tüm dünyada ölüm nedenleri arasında 3. sırada yer 

almaktadır. Yine bu raporun 2008 yılında yapılan güncellemesinde 2030 yılındaki 

ölüm nedenleri arasında ilk sıralar içerisinde alt solunum yolu enfeksiyonlarının 

(özellikle pnömonin) yer alacağı öngörülmektedir. Tanı metotları ve tedavideki 

ilerlemelere rağmen bu hastalık grubunun öneminin devam etmesi, pnömoni ile ilgili 

çalıĢmaların artarak devam etmesine yol açmaktadır. Bu çalıĢmalar insanlar ve in 

vitro çalıĢmalarla birlikte oldukça önemli sayıda deneysel olarak da yürütülmektedir. 

Özellikle hastalığın patogenezinin daha iyi anlaĢılması, tedavide kullanılan ilaçların 

etkinlikleri-yan etkileri ve yeni aĢıların geliĢtirilmesi için deneysel hayvan modelleri 

sıklıkla kullanılmaktadır. En çok kullanılan deney hayvanları tam olarak insan 

fizyolojisi ile benzerlik göstermeselerde sıçan, fare ve tavĢandır (65-68).  Solunum 

yolu enfeksiyonları özellikle de pnömoni geçmiĢte olduğu gibi önümüzdeki yıllarda 

da önemli bir sağlık sorunu olarak karĢımıza çıkacaktır (69). Bizde pnömoninin, 

özellikle P aeruginosa pnömonisinin halen hem toplumda, hem çocuklarda hemde 

kistik fibrozis gibi kronik hastalıklarda önemini koruması ve altta yatan patolojinin 

ve bakterinin virülans faktörleri tam anlaĢılamadığı için P aeruginosa üzerinde 

çalıĢmaya ve deneysel pnömoni modeli oluĢturrarak etyopatogenezi ortaya koymayı 

ve yeni tedavi modalitelerine kaynak olmayı hedefledik.  

Pnömoni ile ilgili çalıĢmalarda değiĢik hayvan türleri kullanılmıĢtır. Ancak 

insanlardaki pnömoniye birebir benzer ideal bir modelden tam olarak bahsetmek 

doğru olmaz. Bunun yerine amaçlanan Ģeye uygun modellerde çalıĢmak daha doğru 

olacaktır. Ġnsanlarda geliĢen pnömoni ile ilgili çalıĢmalarda kullanılan asıl canlılar 

memelilerdir. Primatlar filogenetik açıdan insana en yakın canlı olmakla birlikte 

büyük olmaları, üretimlerinin zorluğu ve maliyetlerinin yüksek olması nedeniyle az 

sayıdaki çalıĢmalarda kullanılmaktadır. Benzer zorluklar köpek, koyun gibi 

memeliler içinde geçerlidir. Yukarıda sayılan zorlukların aksine, fareler; 

üretimlerinin hızlı olması, küçük olmaları ve maliyetlerinin düĢüklükleri sayesinde 
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günümüzde bu tür çalıĢmalarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Fareleri cazip hale 

getiren bir baĢka neden ise genetik olarak kök hücrelerinde oynanarak değiĢik 

çalıĢma Ģekillerine uygun türlerin elde edilmiĢ olmasıdır. Kullanılacak deney hayvanı 

immunolojik olarak sağlıklı olabileceği gibi immunsüpresif de olabilir. Deney 

hayvanlarında immunsupresyon geliĢtirmek için çeĢitli metodlar kullanılır. 

Bunlardan bazıları alkol, kortkosteroid verilmesi, CD4 T hücrelerinin azaltılması, 

radyasyon uygulanmasıdır. Ayrıca yine bu amaçla genetiği değiĢtirilmiĢ çeĢitli 

fareler kullanılabilir. Bunlar içerisinde ise en sık SCID (severe combined immune-

deficient) fareler, konjenital atimik fareler veya IFN-Ɣ knockout fareler sayılabilir 

(70). Bizde bu veriler ıĢığında palandığımız çalıĢmaya en uygun tiplerden biri olan 

immün yetmezlikli bir fare tipi olan BALB/c fareyi kullandık.  

Deney hayvanı akciğerinde pnömoni oluĢturulabilmesi için çalıĢılan 

mikroorganizmanın akciğerlere ulaĢtırılması gerekir. Bunun için değiĢik metodlar 

tanımlanmıĢtır. Bunlar enfekte hayvanla temas yöntemi, aerosol yöntemi, intranasal 

yöntem, entübasyon yöntemi ve transtrekeal yöntemdir. Transtrakeal yöntem basit, 

biyokontaminasyon oluĢturma bakımından güvenli, organizmanın alt solunum 

yollarına ulaĢtığından kesin olarak emin olunabilen ve orofaringeal aspirasyona 

benzediği için bizde çalıĢmamızda pnömoni oluĢturur iken transtrakeal yöntemi 

tercih ettik.  

Deney hayvanlarından oluĢturulan pnömoni modelinde pnömoni ile ilgili 

değiĢik parametreler değerlendirilebilir. Ağır pnömoni geliĢen hayvanlarda genellikle 

uyuĢukluk, isteksizlik, aktivite azalması, uykuya meyil gibi genel bulgular 

izlenebilir. Ġstenirse radyolojik olarak da inflamasyonun varlığı gösterilebilirse de bu 

yöntem ekipman istediğinden nadiren kullanılır. Radyolojik incelemedeki en büyük 

problemlerden biri, farelerin oldukça küçük canlılar olması ve bu yüzden iyi görüntü 

elde edilememesidir. Bu nedenle bazı çalıĢmalarda daha ileri görüntüleme teknikleri 

(MR, PET gibi) kullanılmıĢtır.  

Enfeksiyonun göstergesi ve tedavinin etkinliğini takip etmede önemli bir 

parametre de kilo kaybı ve ateĢin izlenmesidir. Solunum sıkıntısının göstergesi 

olarak farelerde solunum frekansı azalır. Göğüs kafesinin geniĢlemesi kısıtlanmıĢtır. 
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Bu insanlarda izlenen tersine bir bulgudur. Ġnsanlarda hızlı ve yüzeyel bir solunum 

izlenir. Ayrıca yapılan çalıĢmalarda farelerde tidal volümün çok fazla değiĢmediği 

gösterilmiĢtir. Akciğer enfeksiyonu ilerledikçe hayvanlarda plörit, perikardit, sepsis 

ve bazen konjuktivit gibi komplikasyonların geliĢtiği izlenebilir. Enfeksiyonun 

ilerlemesi ile lökosit ve komplemen fonksiyonlarının bozulması sepsis ve ölüm 

geliĢmesine neden olur. Bunun dıĢında akciğerlerde oluĢabilecek komplikasyonlar 

biraz da çalıĢılan veya baĢka bir deyiĢle hayvana enjekte edilen mikroorganizmanın 

türüne bağlıdır. Sakrafiye edilen hayvanlardan doku ve kan kültürü ile 

mikroorganizma miktarı saptanabilir. OluĢan inflamatuar yanıtın gösterilmesinde 

bronkoalveolar lavaj (BAL) yöntemi kullanılır. BAL alınarak alveolar hücre 

populasyonu ve antikorlar, sitokinler gibi çeĢitli antiinflamatuar veya proinflamatuar 

maddeler hakkında bilgi elde edilebilir. Ġnflamatuar hücreler içerisinde nötrof iller 

oldukça önemlidir. Bilindiği gibi enfekte olmamıĢ bir hayvanda alveolar boĢlukta bu 

hücreler bulunmaz, enflamasyonun geliĢmesi ile ise alveolar boĢluklara geçerler. 

Nötrofil ve diğer inflamatuvar hücreleri göstermede kullanılan yöntemlerden biri 

morfolojik incelemedir. Bu yöntem çıkarılan dokunun makroskobik ve mikroskobik 

incelemesini kapsar. Bu çalıĢmada da P. Aeruginosa kullanarak oluĢturduğumuz 

pnömoni modelinde BAL sıvısında interlökin düzeyleri araĢtırıldı ve farelerin 

sakrafikasyonu sonrası elde edilen akciğer dokusunda histopatolojik incelemeler 

yapıldı.  

Moser ve ark. aynı hastanın 1988, 1997 ve 2003 yıllarına ait üç çift non-

mucoid ve mucoid isolatını kullanarak farelerde P. Aeruginosa akciğer enfeksiyonu 

modeli geliĢtirdiler (71). Histopatolojik incelemede inflamasyon görülen alanda > 

%90’ın üzerinde polimorfonükleer lökosit görülmesini akut, > %90’ın üzerinde 

mononükleer hücre görülmesini kronik enfeksiyon olarak değerlendirdiler. 

Ġnflamasyon durumunu ise 0 ile 3 arasında skorladılar. 0; inflamasyon yok, 1; fokal, 

2; orta ağır fokal inflamasyon, 3; nekroza giden ağır inflamasyon olarak 

değerlendirdiler ve pnömoni geliĢim durumuna karar verdiler. Yapılan çalıĢmalarda 

akut pnömonide polimorfonükleer lökositlerin bronĢial bölgede ve alveolar bölgede 

yoğun olarak gözlemlendiği ve bunların sayısının yedinci günden itibaren yavaĢ 

yavaĢ azalmaya baĢladığı gösterilmiĢtir (72,73). 
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Hope ve ark. yaptıkları bir çalıĢmada P. Aeruginosa’nın pili yapısının akut 

akciğer enfeksiyonundaki rolünü tespit etmeye çalıĢmıĢlardır (74). ÇalıĢmada 

BALB/cByJ fareler Pil+ ve Pil- P. Aeruginosa PA1244, PAO1 ve PAK mutantları ile 

intranazal instilasyon yöntemi ile enfekte edilmiĢtir. Pnömoni varlığını histopatolojik 

olarak gram negatif çomak, lökosit infiltrasyonu, fibrin depozitlerinin oluĢturduğu 

konsolidasyon, bronĢ ve alveollerin içerisinde hemoraji olup olmaması durumuna 

göre değerlendirmiĢlerdir. Yaygın lökosit infiltrasyonu ve fibrin depozitlerinin 

yaygın konsalidasyon ve hemoraji ile iliĢkili olduğunu bildirmiĢlerdir. Süpüratif 

bronkopnömoninin karakteristik göstergesi olan bronĢiyol içerisindeki 

polimorfonükleer lökosit varlığını tespit etmiĢlerdir. Hope ve ark. bu bulgularını 

literatürde yapılmıĢ olan diğer çalıĢmalarda desteklemektedir (75,76). Ayrıca akciğer 

parankiminde gram negatif çomakları fagosite etmiĢ makrofajlar olduğunu tespit 

etmiĢlerdir. ÇalıĢmalarındaki tüm fare ölümleri ilk 24 saat içerisinde gerçekleĢmiĢ ve 

bu hayvanların ölüm nedeninin sepsis olduğunu akciğer ve dalak kültürü ile tespit 

etmiĢlerdir. YaĢayan hayvanların akciğerlerinin ise 48 saat içerisinde enfeksiyondan 

temizlendiğini ve 96 saatte steril hale geldiğini gözlemlemiĢlerdir. YaĢayan 

hayvanlarda pnömoninin lokal olduğunu, normal akciğer histopatolojisi ile birlikte 

10X büyütmede fokal konsalidasyon odakları olduğunu bildirmiĢlerdir. Ölen 

hayvanlarda ise yaygın hemoraji, fibrin depozitleri ve yaygın konsalidasyon tespit 

edilmiĢtir.  

