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TESEKKUR

Uzmanlik egitimim boyunca yetismemde biiyiik emegi gegen, engin bilgi ve
tecriibelerinden faydalandigim, ¢aligmalarim sirasinda endiselendigim anlarda
beni cesaretlendirerek motive eden, Saygideger hocam, tez danigsmanim, Anabilim
Dalhi Bagkanimiz Dog¢. Dr. Buket Cicioglu Aridogan’a, deneyimleriyle ve
rehberligiyle 151k tutan Dog¢. Dr. Mustafa Demirci’ye, tez ¢alismam sirasinda
yardim ve katkilarimi esirgemeyen Yrd. Dog. Dr. Selguk Kaya’ya, Yrd. Dog. Dr.
Ali Kudret Adiloglu’na, Yrd. Dog. Dr. Emel Sesli Cetin ve Yrd. Dog¢ Dr. Giilgiin
Tinaz Hocalarima her tlirli katki ve desteklerinden dolayi sonsuz siikran ve
saygilarimi sunarim,

Asistanlifim boyunca laboratuvar ¢alismalarim sirasinda yakin ilgi ve
yardimlarini  g6rdiiglim asistan arkadaglarima, biyolog ve teknisyen
arkadaglarima, bana hoggoriisiiyle rahat ve huzurlu bir ¢aligma ortami hazirlayan

esime ve oglum Fethi ve kizim Elif’e tesekkiirlerimi sunarim.



AHL
QS
30C;,-HSL
C4-HSL
CF

TSI

OF

LPS
asialo GM I
PMNL
EF2
PCN
Al-2
BHL
HHL
PAS
PAI-1
PAI-2
PGE2
CFTR
HTGS
mPGES
TSST-1

KISALTMALAR

: N-acyl-L-homoserin lakton

: Quorum Sensing

: N-(3-oxododecanoyl) homoserin lactone

: N-butyryl homoserine lactone

: Kistik fibrozis

: Ug sekerli demirli agar (tri sugar iron agar)
: Oksidasyon fermantasyon

: Lipopolisakkarit

: Sialik asitsiz gangliosid reseptor

: Polimorf niikleer 16kositler

: Elongasyon faktér 2

: Piyosiyanin

: Autoinducer-2

: N-butanoyl-L-homoserine lactone

: N-hexanoyl-L-homoserine lactone

: Pseudomonas quinolon sinyal molekiilii

: Pseudomonas autoinducer-1

: Pseudomonas autoinducer-2

: Prostaglandin E2

: CF transmembrane conductance regulator
: Human submucosal tracheal gland serous cells
: Microsomal prostaglandin E synthase

: Ttoksik sok sendromu toksini-1
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1. GIRIS

P. aeruginosa, gram neatif firsatg1 bir patojen olup bitki, hayvan ve
insanlarda ciddi hastaliklara sebep olmaktadir. Bu organizma nazokomial
enfeksiyonlarin major bir nedenidir ve bagta kistik fibrozis olmak iizere kronik
akciger enfeksiyonlarindan sorumludur (1).

P. aeruginosa’'min patojenitesi hiicre ile iligkili alginat, pili ve
lipopolisakkarit,  proteazlar (elastaz, alkalen proteaz ve LasA proteaz),
hemolizinler (rhamnolipid ve fosfolipazlar), toksinler (ekzoenzim S ve ekzotoksin
A) ve pyosiyanin gibi hiicre dis1 viriilans faktorlere bagh olup multifaktdriyeldir.
Bu viriilans faktorlerin ¢ogunun ekspresyonu iki N-acyl-L-homoserin lakton
(AHL) bagimli hiicreler arasi haberlesme sistemi tarafindan gergeklestirilir (2,3).
QS hiicre yogunluguna bagimh bir mekanizma olup, bakteride bioluminisens,
plazmid konjugasyonu ve degisik virulans faktorlerinin {iretimini igine alan bir
dizi gesitli aktiviteleri diizenler (5).

Hiicreler arasi haberlesme autoinducer olarak adlandirilan kii¢iik N-acyl
homoserin lakton molekiilleri araciligiyla gergeklestirilmektedir. Pseudomonas
aeruginosa iyi tammlanmis QS sistemiyle iligkili las ve rhl sistemi gibi en az iki
sisteme sahiptir. Bu sistemler elastazlar (LasB ve LasA), alkalen proteaz, hidrojen
siyanid, ekzotoksin A, pyosiyanin, lektinler, rhamnolipid ve siiperoksit dismutaz
gibi gesitli viriilans faktorlerin tiretimini kontrol ederler (5-7).

Her QS sistemi “autoinducer” adi verilen sinyal molekiillerini sentezleyen
(Lasl ve Rhll) ve bunlarla ayni1 kékenden gelen transkripsiyonel regiilatdr olarak
bilinen (Lasl ve RhII) iki bilesenden olugmaktadir. Lasl, autoinducer N-(3-
oxododecanoyl) homoserin lactone (30C,-HSL) molekiiliinii sentezlerken, RhlI,
autoinducer N-butyryl homoserin lactone (C4-HSL) molekiiliinii sentezlemektedir.
Hiicre yogunlugunun yiiksek oldugu durumlarda 30C>-HSL ve C4-HSL kritik
seviyelere ulagir ve farkl viriilans faktdrlerinin transkripsiyonunu arttiran bu
regiilat6rleri aktive eder (5,6).

Pek c¢ok c¢alismada P. aeruginosa patojenitesinde QS siteminin katkisi

tanimlanmigtir. Klinik calismalarla gosterilmistir ki QS sistemi &zellikle P.



aeruginosa ile olusan akciger kistik fibrozisin’de enfekte dokularda tamamen
fonksiyoneldir (8-12).

P. aeruginosa ile enfekte KF’li hastalarin balgam oOrneklerinde yapilan
analizlerde hem lasI hem de lasR transkriptlerinin varlig1 gosterilmigtir.

Bu transkriptlerin birikimi, QS tarfindan kontrol edilen lasB, lasA ve toxA
genlerinin transkriptlerinin birikimleri ile koreledir (8, 11).

[lave galigmalarla KF’li hastalarin balgamlarinda autoinducer molekiillerinden biri
veya her ikisinin varlig1 dogrulanmstir (8, 13, 14).

P. aeruginosa’min virililansinda QS’nin Onemi termal yamkli farelerin P.
aeruginosa enfeksiyonunun farkli hayvan modellerinde ve akut ve kronik akciger
infeksiyonu modellerinde gosterilmistir. Bu ¢alismalarda ana suglarin virulansiyla
QS genlerinde delesyon bulunan P. aeruginosa mutantlarmin virulanslaryla
kargilastirilmigtir (15-18).

P. ageuruginosa ile akut pulmoner enfeksiyonu olusturulan fare modelleri
kullanarak QS genlerindeki delesyonlarin enfeksiyonun mortalite oraninda oldugu
kadar P. aeruginosa’nin neden oldugu akciger hasarini da azalttifmni gosterilmigtir
(15).

Cesitli virulans faktérlerinin kontrolii QS sistemi ile gergeklestiginden, bu
sistemlerden biri veya her ikisinin kayb1 durumunda P. geruginosa’nin insanlarda
enfeksiyon olusturma kabiliyetinde 6nemli 6l¢iide azalma miimkiin olmaktadir.
Bu ¢aligma ile insanlarda enfeksiyona neden olan QS—yetersiz sujlar, bu sujlarin
var olup olmadig1 ve spesifik infeksiyon tipleri ile viriilans faktorleri arasindaki

iligkileri tammlamak amaglanmigtir.



2. GENEL BIiLGILER

Pseudomonas cinsinde, Pseudomonadaceae ailesi i¢inde, suda ve toprakta
yasayan, gram negatif, nonfermentatif, aerobik basillerin bulundugu ¢esitli tiirler
yer almaktadir. Bunlarin arasinda bir kismu bitkiler, bir kismi da hayvanlar ve
insanlar i¢in patojen olan tiirler bulunmaktadir. Pseudomonaslarin gogu insanlar
infekte etmekle beraber, bazilar1 zellikle savunma sistemleri bozulmus ve
baskilanmig bireyler i¢in O6nemli bir firsatg1 patojendir. Konafin savunma
sisteminin kirilmig olmasi ve bakterilerin sik kullamilan birgok antibiyotige
direngli oluslart nedeniyle pseudomonas infeksiyonlar genellikle agir seyirlidir ve
tedavileri de gtictiir (19).

Eskiden beri insanlar ve hayvanlar i¢in patojen 6zellikte olduklar: bilinen P.
aeruginosa, Pseudomonas mallei ve Pseudomonas pseudomallei gibi bakteriler
disinda giiniimiizde Pseudomonadaceae ailesine ait bagka tiirlerin de klinik
materyallerden izole edildikleri goriilmiistiir. Dolayisiyla bu gruptaki bakterilerin
tiptaki Onemleri giderek artmaktadir. Bu cinste bulunan bakteriler rRNA
homolojilerine gbre, bes gruba ayrilmaktaydi. Son yillarda yapilan ayrintili
caligmalara gére Pseudomonas cinsinin yeniden siniflandirilmas: 6nerilmektedir.
Pseudomonas aeruginosa Homoloji grup I'de yer alirken, bu gruptaki diger
tiirlerden olduk¢a farkli olan homoloji grup II'deki mikroorganizmalarin,
Burkholderia cinsine aktarilmasi uygun bulunmustur. Boylece daha o6nceleri
Pseudomonas cinsinde bulunan yedi tiit, Burkholderia cinsinde (B. cepacia, B.
mallei, B. pseudomallei, B. pickettii, B. gladioli B. caryophylii ve B.
solanacearum) incelenmektedir. Bu tiirlerden ilk besi insanlardan izole edilmistir.
Homoloji grup Ill'de bulunan mikroorganizmalar ise, yeni bir aile olan
Comamonadaceae iginde Comamonas ve Acidovonax cinslerine kaydiriimigtir.
Homoloji grup IV'de bulunan Pseudomonas diminuta ve Pseudomonas
vesicularis, Pseudomonas cinsi iginde kalmiglardir. Homoloji grup V’deki
mikroorganizmalar Xantomonas cinsinde siniflandirilmas: genel kabul gérmekle
birlikte Xantomonas maltophilia, yeni bir cins olan Stenotrophomonas cinsine
aktarilmugstir. Pseudomonas putrefaciens, Shewanella putrefaciens; Pseudomonas

paucimobilis, Sphingomonas paucimobilis olarak yeniden siniflandiriimugtir.



Pseudomonas cinsinde en siklikla izole edilen insan patojeni Pseudomonas
aeruginosa'dir. Birgok hastanede Staphylococcus aureus ve Escherichia coli’den

sonra en sik hastane infeksiyonuna yol agan patojendir (20, 21).

Tablo 1 : Pseudomonas ve yakin bakterilerin rRNA homoloji gruplari.

IrRNA Homoloji grup ve alt gruplar1 |Cins ve tiirler

Pseudomonas aeruginosa
I. Flouresan gru P. fluorescens
p

P. putida

P. stutzeri

'P. mendocina

Non-Flouresan grup P. alcali
. alcaligenes

P. pseudoalcaligenes

Burkholderia pseudomallei

B. mallei
[T,
. cepacia
B. pickettii
Comamonas acidovorans
IIL*
’ C. testosteroni
hV . P. diminuta
) IP. vesicularis
V. Xantomonas maltophilia

* Insanlardan gok nadir izole edilen gruplar (20).



2.1. Pseudomonas aeruginosa’nin mikrobiyolojik dzellikleri

Pseudomonas aeruginosa, gram negatif, acrob, basil ya da kokobasildir.
Genellikle 0.5-0.8 um eninde, 1.5- 3.0 um boyundadir. Bir ugta bir kirpikle veya
birden fazla kirpikle hareketlidir. ilk olarak 1882’de Gessard tarafindan mavi
iltihap etkeni olarak gésterilmigtir. Zorunlu aerobdur. Organik tireme faktorlerine
ihtiyaci1 yoktur. Pseudomonas 'lar bir ugta tek kirpik (flagella) veya daha az oranda
bir ugta, birden fazla kirpikle, hareketlidir. P. geruginosa’da bir ugta tek kirpik
bulunur. Burkholderia mallei ise kirpiksiz ve hareketsizdir.

En iyi tireme 1silar1 37°C dir. P. aeruginosa ve diger baz tiirler 42 °C'de de
iireyebilirler, ancak 4°C'de iiremezler. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda ¢ok
kullanilan besi yerlerinde rahatlikla iirediklerinden, izolasyonlar1 olduk¢a
kolaydir. MacConkey Agar’da mavi-yesil réfle vererek tirerler. Bu gériintim
pyosiyanin pigmentinden kaynaklanmaktadir. Adi agarda ve buyyonda mavi-yesil
renk olusur (22).

Izolasyon igin besiyerleri 24-48 saat inkiibe edilmelidir. Enzim aktivitelerini
arastirmak i¢in kullanilan besi yerleri, 30°C'de inkiibe edilmelidir. Ancak yapilan
bir kisim ¢alismalarda enzim aktiviteleri 6l¢iimii yapilirken 37°C'de inkiibasyon
yapildig1 da bilinmektedir. Ayrica kirpik proteinleri en iyi diigtik 1silarda sentez
edildiginden, hareket besiyerlerinin oda 1sisinda (20-25 %C) inkiibe edilmesi
gerekmektedir (20, 21, 22).

2.2. Biyokimyasal 6zellikleri

P. aeruginosa karbonhidratlar fermente etmez. Glikoz, ksiloz gibi sekerlere
oksidatif etki gdsterirken, maltozu etkilemez. Indofenol oksidaz, sitrat ve L-
arginin dihidrolazi pozitifdir. Nitrattan gaz yapar. L-lizin dekarboksilaz ve L-
ornitin dekarboksilaz1 negatifdir. Ug sekerli demirli agar’da (TSI: tri sugar iron
agar) hidrojen siilfiir (H,S) yapmaz. Piyoverdin (yesil-sar1) ve pyosiyanin (mavi)
ad1 verilen flouresan pigmentler yapar. Klinik izolatlarin yaridan fazlasi
pyosiyanin yapmaktadir. Bu pigment nétral ve alkali pH'da mavi veya yesilimsi-
mavi olarak goriiliir. Aeruginosa adi bu pigmentten dolayr verilmistir. Bu

pigmentler uzun dalga boylu UV isifinda (Wood lambas: ile) flouresan da



verirler. Bazi suglar ayrica piyorubin (koyu kirmizi) veya piyomelanin
(kahverengi-siyah) pigmentleri yaparlar (20, 23).

Sitokrom oksidaz, oksidatif fosforilasyon yoluyla solunum yapan
bakterilerin kullandit enzim olup, oksidaz testi bu enzimin aktivitesini Slgmeye
yoneliktir. Oksidaz ayirac1 (dimetil veya tetrametil fenilendiamin hidroklorid)
kurutma kagidina damlatilir veya ayiracin emdirildigi c¢ubuklar kullanilabilir.
Koloni ile muamele sonucu oksidaz pozitif bakteriler fenilendiamin bilegsiklerini
okside ederek mor renkli indofenole dontistiirtirler.