Yaptığımız çalıĢmada histopatolojik bulguları değerlendirmek için 

histopatolojik skorlama sistemi kullandık. Yapılan incelemede akciğer dokusunda 

pnömoni geliĢim durumunda gözlemlenen pnömonik konsolidasyon, konjesyon, 

inflamatuar inflamasyon ve hemoraji değerlendirildi. Yukarıda verdiğimiz 

literatürlerde de pnömoninin histopatolojik değerlendirmesi için bu parametreler 

kullanılmıĢtır. Ayrıca pnömoninin olmazsa olmaz bulgusu nötrofiller,  peribronĢial, 

perivasküler ve intraalveoler bölgelerde bulunma durumlarına göre değerlendirildi. 

Grup I’de yani P. Aeruginosa ile enfekte etmediğimiz kontrol grubunda hiç bir 

farede pnömotik konsalidasyon gözlenmedi. Ancak Grup II’de yani P. Aeruginosa 

ile enfekte ettiğimiz ve hiçbir tedavi uygulamadığımız grupta 9 farede pnömotik 

konsalidasyon gözlemlendi ve bu durum istatistiki olarak anlamlı idi. Grup I ve 
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II’deki fareler akciğer dokularındaki inflamatuar inflamasyon yönünden 

değerlendirildiğinde; Grup I’de hiçbir farede inflamatuar inflamasyon gözlemlenmez 

iken, Grup II’de tüm farelerde değiĢik derecede inflamatuar inflamasyon 

gözlemlendi. Bu durum istatistiki olarak anlamlı idi. Tüm histolojik parametrelerin 

toplanması ile elde edilen akciğer hasar skoru değerlendirildi. Grup I’in akciğer hasar 

skoru ortalaması 5,6 idi. Grup II’nin akciğer hasar skoru ortalaması 8,6 idi. Ġki grup 

arasında istatistiki olarak anlamlı fark vardı. Her iki grup akciğer dokularındaki 

nötrofil sayıları yönünden değerlendirildi. Grup I’de peribronĢial nötrofil ve monosit 

sayısı 0 idi. Grup II’de peribroĢial nötrofil ve monosit sayısı sırası ile 16,5 - 83,5 idi. 

Grup I’de perivasküler nötrofil ve monosit sayısı 0 idi. Grup II’de perivasküler 

nötrofil ve monosit sayısı sırası ile 17,5 - 72,5 idi. Grup I’de intraalveolar nötrofil ve 

monosit sayısı 0 idi. Grup II’de intraalveolar nötrofil ve monosit sayısı sırası ile 65,5 

- 24,5 idi. Tüm nötrofil verileri bakımından Grup I ve II arasında istatistiki olarak 

anlamlı fark vardı. Tüm veriler değerlendirildiğinde bize BALB/c farelerde baĢarılı 

bir P. Aeruginosa pnömoni modeli oluĢturduğumuzu ispatlamaktadır. Özetle 25-30 

μl (1x107 CFU olarak sıvı besiyeri içinde) P. Aeruginosa PAO-1’in BALB/c farelere 

intratrakeal yöntemle uygulanması ile baĢarılı bir Ģekilde P. Aeruginosa pnömoni 

modeli oluĢturulabilmektedir.  

Boyd ve ark. yaptıkları bir çalıĢmada oral simvastatin tedavisinin pnömokokal 

pnömoni deki akut akciğer hasarı üzerine etkisini değerlendirmiĢlerdir (77). 

ÇalıĢmalarında 12-16 haftalık diĢi BALB/c fareleri kullandılar. Fareleri 3 gruba 

ayırdılar. Birinci grup sadece kemirgen besini alan kontrol grubu, ikinci grup düĢük 

doz simvastatin verilen grup ve üçüncü grup yüksek doz simvastatin verilen grup idi. 

Farelerin akciğerlerinde histopatolojik inceleme, BAL sıvılarında albümin ve sitokin 

analizi ve akciğerde ICAM-1 seviyesi değerlendirmesi yaptılar. Farelerin 

akciğerlerindeki pnömokok titrelerinde, bakteri verildikten 24 saat sonra yapılan 

analizlerde bakteri titreleri bakımından gruplar arasında fark tespit etmediler. 42 saat 

sonra ise kontrol grubundaki bakteri yoğunluğu düĢük doz simvastatin alanlardan 50 

kat yüksek doz simvastatin alanlardan ise 100 kat fazla olduğunu tespit ettiler. Bu 

bulgular ile uyumlu bir Ģekilde histopatolojik analizlerde yüksek doz simvastatin alan 

grupta akciğerlerde konsolidasyon, ödem ve hemorajinin diğer gruplara göre daha az 
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gözlemlendiğini tespit ettiler. BAL sıvısında 24. saatte yaptıkları değerlendirmede 

düĢük doz simvastatin alan grup ile kontrol grubu arasında TNF-α, IL 6, IL 10, IL 

12, MCP 1 ve IFN ɣ bakımından istatistiki olarak anlamlı bir fark tespit 

etmemiĢlerdir. Yüksek doz simvastatin alan grupta da fark tespit etmemiĢlerdir. 

Yapılan insan çalıĢmalarında toplum kaynaklı pnömoniye karĢı IL 6 ve TNF-α nın 

koruyucu olduğunu ancak kendi çalıĢmalarında böyle bir bulguyu destekleyecek 

veriye ulaĢamadıklarını bildirmiĢlerdir.  

P. Aeruginosa akciğer enfeksiyonuna karĢı en bilinen erken konak cevabı pro-

inflamatuar sitokin IL 1β’ nın salınımıdır (78). Pro-IL 1β, sistin proteaz caspas 1 

tarafından aktif formuna çevrilir. In vivo caspas 1 ve takip eden IL 1R 

sinyalizasyonu enfeksiyon bölgesine hızlı nötrofil toplanması için gereklidir (78). IL 

1R sinyal yokluğunda ölçülebilir Ģekilde akciğerlerden erken P. Aeruginosa 

temizlenmesi azalmaktadır (78). P. Aeruginosa tarafından oluĢturulan akciğer 

enfeksiyonunda enfekte hava yollarında yaygın nötrofil toplanması olmaktadır. 

Nötrofiller akut pulmoner enfeksiyonda P. Aeruginosa nın temizlenmesinde primer 

rol oynamaktadırlar. Akciğerlerde P. Aeruginosa yı ilk karĢılayan immün hücreler 

alveolar makrofajlardır. Makrofajlar bakterileri çevreleyerek öldürürler ancak P. 

Aeruginosa enfeksiyonlarında patojen algılama rolleri birincil öneme sahiptir. Murin 

alveolar makrofajları P. Aeruginosa lipopolisakkarit ve flajeline karĢı kemokinler ve 

sitokinler (TNF-α ve IL6) salgılamaktadırlar. Yani makrofajların nötrofil toplayıcı 

kemokinleri üretme kapasitesi vardır (79).   

Skerrett ve ark. yaptıkları bir çalıĢmada TNFR1/TNFR 2 (TNF-α veya onun 

reseptöründe genetik eksiklik) rodentlerde P. Aeruginosa T3SS pozitif PAK suĢu ile 

akciğer enfeksiyonu oluĢturmuĢlardır (80). Genetik defektli rodentlerin vahĢi tip 

kontrollere göre daha hızlı bu suĢu akciğerlerinden temizlediklerini ve nötrofil 

sayılarının genetik defektlilerde 2 kat fazla olduğunu bildirmiĢlerdir. Ancak bu 

veriler Lee ve ark. bildirdiği veriler ile çeliĢmektedir (81). Onlar TNF-α defektli 

farelerin genetik defektsizlere göre nötrofil toplanmasında yetersiz kaldıklarını ve 

genetik defekti olanların akciğerinde 5-log P. Aeruginosa yükü olduğunu 

bildirmiĢlerdir. Literatürdeki çalıĢmalar genel olarak değerlendirildiğinde, TNF-α 

sinyallerinin akciğerden bakteriyel temizlemede etkin olduğunu Lee’nin çalıĢması 
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hariç göstermektedir (82-85). TNF-α’ nın sadece pro-inflamatuar etkisi olamayabilir, 

aynı zamanda Muc 1 ve IL 10 gibi antiinflamatuar moleküllerin ekspresyonunu da 

uyarmaktadır (86,87). 

IL 10 antiinflamatuar bir sitokindir ve P. Aeruginosa infeksiyonundan 24 saat 

sonra pro-inflamatuar sitokin ve kemokin seviyeleri azalmaya baĢladığı zaman 

üretimi pik yapar (88). IL 10’ un akciğer enfeksiyonlarındaki rolü kompleks bir 

süreçtir ve postsepsis immünsüpresyon modellerinde olduğu gibi molekülde artıĢ 

gözlemlenir veya transgenik farelerin akciğerlerinde IL 10 aĢırı üretimi P. 

Aeruginosa akciğer enfeksiyonuna cevap olarak oluĢan koruyucu pro-inflamatuar 

cevabı azaltabilir (89-91). Diğer taraftan IL 10 eksikliğinde endotoksin ve enfekte 

edici patojenlere karĢı pro-inflamatuar cevapta artıĢ beklenilebilir (92). Aslında IL 10 

defektli fareler, T3SS ekzotoksini eksprese etmeyen veya Flajel gibi pro-inflamatuar 

yüzey yapısına sahip olmayan M5715 P. Aeruginosa mukoid suĢu ile enfekte 

edildiklerinde, kontrol grubuna göre uzamıĢ ve hafif derece yüksek pro-inflamatuar 

yanıt oluĢturdukları gözlemlenmiĢtir (93). Ama, bu modelde hem kontrol hemde IL 

10 defekti olan fareler 6. günde P. Aeruginosa’dan temizlenmiĢlerdir. Bu sonuçlar 

Sawa ve arkadaĢlarının P. Aeruginosa enfeksiyon oluĢumundan 1 saat önce ve 8 saat 

sonra rekombinant IL 10 uygulamalarının surveyde ve murin ölümünde parsiyel bir 

düzelme sağladığı sonucuna ulaĢtıkları çalıĢmaları ile çeliĢki oluĢturmaktadır (94). 