Non fermentatif bakterilerin bir kism1 glikozu okside ederek pargalarlar.
Boylece TSI besiyerinin yatik kismim asitlestirirler. Bir kismu ise non
oksidatiftirler. Bunlar peptondan olusturduklar: alkali iiriinlerle asidi notralize
ederek pH degisikligini maskelerler. Bunun igin bakteri iki tiipe ekilir. Tiiplerden
biri mineral yag ile kaplanarak hava ile temas: kesilir. Yani anaerobik kosullarda
fermantatif etki incelenir. Digerine bir sey konmaz yani aerobik kosullarda
oksidatif etki arastirilir. Sekerleri fermantatif yolla pargalayan bakteriler her iki
tiipte de asit olusturarak fenol kirmuzis1 ayiraci sartya gevirirken, oksidasyon ile
sekeri parcalayan bakteriler sadece aerobik tlipte sar1 renk olustururlar. (21, 23).
Flo agarda piyoverdin (fluoressein) pigmenti (P. aeruginosa, P. fluorescens ve P.
putida) olustugunda tiipiin tamaminda sar1 renk goriiliir, Tech agarda ise
pyosiyanin (sadece P. aeruginosa’da goriiliir) turkuaz mavisi seklinde gozlenir.
Wood lambas: altinda UV 1s1ginda incelendiginde ise sadece flouresan veren flo

agardaki piyoverdin pigmenti gbzlenir (21).

2.3. Antijenik yapis1

Epidemiyolojik amaglar i¢in P. aeruginosa’min gesitli suslarini gruplara
ayirmada hapten yapisina benzeyen lipopolisakkarit (LPS) yapisinda, somatik (O)
antijenleri kullamlir. Uzun siire kaynatma ve otoklavlama ile o6l bakteri
slispansiyonlarimin  antijen olarak giringast ile hazirlanan 6zglin tavsan
antiserumlar1 kullanilarak, lam aglutinasyonuyla tiplendirmeler yapilir (24,25).
Ayrica H antijenlerinden bagka termolabil antijenler ve pilus antijenleri de vardur.
Bakteriler ¢ok sayida plazmid tasirlar. Plazmidler bir yandan metabolizma ile

ilgili olaylarda rol oynarlar, 6te yandan da ¢esitli antibiyotiklere diren¢ kazanmada



etkileri vardir. Pseudomonas tiirleri genellikle ¢oklu direnglidir. Bu durum biiyiik
ihtimalle enterik bakterilerden ve diger pseudomonas suslarindan kazanilan direng
plazmidlerinden kaynaklanmaktadir. Pseudomonas suslarinda konjugasyon (iki
bakteri hiicresinin temas: sonucunda genetik eleman aktarimi), transdiiksiyon
(direng genlerinin bakteriofaj aracilikli transferi) ve transformasyon (ortamdaki
serbest bulunan DNA’nin bakteri hiicresine alinmasi) ile gen transferi olmaktadir.
Ayrica faj tiplendirmesi ve piyosin (bakteriyosin) tiplendirmesi de yapilmaktadir.
Pseudomonas suslarinda lizojeni ¢ok yaygindir. Bazi fajlar bakteriyi enfekte
ettikten sonra ¢ogalmaz ve bakteriyi eritmez. Bakteri kromozomuna entegre
olarak bakteri DNA’si ile birlikte ¢ogalir ve yavru bakterilere gecer. Bu tip fajlara
ilmh faj, kromozoma entegre olan faj niikleik asidine profaj, bu olaya ise
lizojeni ve DNA’sinda profaj tasiyan bakteriye de lizojenik bakteri ad: verilir.
Lizojeni sirasinda az sayida viral gen eksprese edilir ve bu genler bakteriye yeni
Szellikler kazandirabilir. Baz1 bakteriler bu sekilde patojenite ve virulans kazanir.
Ornegin difteri hastalifina yol agan Corynebacterium diphteriae lizojenik bir
bakteridir ve salgiladig1 ekzotoksin ile hastalifa yol agar. Bu bakteri profajdan
kurtulursa hastalik yapma yetenegini kaybeder. Bir diger 6rnek, normal sartlarda
akut farenjit olusturan A grubu streptokoklar lizojenik 6zellik kazanirlarsa yine bir
toksin olugturarak kizil hastaligina yol agarlar.

Cogu suslar en az bir profaj icin lizojendir. Pseudomonas grubu bakteriler
diger enterobakterilerden farkli olarak, bakteriyosin yapimim saglayan genleri
plazmidler yerine, kromozomda bulundururlar. Pseudomonas grubu bakterilerin
olusturdugu bakteriyosinlere piyosin ve acuginosin de denir. P. aeruginosa’da 35-
40 kadar stabil piyosin tipi belirlenmigtir. ki yaygin serotiplendirme semasindan
biri Fisher-Devlin-Gnabasik sistemidir ve 7 tipi vardir. Digeri uluslararas: antijen
tiplendirme sistemi (IATS)' dir ve toplam 17 farkli tip gosterir.

P. aeruginosa infeksiyonlarimi Onlemek igin siklikla izole edilen O
tiplerinden, gesitli agilar gelistirme ¢aligmalar: devam etmektedir (20, 25, 26).

2.4. Virulans faktorleri
P. aeruginosa firsatg1 saglikli kisilerde hastalik olusturmazken konak
savunmasimn bozuldugu durumlarda gesitli viriilans faktorlerinin etkisiyle ciddi



enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu viriilans faktorleri nedeniyle P.
aeruginosa’nin patogenezi multifaktoriyeldir (20,27,28).

P. aeruginosa invaziv ve toksijenik olarak infeksiyonlara yol agar. Infeksiyonlar
1) Bakteriyel yapisma ve kolonizasyon

2) Lokal invazyon

3) Yayilma ve sistemik hastalik olmak {izere ii¢ agamal1 olarak seyreder.

Her agsama bir 6ncekinin devamui niteliinde olup hastalik agamalarin birinde
kesintiye ugrayabilir. Mikroorganizmaya ait viriilans fakt6rleri belli basamaklarda
rol alir ve kendine 6zgii bulgularin ortaya ¢ikmasina neden olur (20,28).
Patojenite, mikroorganizmanin konakta g¢ogalarak hastalik olusturmas: olarak
tanimlanir. Bu durumdan sorumlu yapilar ise viriilans faktSrleri olarak
adlandirilir. Hastalik olusturmada ve viriilansda c¢esitli yapilar ve hiicre dis1
enzimleri rol oynamaktadir (29, 30, 31).

2.4.1. Adhezinler

P. aeruginosa’nin piluslar ve tutunucu hiicre ylizeyi yapilari (nonpilus
adhezinler) olmak {izere iki protein adhezini vardir. Bu yapilar epitellere
tutunmadan sorumludur. Bu yapilara karg1 gelisen antikorlar da epitele tutunmay1
engeller. P. aeruginosa’nin tip 4 piluslan, Neisseria gonorrhoeae nin piluslarina
ve ayrica Vibrio cholerae Tcp piluslarina benzer (29).

P. aeruginosa, piluslan ile, 6ncelikle sialik asitsiz gangliosid reseptorlere
(asialo GM 1) tutunur. P. aeruginosa suslart néraminidaz da firetir ve olusan nora-
minidaz, gangliosidlerdeki sialik asit kalintilarimi kaldirir. Boylece piluslarin
tutunmas: igin daha uygun bélgeler olusturulmus olur. P. aeruginosa piluslari
epitel hiicrelere tutunmay1 saglar, musine tutunmaz. Pilus arcilifiyla tutunma iist
solunum yollarinin kolonizasyonunda 6nemli rol oynarken, alginat ile tutunma
mukosiliyer atilimda hasar go6rilen durumlarda alt solunum yollarimin
kolonizasyonunda ilk adimi olusturmaktadir. Non pilus adezinlerin bir boliimii,
hem epitele hem de musine tutunmayi, digerleri ise yalmizca musine tutunmayi
saglar (27, 28, 29).



2.4.2, Polisakkarit Kapsiil

P. aeruginosa suslari, bazi kosullarda, polisakkarid kapstil yapar. Hiicre
disinda bulunan bu yapiya slaym (slime) tabakas: denildigi gibi glikokaliks veya
mukoid ekzopolisakkarid olarak da tanmimlanir. Bu yap: alginatla sonlanan tekrar
eden yapilar seklinde B-1,4 baglan ile birbirine bagli D-mannuronik asit ve onun
C-5 epimeri olan L-glukuronik asitten olugmaktadir (32). Bu karbonhidrat
bakterinin etrafinda bir matriks olarak sekillenir, onu iyice tesbit eder ve konak
savunmasindan (mukosiliyer aktivite, fagositik hiicreler, antikorlar ve kompleman
gibi) bakteriyi korur. P. aeruginosa’mn mukoid suslari, siklikla, kistik fibrosisli
hastalarin balgamlarindan izole edilir. Alginat sentezlenmesiyle bakteriler
birbirlerine yapigmakta ve ¢evrelerini saran matriks araciliiyla konak
savunmasindan korunmaktadir. Ayrica alginatin P. aeruginosa’ya kars1 kullamlan
aminoglikozitlerin, bakterisit etkisini inhibe ettigi diistiniilmektedir (20, 28, 29).

2.4.3. Elastaz ve Alkalen Proteaz

Klinik drneklerden izole edilen ¢ogu P. aeruginosa izolati, birkag hiicre dist
proteaz yapar. Bunlardan en iyi arastirilan ikisi elastaz ve alkali proteazdir.
Elastaz, LasA (serine proteaz) ve LasB (¢inko metalloproteaz) olarak iki formda
bulunan ve Pseudomonas enfeksiyonlarinda elastini sinerjistik olarak
paralayabilen enzimdir. Virulansla iliskisi a¢ik olan bu enzim elastin igeren
dokularda ve akciger parankiminde hasara neden olmaktadir. Ayrica enfeksiyonun
yayilmasi ile iligkili olarak hemorajik lezyonlardan (ektima gangrenozum)
sorumludur. Bu enzimler (Las A ve Las B) kompleman bilesiklerini pargalar ve
notrofillerin kemotaksis ve fonksiyonlarimi inhibe ederler. Boéylece akut
eenfeksiyonlarda doku hasarina ve daha fazla yayilima sebep olurlar. Kronik
Pseudomonas enfeksiyonlar1 LasA ve LasB antikorlar1 ile birlikte, enfekte
dokularda immiin kompleks birikimi ile karekterizedir. Elastaz benzeri bir protein
olan alkalen proteaz ise doku hasarmma ve P. ageroginosa enfeksiyonunun
yayilmasina katkida bulunur. Ayni zamanda konafin immiin cevabina engel
olmaktadir. Her iki enzim (elastaz ve alkalen proteaz) de deride, akcigerde ve
korneada nekrozlar yapar (20, 33).



2.4.4. Sitotoksin (Likosidin)

Sitotoksin 25.000 mol agirliginda toksik bir proteindir. Cogu Okaryotik
hiicreye sitotoksik etki yapar. Lokositlere sitopatik etkisi nedeniyle, 16kosidin
olarak adlandirilir. Hiicre membranlarina etki eder; polimorf niikleer 16kositlerin
fonksiyonunu (PMNL) bozar; deney hayvanlarinda, akcigerlerde ve damarlarda
hasara neden olmaktadir (20, 33).

2.4.5. Fosfolipaz C ve Rhamnolipid

P. aeruginosa iki ¢esit hemolizin yapar; biri 1siya duyarli, fosfolipaz C
olarak adlandirilan bir protein ve digeri 1siya dayamkli bir glikolipitdir
(rhamnolipid). Rhamnolipid ayni zamanda solunum yollarinda silier aktivitenin
inhibisyonundan sorumludur. Fosfolipaz C’nin solunum sistemi ve idrar yolu
enfeksiyonlarindaki esas rolii agik degildir. Ancak bu hemolizinin iiretimi ile
hastalik arasinda 6nemli bir iligki vardir. Bu iki madde, sinerjik hareket ederek
lipidleri ve lesitini hasara ugratir. Proteazlar gibi hemolizinler de nekroz yaparak,

infeksiyon etkeninin doku invazyonuna yardim eder (20, 33).

2.4.6. Endotoksin

Lipopolisakkarit yapisindaki endotoksin diger gram-negatif bakterilerde
oldugu gibi P. aeroginosa’min 6nemli bir hiicre duvar antijenidir. Pseudomonas
endotoksini lipit A, diger bakteriyel lipopolisakkaritler gibi organizmanin
biyolojik etkisini diizenler. Ayrica sepsis sendromunun degisik etkilerine aracilik
etmektedir. Pseudomonas lipopolisakkaritleri biyolojik olarak diger gram negatif
bakterilerinkinden daha zayif gibi goriinmektedir (20, 33).

2.4.7. Ekzotoksin A

Ekzotoksin A hiicredis1 bir enzim olup, P. aeruginosa suslarimin ¢ogu
tarafindan yapilir. Difteri toksini igin tanimlanan mekanizma ile, okaryotik
hiicrelerde (memelilerde) protein sentezini Onler. Her iki toksin de adenozin
difosfatin transferini katalize eder. Bu reaksiyon elongasyon faktér 2 (EF2)
inaktive edilerek protein sentezi inhibe edilir. Ekzotoksin A, 613 aminoasitten

olusan tek bir polipeptit zinciridir. Ekzotoksin A'min bityiik ihtimalle yamk
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yaralarindaki doku nekrozundan, okiiler enfeksiyonlarda korneal hasardan ve
kronik akciger hastaliklarinda doku hasarindan sorumlu oldugu digiintilmektedir.
Saflagtirilmig ekzotoksin A, hayvanlar i¢in oldukca letaldir. Bu toksin aym
zamanda immiinosupresif etkiye sahiptir. Képek ve rhesus maymunlannda sok
yapar. Toksin yapan suslar, bakteriyemik insan hastaliginda, daha virulandir (20,
33).

2.4.8. Ekzoenzim S ve T

Bir bagka hiicre dis1 enzim Ekzoenzim S ve T'dir. Bu proteinler de, bir
adenozindifosfat ribozil transferazdir. Hedef proteini heniiz tammlanmamigtir. Saf
ekzoenzim S, fareler igin toksiktir. Doku kiiltiirlerindeki hiicrelere sitopatik etki
gosterir. Ekzoenzim S salgilayamayan mutant suglar, deneysel yamk ve kronik
akciger infeksiyonlarinda daha az viriilandir. Bu proteinler bakteriyel yayilma,
doku invazyonu ve nekrozdan sorumludurlar (20, 21, 26).

2.4.9. Pyosiyanin

Sadece P. aeroginosa tarafindan firetilir. Bu pigment oksijenin toksik
sekilleri olan siireroksit ve hidrojen peroksit iretimini katalizler. Bir demir
baglayici siderofor olan piyoselin (pyochelin) varliginda doku hasarina yol
acabilen daha toksik hidroksil radikaller {iretir. Pyosiyanin ‘aym zamanda
inflamatuar cevabr uyarir (33).

Pyosiyanin (PCN), P. aeruginosa tarafindan sentezlenen karekteristik mavi
renkte, kloroformda ¢oziinebilen bir bilesiktir (1-hidroksi-5-metil fenazin). PCN,
memeli hiicrelerinde solunumu inhibe eder (34). Insan silier hareketini bozar (35).
Epitelial hiicre bilylimesini ve lenfosit proliferasyonunu engeller (36). PCN, in
vitro silier hareketi inhibe eden konsantrasyonlarda P. aeruginosa ile enfekte olan
kistik fibrozisli hastalarin pulmoner sekresyonlarinda tespit edilmisgtir (35).

PCN aym zamanda pek ¢ok mikroorganizmaya karsi antibiyotik aktivite
gOstermektedir (37). Bu ozellik P. ageruginosa’min mikroorganizmalara kargi
savaginda rol oynayabilir.

Hassan ve Fridovich PCN toksisitesi igin bir mekanizma tanimlamislardir.
PCN’nin biyolojik yollardaki elektron akigmi, Intraseliller O, rediiksiyon
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olusumunu arttirarak baska y6ne kaydirir. Bu da hiicre 6liimiine yol agar. P.
aeruginosa 'min ¢ok kuvvetli bir aerob olusu, PCN’ye kars1 duyarsiz olmas: ve bu
bilesigin tiretim siirecinde serbest radikal hasarindan kagis kabiliyeti ilgi ¢ceken bir
konudur (38).

2.5. Patogenez

P. aeruginosa saglikli kisilerde nadiren hastalia neden olan, sik rastlanmilan
bir insan saprofitidir. Birgok olguda hastalik normal konak savunmasinin
degismesiyle baglar. Deri ve mukozalarin biitiinliigiiniin bozulmasinda, damar igi
veya tiriner katater varlifinda, endotrakeal tiip kullanildiginda hastalik geligebilir.
Ayrica nétropeni, hipogamaglobiilinemi, kompleman eksikligi gibi bagisiklik
sisteminin baskilandi1 durumlar Pseudomonas infeksiyonlarina zemin hazirlar.

P. aeruginosamn farkli fizik kosullara uyum saglayabilmesi, beslenme
gereksinimlerinin azlii ve antibiyotiklere kolay direng kazanabilmesi
patojenligine katkida bulunur. Pseudomonas infeksiyonlarinin patogenezi ok
faktorlii ve karmagiktir. Organizmanin virulans faktdrleri patogenezin herbir
basamagin diizenler ve karakteristik sendromlardan sorumludur (20, 39).

2.6. Plasmidleri, fajlari, bakteriyosinleri

Pseudomonas larda ¢ok sayida plasmidler bulunmaktadir. Bunlar bir yandan
metabolizma ile ilgili olaylarda rol alirlar, diger yandan da gesitli antibiyotiklere
direng kazanmalarinda rol oynarlar. Pseudomonas’lar ¢oklu direnglidirler. Coklu
direng biiylik olasilikla enterik bakterilerden ve dier Pseudomonas suslarindan
kazamlan diren¢ plasmidleri ile olusmaktadir. Pseudomonas suslarinda
konjugasyon, transduksiyon ve transformasyonla gen transferi olmaktadir.

Ayrica faj tiplendirmesi ve piyosin (bakteriyosin) tiplendirmesi de
yapilmaktadir. Pseudomonas suglarinda lizojeni ¢ok yaygindir. Cogu suslar en az
bir profaj i¢in lizojendir. Faj tiplendirmeleri i¢in degisik sayidaki faj setleri
kullanilmaktadir. Pseudomonas'larla enterobakterilerin gen haritalari arasinda
cesitli farklar vardir. Bunlardan biri, bakteriyosin yapimim saglayan genler
enterobakterilerde plasmidlerde yer alirken, Pseudomonas’larda kromozoma

yerlesmis olmasidir.  Pseudomonas’larin  gesitli  suslarinca  olusturulan
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bakteriyosinlere piyosin ve aeruginosin de denir. Bakteriyosin tiplendirmesinde
cesitli orneklerden izole edilen P. aeruginosa suslarinin olusturduklar piyosinin,
degisik indikator suslara etkisi incelenir. P. aeruginosa’da 35-40 kadar stabil
piyosin tipi belirlenmigtir (20, 40).

2.7. Direnglilik

P. aeroginosa’min pek g¢ok antibiyotige karsi dogal direnci vardir. Cok
sayida diren¢ mekanizmasi bildirilmesine ragmen, porin proteinlerindeki
mutasyon diren¢ mekanizmasinda en biiyiik rolii oynar. Antibiyotikler dig
membrandaki porlar aracilifiyla pseudomaonad hiicrelerine penetre olurlar. Bu
proteinler porlarin etrafinda yerleserek kanallara dogru akisi sinrli hale getirir ve
boylece degisik antibiyotik siniflarina direng gelisebilir. P. aeruginosa, vejetatif
bakteriler i¢inde, ¢evre kosullarina kendini en iyi uydurabilenlerdendir. Yeterli
nem saglandiginda, ¢ok az besin maddesiyle, uzun siire canlt kalabilir. Hastane
ortaminda solunum cihazlari, duglar, banyolar, fosetler, soguk su nemlendiricileri,
yataklar, carsaflar, gazli bezler, tamponlar, yerler gibi ¢ok sayida alandan izole
edilebilir.

Dezenfektan olarak kullanilan kimyasal maddelere ¢ok direnclidir, dértli
amonyum bilegikleri, hekzaklorofenli sabunlar ve iyotlu soliisyonlar i¢ginde bile
tireyebilir. Pseudomonas’larin dezenfeksiyonunda fenoller ve betaglutaraldehit
etkili olabilir. Kaynar su mikroorganizmay: oldiiriir. P. aeroginosa ayrica farkl
bir B-laktamaz iirettiginden siklikla kullamilan B laktam antibiyotiklerin ¢ogunu,
ozellikle penisilinleri, birinci kugak sefalosporinleri ve karbapenemleri inaktive
eder ( 23, 26, 33).

2.8. Laboratuvar tanisi

Infeksiyon tipine gére klinik &rnekler (deri lezyonlarindan siiriintii ve pii,
idrar, kan, BOS, balgam gibi) alinmalidir. Gram boyali preparatlarda, gram
negatif basiller goriiliir. Bunlarin Pseudomonas’a 6zgli gbriiniimii yoktur. Diger
enterik bakterilerden farksizdir.

Alman &rneklerin kiiltiiri kanli agara, MacConkey agara yapilmalidir. Kanli
agarda beta hemolitik koloniler ve MacConkey agarda laktoz negatif kolonilerin
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gelismesi, eksi meyve kokusu duyulmasi ve iireme ortamini boyayan mavi-yesil
pigmentin olmasi1 Pseudomonas’t diisiindiiren tipik 6zelliklerdir. Ayrica oksidaz,
katalaz, OF besiyerindeki durumu ve diger biyokimyasal &zellikleri
belirlenmelidir. Uretilen susun antibiyotik duyarhilik testi yapilmalidir.
Pseudomonas'larin ve diger non fermenterlerin 6zelliklerini aragtirmak igin gesitli
ticari kitler ve otomatize sistemler de kullamilabilmektedir. Bir Pseudomonas
salgiminda degisik hastalardan ve hastane ortamindan iretilen Pseudomonas
suglarinin, birbiriyle karstlastirilmas: igin antibiyotik duyarlilik modelleri
incelenmeli; imkan varsa serotiplendirme, faj ve piyosin tiplendirmeleri yapilmali
ve plasmidleri incelenmelidir. Bu kargilastirmalar sonunda hastane infek-

siyonunun kaynag: bulunabilir ve gergek bir salginin varli: anlagilabilir (20, 23).

3. BAKTERIYEL ILETISIM: "QUORUM-SENSING"

Onceleri bakterilerin son derece primitif olduklar1 ve bireysel hareket
ettikleri diigtiniilmekteydi. Ancak deneysel modeller kullanilarak farkli inokuliim
miktarlarinda olugturulan enfeksiyonlarda, konak savunmasini alt edebilmek i¢in
belirli yogunlukta mikroorganizma toplulugunun olmasi gerektigi saptandi.
Aslinda bu bulgu "quorum-sensing" fenomeni konusunda bir ipucu niteligi
tagimaktaydi (41).

Bakterilerin yeni bir ¢evreye adaptasyonu ve bu ¢evreyi tamima ve algilama
cevabr patogenezde Onemlidir. Bakteri pek ¢ok mekanizma ile pH, ozmolarite,
besin kaynag1 ve popiilasyon yogunlugu gibi gevresel sartlari algilar. Bakteri
cevrede degigsen bir kosul algiladifinda, kendi metabolizmasinda bir takim
degisiklikler yaparak yeni sartlara kendini adapte etmeye ¢alisir. "Quorum-
sensing" (QS) sistemi bakterinin ¢evresindeki popiilasyon yogunlugunu
saptamasina yarayan bir sistemdir ve bakteri bu bilgiyi pek ¢ok geninin regiilas-
yonunu kontrol etmekte kullanir (41, 42).

"Quorum" kelimesi latince kokenli bir kelime olup, "minimum popiilasyon
birimi" anlamina gelmektedir. Dolayisiyla, "quorum-sensing” (QS) kavrami
"minimum popiilasyon birimini algilama" olarak ifade edilebilir. Bu kavram ilk

defa 1994 yilinda Fuqua ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmugtir. Bu arastiricilar,
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iki deniz bakterisi olan Vibrio harveri ve Vibrio fisheri’'nin bir tir balifin 151k
organ1 adi verilen organinda yiiksek yogunlukta olduklari zaman bioliiminesans
verdiklerini saptamiglardir. Bu bakteriler deniz suyunda mililitrede yaklagik 10
adet bulunurken, bioliiminesans verdikleri 15tk organinda mililitrede 10 ila 10!
miktarinda bulunmaktadirlar. Dolayisiyla bakterilerin olusturdugu isik, sadece
yiiksek yogunlukta olduklarinda saptanabilmektedir. Aréstmcﬂarm gbzlemlerine
gore, bakteriler ortamdaki yogunluklarimi bir molekiiliin ortamdaki yiiksek
konsantrasyonu ile algilamaktaydilar ve bu molekiiliin yliksek miktarda olmasi
bakteri yogunlugu ile paralellik géstermekteydi (41, 43).

Bu goézlemden sonra QS konusundaki arastirmalar insan patojenleri ile
devam etmis ve Ozellikle Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus
izerinde yapilan pek ¢ok c¢alisma ile bu iki bakterideki QS sistemleri
¢coziimlenmeye ¢alisilmigstir (44).

QS sisteminde ortak mekanizma, ortama salman sinyal molekiilleri ile
regiilasyonun saglanmasidir. Bakteriler, kiiglik hiicre dist sinyal molekiilleri
tiretirler. Bu molekiiller dis ortama bakteri tarafindan salimir. Ayni1 zamanda
bakteri yiizeyinde bulunan bazi reseptérler sinyal molekiiliiniin konsantrasyonunu
algilar. Eger bu konsantrasyon belirli bir seviyede ise bakteride bazi genlerin
ekspresyonu indiiklenir. Bu indiiksiyon sonucunda baz: hiicre dis1 tirlinler {iretilir
(41, 45).

QS sisteminin bakteriye getirdii pek ¢ok avantaj vardir. Bu sistem
sayesinde bakteri davramiglarimi koordine ederek, besin kaynaklarina adaptasyon
gelistirir. Aym1 besin i¢in yarigan diger bakterilere kars: savagabilir. En 6nemlisi,
enfeksiyon sirasinda viriilans faktorlerinin regiilasyonu sonucu konakta immiin

cevaptan kagabilir (46).

3.1. QS Sisteminde Yer Alan Sinyal Molekiilleri

QS sistemi iginde sinyal molekiilleri en 6nemli rolii oynarlar. Bu sinyal
molekiillerine aynm1 zamanda "autoinducer" adi da verilmektedir. Bunun nedeni, bu
molekiillerin  metabolizmasmmi  regiile ettikleri hiicrede  olugmasindan
kaynaklanmaktadir. Bugtlinkii bilgilerimiz 15181nda, bakteriler tarafindan {iiretilen
{ic QS sinyal molekiil ailesi tanmimlanmistir. Gram negatif bakteriler tipik olarak
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acyl homoserin lakton (AHL: acylated homoserine lactone) iiretirler. Gram pozitif
bakteriler ise kii¢iik peptidleri sinyal molekiilii olarak kullanirlar. Bir sinyal
molekiilii olan "autoinducer-2" (Al-2) ise hem gram negatif, hem de gram pozitif
bakterilerde saptanmugtir. Dolayisiyla bu sinyal molekiili evrensel olup,
bakterinin diger bakteri topluluklarini algilamasini saglamaktadir (47).

Gram negatif bakterilerde pek ¢ok sinyal molekiil ailesi tammlanms
olmakla birlikte, iizerinde en fazla durulan N-acyl homoserin lakton ailesine ait
olanlardir.Ozellikle firsat¢1 insan patojenleri olan P. aeruginosa, Aeromonas
hydrophila, Burkholderia cepacia, Yersinia pseudotuberculosis ve Serratia
marcescens gibi bakterilerin AHL irettikleri saptanmigtir. Lakton siklik bir
molekiildiir. Aym molekiil iginde karboksil grubun hidroksil grup ile ester
olusturmasi sonucu olusur. Bu siklik yapiya bir amid bag: ile acyl yan zinciri
eklenir. Yan zincirin ucu degisken uzunlukta olup, simdiye kadar 4-14 karbon
uzunlugunda AHL'lar tanimlanmgtir (49, 50).
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N-butanoyl-L-homoserine lactone (BHL)

H/
.. .
™
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N-hexanoyl-L-homoserine lactone (HHL)
Sekil 1: Sinyal molekiillerinin molekiiler yapist.

AHL pek ¢ok gram negatif bakteride bulunmasina ragmen, AHL disinda
farkl: sinyal molekiiller iireten gram negatif bakteriler de vardir. Ornegin, P.
aeruginosa’da  AHL molrkiillerine ek olarak "Pseudomonas quinolon sinyal

molekiilii" (PQS) bulunur. Bu molekiil yapisal olarak kinolon grubu
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antibiyotiklere benzemekte ve P. aeruginosa’da AHL'a bagh QS sistemini modiile
etmektedir (51).

Buna ek olarak pek ¢ok gram negatif bakteride siklik dipeptidler sinyal
molekiilii olarak kullanilir. Bu dipeptidlerin fizyolojik fonksiyonlar tam olarak
bilinmemekle beraber AHL'lerin antagonisti olduklari diisiintilmektedir. AHL
iretimi pek ¢ok gram negatif bakteride bulunmakla beraber, zorunlu insan
patojenleri olan Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Neisseria
gonorrhoeae ve Salmonelia gibi bakterilerde AHL olusumu gézlenmemigtir (52,
53). Simdiye kadar gram pozitif bakteriler icinde AHL olugumuna rastlanmamus,
bunlarin sinyal molekiilii olarak kii¢lik peptidleri kullandiklar1 belirlenmistir (54,
55).