Ancak yazarlar IL 10 uygulamasının inflamatuar yanıt üzerindeki etkisini 

bildirmemiĢlerdir. Belkide surveyde gözlenen düzelme nötrofil yanıtı ile iliĢkili olan 

doku hasarındaki azalmaya bağlı olabilir. Özetle tüm bu çalıĢmalar akciğerlerden P. 

Aeruginosa’nın temizlenmesinde nötrofillerin toplanması gerektiği ve pro-

inflamatuar sitokinlere karĢın IL 10 artıĢının bu patojenin kontrolü ve temizlenmesini 

azalttığı konusunda görüĢ birliği içerisindedirler.  

 TNF-α, IL 1β ve IL 6’nın değiĢik inflamatuar yanıt kaskatını baĢlattıkları 

bilinmektedir. Aynı zamanda bu sitokinler kilo kaybı, protein katobolizması, 

anoreksi ve ateĢde de rol almaktadırlar (95-97). P. Aeruginosa enfeksiyonunun erken 

evrelerinde dolaĢımda ki IL 6 düzeyleri artmaktadır. Kistik fibrozisli hastalarda 

dolaĢımda IL 6 tespit edilebilmektedir ve bu sitokinin konsantrasyon ölçümleri 

akciğer yayılımı ile iliĢkili bulunmuĢtur. Nixon ve ark. sistemik antibiotik tedavisi 
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sonrası bu sitokinin kan konsantrasyonunda azalma olduğunu göstermiĢlerdir, 

dolayısı ile dolaĢımdaki IL 6 seviyesi akciğer enfeksiyonu ve enflamasyonla 

iliĢkilidir (98). IL 6 kaĢeksi ve akut faz yanıtını yöneten bir pro-inflamatuar bir 

mediatör olarak değerlendirilmektedir (99). Aynı zamanda IL 6, TNF-α ve IL 1β gibi 

pro-inflamatuar mediatörleri düzenlediğinden dolayı anti inflamatuar yapıya sahiptir 

(100).  

Özetle yapılan çalıĢmalarda TNF-α, IL 1β ve IL6’nın pro-inflamatuar yapıya 

IL 10 ve IFN-’ nın antiinflamatuar yapıya sahip olduğu gösterilmiĢtir. Klebsiella 

pneumoniae veya Streptococcus pneumoniae ile oluĢturulan pnömoni modellerinde 

savunmanın baĢlamasında proinflamatuar sitokinler anahtar mediatörlerdir (101). 

Ancak birçok çalıĢmada P. Aeruginosa pnömonisinde bu mediatörlerden bazılarının 

bakteriyel temizlenmeyi inhibe ettiklerinden dolayı konak savunmasında zararlı bir 

rol oynadıkları ortaya konulmuĢtur. Aslında enfeksiyona karĢı azalmıĢ duyarlılık 

IFN-ᴕ reseptör, TNF tip 1 reseptör veya IL 18 defektli farelerde tespit edilmiĢ ve IL 

10 un koruyucu etki gösterdiği ortaya konmuĢtur (80, 94, 101-103).  

Ġnbred farelerin C57BL/6 ve C3H/HeN gibi bazı türleri P. Aeruginosa ile 

enfeksiyon durumunda predominant olarak T hücrelerinden interferon gama 

salımnımı ile karakterize T helper 1 (TH1) tipi immün yanıta eğilim gösterirken, 

BALB/c gibi diğer türler predominant olarak T hücrelerinden IL4 ve IL 10 salınımı 

ile karakterize TH2 tipi immün yanıta eğilim gösterirler (104-107). Kistik fibrozis 

hastalarında P. Aeruginosa enfeksiyonuna bağlı uyarılmıĢ konak yanıtı nötrofillerin 

toplanması ve baskın TH2 yanıtı ve IL 4 üretimi ile karakterizedir (108, 109). IL 4 

primer olarak TH2 hücreler ve mast hücreleri tarafından üretilen bir sitokindir. IL 4 

iĢlenmemiĢ CD4+ T hücrelerin TH2 alt tiplerine farklılaĢmasını uyarır ve TH1 

hücrelerin diferansiasyonunu inhibe eder fakat aynı zamanda birçok inflamatuar 

hücrenin diferansiasyonunu, proliferasyonunu ve aktivasyonunu arttırır. IL 4 

varlığında antijen sunumu immünglobilin E antikorlarının formasyonuna yol açar, 

eozinofillerin ve mast hücrelerinin enfeksiyon veya inflamasyon alanına 

migrasyonunu arttırır (110). P. Aeruginosa enfeksiyonu ile iliĢkili akciğer hasarı, 

akciğer parankimindeki organizmanın yıkıcı etkileri ile iliĢkilidir ve nötrofil ve diğer 
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inflamatuar mediatörlerin aktivasyonu ile Ģiddetlenebilir (111). Daha öncede 

belirttiğimiz gibi P. Aeruginosa’nın sebep olduğu akciğer enfeksiyonlarında IL1, IL 

6, IL8 ve TNF α gibi değiĢik sitokinlerin üretimi artar. Solunum sisteminin P. 

Aeruginosa’dan temizlenmesinde değiĢik faktörler rol oynar. IL 4 hem akut hemde 

kronik akciğer etkilenmelerinde P. Aeruginosa’dan temizlenmeyi arttırır. IL 4 ün 

akciğerleri koruma mekanizması tam olarak anlaĢılamamıĢır. In vitro çalıĢmalar IL 4 

ün lökosit fonksiyonlarının modülatörü olduğunu ortaya koymuĢtur. IL 4, nötrofil, 

monosit ve makrofajların yüzeyinde kompleman reseptörlerinin (CR1,CR3, CR4) 

ekspresyonunu arttırır ve bu hücreler tarafından yapılan kompleman bağımlı 

fagositozu arttır (112-114). Ayrıca IL 4 makrofajların üzerindeki mannoz reseptör 

ekspresyonunun potent bir uyarıcısıdır (115). IL 4 nötrofil ve makrofajların 

maturasyonunu, diferansiasyonunu ve proliferasyonunu destekler (112, 113, 116-

119).  IL 4 makrofajlarda süper oksit radikallerinin üretimini azaltır (120-122). IL 4 

makrofajlardan inflamatuar sitokinler olan IL 1β ve TNF α salınımını süprese eder 

(123). IL 4 ve IL 10 bazı antiinflamatuar özellikleri paylaĢırlar ve IL 4’ ün IL 10 

sentezini ayarladığı bildirilmiĢtir (112, 119, 122, 124). Bakterilerin efektif 

temizlenmesi için gerekli olan inflamasyon akciğerlerin akut ve kronik olarak IL 4’e 

mazur kalması durumunda artar. Eksojen IL 4 uygulamasının farelerde P. 

Aeruginosa temizlenmesini arttırdığı ve enfeksiyonun tedavisinde yeni bir strateji 

olabilceği bildirilmiĢtir (125).  

Moser ve ark. yaptıkları çalıĢmada erken non mukoid veya geç mukoid suĢlar 

ile enfekte ettikleri farelerde yüksek MIP-2 (IL 8 anoloğu) üretimi tespit etmiĢlerdir 

ve bu gözlemlerinin kistik fibrozisli hastalarda IL 8 in nötrofil kemoatraktanı olma 

durumu ile uyumlu olduğunu bildirmiĢlerdir (71). Azghani ve arkadaĢlan 

Pseudomonas elastazının (PE) alveolar epitelyal hücrelerde IL-8 üretimi ile mitojen 

aktive eden protein kinaz (MAP: mitogen activated protein kinase) aktivitesini 

indükleyip indüklemediğini araĢtırarak, konak havayolu inflamatuar cevabı kadar 

bakteriyel ürünlerin de Pseudomonas enfeksiyonlarında önemini ortaya koymaya 

çalıĢmıĢlardır. A549 epitelyal hücrelerinde, Pseudomonas elastazının MAPK 

yolağının ekstraselüler sinyal düzenleyici proteinlerinin (ERK 1/2: extracellular 

signal-regulated proteins) fosforilasyonunu indüklediğini göstermiĢlerdir. 
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Pseudomonas elastazınm aynı zamanda IL-8 üretimini arttırdığını bulmuĢlardır. PE, 

MAPK yolağının ERKĠ/2 kolunu aktive ederek IL-8 artıĢını indüklemektedir. Bu 

çalıĢma ile PE'nin IL-8 ekspresyonunu düzenleyen hücresel sinyal mekanizmaları 

aracılığıyla pulmoner inflamasyonu arttırabileceği bildirilmiĢtir (126). IL 8 nötrofil 

elastazın indüklediği goblet hücre metaplazisinde ve hava yollarının epitelyumunda 

Muc5ac üretiminde önemli bir role sahiptir (127). Kistik fibrozisli hastaların 

balgamlarındaki artmıĢ IL 8 seviyeleri, kronik enfeksiyon, nötrofil inflamasyonu ve 

ilerleyici hava yolu yıkımının sonucudur (128). Respiratuar epitelyal hücreler P. 

Aeruginosa enfeksiyonuna karĢı geliĢen immün yanıtta kritik role sahiptir (129). P. 

Aeruginosa’ya maruz kalan epitel hücreleri vasküler alandan hava yollarına nötrofil 

ekstravazasyonundan asıl sorumlu kemokin olan IL 8’i üretirler (130). IL8 ve 

nötrofiller P. Aeruginosa ile enfekte hastaların akciğerlerinde artmıĢ miktarlarda 

bulunurlar (131). P. Aeruginosa’nın Flajel ve pili gibi yapıları IL 8 üretimini 

uyarmaktadır (132,133).  

IL 12, interferon gama üretimini sitümile eder ve bu durum IL 18 tarafından 

arttırılır ve hücresel immünite geliĢir (134,135). IL 18 in direkt pro-inflamatuar 

etkileri nükleer faktör kB aktivasyonunu ve TNF-α, IL 1β, IL 6 ve IL 8 gibi 

sitokinlerin uyarılmasını ve nötrofillerin aktivasyonunu içerir (136-138). Gram 

negatif bakterilerin dıĢ membranındaki lipopolisakkaritler güçlü bir immün yanıta 

neden olan endotoksinlerdir. Ġn vitro olarak lipopolisakkaritlerin sitümüle ettiği 

lökositler TNF-α ve IL 12 gibi bakteriyi öldüren fakat aynı zamada konakta ağır 

doku hasarınada neden olan pro-inflamatuar sitokinlerin sekresyonunu uyarır. 

Dolayısı ile bu savunma sisteminin over aktivasyonunun düzenlenmesi çok 

önemlidir. IL 12’nin kritik rolü sadece TH1 immün cevap ve hücre içi 

mikroorganizmalara karĢı konak savunması için tanımlanmamıĢ aynı zamanda hücre 

dıĢı mikroorganizmalarla mücadelede de tanımlanmıĢtır (139,140). Yamamoto ve 

ark. IL 12’nin bakteriyel pnömoninin erken fazında enfekte akciğer dokusuna 

nötrofil toplanmasını arttırdığını gösterdiler (141). Enfekte akciğer dokusunda TNF-

α üretimi IL 12’ye bağımlıdır. IL 12 hem nötrofiller hemde NK hücreleri için 

kemotaktik bir faktördür ve onların vasküler endotelial hücrelere adheransını uyarır 

(142). Yapılan bir çalıĢmada anti IL 12 antikor tedavisi verilerek bleomisinin 
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indüklediği pnömopatiden korunmuĢlardır ve IL 12’nin akciğer doku hasarı ile 

yakından iliĢkili olduğu tespit edilmiĢtir (143,144). IL 12 aynı zamanda 

anjiogenezisle iliĢkili olan matriks metalloproteinaz 9 ekspresyonunu da 

azaltmaktadır (145).  

IL 19 biyolojik rolü henüz tam anlaĢılamamıĢtır ve sitokinlerin IL 10 ailesine 

üyedir. IL 19’un insan sağlığı açısından önemli olduğu düĢünülmektedir çünkü 

mesela astımda artmıĢ IL 19 seviyelerinin gözlemlendiği bildirilmiĢtir (146,147). 

Ayrıca IL 19 psöriazis, derinin otoimmün hastalıkları ve romatoit artrit ile iliĢkilidir 

(148-151). Ġnsan ve farelerin bronĢial epitel hücreleri TH2 sitokinleri ile 

sitümülasyon sonrası artmıĢ IL19 üretimi olduğu gösterilmiĢtir (147,152). IL 10 

ailesi Il 19, IL 20, IL 22 (IL-TIF), IL 24 (MDA-7) ve IL 26 (AK155) den 

oluĢmaktadır (153). IL 19 bunlardan IL 20 ve 24 ile homolog yapı gösterir ve IL 20 

reseptör α (IL-20Rα) ve β sub ünit (IL-20Rβ) hetrodimeri tarafından oluĢturulan 

reseptörü paylaĢırlar (154-155). Bunlar IL 19 un bilinen resptörleridir fakat IL 20 ve 

24’ün ikinci bir resptör zincirleride (IL22Rβ/IL-20Rβ) vardır. IL 19’un reseptörler 

kompleksine bağlanması sinyal transdüserlerini ve transkripsiyon aktivatör (STAT) 

yolaklarını (özellikle STAT 1 ve STAT 3) aktive eder (155). Ġn vitro çalıĢmalar 

lipopolisakkaritlerin insan monositlerini sitümüle ederek IL 19 mRNA 

ekspresyonunu upregüle edebileceğini ve recombinant IL 19’un fare monositlerini 

uyararak IL 6, TNF-α gibi pro-inflamatuar sitokinlerin ve IL 10 gibi antiinflamatuar 

sitokinlerin üretimini uyarabilir (156).  

Yaptığımız çalıĢmada BAL sıvısında yukarıda özetlediğimiz literatür 

çerçevesinde IL4, IL 8, IL 10, IL 12 ve IL19 seviyelerini değerlendirdik. Pro 

inflamatuar sitokinlerden olan TNF-α, IL 1β ve IL 6 seviyesini ise değerlendirmedik. 

Çünkü bu sitokinlerin seviyeleri literatürde de bahsedildiği gibi P. Aeruginosa 

uygulamasından 24 saat sonra azalmaya baĢlamakta idi. Biz ise farelerimizden BAL 

sıvısını P. Aeruginosa uygulamasından 7 gün sonra aldık. Grup I’de BAL sıvısında 

IL 4 ortalaması 0,065 idi. Grup II’de BAL sıvısında IL 4 ortalaması 0,04 idi ve her 

iki grup arasında istatistiki olarak anlamlı bir fark yok idi. Grup I’de BAL sıvısında 

IL 8 ortalaması 0,381 idi. Grup II’de BAL sıvısında IL 8 ortalaması 0,308 idi ve her 

iki grup arasında istatistiki olarak Bonferroni düzeltmesine göre anlamlı bir fark yok 
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idi. Grup I’de BAL sıvısında IL 10 ortalaması 0,128 idi. Grup II’de BAL sıvısında IL 

10 ortalaması 0,131 idi ve her iki grup arasında istatistiki olarak Bonferroni 

düzeltmesine göre anlamlı bir fark yok idi. Grup I’de BAL sıvısında IL 12 ortalaması 

0,049 idi. Grup II’de BAL sıvısında IL 12 ortalaması 0,052 idi ve her iki grup 

arasında istatistiki olarak Bonferroni düzeltmesine göre anlamlı bir fark yok idi. 

Grup I’de BAL sıvısında IL 19 ortalaması 0,932 idi. Grup II’de BAL sıvısında IL 19 

ortalaması 0,764 idi ve her iki grup arasında istatistiki olarak anlamlı bir fark yok idi. 

Özetle yaptığımız çalıĢmada kontrol grubu (Grup I) ve sadece pnömoni oluĢturulan 

grup (Grup II) arasında IL4, IL 8, IL 10, IL 12 ve IL19 seviyeleri bakımından 

istatistiki olarak fark tespit etmedik. Bu durum literatür ile çeliĢiyor gibi 

gözükmektedir. Ancak unutulmaması gereken nokta literatürdeki çalıĢmaların 

standart olmadığıdır. ÇalıĢmalarda kullanılan fare türleri birbirinden farklıdır. Her bir 

farenin immün yanıt durumuda farklılık arz etmektedir. Aynı zamanda çalıĢmalarda 

kullanılan P. Aeruginosa suĢlarıda farklılık arz etmektedir. Bazı çalıĢmalarda direkt 

hastalardan elde edilmiĢ izolatlar kullanılmıĢ iken bazılarında klinik izolatlar 

kullanılmıĢtır. Deneylerde oluĢturulan pnömoni modelleride farklılık arz etmektedir. 

Bazı çalıĢmalarda örneğin P. Aeruginosa aljinat içene gömülerek verilmiĢ ve sadece 

bakterisiz aljinatın bile akciğerde immün sistemi uyardığı bilinmektedir. Ek olarak 

deneylerde enfeksiyon oluĢturmak için kullanılan P. Aeruginosa miktarı da standart 

değildir. BAL sıvısının toplanma metodu ve toplanma zamanıda çalıĢmalarda 

değiĢiklik arz etmektedir. Ancak tahminimize göre bu durumu en iyi açıklayan 

hipotez Chmiel ve ark. çalıĢması değerlendirildiğinde ortaya çıkmaktadır (93). Bu 

çalıĢmada P. Aeruginosa ile enfekte edilen fareler 2, 4, 6 ve 8’inci günde sakrafiye 

edilerek değerlendirilmiĢlerdir. Sonuç olarak farelerdeki sitokinlerin genel olarak 

ikinci günde en üst konsantrasyona ulaĢtıkları daha sonra düĢmeye baĢladıklarını ve 

8’inci günde bazal seviyeye yaklaĢtıklarını bildirmiĢlerdir. Muhtemel olarak bizim 

çalıĢmamızda Grup I ile Grup II sitokin seviyelerinin arsında fark çıkmamasının 

nedeni de bu olabilir diye düĢünmekteyiz. Kesin olarak bildiğimiz, deneyimizde 

baĢarılı bir Ģekilde pnömoni oluĢturduğumuzdur ve bunu da zaten histopatolojik 

olarak yukarıda ispatlamıĢtık. Özetle 10-12 haftalık diĢi BALB/c farelerde 25-30 μl 

(1x107 CFU olarak sıvı besiyeri içinde) P. Aeruginosa PAO-1 ile intratrakeal 

yöntemle baĢarılı bir Ģekilde pnömoni oluĢturulmakta ve 7. Günde bu farelerin BAL 
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sıvısında yapılan incelemede IL4, IL 8, IL 10, IL 12 ve IL19 sitokin seviyelerinde 

farklılık gözlenmemektedir.  

Prokaryotik organizmalarda hücreler arası iletiĢim, “quorum sensing”, yeter 

çoğunluğun algılanması olarak adlandırılmaktadır. Ortamda rahatlıkla difüze olabilen 

küçük sinyal moleküllerinin üretildiği ve bunların bakteri hücreleri tarafından 

algılanabildiği bu fenomen, bakteri hücrelerinin çok hücreli organizmalarda olduğu 

gibi “eĢ güdüm” içinde hareket edebilmesini sağlamaktadır (157). Bakteri 

hücrelerinin eĢ güdümünü gerektiren, “quorum sensing” ile regüle edildiği 

gösterilmiĢ olan çeĢitli fenotipik özellikler arasında ekzopolisakkarid üretimi, 

biyofilm oluĢumu, motilite, antibiyotik sentezi, virülans faktörlerinin sentezi yer 

almaktadır (158-160). P. Aeruginosa 'da QS sisteminin virülansla ilgili genleri regüle 

ettiği in-vitro koĢullarda gösterilmiĢtir. Örneğin, Las sistemi elastaz, alkalen proteaz 

gibi ekzoenzimlerin sentezinden, ekzotoksin A yapımından, biyofilm oluĢumundan, 

sekresyon aparatı, katalaz, hemolizin ve siderofor oluĢumundan sorumludur. Rhl 

sistemi ise ekzoenzimlerden elastaz yapımını, lektin, hidrojen siyanid, rhamnolipid, 

siderofor ve sekresyon aparatının oluĢumunu kontrol etmektedir (161, 162). Birden 

fazla virülans faktörünün eĢ zamanlı olarak kaybının P. Aeruginosa 'nın farklı 

bölgelerde kolonizasyon ve çoğalma kabiliyeti üzerine etkisi ise bilinmemektedir. 

Eğer P. Aeruginosa QS sistemleri gibi çoklu virülans faktörlerinin majör bir 

regülatöründe bir defekt taĢıyorsa bu olasılık ortaya çıkabilir. Günümüzde dirençli 

bakterilerin hızla yayılımı birçok hastalığın tedavisini zorlaĢtırmakta bazı durumlarda 

mümkünsüz kılmaktadır. Bu nedenle, her yıl milyonlarca dolar yeni antibiyotiklerin 

geliĢtirilmesi için harcanmakta ancak hızla geliĢen bakteriyel direnç daha eczane 

raflarına ulaĢmadan önce antibiyotiklerin etkilerini kaybetmeye baĢlamalarına neden 

olmaktadır. ĠĢte tamda bu noktada QS sistemi bizler için bu kısır döngüyü kırmada 

bir umut olmuĢtur. Özellikle P. Aeruginosa gibi sıkıntılı klinik tablolara yol açan, 

dirençli bakterilere karĢı QS sistemi bizlere yeni umutlar vaat edebilir.   

Makrolidler, en iyi bilinen antiinfektiflerdendir. Fakat aynı zamanda 

immunsupresyon ve immünmodülasyon gibi önemli farmakolojik özellikleri vardır. 