3.2. Pseudomonas aeruginosa’da Bulunan QS Sistemi ve Viriilanstaki Rolii

QS ilk olarak bir deniz mikroorganizmast olan Vibrio fisheri’de
kesfedilmesine ragmen bu alanda yogunlasan galigmalar firsat¢1 bir patojen olan
P. aeruginosa ile yapilmaktadir. Bu firsat¢i patojen immiinkompromize hastalarda
kanda, deride, gbzde, gastrointestinal ve genitoliriner sistemde enfeksiyon
olugturmaktadir. Kistik fibrozisli hastalarda ise konagin akciger dokularinda
kolonize olarak kronik pulmoner hasara yol ag¢maktadir. P. aeruginosa’nin
viriilansinda rolii olan determinantlarin bir g¢ogunun tiretimi QS sisteminin
kontroldi altinda gerceklesir (5, 41).

P. aeruginosa’da AHL ailesi iiyelerinin yer aldig: iki QS sistemi (Las ve
Rhl sistemi) ve bu sistemlerde yer alan iki biiyiik protein ailesi bulunur. Las ve
Rhl sistemlerinde bulunan I proteinleri AHL sentaz gérevini istlenir. Diger bir
deyisle, bu proteinler sinyal molekiilii sentezinden sorumludur. Ayrica Las ve Rhl
sistemlerinde bulunan R proteinleri ise transkripsiyonel regiilatér olarak gérev
yapar. Sinyal molekdilii Las sisteminde yer alan las I geninden sentezlenir ve
hiicre digina basit difiizyon yontemi ile transfer edilir.

Sinyal molekiilleri dis ortamda birikerek belirli bir yogunluga ulastiginda
bakterinin hiicre membraninda bulunan ve heniiz tamimlanmamig bir reseptor
tarafindan algilamir. Bunun sonucunda hiicre iginde QS sistemi aktive olur. QS
sisteminin aktivasyonu bir dizi olay1 bagslatir. lasI geni tarafindan sentezlenen

Pseudomonas autoinducer-1 (PAI-1) adli sinyal molekiilii lasR tarafindan
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sentezlenen Las R proteini ile birleserek bir kompleks olusturur. Olusan bu
kompleks Las R proteinini aktif hale getirir. Aktif hale gelen Las R proteinin dort
fonksiyonu vardir:

a) Baz1 hedef viriilans genlerinin ekspresyonunu baslatir,

b) Rhl sistemi {izerine indiiksiyon yapar,

¢) Las ve Rhl sistemleri arasinda ulak gorevi géren Pseudomonas quinolon sinyal
molekiiliiniin sentezini indiikler,

d) lasl geni tizerine indiiksiyon yaparak daha fazla sinyal molekiiliiniin sentezine
neden olur.

Aktif hale gelen Las R proteini tarafindan indiiklenen Rhl sisteminde, rA//
geninden ikinci bir sinyal molekiilii olan Pseudomonas autoinducer-2 (PAI-2) ve
rhiR geninden de Rhl R proteini sentezlenir. PAI-2 sinyal molekiilii Rhl R proteini
ile birleserek bir kompleks olugturur ve Rhl R proteininin aktif hale gelmesini
saglar. Aktif hale gelen Rhl R proteini bazi hedef genlerin ekspresyonunu
baslatirken, diger taraftan da rA4ll geni lizerine indiiksiyon yaparak daha fazla
sinyal molekiiliiniin sentezlenmesini saglar 41, 56,

57).

- Multipl las-genlerinin kontrolii R

= Biofilm olusumu

-

o
S

- immiinomodiilator aktivite
Multipl rhi-genlerinin kontrolii

Sekil 2: Las ve rhl sistemlerinin sinyal molekiilii tiretim mekanizmasi
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P. aeruginosa’da QS sisteminin viriilansla ilgili genleri regiile ettigi in-vitro
kosullarda gosterilmistir. Omnegin, Las sistemi elastaz, alkalen proteaz gibi
ekzoenzimlerin sentezinden, ekzotoksin A yapimindan, biyofilm olusumundan,
sekresyon aparati, katalaz, hemolizin ve siderofor olusumundan sorumludur. Rhl
sistemi ise ekzoenzimlerden elastaz yapimini, lektin, hidrojen siyanid,
rhamnolipid, siderofor ve sekresyon aparatiin olusumunu kontrol eder (41, 58,
59).

So6zii edilen bu sinyal molekiillerinin aralarindaki iliski olduk¢a komplekstir.
Bu kadar kompleks bir sistemin avantaji1 farkli yogunluklarda ve farkli yogunluk
konfiglirasyonlarinda (apse veya biyofilm gibi) bakteriyel fonksiyonlar1 regiile
edebilmesidir. QS sisteminin $u andaki bilgilerimizden ¢ok daha kompleks oldugu
bir gercektir. Buglin i¢in, P. geruginosa’ya ait homoserin lakton molekiilleri
tarafindan regiile edilen en az 50 QS geninin bu sistemler tarafindan regiile
edildigi bilinmektedir. P. aeruginosa’da farkli sinyal molekiillerinin yer aldig:

diger QS mekanizmalan ise ¢6ziimlenmeyi beklemektedir (58, 60).

Tablo 2. P. aeroginosa’da QS ile yénetildigi bilinen viriilans fakt6rler

Elastaz h

Sekresyon proteinleri
AHL (acyl homoserin lakton) > las ve rhl
Pyosiyanin
Siiperoksit dismutaz J
Alkalen proteaz
Ekzotoksin A v las
Katalaz

Hidrojen siyanid
Rhamnolipid \ rhl
Lektinler

QS P. aeruginosa’da virulansi, protein sentezini ve metabolizmada 6nemli
genleri diizenler. Enfeksiyon boyunca QS sisteminin etkilerinin aragtirilmasinda

QS genlerindeki bir veya daha fazla delesyonun bulundugu P. aeruginosa suslar
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degisik enfeksiyon modellerinde test edilmistir. Bunun i¢in su ana kadar kronik
AC enfeksiyonu, hem yavru hem de geligkin farelerde akut pneumoni ve fare
modellerinde yanik enfeksiyonu gibi modeller kullanilmigtir (61).

QS sisteminin enfeksiyon sirasinda nasil bir rol istlendigini saptamak
amactyla da pek ¢ok hayvan modeli kullanilarak in-vivo deneyler yapiimaktadir.
Nazal yolla enfekte edilen bu farelerde mutant susun akcigerlerden hizla
temizlenmedigi ve fagositoza dayanikli oldugu belirlenmistir. Ancak mutant
susun invazyon kabiliyetini hemen hemen tamamen kaybettigi gézlenmistir (62,
63).

QS sisteminin bakteremiye etkisini arasgtirmak amaciyla /asR geninden

defektli mutant sug ile sokak susu kullanilarak yapilan fare deneylerinde, sokak
susunun mutant susa gore li¢ kat daha fazla bakteremiye sebep oldugu ve mutant
sus ile enfekte hi¢ bir neonatal farenin 6lmedigi saptanmugtir (64).
Bu veriler dogrultusunda, QS sisteminin yoklugu veya defektli olmasinin
bakterinin canli kalmasi iizerinde herhangi olumsuz bir etkisi olmamakla birlikte,
enfeksiyon olusumunda, 6zellikle invazyonda son derece énemli oldugu sonucuna
varilabilmektedir.

QS sistemi farelerde olusturulan P. aeruginosa’ya baglhh yamk
enfeksiyonlarinda da g¢alisgilmistir. /as/ geninden mutant suslarin, enfekte olmusg
yanik deriden karacigere ve derinin diger bolgelerine sokak suguna oranla daha az
yayildig1 saptanmus, ancak tipki bakteremi 6rneginde oldugu gibi QS sisteminden
defektli mutant susun hayatta kalig kabiliyetinin etkilenmedigi belirlenmigtir.
Enfekte farelerde mortalite hizlarina bakildiginda, mutant sus ile mortalite
oraninin %7, sokak susu ile %94 oldugu goriilmiistiir. Mutant susa QS genlerini
tastyan plazmid transfer edildiginde ise, mutant sus ile meydana gelen
enfeksiyonda mortalite hizinin %93'e yiikseldigi gozlemlenmigtir. Dolayisiyla
mortalitenin 6nlenmesindeki en 6nemli faktdr QS sisteminin iglememesidir.

QS sistemi tiim enfeksiyon tiplerinde etkili degildir. Ornegin, farelerin
kornealarinda QS sisteminden defektli mutant sug ile olusturulan enfeksiyonun
siddeti, sokak susu ile olusturulan enfeksiyonun siddeti ile aymdir. Bu sonug, QS
sisteminin lokal bir enfeksiyondan ziyade invazyonda Onemli olduguna isaret
etmektedir (41, 65, 66).
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In-vivo deney sonuglan incelendiginde, P.aeruginos ‘da QS sisteminin genel
olarak enfeksiyonlarda 6nemli rol oynadif1 sGylenebilir. Ancak dikkat gekici
nokta, QS sisteminin pek ¢ok viriilans faktoriinii regiile etmesine ragmen bu
sistemden defektli mutantlarin tamamiyla avirlilan olmamasidir. Dolayisiyla P.
aeruginosa 'da viriilans multifaktériyel olup, QS sistemi genlerinin mutasyonunun
viriilans {izerinde belirgin etkileri olmasina karsin patogenezi regiile eden bagka
faktorler de bulunmaktadir (41,46).

P. aeruginosa’mn patogenezinde biyofilm olusturma Ozellifi 6nemli rol
oynar. Biyofilm olusumu bakterinin kat1 ylizeye tutunmas ile baglar. Bu agamayi
takiben bakteri bir taraftan hizla gogalmaya difer taraftan ekzopolisakkaritten
ibaret bir kilif olusturmaya baslar. Bu sekilde mikrokoloniler olusturur.
Mikrokoloniler arasinda porlar ve borucuklar vasitasiyla devamli bir sivi akisi
mevcuttur. Mikrokolonilerin birbiri {izerine eklenmesi ile biyofilm kalinlagir.
Biyofilm olusturan bakteriler fenotipik ve metabolik olarak degisime ugradiklan
igin ¢evre kosullarina ve antibiyotiklere direngli hale gelir. P. aeruginosa’da QS
sisteminin adezyonda ve mikrokolonilerin olusumunda rolii oldugu da
belirlenmigtir. QS sisteminden defektli mutantlarin olusturdugu biyofilmlerin,
sokak susu tarafindan olugturulan biyofilmlere gére daha gevsek ve saglam
olmayan bir yapiya sahip olduklar1 belirlenmigtir. Mutant biyofilmlerin, hidrojen
perokside daha hassas olduklan, katalaz ve siiperoksid dismutaz aktivitelerinin
azaldig1 ve nétrofillere hassasiyetlerinin artt1if1 gézlemlenmigtir (41, 67-69).

Sekil 3. Biofilm olugumu

Bu gozlemlerin timii siddetli akut ve kronik P. aeruginosa
infeksiyonlarinda QS sisteminin fonksiyonlarimin etkilerini gOstermigtir. Fakat
QS, P. aeruginos’ da pek ¢ok faktorii regiile etmesine ragmen QS mutantlarinin
tam olarak avirulant olmamasi ilgingtir. Bu durum P. aeruginosa virulansinin
multifokal oldugunu ve QS genlerindeki mutasyonlarin virulansda etkili olmasina
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ragmen patojenitenin diizenlenmesinde diger pek ¢ok faktériinde rol oynadig:
fikrini desteklemektedir (61).

3.3. QS Sisteminin Konak Yamt1 Uzerine Etkisi

Yapilan ¢aligmalar daha ziyade sinyal molekiillerinin bakteriler arasi
iletisimdeki rolleri ve buna bagli olarak virtilans faktdrlerini kontrol edebilme
ozellikleri lizerinde yogunlagmistir. Fakat konak ile bu molekiiller arasindaki iligki
kapsamli bir gekilde agikliga kavugmamigtir. Bilinmektedir ki 6karyotik hiicreler
prostaglandinler ve hormonlar (AHL yapisina benzer gekilde) vasitasiyla
haberlesme yapabilmektedirler. Bu molekiiller spesifik cevaplarla sonuglanan
degisik sinyal yolaklarim aktive ederler. Bu yiizden konak hiicresinde bir cevabin
ortaya ¢ikmast i¢in bakteriyel AHL molekiillerine benzer mekanizmalar
kullamldig: diistiniilmektedir. Okaryotik hiicreler arasinda ve AHL benzeri
molekiilleri kullanan bakteriler arasindaki haberlesmeler daha 6nceden
tanimlanmugtir. Okaryotik konakda sinyal molekiilii {iretildikten sonra bakteriye
karsi cevaba neden olmast AHL benzeri molekiillerin hiicreler arasi bir
haberlesme mekanizmasinda rol oynadigim gostermektedir. Okaryotik hiicreler
tizerine P. ageruginosa AHLs’sinin etkilerinin incelendigi ilk ¢aligmalarda birkag
AHL {ireten Las R delesyonu igeren sujlar kullamilmigtir (61)
P. aeruginosa’ya ait sinyal molekiillerinin 6karyotik hiicreler {izerindeki etkisini
arastiran ilk c¢aligmalar PAI-1 mutantlar1 ile yapilmistir. Mutant sus insan
brongiyal epitel hiicre kiiltiiriine eklendigi zaman sokak susuna gore mutant sugun
IL-8 iiretimini O6nemli Ol¢lide azalttifi saptanmustir. Bu deneyler, hiicreler
lizerinde sinyal molekiiliiniin direk etkisini gostermemekle birlikte inflamasyonda
QS molekiillerinin rolii olabilecegine isaret etmektedir. Bu bulguyu desteklemek
amactyla, insan brongiyal epitel hiicre kiiltirtine saflastirilmis PAI-1 eklendiginde,
IL-8 ve diger baz1 kemokinlerin iiretiminin artti¥1 saptanmigtir. Bunun sonucunda
monosit, nétrofil ve T hiicre gb¢ili uyarilmakta, inflamasyon indiiklenmektedir.
PAI-1 sinyal molekiiliiniin diger bir etkisi, prostaglandin (PG) yapiminda son
derece 6nemli bir yere sahip olan siklooksijenaz-2 (Cox-2) enzimi iizerinedir. Bu
sinyal molekiilii tarafindan indiiklenen siklooksijenaz-2 ve prostaglandin sentaz
enzimleri nedeniyle prostaglandin E2 (PGE2) iiretimi artmaktadir. PGE2'nin
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fonksiyonlar1 arasinda endotelyal gegirgenligin indiiksiyonu da bulunmaktadir.
Ortaya ¢ikan yamit sonucunda PAI-1’in uyarimina bagli olarak koroner ve
pulmoner diiz kaslarin kontraksiyonu inhibe olmakta, bunun sonucunda lokal kan
akimi, 6dem ve enfeksiyon bolgesine hiicre gbcii artmaktadir (41)

30-C,-HSL PG’lerin tiretiminde 6nemli bir enzim olan siklooksijenaz-2
enziminin agiklanmasimi da diizenleyebilir. Bu Cox-2 indiiksiyonu ve akabinde
PGE2’yi aktive ederek sentezlenmesini arttirir. PGE2 seviyesinde artig yanik
yaralarinda ve KF’li hastalarin AC de P. aeruginosa enfeksiyonu ile iligkili
bulunmugtur. Ibuprofen gibi antiinflamatuar ilaglarin kullanilmasiyla PGE2
iretiminin inhibisyonu KF hastalarinda AC fonksiyonlarinin iyilesmesine neden
olmus ve enfekte yarik yaralari bulunan hayvanlarda da mortalite oranim
azaltmigtir. PGE2’nin pek ¢ok fonksiyonu vardir, endotelial permeabilitenin
indiiklenmesi bunlardan biridir. Bu cevaplarin bir araya gelmesi 30-C;,-HSL
uyarilmasiyla hem koroner hem de pulmoner diiz kas kontraksiyonu inhibe edilir.
Bu vazorelaksant aktivite infeksiyon bolgesinde lokal kan akiminin, demin ve
hiicre gb¢liniin artmasma yol agar. Antibakteriyel ve proteolitik proteinlerin
sekresyonunda 6nemli olan insan submukozal trakeal bez serdz hiicreleri (HTGS:
human submucosal tracheal gland serous cells) {izerine yapilan ¢alismalar, KF
transmembran iletim diizenleyicisi (CFTR: CF transmembrane conductance
regulator)’ndeki bir mutasyonun bu hiicreleri 30-Cj;-HSL’den sorumlu hale
getirdigini ortaya ¢ikardilar. KF hastalarinda rastlanan bir fenotip olan CFTR
mutasyonunu iceren hiicreler 30-C»,-HSL ile kiiltiire edildiginde, antibakteriyel
ve proteolitik proteinlerin sekresyonu azaltilmis oldu. Yazarlar, sekresyondaki bu
inhibisyonun P. aeuroginosa’min KF akcigerinde artisina bagli bir mekanizma
olabilecegini ileri siirdiiler KF hastalarinda rastlanan bir fenotip olan CFTR
mutasyonunu iceren hiicreler 30-C;,-HSL ile kiiltiire edildiginde, antibakteriyel
ve proteolitik proteinlerin sekresyonu azaltilmis oldu. Yazarlar, sekresyondaki bu
inhibisyonun P. Aeuroginosa’nin KF akcigerinde artigina bagli bir mekanizma

olabilecegini ileri siirdiiler (61, 70).