GĠS motor stimulasyon aktivitesi, antikanser, antianoreksijenik etkisi gibi çok 

değiĢik etkileri bulunmaktadır (163). Eritromisin ve diğer makrolidlerin önemli 
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immünomodülatör etkileri vardır. Diffüz panbronĢiyolitis (DPB) ve kistik fibrozis 

(KF) gibi hipersekresyon durumlarının tedavisinde faydalı olduğu bulunmuĢtur 

(164). Bu etki özellikle eritromisin, klaritromisin ve azitromisin gibi 14-15 üyeli 

makrolidlerde görülmüĢtür. Bu makrolidlerin serum ve bronkoalveaolar lavaj 

sıvısında sitokin ve mukus hipersekresyonunu düĢürdükleri bildirilmiĢtir (165). 

Saiman ve arkadaĢları kistik fibrozis hastalarında P.Aerugınosa’ya bağlı kronik 

infeksiyonu olan hastalarda azitromisin tedavisini değerlendirmiĢlerdir. Hastalara 

randomize olarak azitromisin ve plesebo verilmiĢ, azitromisin verilenlerde pulmoner 

fonksiyonlarda ve yaĢam kalitesinde iyileĢme, pulmoner alevlenmelerde azalma 

bulunmuĢtur (54). Makrolid antibiyotiklerin önemli bir anti-pseudomonal aktivitesi 

bulunmadığı için bu iyileĢmenin antimikrobiyal etkiye bağlı olamayacağı 

düĢünülmektedir.  

Azitromisin tedavisinin kronik P. Aeruginosa enfeksiyonu olan çocuk ve 

yetiĢkin kistik fibrozisli hastalarda akciğer fonksiyonlarında düzelme sağladığı 

yapılan birçok çalıĢmada gösterilmiĢtir (166). Azitromisinin bu etkiyi QS sistemini 

inhibe ederek ve inflamasyonu azaltarak gösterdiği düĢünülmektedir, çünkü 

azitromisinin P. Aeruginosa’nın büyümesini inhibe etmediği bilinmektedir (52). Bu 

ajan, 50S ribozomal alt üniteye bağlanarak polipeptid uzamasını bloke eder ve bunun 

sonucunda protein sentezini inhibe ederek bakteriyostatik etki gösterir. Azitromisin 

özellikle Mycoplasma, Legionella ve Chlamydia türleri ile meydana gelen pulmoner 

enfeksiyonların tedavisinde ya da penisiline alerjisi olan hastalarda Gram pozitif 

bakteriler ile meydana gelen enfeksiyonların tedavisinde kullanılmakta olup, bu 

antibiyotiğin antipseudomonal tedavideki yeri yok denecek kadar azdır. Ancak 

deneysel çalıĢmalar, uzun süreli azitromisin tedavisinin kistik fibrozisli hastalarda 

yararı olabileceği yönündedir. Yapılan in-vitro çalıĢmalar 2 mg/ml azitromisinin, P. 

Aeruginosa'da elastaz ve rhamnolipid sentezini inhibe ettiğini göstermiĢtir (53). 

Ayrıca azitromisin sinyal moleküllerini kodlayan genin transkripsiyonunu %80 

oranında düĢürmekte, bunun sonucunda sinyal moleküllerinin sentezi yaklaĢık %90 

oranında inhibe olmaktadır. Dolayısıyla makrolid kullanımının, sinyal molekül 

sentezini inhibe ederek kısmen de olsa doku hasarını önleyebileceği düĢünülmektedir 

(53). Bu bulguyu desteklemek amacıyla yapılan çok merkezli bir klinik çalıĢmada, 
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altı yaĢ üzerinde ve bir seneden daha uzun süre P. Aeruginosa ile kolonize olan kistik 

fibrozisli hastalarda haftada üç gün altı ay boyunca uygulanan azitromisin 

tedavisinden sonra plasebo grubuna göre hasta grubunda enfeksiyonun Ģiddetinin 

azaldığı, pulmoner fonksiyonların iyileĢtiği ve kilo alımının belirgin ölçüde arttığı 

saptanmıĢtır (54). Ancak büyük çok merkezli plasebo kontrollü bir çalıĢma bu 

hipotezden yola çıkarak, en az bir yıldır kültürde P. Aeruginosa’sı negatif olan genç 

eriĢkin ve çocuklara gün aĢırı kilolarına göre 250 veya 500 mg azitromisin tedavisi 

uygulamıĢtır (167). 24 haftalık tedavi sonucunda azitromisin tedavisi alan grupta 

akciğer fonksiyonlarında düzelme gözlemlenmemiĢtir. Ancak tedavi alan grup 

plasebo grubu ile karĢılaĢtırıldığında alevlenmelerde ve öksürükte tedavi alan grupta 

azalma olduğu tespit edilmiĢtir. Buna karĢın tedavi alan grupta anlamlı derecede 

fazla makrolid dirençli S. Aureus ve H. İnfluenzae tespit etmiĢlerdir.  

Yapılan in vitro çalıĢmalar makrolidlerin makrofaj fonksiyonlarını ve bronĢial 

epitel hücrelerinin pro inflamatuar yanıtını düzenlediğini ortaya koymuĢtur. 

Klaritromisin P. Aeruginosa’nın Flajel yapısına yanıt olarak normal hava yolu 

hücrelerinin erken fazda ürettiği IL 8’i baskılamaktadır (168). Azitromisin selektif 

olarak kistik fibrozislilerin epitel hücrelerinde TNF-α ekspresyonunu azaltmaktadır 

(169). Azitromisin makrofajlar tarafından apopitotik hücrelerin fagosite edilmesini 

arttırmaktadır (170). Bu antiinflamatuar etkilerine ek olarak azitromisin P. 

Aeruginosa’nın QS den sorumlu genlerinin transkripsiyonunu inhibe etmektedir, 

bunlar biofilm oluĢumunu ve virülans faktörlerinin düzenlenmesini kontrol ederler 

(52). Azitromisin aynı zamanda tip IV pili yapısını inhibe ederek bakterinin biyofilm 

oluĢturması için gerekli olan titreĢim hareketini kısıtlar ve bakterinin fagositoza 

duyarlılığını arttırır (171). Kronik olarak P. Aeruginosa ile enfekte edilmiĢ farelerde 

makrolid tedavisi CD4+/CD8+ oranını ve lenfosit sayısını normalize eder iken IL 1β, 

IL 2, IL 4, IL 5, IFN- ve TNF-α’nın akciğer seviyelerini azaltmaktadır (172,173). 

Azitromisin kistik fibrozisli farelerde spontan olarak veya lipopolisakkarit uyarımı 

ile oluĢan akut inflamasyonu azaltmaktadır (174). Ek olarak P. Aeruginosa ile 

enfekte farelerde QS sistemini inhibe ederek bakteriyel yükü ve nötrofil 

infiltrasyonunu da azaltmaktadır (175).  
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Tsai ve ark. yaptıkları çalıĢmada kistik fibrozisli fareleri mukoid P. Aeruginosa 

ile enfekte etmiĢlerdir (176). Fareleri bakterinin verilmesinden sonra 3 ve 5’inci 

günlerde sakrafiye etmiĢlerdir. Hayvanalrın yaĢam sürelerini, akciğerlerindeki 

bakteri yükünü, inflamasyonu, sitokin seviyelerini, beĢinci gündeki apopitotik hücre 

sayılarını değerlendirmiĢlerdir. Yaptıkları değerlendirme sonucunda kistik fibrozisli 

farelerin akciğerinde 20 mg/kg azitromisin tedavisinin inflamasyonu ve bakteri 

yükünü anlamlı derecede azalttığını bildirmiĢlerdir. Bu etkinin akciğerde azalmıĢ IL 

1β, IL 6, IL 17, TNF-α, MCP-1, KC ve artmıĢ IFN- sitokin seviyesi ile iliĢkili 

olduğunu tespit etmiĢlerdir. Yazarlar nötrofilik inflamatuar cevabın akciğerlerden P. 

Aeruginosa’nın temizlenmesi için gerekli olduğunu, ancak paradoksal olarak 

azitromisinin hem akciğer inflamasyonunu hemde bakteriyel yükü azalttığını 

belirtmektedirler. Akciğer enfeksiyonu oluĢturmadan önce makrolit tedavisi 

verdikleri farelerde yüksek mortalite gözlemlediklerini bildirmiĢlerdir. Enfeksiyon 

bir defa geliĢtimi nötrofillerden salınan elastaz ile doku hasarı artmakta ve daha çok 

nötrofil ilgili alana toplanmaktadır. Azitromisin tedavisinin akciğerlerde 

inflamasyonu azaltarak surveyi uzattığını bildirmiĢlerdir. Azitromisinin akciğerlerde 

IFN- seviyesini arttırdığını IL 10 seviyesini ise azalttığını bildirmiĢlerdir. Ancak 

onların çalıĢmasının aksine Sugiyama ve ark. azitromisinin IL 10’u arttırdığını IFN- 

seviyesini ise azalttığını bildirmiĢlerdir (177). 

Azitromisin grubunda 8 farede pnömotik konsalidasyon gözlemlendi ve bu 

durum kontrol grubuna göre istatistiki olarak anlamlı idi. Kontrol ve Azitromisin 

grubundaki fareler akciğer dokularındaki inflamatuar inflamasyon yönünden 

değerlendirildiğinde; Kontrol grubunda hiçbir farede inflamatuar inflamasyon 

gözlemlenmez iken, Azitromisin grubunda tüm farelerde değiĢik derecede 

inflamatuar inflamasyon gözlemlendi. Bu durum istatistiki olarak anlamlı idi. Tüm 

histolojik parametrelerin toplanması ile elde edilen akciğer hasar skoru 

değerlendirildi. Kontrol grubunun akciğer hasar skoru ortalaması 5,6 idi. Azitromisin 

grubunun akciğer hasar skoru ortalaması 9,8 idi. Ġki grup arasında istatistiki olarak 

anlamlı fark vardı. Her iki grup akciğer dokularındaki nötrofil sayıları yönünden 

değerlendirildi. Kontrol grubunda peribronĢial, perivasküler ve intraalveolar nötrofil 

ve monosit sayısı 0 idi. Azitromisin grubunda ise tüm bu bölgelerde değiĢik 
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derecelerde nötrofil ve monosit yoğunluğu vardı ve bu durum kontrol grubu ile 

yapılan karĢılaĢtırmalarda her bir parametrede istatistiki olarak anlamlı fark 

oluĢturuyor idi. Azitromisin tedavisi alan grupta peribronĢial, perivasküler alanda 

monosit hakimiyeti gözlenir iken intra alveolar alanda nötrofil hakimiyeti 

gözlemlenmekte idi ve bu durum istatistiki olarak anlamlı idi. Tüm bu veriler bize 

azitromisin tedavisi alan grupta pnömoni oluĢtuğunu ispatlamaktadır.  