23



Sekil 4. P. aeuroginosa enfeksiyonu esnasinda konak iizerine 30-Ci,-HSL nin
etkileri model olarak sunulmustur. P. aeuroginosa enfeksiyonlarinin gofunda
bakteri koruyucu biyofilm tabakas: i¢inde gelisimini siirdiiriir ve burada bakteriler
30-C1,-HSL QS molekiiliinii yiiksek miktarda tretirler. Bu molekiil multipl
inflamatuar mediatGrlerin {iretimini stimiile etmek i¢in konak hiicresi ile baglanti
kurar. IL-8 ve diger kemotaktik faktorlerin indiiksiyonu enfeksiyon alanina pek
¢ok farkh hiicre ¢esidinin gigiinii uyarnr. Ancak nétrofiller gibi hiicreler tarafindan
uretilen faktorler enfeksiyonu ortadan kaldiramaz ve sonunda doku hasari
meydana gelir. PGE; gibi diger mediatérlerin indiiklenmesi inflamatuar siireci
daha da zora sokabilir. 30-C;;-HSL aym zamanda enfeksiyon boyunca
indiiklenen immiin cevabin tipini belirleyen IL-12 ve IFN-y gibi gesitli
sitokinlerin {iretiminde degisiklikler olusturarak bir immiinomodiilatér gibi
hareket edebilir (61).

PAI-1 sinyal molekiiliinin immiin hiicreler ilizerine olan etkisi de
gosterilmigtir. Lipopolisakkarit ile aktive olmus fare peritoneal eksuda hiicreleri
PAI-1 ile Kkiiltir edildiginde IL-12 iiretiminde ciddi bir inhibisyon oldugu
saptanmistir. IL-12, T hiicrelerinden IFN-y yapimum saglayan ¢ok Onemli bir

stimiilat6rdiir. Bu stimiilasyon sonucu makrofaj aktivasyonu ve proinflamatuvar
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cevabin indilksiyonu meydana gelmektedir. IL-12'nin PAI-1 sinyal molekiilii
tarafindan inhibisyonu, T hiicrelerinin aktivasyonunu ve dolayisiyla IFN-y
tiretimini bloke eder (41, 71)

30-C»-HSL sadece fibroblast ve epitel hiicreler gibi yapisal hiicreleri aktive
etmez aym zamanda klasik immiin hiicreleri de aktive eder. Ornegin LPS ile
aktive edilmis fare peritoneal hiicreleri 30-C»-HSL ile kiiltlire edildiginde IL-12
Uiretiminin 6nemli oOl¢iide inhibe edildigi goriilmiistiir. IL-12 proinflamatuar
cevabin indiksiyonunda ve makrofaj aktivasyonunda 6nemi ve rolii bilinmektedir.
Bununla Dbirlikte T hiicreleri tarafindan {retilen interferon-y (IFN-y)
stimiilasyonunda aracilik yapan sitokindir. IL-12’nin inhibe olmas1 dogal olarak
IFN-y’'nin  iiretiminde wve T  hiicrelerinin aktivasyonunda degisiklikler
olusturacaktir. Bununla birlikte 30-C;,-HSL, IFN- y iiretiminin uyarilmasinda rol
oynar ve T hiicreleri ile direkt olarak etkilegebilir (27). Bu nedenle cevresel
uyaranlara ve hiicre tiplerine bagli olarak hareket eden 30-C;»-HSL immiin
cevabin farkli yonlere kaymasimi indiikleyebilir. Bu yiizden P. aeuroginosa
enfeksiyon stirecinin farkli dénemlerinde 30-Ci,-HSL bakteri patogenezinde
onemli etkiler olusturarak konak immiin cevabinda degisimleri indiikleyebilir.

PAI-1 sinyal molekiiliiniin diger bir etkisi, yardimci T hiicre (Th) yanit1

izerinedir. Bu sinyal molekili Th yamtim Thl 'den Th2'ye dogru
degistirmektedir. Bakteriyel enfeksiyonlarda ¢ok 6nemli bir yere sahip olan Thl
yanit1 IL-12 ve IFN-y senteziyle karakterizedir. Bir sinyal molekiilii tarafindan T
hiicre aktivasyonunun baskilanmasi, bakterinin avantajina bir durum
saglamaktadir. PAI-1 'e ait bu etkiler P. aeruginosa’da bulunan diger sinyal
molekiilleri ile gergeklesmemektedir (72, 73).

Sinyal molekiilleri ile konak hiicreler arasindaki etkilesime dair daha pek
¢ok aragtirmaya ihtiyag¢ duyulmaktadir.

3.4. Farkh Cinsler Arasinda Etkilegimlerle QS Sisteminin Rolii

Aym tiir i¢inde ve aym cins igindeki farkli tlirler arasinda etkilegimler
olabildigi gibi farkli cinsler arasinda da boyle etkilesimler s6z konusudur. Kistik
fibrozisli hastalarda hastalifin erken donemlerinde akcigerlerde S. aureus

kolonize olmakta, ileri donemde S. aureus kolonizasyonu yerini P. aeruginosa’ya
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birakmaktadir. P. aeruginosa’rin S. aureus’un yerini almasindaki neden, bu iki
bakterinin farkli dilleri konugmasindan kaynaklanmaktadir. Nitekim S.aureus
kiiltiirlerine eklenen P. aeruginosa’min sinyal molektlli S. aureus’daki efektor
molekiil olan RNA III'in ekspresyonunu inhibe etmekte ve bdylece viriilans
faktérlerinin olusmasi engellenmektedir. Bu durumda toksik sok sendromu
toksini-1 (TSST-1), hemolizin, protein A ve fibronektin baglayan proteinin
olusmadigi belirlenmigtir (41,74). Dolayisiyla kistik fibrozisli hastalarin
akcigerlerinden S. aureus 'un eradikasyonu P. aeruginosa 'ya baglidir. Farkli Gram
negatif bakterilerin aym aileye ait sinyal molekiilleri sentezledigi bilinmektedir.
Bu mikroorganizmalar birlikte bulunduklar: ortamlarda aymi dili konugmalarinin
avantajm  kullanirlar. Ornegin, kistik fibrozisli hastalarin  akcigerlerinde
enfeksiyona yol agan ve ciddi mortalite nedenlerinden olan P. aeruginosa ve B.
cepacia aynm sinyal molekiillerinin kullanildigi QS sistemine sahip olmalart
nedeniyle birbirlerinin virlilans faktorlerinin sentezine yardimei olurlar.

Hem Gram negatif, hem de Gram pozitif bakteriler tarafindan kullanilan
autoinducer-2 (AI-2) sinyal molekiill, farkli bakteri topluluklarinin birbirlerini
algilamalarini saglar. AI-2 sinyal molekiilti furanosil borat diester yapisinda olup,
diger sinyal molekiillerinden yap1 olarak ¢ok farklidir. Bu sinyal molekiilii pek
¢ok bakteride tanimlanmis olup, hangi yolla sentez edildigi ve QS sistemini nasil
aktive ettigi ile ilgili bilgiler hentiz agiklik kazanmamuigtir . Simdiye kadar yapilan
calisma sonuclarn degerlendirildiginde, AI-2 sinyal molekiltintin, Escherichia
coli'de (0157: H7) shiga toksin yapimini, Porphyromonas gingivalis'de
hemagliitinin  aktivitesini, Salmonella typhi’de biyofilm olusumunu ve
Streptococcus pyogenes’de hemolizin yapimim kontrol ettigi belirlenmigtir (41,
75, 76).

Farkli bakteriler tizerinde AI-2'nin ne sekilde iglev gordiigii ve gerek
viriilansta gerekse bakteriler arasi iletisimdeki roliinii belirlemek amaciyla in-vitro

ve in-vivo ¢aligmalara ihtiyag duyulmaktadir.
3.5. Enfeksiyonlardan Korunma ve Tedavide QS inhibit6rlerinin Yeri

Bir enfeksiyon sirasinda bakteri {iremesinin inhibisyonu, invazyon

yetenegine sahip bakterinin eradikasyonu amaciyla kullamlan bir yaklasimdir.
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Ancak hizla geligen antibiyotik direnci bazen bu yaklasimi basarisiz
kilabilmektedir. Diger bir yaklasim, bakterilerin birbirleriyle ve konak ile
iletisimini 6nlemek, bagka bir deyisle QS sistemini inhibe etmek olabilir. Bu
konuda yapilan arastirmalarin baslica amaci, sinyal molekiiliiniin sentezini inhibe
ederek konsantrasyonunu diiglirmek veya sinyal molekiiliiniin hedef genlerin
ekspresyonunu aktive etmesini 6nlemek olarak sayiabilir. Makrolid grubunda yer
alan azitromisinin QS inhibit&rii oldugu belirlenmistir (77).

Bu ajan, 508 ribozomal alt tiniteye baglanarak polipeptid uzamasini bloke
eder ve bunun sonucunda protein sentezini inhibe ederek bakteriyostatik etki
gosterir. Azitromisin 6zellikle Mycoplasma, Legionella ve Chlamydia tiirleri ile
meydana gelen pulmoner enfeksiyonlarin tedavisinde ya da penisiline alerjisi olan
hastalarda Gram pozitif bakteriler ile meydana gelen enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmakta olup, bu antibiyotigin antipseudomonal tedavideki yeri yok denecek
kadar azdir. Ancak deneysel ¢aligmalar, uzun siireli azitromisin tedavisinin kistik
fibrozisli hastalarda yarar: olabilecegi yoniindedir. Yapilan in-vitro galigmalar 2
pug/ml azitromisinin, P. aeruginos’da elastaz ve rhamnolipid sentezini inhibe
ettifini gostermistir. Ayrica azitromisin sinyal molekiillerini kodlayan genin
transkripsiyonunu %80 oraminda diiglirmekte, bunun sonucunda sinyal
molekiillerinin sentezi yaklasik %90 oraminda inhibe olmaktadir. Dolayisiyla
makrolid kullaniminin, sinyal molekiil sentezini inhibe ederek kismen de olsa
doku hasarim 6nleyebilecegi diigiiniilmektedir. Bu bulguyu desteklemek amaciyla
yapilan ¢ok merkezli bir klinik ¢aligmada, alt1 yag lizerinde ve bir seneden daha
uzun siire P. aeruginosa ile kolonize olan kistik fibrozis’li hastalarda haftada {i¢
glin alt1 ay boyunca uygulanan azitromisin tedavisinden sonra plasebo grubuna
gére hasta grubunda enfeksiyonun siddetinin azaldigi, pulmoner fonksiyonlarin
iyilestigi ve kilo aliminin belirgin 6lglide arttig1 saptanmusgtir.

Uzerinde caligilan diger bir QS inhibitérii, deniz otundan elde edilen bir
bilesiktir. Deniz otunun biyolojik olarak aktif halojenize furanon iirettigi ve bu
furanonun bitki ylizeyinde yer aldifi zaman gerek prokaryotlarin gerekse
Okaryotlarin bitki ylizeyinde kolonize olamadiklar1 gbzlemlenmistir. Bu bilesigin
P. aeruginosa lizerinde QS inhibitdri etkisinin olup olmadigini aragtirmak {izere

sentetik bir furanon gelistirilmis ve bu bilesige C-30 ad: verilmistir. P. aeruginosa
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kiiltiirlerinde 10 uM C-30 furanon varlifinda proteaz, pyoverdin ve Kkitinaz
aktivitelerinin tamamen inhibe oldugu belirlenmigtir.

Biyofilm olusturan bakterilere karsi kullamilan antibiyotiklerin hemen
hepsinin fayda saglamadigi bilinmektedir. C-30'un biyofilm iizerine etkisini
aragtirmak iizere, P. aeruginosa ile olusturulan biyofilme C-30 uygulandiginda
biyofilmin saglam yapisinin bozuldugu belirlenmigtir. Kistik fibrozisli hastalarda
siklikla kullanmilan tobramisinin C-30 furanonu ile birlikte biyofilm iizerine olan
etkilesimi aragtinlmis ve C-30 ile tobramisinin birlikte kullanilmasiyla
tobramisinin biyofilm i¢ine rahatlikla girebildigi ve bakterilerin %5-10"unu canh
birakacak sekilde biyofilm olusturan bakteriler (izerine inhibisyon yaptig
saptanmistir. C-30 ile muamele edilmemis biyofilme tobramisin uygulandiginda
ise, tobramisinin sadece biyofilmin yiizeyinde yer alan hiicreler {izerinde etkili
oldugu belirlenmistir. Yapilan in-vitro deneylerden sonra C-30'un etkinligi in-vivo
kosullarda ¢aligilmustir. P. aeruginosa ile nazal yoldan enfekte edilen farelere
intravendz yolla C-30 furanonu verildiginde, C-30'un kan akimi ile akciger
dokularina penetre olabildigi, bakteri igine girebildigi ve QS sistemi tarafindan
kontrol edilen viriilans genlerinin ekspresyonunu inhibe ettifi saptanmigtir.
Sentetik halojenize furanon olan C-30'un O&zellikleri ozetle, QS sisteminin
ekspresyonunu inhibe etmek, antibiyotiklere direngli biyofilm olusumunu
engellemek ve fare modelinde akcigerlerde enfektif bakterinin persistansina engel
olmaktir (41, 78).