Azitromisin tedavisinin pnömoni de histopatolojik parameterelerde düzelme 

veya kötüleĢme yapıp yapmadığını değerlendirmek için azitromisin grubunu sadece 

pnömoni oluĢturduğumuz Grup II ile karĢılaĢtırdık. Her iki grup arasında pnömotik 

konsolidasyon, konjesyon, hemoraji ve inflamatuar inflamasyon bakımından 

istatistiki olarak anlamlı bir fark tespit etmedik. Her iki grup arasında akciğer hasar 

skoru bakımından da istatistiki olarak anlamlı bir fark tespit etmedik. Her iki grup 

arasında peribronĢial, perivasküler ve intraalveolar nötrofil ve monosit oranları 

arasında istatistiki olarak alamlı bir fark tespit edilmedi. Bu veriler bize azitromisin 

tedavisinin pnömonide histopatolojik parameterelerde her hangi bir düzelme veya 

kötüleĢme oluĢturmadığını göstermektedir.  

Kontrol grubu ile Azitromisin grubunu BAL sıvısındaki sitokin seviyeleri 

bakımından karĢılaĢtırdık. Kontrol grubu ile Azitromisin grubu arasında IL4, IL 10 

ve IL 19 bakımından istatistiki olarak anlamlı fark yok idi. Kontrol grubunda IL 8 

ortalaması ile Azitromisin grubunda IL 8 ortalaması arasındaki fark istatistiki olarak 

anlamlı idi. Kontrol grubunda IL 12 ortalaması ile Azitromisin grubunda IL 12 

ortalaması arasında istatistiki olarak anlamlı fark var idi. Pnömoni grubu (Grup 2) ile 

Azitromisin grubunu BAL sıvısındaki sitokin seviyeleri bakımından karĢılaĢtırdık. 

Pnömoni grubu ile Azitromisin grubu arasında IL4, IL 10 ve IL 19 bakımından 

istatistiki olarak anlamlı fark yok idi. Pnömoni grubunda IL 8 ortalaması ile 

Azitromisin grubunda IL 8 ortalaması aradaki fark istatistiki olarak anlamlı idi. 

Pnömoni grubunda IL 12 ortalaması ile Azitromisin grubunda IL 12 ortalaması 

arasında istatistiki olarak anlamlı fark var idi. Özetle Azitromisin tedavisi P. 

Aeruginosa PAO-1 ile enfekte BALB/c farelerde BAL sıvısında IL 8 ve IL 12 

seviyelerini düĢürmekte idi.  
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Üzerinde çalıĢılan diğer bir QS inhibitörü, deniz otundan elde edilen bir 

bileĢiktir. Deniz otunun biyolojik olarak aktif halojenize furanon ürettiği ve bu 

furanonun bitki yüzeyinde yer aldığı zaman gerek prokaryotların gerekse 

ökaryotların bitki yüzeyinde kolonize olamadıkları gözlemlenmiĢtir (178). Bu 

bileĢiğin P. Aeruginosa üzerinde QS inhibitörü etkisinin olup olmadığını araĢtırmak 

üzere sentetik bir furanon geliĢtirilmiĢ ve bu bileĢiğe C-30 adı verilmiĢtir. P. 

Aeruginosa kültürlerinde 10 µM C-30 furanon varlığında proteaz, piyoverdin ve 

kitinaz aktivitelerinin tamamen inhibe olduğu belirlenmiĢtir (178). Furanonun QS 

inhibisyonunu hangi mekanizma ile yaptığı tam olarak açıklığa kavuĢmuĢ değildir. 

Fakat Western blot analizi furanonların LuxR protein turn overını arttırdığını, AHL 

ile etkileĢime geçecek protein miktarını azaltığını ve transkripsiyonel bir düzenleyici 

gibi etki gösterdiğini göstermektedir (179).  Hentzer ve ark. lasB bazlı AHL monitör 

sistemi kullanarak in vitro ortamda biyofilm oluĢumunun QS ile düzenlendiğini 

tespit etmiĢlerdir (60,61). Furanone C 30’un enfeksiyon hastalıklarının tedavisindeki 

potansiyel balık modellerinde de gösterilmiĢtir. Vibrio anguillarum enfeksiyonunda 

25 ng/ml
-1

 furanone C 30 tedavisi gökkuĢağı alabalıklarında mortaliteyi azalttığı 

tespit edilmiĢtir ve balık yetiĢtiriciliğinde QS inhibitörlerinin antibiotik tedavilerine 

alternatif olabileceği bildirilmiĢtir (180). 

Biyofilm oluĢturan bakterilere karĢı kullanılan antibiyotiklerin hemen hepsinin 

fayda sağlamadığı bilinmektedir. C-30'un biyofilm üzerine etkisini araĢtırmak üzere, 

P. Aeruginosa ile oluĢturulan biyofilme C-30 uygulandığında biyofilmin sağlam 

yapısının bozulduğu belirlenmiĢtir (60). Kistik fibrozisli hastalarda sıklıkla kullanılan 

tobramisinin C-30 furanonu ile birlikte biyofilm üzerine olan etkileĢimi araĢtırılmıĢ 

ve C-30 ile tobramisinin birlikte kullanılmasıyla tobramisinin biyofilm içine 

rahatlıkla girebildiği ve bakterilerin %5-10'unu canlı bırakacak Ģekilde biyofilm 

oluĢturan bakteriler üzerine inhibisyon yaptığı saptanmıĢtır (60). C-30 ile muamele 

edilmemiĢ biyofilme tobramisin uygulandığında ise, tobramisinin sadece biyofilmin 

yüzeyinde yer alan hücreler üzerinde etkili olduğu belirlenmiĢtir. Yapılan in-vitro 

deneylerden sonra C-30'un etkinliği in-vivo koĢullarda çalıĢılmıĢtır. P. Aeruginosa 

ile nazal yoldan infekte edilen farelere intravenöz yolla C-30 furanonu verildiğinde, 

C-30'un kan akımı ile akciğer dokularına penetre olabildiği, bakteri içine girebildiği 
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ve QS sistemi tarafından kontrol edilen virülans genlerinin ekspresyonunu inhibe 

ettiği saptanmıĢtır. Sentetik halojenize furanon olan C-30'un özellikleri özetle, QS 

sisteminin ekspresyonunu inhibe etmek, antibiyotiklere dirençli biyofilm oluĢumunu 

engellemek ve fare modelinde akciğerlerde enfektif bakterinin persistansına engel 

olmaktır. Bu bilgiler ıĢığında çıkarılacak en önemli nokta, bakteriler arası iletiĢimin 

engellenerek bakteri virülansının kontrol altına alınabileceğidir. 

Wu ve ark. iki farklı sentetik furanon türevinin (C30, C56) farelerde 

oluĢturdukları kronik akciğer enfeksiyonu modelinde, QS sistemini kullanark 

bakteriyel virülans üzerindeki etkilerini araĢtırmıĢlardır (181). Yaptıkları 

histopatolojik değerlendirme sonucunda C30 tedavisi alan grupları 

değerlendirmiĢlerdir ve plasebo grubu ile düĢük doz furanon (0,25 µg/g) tedavisi alan 

grupta akciğer absesi ile birlikte anlamlı doku harabiyeti tespit etmiĢlerdir. Orta (0,50 

µg/g) ve yüksek (0,75 µg/g) doz furanon tedavisi alan grupta ise nötrofil 

infiltrasyonunun bronĢial bölgede lokalize olduğunu ve akciğer dokusunda kronik 

inflamatuar değiĢikliklerin baskın olduğunu bildirmiĢlerdir. Plasebo ve düĢük doz 

furanon tedavisi alan grupta ağır akut inflamasyon göstergesi olan hemoraji ile 

birlikte anlamlı nötrofil yoğunluğunu hem bronĢial hemde akciğer dokusunda tespit 

etmiĢlerdir.  

Furanon grubunda 10 farede pnömotik konsalidasyon gözlemlendi ve bu 

durum kontrol grubuna göre istatistiki olarak anlamlı idi. Furanon grubunda 

konjesyon ve hemoraji daha Ģiddetli gözlenmesine rağmen bu durum istatistiki 

anlamlığa ulaĢmadı. Kontrol ve Furanon grubundaki fareler akciğer dokularındaki 

inflamatuar inflamasyon yönünden değerlendirildiğinde; Kontrol grubunda hiçbir 

farede inflamatuar inflamasyon gözlemlenmez iken, Furanon grubunda tüm farelerde 

değiĢik derecede inflamatuar inflamasyon gözlemlendi. Bu durum istatistiki olarak 

anlamlı idi. Tüm histolojik parametrelerin toplanması ile elde edilen akciğer hasar 

skoru değerlendirildi. Kontrol grubunun akciğer hasar skoru ortalaması 5,6 idi. 

Furanon grubunun akciğer hasar skoru ortalaması 11,2 idi. Ġki grup arasında 

istatistiki olarak anlamlı fark vardı. Her iki grup akciğer dokularındaki nötrofil 

sayıları yönünden değerlendirildi. Kontrol grubunda peribronĢial, perivasküler ve 

intraalveolar nötrofil ve monosit sayısı 0 idi. Furanon grubunda ise tüm bu 
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bölgelerde değiĢik derecelerde nötrofil ve monosit yoğunluğu vardı ve bu durum 

kontrol grubu ile yapılan karĢılaĢtırmalarda her bir parametrede istatistiki olarak 

anlamlı fark oluĢturuyor idi. Furanon tedavisi alan grupta peribronĢial, perivasküler 

alanda monosit hakimiyeti gözlenir iken intra alveolar alanda hem nötrofil hem de 

monosit hakimiyeti gözlemlenmekte idi. Tüm bu veriler bize Furanon tedavisi alan 

grupta pnömoni oluĢtuğunu ispatlamaktadır.  

Furanon tedavisinin pnömoni de histopatolojik parameterelerde düzelme veya 

kötüleĢme yapıp yapmadığını değerlendirmek için Furanon grubunu sadece pnömoni 

oluĢturduğumuz Grup II ile karĢılaĢtırdık. Her iki grup arasında pnömotik 

konsolidasyon, konjesyon, hemoraji ve inflamatuar inflamasyon bakımından 

istatistiki olarak anlamlı bir fark tespit etmedik. Pnömoni grubunun akciğer hasar 

skoru ortalaması 8,6 idi. Furanon grubunun akciğer hasar skoru ortalaması 11,2 idi. 

Ġki grup arasında istatistiki olarak anlamlı fark vardı. Her iki grup arasında 

peribronĢial nötrofil ve monosit sayıları bakımından istatistiki olarak anlamlı fark 

tespit edildi. Furanon grubunda peribronĢial nötrofil sayısı pnömoni grubuna göre 

artmıĢ iken monosit sayısı azalmıĢ idi. Her iki grup arasında perivasküler nötrofil 

sayısı açısından fark var idi ancak monosit sayısı bakımından fark yok idi. Furanon 

grubunda perivasküler bölgede nötrofil sayısını artmıĢ idi. Her iki grupta 

intraalveolar nötrofil sayısı bakımından fark yok idi, ancak monosit sayısı 

bakımından fark var idi. Furanon grubunda intraalveolar bölgede monosit sayısı 

artmıĢ idi. Bu veriler bize Furanon tedavisinin pnömonide histopatolojik 

parameterelerde kötüleĢme oluĢturduğunu ve bunuda akciğer dokusunda nötrofil 

yoğunluğunu arttırarak yaptığını göstermektedir.  

Kontrol grubu ile Furanon grubunu BAL sıvısındaki sitokin seviyeleri 

bakımından karĢılaĢtırdık. Kontrol grubu ile Furanon grubu arasında IL4, IL 8, IL 10, 

IL 12 ve IL 19 bakımından istatistiki olarak anlamlı fark yok idi.  Pnömoni grubu 

(Grup 2) ile Furanon grubunu BAL sıvısındaki sitokin seviyeleri bakımından 

karĢılaĢtırdık. Pnömoni grubu ile Furanon grubu arasında IL4, IL 8, IL 12 ve IL 19 

bakımından istatistiki olarak anlamlı fark yok idi. Pnömoni grubundaki IL 10 

ortalaması ile Furanon grubundaki IL 10 ortalaması arasındaki fark istatistiki olarak 
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anlamlı idi. Özetle Furanon tedavisi P. Aeruginosa PAO-1 ile enfekte BALB/c 

farelerde BAL sıvısında IL 10 seviyelerini yükseltmekte idi. 

IL 10 antiinflamatuar bir sitokindir ve P. Aeruginosa infeksiyonundan 24 saat 

sonra pro-inflamatuar sitokin ve kemokin seviyeleri azalmaya baĢladığı zaman 

üretimi pik yapar (88). Akciğerlerden P. Aeruginosa’nın temizlenmesinde 

nötrofillerin toplanması gerekmektedir ve pro-inflamatuar sitokinlere karĢın IL 10 

artıĢı bu patojenin kontrolünü ve temizlenmesini azaltmaktadır (89-94). Yaptığımız 

çalıĢmada Furanon grubunda ve Azitromisin + Furanon grubunda IL 10 seviyesinde 

artıĢ olduğunu ve her iki gruptada akciğer doku harabiyetinin diğer gruplardan fazla 

olduğunu tespit ettik. Furanon IL 10 seviyesini arttırarak akciğer doku harabiyetinin 

artmasına neden olmakta idi. En fazla fare ölümü Grup V’de (9 fare), daha sonra 

Grup III’ de (6 fare) gözlemlendi. Her iki gruptada IL 10 seviyesi yüksek idi ve IL 10 

yüksekliğinden Furanon sorumlu idi.  

Azitromisin grubunun ve Furanon grubunun akciğer dokularını histopatolojik 

olarak karĢılaĢtırdık.  Her iki grup arasında pnömotik konsalidasyon, konjesyon, 

hemoraji, inflamatuar inflamasyon bakımından istatistiki anlamlılığa ulaĢacak bir 

fark tespit etmedik. Sadece Furanon grubunda konjesyon ve hemoraji biraz daha 

Ģiddetli gözleniyor gibi gözükmesine rağmen bu fark istatistiki olarak anlamlılığa 

ulaĢmadı. Tüm histolojik parametrelerin toplanması ile elde edilen akciğer hasar 

skoru değerlendirildi. Azitromisin grubunun akciğer hasar skoru ortalaması ile 

Furanon grubunun akciğer hasar skoru ortalaması arasında istatistiki olarak anlamlı 

fark yok idi. Her iki grup akciğer dokularındaki nötrofil sayıları yönünden 

değerlendirildi. Her iki grup arasında peribronĢial, perivasküler nötrofil ve monosit 

sayıları bakımından istatistiki olarak anlamlı fark yok idi. Yine her iki grup arasında 

intraalveolar nötrofil sayısı bakımından fark yok idi, ancak monosit sayısı 

bakımından fark var idi. Furanon grubunda intraalveolar bölgede monosit sayısı 

artmıĢ idi.  

Azitromisin grubu ile Furanon grubunu BAL sıvısındaki sitokin seviyeleri 

bakımından karĢılaĢtırdık. Azitromisin grubu ile Furanon grubu arasında IL4 düzeyi 

bakımından istatistiki olarak anlamlı fark yok idi.  Azitromisin grubunda IL 8 
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ortalaması ile Furanon grubunda IL 8 ortalaması aradaki fark istatistiki olarak 

anlamlı idi. Azitromisin grubunda IL 10 ortalaması ile Furanon grubunda IL 10 

ortalaması arasındaki fark istatistiki olarak anlamlı idi. Azitromisin grubunda IL 12 

ortalaması ile Furanon grubunda IL 12 ortalaması arasındaki fark istatistiki olarak 

anlamlı idi. Azitromisin grubunda IL 19 ortalaması ile Furanon grubunda IL 19 

ortalaması arasındaki fark istatistiki olarak anlamlı idi.  Özetle Azitromisin tedavisi 

IL 8 ve IL 12 seviyesini düĢürmekte, Furanon tedavisi IL 10 ve IL 19 düzeyini 

yükseltmekte idi. 

Farelerde ve kistik fibrozisli hastalarda P. Aeruginosa akciğer enfeksiyonu 

durumunda IL 8 üretiminin arttığı bilinmektedir (71,127, 131). IL 8 bir nötrofil 

kemoatraktanıdır ve kistik fibrozisli hastalarda kronik enfeksiyonlardan, nötrofil 

akümülasyonundan ve ilerleyici hava yolu yıkımından sorumlu tutulmaktadır (128-

130).  P. Aeruginosa’nın elastazı, flajeli ve pili yapıları IL 8 üretimini arttırmaktadır 

ve böylece akciğerde inflamasyonu arttırmaktadır (126,132).  Özetle IL 8 P. 

Aeruginosa’nın virülansı için önemlidir ve fazlalığı akciğer doku yıkımına neden 

olarak, yarardan çok zarara neden olan nötrofil birikiminden sorumludur. Yaptığımız 

çalıĢma Azitromisin tedavisinin IL 8 düzeyini azalttığı göstermiĢtir.  

Gram negatif bakterilerin dıĢ membranındaki lipopolisakkaritler güçlü bir 

immün yanıta neden olan endotoksinlerdir. Ġn vitro olarak lipopolisakkaritlerin 

sitümüle ettiği lökositler TNF-α ve IL 12 gibi bakteriyi öldüren fakat aynı zamada 

konakta ağır doku hasarınada neden olan pro-inflamatuar sitokinlerin sekresyonunu 

uyarır ve akciğer doku hasarı ile yakından iliĢkili olduğu bilinmektedir (143,144). 

Dolayısı ile bu savunma sisteminin over aktivasyonunun düzenlenmesi çok önemlidir 

(134-138). Yaptığımız çalıĢma Azitromisin tedavisinin IL 12 seviyesini azalttığını 

göstermiĢtir.  

Azitromisin + Furanon tedavisi grubunda 10 farede pnömotik konsalidasyon 

gözlemlendi ve bu durum kontrol grubuna göre istatistiki olarak anlamlı idi. Ayrıca 

Azitromisin + Furanon tedavisi grubunda akciğer dokusunda Ģiddetli konjesyon, 

Ģiddetli hemoraji olduğunu tespit ettik ve bu durum kontrol grubuna göre istatistiki 

olarak anlamlı farklılık arz etmekte idi. Kontrol ve Azitromisin + Furanon tedavisi 
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grubundaki fareler akciğer dokularındaki inflamatuar inflamasyon yönünden 

değerlendirildiğinde; Kontrol grubunda hiçbir farede inflamatuar inflamasyon 

gözlemlenmez iken, Azitromisin + Furanon tedavisi grubunda tüm farelerde değiĢik 

derecede inflamatuar inflamasyon gözlemlendi. Bu durum istatistiki olarak anlamlı 

idi. Tüm histolojik parametrelerin toplanması ile elde edilen akciğer hasar skoru 

değerlendirildi. Kontrol grubunun akciğer hasar skoru ortalaması 5,6 idi. Azitromisin 

+ Furanon tedavisi grubunun akciğer hasar skoru ortalaması 14,9 idi. Ġki grup 

arasında istatistiki olarak anlamlı fark vardı. Her iki grup akciğer dokularındaki 

nötrofil sayıları yönünden değerlendirildi. Kontrol grubunda peribronĢial, 

perivasküler ve intraalveolar nötrofil ve monosit sayısı 0 idi. Azitromisin + Furanon 

tedavisi grubunda ise tüm bu bölgelerde değiĢik derecelerde nötrofil ve monosit 

yoğunluğu vardı ve bu durum kontrol grubu ile yapılan karĢılaĢtırmalarda her bir 

parametrede istatistiki olarak anlamlı fark oluĢturuyor idi. Azitromisin + Furanon 

tedavisi alan grupta peribronĢial, perivasküler, intraalveolar alanda nötrofil 

hakimiyeti gözlemlenmekte idi ve bu durum istatistiki olarak anlamlı idi. Tüm bu 

veriler bize Azitromisin + Furanon tedavisi tedavisi alan grupta pnömoni oluĢtuğunu 

ispatlamaktadır. 

Azitromisin + Furanon tedavisi pnömoni de histopatolojik parameterelerde 

düzelme veya kötüleĢme yapıp yapmadığını değerlendirmek için Azitromisin + 

Furanon tedavisi grubunu sadece pnömoni oluĢturduğumuz Grup II ile karĢılaĢtırdık. 

Her iki grup arasında pnömotik konsolidasyon, konjesyon ve hemoraji bakımından 

istatistiki olarak anlamlı bir fark var idi. Her iki grup arasında inflamatuar 

inflamasyon bakımından istatistiki olarak anlamlı bir fark tespit etmedik, ancak 

istatistiki anlamlılığa ulaĢmasa da Azitromisin + Furanon tedavisi alan grupta daha 

Ģiddetli inflamatuar infiltrasyon gözlemlenmekte idi. Pnömoni grubunun akciğer 

hasar skoru ortalaması 8,6 idi. Azitromisin + Furanon tedavisi grubunun akciğer 

hasar skoru ortalaması 14,9 idi. Ġki grup arasında istatistiki olarak anlamlı fark vardı. 

Her iki grup arasında peribronĢial ve perivasküler nötrofil ve monosit oranları 

arasında istatistiki olarak anlamlı fark tespit edildi. Ancak her iki grup arasında 

intraalveolar nötrofil sayısı bakımında istatistiki olarak fark var iken monosit sayısı 

bakımından arada bir fark tespit edilmedi. Bu veriler bize Azitromisin + Furanon 



63 

 

tedavisi pnömonide histopatolojik parametereleri kötüleĢtirdiğini bunuda akciğer 

dokusunda nötrofil birikimini arttırarak yaptığını göstermektedir.   