Bu bilgiler 1s181inda ¢ikarilacak en 6nemli nokta, bakteriler aras1 iletigimin
engellenerek bakteri viriilansimin kontrol altina alinabilecegidir. Virlilansin direk
olarak hedef alinmasi, P. aeruginosa ile enfekte kigilerin erken profilaktik
tedavisinde timit vaad etmektedir. QS inhibit6érii olan ajanlar, akcigerlerde,
implantlar lizerinde ya da yaralarda biyofilm olugumunu engelleyebilir. Kistik
fibrozis’li (KF)’li hastalarda bu yaklasim ile konak patojen dengesi konak lehine
donerek patojenin eradikasyonuna yardimci olabilir ve boylece ciddi
enfeksiyonlar 6nlenebilir.
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4. GEREC VE YONTEMLER
4.1. GERECLER
4.1.1. Besiyerleri
1. Laura Bertani (LB) agar (Sigma)
2. LB broth (Sigma)
3. Pseudomonas broth (PB) besiyeri
- 20 g Bacto-Peptone (Difco)
- 1.4 g MgCL,
- 10 g K,S04
- 1 litre distile suda ¢6ziilerek hazirlandi.
4.M 63 minimal medium
-13.6 g KH2 PO4
-2.0 g (NH4)2504
- 0.5 mg FeS0O4.7H20 (pH 7.0)
- 0.2% (w/v) glucose
- 1 mM MgS04.7H20
- 0.5% (w/v) Casamino asit ile desteklenerek 1 litre distile suda
¢oziilerek hazirlandi
4.1.2. Kimyasal Maddeler
1. Elastin Kongo kirmizisi (Elastin-Congo Red) (Sigma)
2. Gliserol
3. Azur mavisi (Hide azure blue powder) (Sigma)
4. Kloroform
5. Hidroklorik asit
6. Kristal viyole
7. Sodyum fosfat buffer (1M NaHPO4 pH 6.8)
- 69 g Na,HPO. H,0
- 134 g NaH,P04.7H20
- 1L distile suda ¢6ziilerek hazirlanmagtir.
8. Chromobacterium violaceum CV026 (mini-Tn5 mutant) susu

9. Agrobacterium tumefaciens NT1 susu
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4.2. ARACLAR
1. Etiiv
2. Calkalayic1 Etiiv
3. Pasteur finm
4. Otoklav
5. Buzdolab1
6. Derin dondurucu (-80)
7. Hassas terazi
8. Sogutmali Santrifijj
9. Karigtiric (Vortex)
10. Spektrofotometre (Shimadzu UV-1600)
11. Petri kutulan, pipetler, tiipler, pipet uglari
12. pH metre
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4.3. YONTEMLER

Caligmamizda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 100 P. aeruginosa susu
calismaya alinmistir. Bakterinin viriilansinda énemli rol oynadigi kabul edilen
elastaz, alkali proteaz, pyosiyanin ve biofilm olusumu gibi faktorlerin kantitatif
olciimleri yapilmistir. P. aeruginosa’min virilansinda rolii olan determinantlarin
bir ¢ogunun iiretimini kontrol eden QS sisteminde yer alan uzun zincirli ve kisa

zincirli sinyal molekiillerini iiretebilen suslar saptanmigtir.

4.3.1. Klinik 6rneklerin izolasyonu

2004-2005 yillar1 arasinda Siileyman Demirel Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Aragtirma ve Uygulama Hastanesi’'nde yatan hastalardan elde edilen 30 idrar, 21
kan, 19 yara, 16 balgam, 7 kulak akintisi, 4 katater 6rneginden izole edimis
toplam 100 P. aeruginosa susu galismaya alinmustir. Tanimlanma Mikrobiyoloji
ve Klinik Mikrobiyoloji laboratuarinda API ID 32E (BioMerieux, Fransa)
otomatik sistemi ve konvansiyonel yontemler kullamlarak yapilmistir (Resim 1).
[zolatlar Laura Bertani (LB) agar’da firetildikten sonra %20 gliserollii LB broth
besiyerinde bir gecelik inkiibasyonu takiben -80 °C’de saklanmistir. Stoklanan
kiiltiirler birden fazla dondurma ve ¢ozme islemine tabi tutulmamustir (79).

R R L R (AN
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e @ ) ?@QO@.JJOQODQ ) >;
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Sl IND BNAG BGALI GLU SAC LARAIDARL aGLU aGAL TRE 'RHA N CEL SOR \ﬂML

Resim 1 : API ID 32E (BioMerieux, Fransa) stripi

4.3.2. Enzim Olgiimleri igin Supernatan Hazirlanmasi

LB agarda tretilen her bir izolattan 6 (alt1) koloni 5ml’lik Laura-Bertani
(LB) broth besiyerinde 37 °C’de 18 saat inkiibe edilerek gogaltildi. Tiim kiiltiir
slispansiyonlar1 540 nm’de 2.0 absorbans degerine ayarlanarak standardize edildi.

Ayarlama islemi sterii LB broth eklenerek yapildi. Bu standart bakteri
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stispansiyonlarindan 1 ml alinarak 30 ml LB broth besiyerine eklenerek 37 °C’de
18 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Sonra 4°C, 10000 g’de, 20 dakika,

santrifiijlenerek supernatanlar enzim ol¢timleri igin ayrildi (79, 80, 81).

4.3.3. Elastaz Tayini (Eastin Kongo Kirmuzis1 Deneyi)

izolatlardan elde edilen siipernatantlardaki elastolitik aktivite, elastin
Kongo kirmizisi deneyi (elastin kongo red) kullanilarak saptandi (Resim 2).
Stipernatantlardan 100ul alinarak her birine 30 mg substrat olarak elastin Kongo
red igeren 2 ml Sodyum fosfat buffer (10 mM NaHPO,) tampon ¢ozeltisi eklendi.
Bu reaksiyon 37 °C’de 14 saat siireyle inkiibasyona tabi tutuldu. 2000 g’de 10
dakika santrifiij edilerek ortama salinan Kongo red 495 nm dalga boyunda (OD
495) olgiildi (Shimadzu UV-1600 spectrophotometer). Pozitif kontrol olarak
PAOI susu kullanildi (79, 81, 82, 83).

LI e

Blank PAO1 Ornek1  Ornek 2 Ornek 3
Resim 2: P. aeruginosa suslarinda ve pozitif kontrol olarak kullamlan PAO 1
susunda elastaz aktivitesinin spektrofotometrik (OD 495) olarak elastin Kongo red

yontemiyle gosterilmesi

4.3.4. Total Proteaz Tayini

Proteolitik aktivite Lanotte ve arkadaslarinin tarif ettigi metodla 6l¢ildi. 1
ml siipernatana 5 mg azur mavisi (Hide powder azure) igeren 2 ml 10 mM
NaHPO, eklenerek 37 °C’de 2 saat giiclii bir sekilde calkalayicida karistirildi.
Karisgim 2000 g’de 10 dakika santrifiij sonrasi siipernatan alinarak gokelti atildi.
Siipernatan absorbansi degerleri 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede
6lgiildii (Resim 3). Pozitif kontrol olarak PAO1 suju kullanild1 (80, 84).
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Blank PAO1 Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3

Resim 3: Alkali proteaz diizeylerinin P. aeruginosa suslarinda ve pozitif kontrol
olarak kullanilan PAO 1 susunda spektrofotometrik (OD 595) olarak Azur mavisi

deneyi ile 6l¢iimiiniin gosterilmesi

4.3.5. Pyosiyanin Tayini

Pyosiyanin Ol¢iimii asidik soliisyonda 520 nm dalga boyunda absorbans
degerlerini tayin etme temeline dayamlarak gergeklestirildi. Kiiltiirler
Pseudomonas broth (PB) besiyerinde tiretildi. Tiim kiiltiirler 0.5 Mc Farland (108
CFU/ml ) 6lgiisinde standardize edildi. Bu kiiltiirden 330 pl alinarak 15 ml’lik
falkon tiiplerde 10 ml PB mediumda 24 saat 37 de inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda santrifiij edilerek (10000 g x 20 dakika) siipernatan ayrildi. 5 ml
stipernatan 5ml kloroform eklenerek 2 saat calkalayicida 37 de kangtirildi.
Karigmmin alt kismu pipet yardimiyla alinarak ayr1 bir tiipe aktarildi ve 1.5 ml 0.2
N HCl ilave edildi. Ust tabakada agik pembeden koyu kirmiziya kadar degisebilen
renklenmenin mevcut oldugu pyosiyaninden zengin tabaka aynlarak
spektrofotometre kiivetlerine aktarildi (Resim 4). Spektrofotometrede 520 nm
dalga boyunda (OD 520) dl¢tim yapildi (79, 81, 85).
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Blank PAO1  Ornek1 Ornek2 Ornek 3
Resim 4: Pyosiyanin odlgiimlerinin galisma suslarinda ve PAO 1 susunda

gosterilmesi

4.3.6. Biofilm Olgiimii

LB broth mediumda bir gecelik inkiibasyon sonucunda M 63 minimal
medium ile 0.02 (OD 600) absorbansa ayarlanarak standardize edildi. Bu
slispansiyondan 1 ml, 12 x 75’lik polistren tiiplere (Becton Dickinson, BD Falcon
352054) aktarildi. 30 °C’de 10 saat inkiibasyonu takiben tiip igerigi yavas bir
sekilde bosaltilarak tiipler nazik bir sekilde distile su ile yikandi. Tiiplere 1 ml
%1°lik kristal viyole konuldu. Yaklasik 15 dk boyama devam ettirildi. Yavasca
distile su ile tekrar ytkama yapildi. Boyanmis biofilm kapli tiiplere 4 ml %95
etanol doldurularak boyanmis biofilm tabakasi ¢dzdiiriildii.Spektrofotometre
kiivetlerine aktarildi (Resim 5). 495 nm dalga boyunda (OD 495) dl¢iim yapildi
(79, 86, 87, 88).

Blank PAO 1 Ornek1  Ornek 2 Ornek 3

Resim 5: Biofilm 6l¢iimlerinin galigma suslarinda ve PAO 1 susunda gésterilmesi
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4.3.7. Sinyal Molekiillerinin Tayini

Tiim suslar LB agarda iiretildi. Acyl homoserin laktonlarin (AHL: acylated
homoserine laktons) tanimlamasi1 hem Chromobacterium violaceum susu CV026
(89) hem de  Agrobacterium tumefaciens sus NT1 kullamlarak yapild1 (90, 91,
92, 93).

C. violaceum CV026 (mini-Tn5 mutant), 4. karbondan 8. karbona kadar
olan N-acyl zincirinde AHL’nin (N-butanoyl-L-homoserine lactone: BHL)
saptanmas i¢in indikator sus olarak kullamldi. C. violaceun CV026 mutant sus
oldugundan kendi basina violesin pigmentini olusturamaz. Bu pigmenti
olusturabilmesi i¢in AHL molekiillerine ihtiyag duyar. C. violaceum CV026
igerdigi mor renkli violesin pigmenti araciifiyla AHL molekiillerine kars: yanit
olusturur (Resim 6)(89).

Resim 6: Kisa zincirli AHL (N-butanoyl-L-homoserine lactone: BHL) iiretiminin
gosterilmesi (PAO1 kontrol susu ve pozitif reaksiyon veren suslar (1, 2, 3).

Agrobacterium tumefaciens sus NT1 plazmid pZLR4 tasir ve ek indikator
olarak kullanilir. Agrobacterium tumefaciens sus NT1 6. karbondan 12. karbona
kadar uzanan N-acyl zincirinde AHL ye yanitta X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-b-D-galactopyranoside) varliginda mavi renk olusturur (Resim 7) (90, 91,
92).
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Resim 7: Uzun zincirli AHL molekiiliiniin gosterilmesi. Tiim suglar pozitif
reaksiyon verdi.

Calisma suslart %1.2 agar ile katilastirlmis ve antibiyotik eklenmis LB agar
besiyerinde iiteretildi. Agrobacterium tumefaciens sus NT1 igin 20 mg/ml
gentamisin, C. violaceum CV026 i¢in ise 20 mg/ml kanamycin kullanild.

4.3.8. AHL Saptanmasi icin Paralel Cizim Yontemi

N-acyl-homoserin lakton iiretimi, ¢alisma suslari ve bunlara paralel ¢izgide
ekimi yapilan CV026 ve NT1 suslarimn 30°C’de 1 gece inkiibasyonunu takiben
pigment olusumu gozlenerek incelendi. A. tumefaciens NT1 indikator susuyla test
igin, LB agar besiyerine 50pg/mL X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactopyranoside) ve Gentamisin 20pg/ml ilave edildi. Test edilecek suslar
cizilerek 30 derecede 1 gece inkiibe edildi.

4.3.9. istatistik:

Istatistiksel yontemler olarak, bagimsiz drneklerde student's ¢ testi, Mann-
Whitney U testi, korelasyon analizi (Spearman) ve multiple regresyon analizleri
SPSS 6.0 for Windows 95 kullamilarak yapildi. istatistiki anlamlilik igin p<0.05
degeri esik alindi.
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5. BULGULAR

2004-2005 yillar arasinda Siileyman Demirel Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Aragtirma ve Uygulama Hastanesi’nde yatan hastalardan enfeksiyon etkeni olarak
cesitli klinik Orneklerden izole edilmis 100 Pseudomonas —aeruginosa susu
toplanmustir. Suslarin viicut bélgelerine gére dagilimi Tablo 3’de sunulmustur.
Ayrica tim kokenlerde viriilans faktorlerinin iiretimini diizenleyen ve bakteriyel
iletisimde (QS: quorum sensing) rol alan kisa zincirli ve uzun zincirli sinyal

molekiillerinin varlig1 aragtirilmigtir.

Tablo 3: Pseudomonas aeruginosa suslannin izole edildigi viicut bolgeleri

Viicut bolgesi n (say)
Idrar 30

Kan 21

Yara 19
Balgam 16
Kulak Akintisi 7
Kateter 4
Trakeal aspirat 3

Pozitif kontrol olarak kullanilan PAO1 sujuna ait Elastaz aktivitesi (0,973 +
0,0145) ¢aligma grubuna ait suslardan daha yiiksek diizeyde bulunmustur. Balgam
ve kan 6rneklerinden elde edilen suslarin elastaz aktivitesi (sirastyla 0,499 + 0,35,
0,46 + 0,396) diger lokalizasyonlara ait suslara gére daha yiiksek diizeyde
saptanmigtir, ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

Ayrica tiim bolgelere gore elastaz aktivite diizeyleri kendi aralarinda
karsilastirildiginda fark istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0.05) (Sekil 5).
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Elastaz (OD 495)

1:2

0,8
0,6
0,4

0,2

PAO 1

Idrar

Kan Yara Balgam Kulak Kateter Trakeal

akintisi

aspirat

Sekil 5: Viicut bélgelerine gore elastaz enzim aktivitesi (OD 495). Ortalamalar +
SEMs olarak verilmistir (p>0.05).