Kontrol grubu ile Azitromisin + Furanon tedavisi alan grubun BAL sıvısındaki 

sitokin seviyeleri bakımından karĢılaĢtırdık. Kontrol grubu ile Azitromisin + Furanon 

tedavisi alan grup arasında IL4, IL 8, IL 12 ve IL 19 bakımından istatistiki olarak 

anlamlı fark yok idi.  Kontrol grubunda IL 10 ortalaması ile Azitromisin + Furanon 

tedavisi alan grubun IL 10 ortalaması arasındaki fark istatistiki olarak anlamlı idi. 

Pnömoni grubu (Grup 2) ile Azitromisin + Furanon tedavisi alan grubu BAL 

sıvısındaki sitokin seviyeleri bakımından karĢılaĢtırdık. Pnömoni grubu ile 

Azitromisin + Furanon tedavisi alan grubun arasında IL4, IL 8, IL 12 ve IL 19 

bakımından istatistiki olarak anlamlı fark yok idi. Pnömoni grubunda IL 10 

ortalaması ile Azitromisin + Furanon tedavisi alan grubun IL 10 ortalaması 

arasındaki fark istatistiki olarak anlamlı idi. Özetle Azitromisin + Furanon tedavisi P. 

Aeruginosa PAO-1 ile enfekte BALB/c farelerde BAL sıvısında IL 10 seviyelerini 

arttırmaktadır. Bundan da Furanon kompanentinin sorumlu olduğunu düĢünmekteyiz. 

Sonuç olarak 45 adet BALB/c cinsi 10-12 hafta/15-20 gr diĢi farenin 40 

adetinde 25-30 μl (1x107 CFU olarak sıvı besiyeri içinde) P. Aeruginosa PAO-1’in 

intratrakeal uygulanması ile baĢarılı bir Ģekilde akciğer pnömonisi oluĢturulmuĢtur. 

OluĢturulan pnömoni histopatolojik olarak hem skorlama sistemi hemde akciğer 

dokusundaki nötrofil sayıları ve patolojik kesitler ile ortaya konulmuĢtur.  

P. Aeruginosa PAO-1’in intratrakeal olarak uygulanması pnömotik 

konsolaidasyona, konjesyona, hemorajiye ve inflamatuar infiltrasyona neden 

olmaktadır. PeribroĢial, perivasküler alanda nötrofillere göre monosit hakimiyeti 

gözlemlenir iken, intraalveolar alanda nötrofil hakimiyeti gözlemlenmektedir. 

 Azitromisin tedavisinde akciğer histopatolojisinde değiĢiklik gözlenmez iken, 

Furanon tedavisinde akciğer harabiyetinde artıĢ meydana gelmektedir. Bunun 

nedenide akciğer dokusunda artmıĢ nötrofil birikimidir.  
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Azitromisin + Furanon tedavisi bu doku harabiyetini daha da arttırmaktadır. Bu 

artıĢ etkisinden de tedavinin Furanon komponenti sorumlu olabilir. Etken mekanizma 

olarak ise yine nötrofil birikimin deki artıĢ sorumludur.  

Azitromisin IL 8 ve IL 12 seviyelerini azaltmakta, Furanon ise IL 10 

seviyelerini arttırmaktadır.  

P aeruginosa pnömonisi halen hem toplumda, hem çocuklarda hemde kistik 

fibrozis gibi kronik hastalıklarda önemini korumakta ve altta yatan patoloji ve 

bakterinin virülans faktörleri tam olarak anlaĢılamamıĢtır. Bu nedenle P aeruginosa 

akciğer enfeksiyonu üzerinde çalıĢarak, P. Aeruginosa tarafından oluĢturulan 

enfeksiyonu QS inhibitörleri ile bloke etmeyi ve etyopatogenezi ortaya koyarak, yeni 

tedavi modalitelerine kaynak olmayı hedeflemiĢtik. Elde ettiğimiz veriler bize 

azitromisin tedavisinin QS sistemi üzerindeki etkisi nedeni ile P. Aeruginosa’ya 

direkt etkili bir antibiotik ile bereaber verilmesi durumunda antipseudomonal 

antibiotiklerin etkisini potansiyelize edebileceğini düĢündürmektedir. Furanon ise her 

ne kadar QS inhibitörü olsada IL 10 artıĢı gibi ek mekanizmalar ile akciğer doku 

harabiyetini arttırabilmektedir ve P. Aeruginosa’nın klinik tedavisinde ümit vaat 

edici olarak gözükmemektedir.  Her ne kadar elimizdeki imkânlar ile etki 

mekanizmasını tam olarak ortaya koyamamıĢ olsak da, Azitromisinin ve Furanonun 

tek baĢına veya kombine olarak en azından bu dozlarda P. Aeruginosa pnömosinin 

tedavisinde etkili olmadığını ve bu dozlardan yüksek dozlarda etkili olsa bile yan 

etkilerden dolayı kullanım alanı bulamayacağını düĢünmekteyiz. Bu nedenle QS 

inhibitörleri ile P. Aeruginosa pnömosinin tedavisinde yeni inhibitör etken 

maddelerin bulunması ve diğer antibiotikler ile birlikte tedavi planlanmasının daha 

yararlı olacağını düĢünmekteyiz. 
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ÖZET 

Ġnvivo Ortamda Qs Ġnhibitörlerinin Etkinliğinin AraĢtırılması ve Dokular  

Üzerindeki Etkilerinin Saptanması  

ÇeĢitli virülans faktörleri üreten Pseudomanas aeruginosa bu faktörlerin 

sentezini gram negatif ve gram pozitif bakterilerde gen düzenlenmesinden sorumlu 

önemli bir mekanizma olan Quorum Sensing (QS) ile sağlar. ÇalıĢmamızda fareler 

üzerinde Pseudomanas aeruginosa pnömoni modeli oluĢturarak, oluĢturulan 

enfeksiyonu QS inhibitörleri ile bloke etmeye çalıĢtık.  

ÇalıĢmada 45 adet BALB/c cinsi 10-12 hafta/15-20 gr diĢi fareler kullanıldı. I. 

Grup: Kontrol; II. Grup: Pseudomanas aeruginosa (PAO1); III. Grup: PAO1 + 

Furanone C-30; IV. Grup: PAO1 + Azitromisin;  V. Grup: PAO1 + Furanone C-30 + 

Azitromisin olacak Ģekilde 5 gruba ayrıldı. Deney baĢlangıcında (0.gün) tüm farelere 

grup 1’deki fareler hariç PAO1 ile transtrekeal olarak enfekte edilmiĢtir. Furanone C-

30 0.75 µg/g  (SC) olarak, azitromisin 0.02mg/g dozunda (SC) uygulanmıĢtır. Bir 

hafta sonra (7.gün) tüm fareler sakrafiye edilmiĢtir.  

 45 adet BALB/c cinsi farenin 40 adetinde 25-30 μl (1x107 CFU) PAO-1’in 

intratrakeal uygulanması ile baĢarılı bir Ģekilde akciğer pnömonisi oluĢturulmuĢtur. 

OluĢturulan pnömoni histopatolojik olarak hem skorlama sistemi hemde akciğer 

dokusundaki nötrofil sayıları ve patolojik kesitler ile ortaya konulmuĢtur. 

Azitromisin tedavisinde akciğer histopatolojisinde değiĢiklik gözlenmez iken, 

Furanon tedavisinde akciğer harabiyetinde artıĢ meydana gelmektedir. Bunun 

nedenide akciğer dokusunda artmıĢ nötrofil birikimidir. Azitromisin + Furanon 

tedavisi bu doku harabiyetini daha da arttırmaktadır. Bu artıĢ etkisinden tedavinin 

Furanon komponenti sorumludur. Azitromisin IL 8 ve IL 12 seviyelerini azaltmakta, 

Furanon ise IL 10 seviyelerini arttırmaktadır.  

Azitromisin ve Furanon tedavisinin en azından bu dozlarda P. Aeruginosa 

pnömosinin tedavisinde etkili olmadığını düĢünmekteyiz. Bu nedenle QS 

inhibitörleri ile P. Aeruginosa pnömosinin tedavisinde yeni inhibitör etken 

maddelerin bulunmasının, diğer antibiotikler ile birlikte tedavi planlanmasının daha 

yararlı olacağını düĢünmekteyiz. 

Anahtar sözcükler: Azitromisin, BALB/C fare, Furanon, P. aeruginosa, 

Quorum Sensing. 
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SUMMARY 

The in Vivo Ġnvestigation of Qs Ġnhibitor Efficiency and Determination of 

the Effectiveness on Tissues. 

Pseudomonas aeruginosa produces miscellaneous virulence factors and it 

provides these factors synthesis by Quorum Sensing (QS) which is responsible for 

the gram-negative and gram-positive bacteria gene regulation. In present study we 

are creating a pneumonia model with Pseudomonas aeruginosa at mice and tried to 

blocked the created infection by QS inhibitors.  

In study 45 female BALB/ c mice weighing 15 to 20 g (10-12 week) were 

used. They were completely randomized into 5 groups: grup 1; control, grup 2; 

Pseudomanas aeruginosa (PAO1), grup 3; PAO1 + Furanone C-30, grup 4; PAO1 + 

Azithromycin, grup 5; PAO1 + Furanone C-30 + Azithromycin. The beginning of the 

experiment (Day 0) all mice, except group 1, were infected with intratracheal 

instillation of PAO1. The applied dose of Furanone C-30 and Azithromycin were 

0.75 µg/g (SC) and 0.02mg/g (SC), respectively. A week later (day 7), all mice were 

sacrificed. 

The pulmonary pneumonia were successfully created at 40 of 45 BALB/c mice 

with intratracheal instillation of 25-30 μl (1x107 CFU)  PAO1. The pneumonia were 

determined with histopathological methods that involves both scoring system and the 

number of neutrophils in lung tissue at pathological sections. Azithromycin treatment 

weren’t caused any changes in lung histopathology, while the furanone treatment 

increased lung injury. The reason of this was increased neutrophil recruitment. 

Azithromycin + Furanone treatment were further increased this tissue destruction. 

The treatments Furanone component were responsible of this increased effect. 

Azithromycin were decreased the levels of IL 8 and IL 12, Furanone were increased 

the level of IL 10.  

We thought that at least these doses of Azithromycin and Furanone treatment 

didn’t effective at P. Aeruginosa pneumonia treatment. Therefore, discovery of new 

inhibitör active substances in the treatment of P. Aeruginosa pneumonia and use of 

them with other antibiotics would be more beneficial at treatment planning. 

Keywords: Azithromycin, BALB/C Mouse,  Furanone P. aeruginosa, Quorum 

Sensing. 
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