Alkali proteaz aktivitesi pozitif kontrol olarak kullanilan PAO1 susunda
(0,616 +0,0197) diger tiim bolgelere ait suslara gére anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (P<0.05). Tiim lokalizasyonlara ait alkali proteaz enzim aktiviteleri

birbirleriyle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:
gozlenmistir (P>0.05) (Sekil 6).

0,7

Alkali proteaz (OD 595)

0,6 1
0,5
0,4 -

PAO 1

Idrar

Kan Yara Balgam Kulak Kateter Trakeal

akintisi

aspirat

Sekil 6: Viicut bolgelerine gore alkali proteaz aktivitesi (OD 595). Ortalamalar +
SEMs olarak verilmistir (p>0.05).
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Pyosiyanin iiretiminin spektrofotometrik olarak ol¢iimiinde pozitif kontrol
olarak kullanilan PAOI susunda (0,147 + 0,0025) balgam ve kan izolatlarina gore
anlamli derecede yiiksek bulunurken (P<0.05), idrar pyosiyanin diizeyleri standart
susa yakin degerlerde bulunmustur. Idrar Srneklerinin pyosiyanin degerleri
(0,0691 + 0,0654), kan, yara ve balgam izolatlarina gore ( sirasiyla 0,0656 +
0,0614, 0,0488 + 0,0415, 0,0492 + 0,0363) daha yiiksek ve istatistiksel agidan
farkj anlamliydi (P<0.05) (Sekil 7).

Pyosiyanin (OD 520)

0,16
0,14
0,12

0,1
0,08 -
0,06 -
0,04
0,02 -

PAO 1 Idrar Kan Yara Balgam Kulak Kateter Trakeal
akintisi aspirat

Sekil 7: Viicut bolgelerine gore pyosiyanin iretim diizeyleri (OD 520).

Ortalamalar + SEMs olarak verilmistir

Biofilm olusumu incelendiginde pozitif kontrol olarak kullanilan PAO1
susunda (0,845 + 0,0476) kan ve balgam izolatlarina ait degerlerden (sirasiyla
0,414 = 0,265, 0,403 + 0,447) istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulundu(P<0.05). Ancak, idrar, katater, yara ve trakeal aspiratlarrin biofilm
olusumlari PAO1 susuyla kiyaslandiginda fark anlaml degildi (P>0.05). Gruplar
kendi aralarinda karsilagtinldiklarinda ise idrar izolatlarimin biofilm olusum
diizeyi (0,719 + 0,441), kan, yara, balgam izolatlarindaki degerlerden (sirasiyla
0,414 = 0,265, 0,467 + 0,31, 0,403 + 0,447) istatistiksel olarak anlamli derecede
daha yiiksek bulundu (P<0.05) (Sekil 8).
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Biofilm (OD 495)

1,6
1,4
12

0,8
0,6
0,4
0,2

PAO1 Idrar Kan Yara Balgam Kulak Kateter Trakeal
akintisi aspirat

Sekil 8: Viicut bolgelerine gore biofilm olusum diizeyleri (OD 495). Ortalamalar
+ SEMs olarak verilmistir.

Chromobacterium violaceum CV026 ve Agrobacterium tumefaciens NT1
indikator sujlari, tim test suslarinda AHL tretimini gézlemlemek i¢in kullamild:
ve pozitif sonu¢ verenler kayit altina alindi. Tiim suslar uzun zincirli sinyal
molekilinti (30C;,-HSL: N-(3-oxododecanoyl) homoserin lactone) tretirken,
Suslarin 29’unun kisa zincirli sinyal molekiilii (BHL: N-butanoyl-L-homoserine
lactone) tirettigi gézlenmistir (Tablo 4).

Tablo 4: P. aeruginosa suslarinda (n=100) kisa ve uzun zincirli sinyal

molekiillerinin CV026 ve NT1 indikatorlerine yamt oranlari.

CV026 NT1

Sus sayis1 29 71 100 0

Kisa zincirli AHL molekiili treterek indikator suslara kars1 pozitif (n=29)
ve negatif sonug elde edilen suslarn viriilans faktorleri arasindaki iligki tablo 5°de

sunulmustur. Kisa zincirli sinyal molekiilii ireten suslara ait elastaz, alkalen
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proteaz degerleri, iiretmeyen veya az seviyede lireten suslara gore istatistiksel

olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. Pyosiyanin degerleri de daha yiiksek

bulundu ancak istatistiksel olarak fark anlamh degildi. Biofilm degerleri ise

bunlarin aksine kisa zincirli sinyal molekiilii tretenlerde daha diisiik seviyede
saptand (Tablo 5).

Tablo 5: AHL molekiilii iireten ve iiretmeyen suslara ait viriilans faktorlerinin

iretim diizeyleri

sinyal Elastaz Alkali Pyosiyanin Biofilm
molekiilii Proteaz

Pozitif m:29) | 0.529 £ 0.304 | 0.389+0.149 | 0.063 +0.041 | 0.409 £ 0.404
Negatif (n:71) | 0.315+0,312 | 0.267 +0.184 | 0.0699 + 0.079 | 0.606 + 0.407
P degerleri | <0.05 <0.05 >0.05 <0.05

Tiim suslarin (n=100) drettikleri elastaz, alkali proteaz, pyosiyanin ve

biofilm olusum diizeyleri arasindaki baginti analizleri yapildi. Elastaz, alkalen

proteaz ve pyosiyanin degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif

korelasyon bulunmustur (sirasiyla Sekil 9, 10, 11).

1,2

Elastaz

rs=0.694

Alkali Proteaz

Sekil 9. P. aerginosa suslarinda (n=100) elastaz ve alkali proteaz diizeyleri
arasindaki iligki (p>0,001).
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Elastaz

-1 0,0 R 2 5
Pyosiyanin

Sekil 10. P. aerginosa suslarinda (n=100) elastaz ve pyosiyanin diizeyleri

arasindaki iligki (p<0.001).

8 -
. rs=0.513

61

Alkali Proteaz

-1 0,0 Bl 2 3

Pyosiyanin

Sekil 11. P. aerginosa suslarinda (n=100) alkali proteaz ve pyosiyanin diizeyleri

arasindaki iliski (p<0.001).
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Biofilm olusumu ile elastaz, alkali proteaz diizeyleri arasindaki baginti

lizi yapildiginda ilging bir sekilde istatistiksel olarak anlamli ve negatif bir

ki saptanmustir (Sekil 12, 13).

1,2 g

L r=-0312
1,01 g T

Elastaz

Biofilm
Sekil 12. P. aerginosa suslarinda (n=100) elastaz ve biofilm olusum diizeyleri

arasindaki iliski (p<0,05).

4 ri=-0.330

Alkali Proteaz

Biofilm
Sekil 13. P. aerginosa suslarinda (n=100) alkali proteaz ve biofilm diizeyleri
arasindaki iligki (p=0.001).
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ssiyanin ve biofilm olusumu arasindaki baginti analizinde istatistiksel olarak
aml bir iligki saptanmamugtir (Sekil 14).

3
= r=-185
e
'E o =1 = "
& 5
2 1 =
g nnuﬂz un o
r LS E\'JUE g » og
0,0 LEFeN 2NN o o 3
-’1
-5 0,0 5 1,0 1,5 2,0
Biofilm

Sekil 14. P. aerginosa suslarinda (n=100) pyosiyanin ve biofilm diizeyleri
arasindaki iliski (p > 0,05).
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6. TARTISMA

Insanlarda birgok farkli enfeksiyon tipine yol agan P. aeruginosa viriilansi
bir ¢ok faktore baglidir. Enfekte olan dokuya bagli olarak P. aeruginosa
enfeksiyonlarinin patogenezinde bazi virillans faktorleri digerlerine gére daha
Onemli rol oynamaktadirlar. Dogal enfeksiyonlarda P. aeruginosa viriilansina
bireysel faktorlerin katilimi bazi klinik ¢alismalarda incelenmistir. Bu ¢aligmalar
enfeksiyon sirasinda tek bir viriilans faktor kaybimi kompanse etmek igin diger
viriilans faktorlerinin ortaya ¢ikartildigim géstermistir. Ekzotoksin A, las B,
ekzoenzim S, Ekzo U veya diger faktorleri defektif olan suglar, bireysel olarak
kulak, alt solunum yolu, iiriner yol ve yara enfeksiyonlarina yol agmigtir (94-98).

Paeruginosa’da QS sisteminin viriilansla ilgili genleri regiile ettigi in-vitro
kosullarda gosterilmistir. Ornegin, Las sistemi elastaz, alkalen proteaz gibi
ekzoenzimlerin sentezinden, ekzotoksin A yapimindan, biyofilm olugumundan,
sekresyon aparati, katalaz, hemolizin ve siderofor olusumundan sorumludur. Rhl
sistemi ise ekzoenzimlerden elastaz yapimim, lektin, hidrojen siyanid,
rhamnolipid, siderofor ve sekresyon aparatinin olusumunu kontrol etmektedir (58,
59). Birden fazla viriilans faktoriiniin ey zamanli olarak kaybinin P.
aeruginosa nin farkli bolgelerde kolonizasyon ve ¢ogalma kabiliyeti iizerine etkisi
ise bilinmemektedir. Eger P. aeruginosa QS sistemleri gibi ¢oklu viriilans
faktérlerinin maj6ér bir regiilatoriinde bir defekt tasiyorsa bu olasilik ortaya
¢ikabilir.

Bizim c¢alismamizda P. aeruginosa’mn klinik enfeksiyonlara yol agmasi
bakimindan QS sistemlerinin temel rol oynayip oynamadifini saptamaya ¢aligtik.
Calismamizda 100 P. aeruginosa susunda elastaz, alkali proteaz, pyosiyanin,
biofilm olusum aktiviteleri incelndi. Ayrica bu suslarda QS sisteminde rol alan
kisa ve uzun zincirli N-Acyl homoserin laktonlarin varlig: aragtirildi.

Lanotte ve arkadaslarinin yaptigi bir caligmada Kistik fibrozisli (KF)
hastalarin klinik durumlariyla Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin tirettigi dort
ekzoenzim (proteaz, elastaz, ndraminidaz, fosfolipaz C) arasindaki ilski
aragtinlmigtir. Bu bakteriyle enfekte olan 22 KF hastasindan 212 P. aeruginosa
izolat1 g¢alisilmig ve hastalar Shwachman-Kulczycki-Khaw (SKK) skorlama
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sistemine gére {i¢ klinik gruba aynlmistir. Ug popiilasyondaki hastalardan alinan
izolatlarin enzim iiretimi analiz edildiginde ¢ok iyi ya da iyi klinik duruma sahip
hastalardan elde edilen izolatlarin diger hastalarin izolatlarinkinden daha yiiksek
elastaz ve noraminidaz aktivitesine sahip olduu goriilmiistir. Aksine KF
izolatlarinin genel bir karakteristigi olan fosfolipaz C aktivitesi ise bitkin ve ya
zayif klinik duruma sahip hastalarin izolatlarinda daha yiiksek bulunmustur. Bu
calisma ile P. aeruginosa’rin klinik durumu iyi olan hastalarda néraminidaz
tirettigi, fosfolipaz C {iretiminin ise pulmoner fonksiyon azalmasindan
kaynaklanabilecegi rapor edilmistir (80).

Janda ve arkadaglari ¢evresel suslar ile klinik sujlarin enzim aktivitelerini
kargilastirmiglar ve klinik izolatlarda elastaz ve proteaz aktivitelerinin daha
yiiksek oldugunu géstermislerdir. Klinik izolatlarda daha fazla enzim tretiminin
goriilmesi ve sistemik izolatarda elastaz ve alkali proteaz aktivitesinin ylizeyel ve
lokal (iirogenital ve balgam vs.) izolatlara gore daha yiiksek olmasi bu enzimlerin
invazyonda oynadigi rolii ortaya koymustur (99,100).

Bizim yaptigimiz c¢alismada 6zellikle kan ve balgam orneklerinde elastaz
ve alkali proteaz aktivitesinin yliksek bulunmasi, sistemik enfeksiyonlarda bu
enzimlerin invazyondaki roliine ait verileri destekler mahiyettedir. Bu bulguya
paralel olarak ¢aligmamizda ozellikle kisa zincirli sinyal molekiilii ireten suglarda
elastaz ve alkali proteaz seviyelerinin yiiksek bulunmasi QS sisteminin virulans,
patojenite ve invazyon kabiliyetinde oynadigi rolii géstermektedir.

Lokal bir enfeksiyon tanisi kondugunda, izole edilen susun yliksek
miktarda proteaz {iretip iiretmediginin saptanmasi 6nemlidir. Bu durumda uygun
antibakteriyel tedaviye baglanarak sistemik yayilmin Onlenebilecegi
savunulmaktadir.  Ayrica  epidemiyolojik a¢idan enzim  profillerinin
¢ikartilmasimin, ko&kenlerin piyosin tiplendirilmesi, seroloji ve antibiyotik
duyarlilik testlerinden daha avantajli oldugu gosterilmistir (99).

P. aeruginosa, hastaligin patogenezinde rol oynadifi saptanan bir ¢ok
ekstraseliiler iiriin olugturur. Wood ve arkadaglarimin ¢alismasinda, konagin
durumunun, salgillanan {riinlerin seviyesini ciddi bir sekilde etkiledigini
gOsterilmistir. Yanik yaralari, deri yaralari, idrar, KF balgami, akut pndmoni
balgami ve kan gibi degisik klinik orneklerden izole edilen g¢ok sayida P.
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aeruginosa suslart karsilastirilmig olup, klinik izolatlann total proteaz, elastaz,
fosfolipaz C, ekzotoksin A ve ekzoenzim S seviyeleri in vitro ortamda kantitatif
olarak Slgiilmiistiir. Yapilan bu ¢aligmada akut akciger enfeksiyonu izolatlarinda
elastaz ve ekzoenzim S seviyeleri, idrar orneklerinden elde edilen suslarda
fosfolipaz C, ve kan izolatlarinda ise fosfolipaz C ve ekzotoksin A anlamli 6lglide
yiiksek bulunmugtur. Hiicre dig1 iriinler bakterinin izole edildigi lokazizasyona
bagl olarak anlamli derecede farklilik gostermistir. KF balgamindan elde edilen
izolatlar dzellikle P. aeruginosa’nin neden oldugu Akut AC enfeksiyonlarindan
elden edilenle karsilagtirildiginda hemen hemen tiim {rlinler daha disiik
bulunmugtur (84).

Bu bilgiler 1s1g1inda sistemik enfeksiyona egilim agisindan risk altinda olan
hastalarda P. aeruginosa’nin neden oldugu lokal bir enfeksiyon goriildtigiinde,
izole edilen susun yiiksek oranda elastaz aktivitesine sahip olup olmadiginin
saptanmas1 durumunda, uygun antibiyotik tedavisinin baslanmas1 sistemik
enfeksiyonlarin dnlenebilmesi bakimindan 6nemli katk: saglayabilecegi sonucuna
varilmistir.

Alt solunum yolu, iiriner sistem ve yara enfeksiyonlarindan iiretilen P.
aeruginosa suglarinda virtilans faktorlerin Uretimlerini ve viriilans genlerini
arastiran Rumbaugh ve arkadaslari, idrar yolu ve yara izolatlarinda ekzotoksin A
ve ekzoenzim S diizeylerinin daha yiiksek oranda oldugunu rapor etmislerdir (98).
Kernacki ve arkadaslan P. aeruginosa’nmin neden oldugu korneal enfeksiyonda
invivo olarak pseudomonal proteazlarin olup olmadifini saptamak ve onceki
calismalarda kullamilan sigan tiirlerinin piirifiye proteazlara karsi mononiikleer
antikor cevabi olusturup olusturamadiklarimm amagladiklann ¢aligmada, P.
aeruginosa ile olusturulan korneal enfeksiyonda alkali proteaz pozitifligi
gozlenirken elastazin tesbit edilemedigini bildirmislerdir. Daha &nce yapilan
bakteriyel ¢aligmalarda gbzde bakteri sayisimin en ¢ok yiikseldigi zamanda alkali
proteaz aktivitesinin de pik yaptif1 ve gozlerin steril denebilecek durumunda
oldugu zamanlarda aktivitenin olmadig1 rapor edilmistir. C57 BL/6J siganlar1 her
iki proteazin mikrogram diizeylerine karsi, sadece adjuvanla birlikte verildiginde
ancak mononiikleer antikor cevabi olusturabilmislerdir. Kulandiklar1 ¢alisma

modelinde invivo enfeksiyon sirasinda elastaz degil, aktif alkali proteaz korneal
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dokularda gosterilmistir. Bu proteazlarin konsantrasyonlar1 bir antikor cevabi
olusturmak icin gereken diizeyden gok daha diisiik bulunmustur (101).

Howe ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada proteaz iiretemeyen
defektli P. aeruginosa sujunun (PA103) travmatize edilmis sicanin korneasinda
kolonize olmadig1 ve hasar olugturmadigini géstermislerdir. Bunun aksine aym P.
aeruginosa'nin parental (mutant olmayan) kokenleri ile infeksiyon olustugunu
ortaya koymuslardir. Ayrica mutant sugla birlikte diisiik dozda alkali proteaz
verildiginde parental susun neden oldugu enfeksiyonda olusan hasardan
ayirtedilemeyecek kadar bir kornea hasarinin olugtugunu saptamiglardir (18,102,
103).

Bu ¢aligmalardan elde edilen sonuglar bu viriilans faktérlerinin tiimiiniin P.
aeruginosa suslarinin ¢ogu tarafindan {iretildigini, ancak izole edildigi viicut
bolgesine gore tiretim miktarlar1 arasinda farkliliklar oldugunu géstermektedir.

Yaptigimiz caligmada alkali ptoteaz tiretimi balgam, yara, kan ve idrarda
saptanmugtir. Ancak viicut bolgeleri agisindan birbirine yakin degerler elde
edilmistir. Bu konunun daha iyi aydmnlatilabilmesi i¢in genis serili galismalarin
yapilmasi gereklidir.

P. aeruginosa proteazlarinin patojenite {lizerine olan etkilerini saptamak
icin degisik hayvan modelleri olusturularak yapilan galigmalarda, proteinazlarin
(clastaz ve alkali proteaz) immiinoglobulinler, inteferon, kompleman
komponentleri, IL-1, IL-2 ve TNF salinimim etkileyerek konak savunma
sistemlerine karsi olumsuz etki yaptigi anlagilmuigtir. Ayrica proteinazlarin
Polimorf Niiveli 16kosit (PMNL) kemotaksisini, Dogal 6ldiiriicti hiicre (NK)
fonksiyonunu ve T lenfosit fonksiyonunu inhibe ettidi deneysel olarak
gosterilmigtir (104).

Azghani ve arkadaslar1 Pseudomonas elastazinin (PE) alveolar epitelyal
hiicrelerde IL-8 {iretimi ile mitojen aktive eden protein kinaz (MAP: mitogen-
activated protein kinase) aktivitesini indiikleyip indiiklemedigini aragtirarak,
konak havayolu inflamatuar cevabi kadar bakteriyel iiriinlerin de Pseudomonas
enfeksiyonlarinda Onemini ortaya koymaya caligmuslardir. AS549 epitelyal
hiicrelerinde, Pseudomonas elastazinin MAPK yolaginin ekstraseliiler sinyal

diizenleyici proteinlerinin (ERK1/2: extracellular signal-regulated proteins)
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fosforilasyonunu inditkledigini géstermiglerdir. Tavsan primer alveolar Tip II
epitelyal hiicrelerin primer kiiltiirleri kullamlarak yapilan galigmalarda da benzer
sonuglar elde edilmistir. Pseudomonas elastazinin ayn1 zamanda IL-8 {iretimini
arttirdigini bulmuglardir. PE, MAPK yolagimin ERK1/2 kolunu aktive ederek IL-8
artigim1 indiikklemektedir. Bu ¢aligma ile PE’nin IL-8 ekspresyonunu diizenleyen
hiicresel sinyal mekanizmalar aracilifiyla pulmoner inflamasyonu arttirabilecegi
bildirilmigtir (105).

Hamood ve arkadaslari konagin durumu ile P. aeruginosa’min irettigi
elastaz, fosfolipaz C, toksin A ve exoenzim S gibi farkl: ekstraseliiler viriilans
arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla yaptiklar ¢aligmada, trakeal, idrar yollar
ve yara enfeksiyonlarindan elde edilen 105 {iriner P. aeruginosa izolatinda,
izolasyon yerlerine bagli olarak tiretilen viriilans faktorlerinde degisiklikler
oldugunu gostermislerdir. Trakeal, idrar yolu ve yaradan elde edilen izolatlarin
cogunda elastaz ve fosfolipaz C, yara izolatlarinda toksin A, yara ve idrar yolu
izolatlarinda ise ekzoenzim seviyelerinin daha yiiksek oldugunu saptamuiglardir.
Ayrica P. aeruginosa ile olusan persistan enfeksiyonlarda exotoksin S {iretimi
yiiksek diizeyde bulunmustur (106).

Doring ve arkadaslanrinin yaptigi bir ¢aligmada, kronik akciger hastalig
olan hastalardan izole edilen P. aeruginosa izolatlarinda proteaz iiretiminin %93
oraninda oldugu bildirilmistir (107).

Tii¢ ve Yagc’min ¢aligmasinda ¢esitli klinik érneklerden izole edilen P.
aeruginosa suslarinin %96’sinda proteaz tiretimi saptanmigtir (108).

Bizim g¢alismamizda da fark anlamli olmamakla birlikte en yiiksek alkali
proteaz degerleri balgam 6rneklerinde saptanmugtir.

Jaffar-Bandjee ve arkadaslarn Pseudomonas aeruginosa ile kronik enfekte
olan hastalarda pulmoner alevlenmeler sirasinda balgamda elastaz, exotoksin A ve
alkalen proteaz sekresyonlariin takip edilerek. ve KF’li hastalardaki
alevlenmelerle bu ekzoproteinlerin seviyeleri arasinda bir korelasyon olup
olmadigim aragtirdiklar1 c¢alismada 12 ile 20 giin arasinda hastanede yatis
gerektiren bir veya birkag alevlenme periyodu boyunca takip edilen 18 hastanin
tamaminin bronsiyal sekresyonlarinda P. aeruginosa izole edilmigtir. Tedaviden

sonra ise eradike edilememistir. P. aeruginosa dansitesinin antibiyotik
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tedavisinden sonra anlamli olarak azaldigini, fakat vakalarin ¢ogunda balgamda
10° CFU/gr'dan fazla bakteri kaldizi bulunmugtur. Total olarak homojenize
edilmis brongiyal sekresyonlarda immiinoenzimatik Olgtimlerle P. aeruginosa
exoproteinleri anlamli  miktarlarda oldugu  goOsterilmistir. Baslangicta
exoproteinlerin en yiiksek seviyelerinin ortaya ¢ikarilmasi, tedaviden sonraki
anlamli diigiis ve ataklar arasindaki faz boyunca exoproteinlerin yoklugu P.
aeruginos 'min alevlenmeler boyunca yenilenen virulans hakkinda tartismaya kap1
acmustir. Bununla birlikte inflamatuar siirecin baglangicinda bakteri miktarinda ve
immiin kompleks olusumunda meydana gelen degisikliklerin de pulmoner
alevlenmelere sebep olabilecegi bildirilmistir (109).

Degisik  c¢aligmalar kronik  Pseudomonas  aeruginosa  akciger
enfeksiyonundan sikayet¢i olan kistik fibrozisli hastalarin serumlarinda patojen
tarafindan {iretilen ekstraselliller enzimler olan alkalen proteaz, elastaz ile
ekzotoksin A ve alginati da igeren diZer antijenlere karsi spesifik antikorlarin
varlifim géstermiglerdir (110-112).

Kistik fibrozisli hastalarin ¢ogunda Pseudomonas aeruginosa’nin
mikrokoloniler seklinde kalici olmasimi saglayan yapiskan poliuronik asit tabakasi
bulunur. P. aeruginosa antikor titresi ile akciger hastaliginin ciddiyeti arasinda iyi
bir korelasyon vardir. Bu da kistik fibrozisli hastalardaki P. aeruginosa’ya kars
olusan artmis immiin cevabin pulmoner hasarla iliskili oldugunu gésterir. Kronik
hastalarin hemen hepsinde yillar i¢inde P. aeruginosa antijenlerine kargi immiin
cevabin yillar iginde artmasi bunlarin {iretiminin persistan enfeksiyon sirasinda da
azalmadigini gosteriyor. Antikor titrelerinin bir plato yapip ondan sonra nadiren
diismesi, bakteriyel antijenlerin tiretiminin ve bunlardan dolayr hiimoral immiin
sistem stimiilasyonunun da devamli oldugunu gésteriyor.

KF’li hastalarin biiylik gogunlugunda serumda elestaz ve/veya alkalen
fosfataza kars1 spesifik antikorlarin bulunmas: (%83-89) kistik fibrozislilerde bu
enzimlerin invivo lretiminin ortak oldufunu gosterir. Bu yiizden bu enzimler
hastalifin patogenezine katkida bulunuyor olabilirler. Exotoksin A ve elastazin
Pseudomonas aeruginosa’nin virulansindaki rolleri kronik akciger enfeksiyonlu
ratlarda gosterilmistir (107, 113-116).
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Amitani ve arkadaslart kronik brongiyal enfeksiyonlu hastalarda epitelyal
hasar gdzlemleyerek nétrofil elastaz ve Pseudomonas aeruginosa elastazinin
mukosilyer temizlemenin gecikmesine katkida bulundufunu ileri slirmiislerdir
117).

Bu bulgu P. aqeruginosa’min kistik fibrozisli hastalarin akciger
yiizeylerinde sadece zararsiz bir kolonizasyon yapmadigim gostermektedir. Fakat
kistik fibrozisli hastalarda kolonize olan P. aeruginosa’nin patojen olmasinin
sebepleri ve patojenitenin arkasindaki mekanizmalar net degildir. Kistik fibrozisli
hastalarin yasam siirelerinin uzatiimas ve kalitelerinin yiikseltilmesini saglayacak
Onleyici ve kiiratif stratejilerin gelistirilmesine katkida bulunmak ig¢in kronik P.
aeruginosa enfeksiyonu sirasinda meydana gelen alevlenmelerin patogenezi
hakkinda detaylandinlmig ortak bir fikir olusturulabilir (109,117).

Tiim bu c¢aligmalar, P. aeruginosa'mmn neden oldugu enfeksiyonlarin
patogenezinde proteazlarin 6nemli rol oynadigim gostermektedir.

Pyosiyanin (PCN) P. aeruginosa tarafindan olusturulan mavi renkli
pigment olup, memeli ve bakteriyel hiicreleri oldiirebilen redox-aktif fenazin
bilesigidir. Pseudomonas tiirleri arasinda sadece P. aeruginosa PCN iiretmektedir
(118).

PCN, P. aeruginosa ile enfekte KF’li hastalarin balgamlarinda biiyiik
oranda tesbit edilebilmektedir. P. aeruginosa tarafindan tiretilen pek ¢ok virtilans
faktor arasinda PCN’nin tesbitinde yasanan zorluklar nedeniyle bu pigmentin
¢ogul hiicresel fonksiyonlar1 ile iligkisi invitro ¢aligmalarla gdsterilmesine ragmen
klinik enfeksiyonlardaki rolii tam olarak anlagilabilmis degildir (119).

Bu nedenle PCN’nin varlig1 yada yoklugu P. aeruginosa’nin tanisinda ve
smiflandirilmasinda anahtar rol oynar (120, 121). PCN ¢esitli farmakolojik
preparat ¢aligmalarinda nitrik oksit (NO) antagonisti olarak gérev alir. Ayrica
Okaryotik ve prokaryotik hiicreler iizerine ¢esitli farmakolojik etkileri vardir
(122). Pyosiyanin bazi suslarda, membranlarda elektron transfer birimi olarak
islev goriir. Elektron transfer birimi ve fosforilasyonda katalizdr rolti oynayan
PCN mikroorganizmalarda ve yesil bitkilerin fotosentetik sisteminde 6nemli yere

sahiptir. PCN uygulamalar lizerine mevcut bilgiler simrh olup, elektrokimyasal
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ve spektrofotometrik olarak yapilan galigmalarda PCN’nin flavinler i¢in iyi bir
model oldugu gosterilmistir (123).

Aymi zamanda PCN’nin solunumsal epitelial hiicrelerde silial
fonksiyonlar1 inhibe ettigi saptanmigtir (124, 125).

Hassett ve 'arkadaslarinin P. ageruginosa’min PCN’ye karst gosterdigi
diren¢ mekanizmasina y6nelik yaptiklar ¢alismada NADPH eksikliginde endojen
PCN’nin redoks dongiisiintin siurlandigini, P. aeruginosa tarafindan pyosiyanin
alimiminin yavag oldugunu ve pyosiyojenik kosullarda diisiik seviyede NADPH’1n
oksijen rediiksiyon tiirlerinin olusumunu sinirlandirabilecegini bildirmiglerdir. Bu
calismayla diisiik fosfatli ortamda organizmanin biiyiliyerek pyosiyanin lirettigini
ve katalaz aktivitesini arttirdigini gostermislerdir (126).

Ancak bu firsat¢1 patojenin oksidatif strese karst koyma mekanizmalarinin
daha iyi anlagilmasi i¢in gelecekte P. aeruginosa’da siperoksit dismiitaz (SOD)
ve katalaz genlerinin klonlanmasi ve genetik analizlerini i¢eren galigmalara ihtiyag
vardir.

Reszka ve arkadaglar1 mikroperoksidaz 11 yada hemin gibi peroksidazlarin
varliginda pyosiyaninin H,O, tarafindan oksidasyona ugratildigini saptamislardar.
Pyosiyanin oksidasyonu geriye doniistimsiizdiir. Bu durum oksidasyon esnasinda
fenazine kromofor pigmentlerinin biliyiik oranda sekil degistirdigini
gostermektedir. Insan alveolar epitelyal A549 hiicrelerinde okside olmamug
pyosiyanin, okside olmus pyosiyaninin aksine NADH oksidasyonunda ve IL-8
salimiminda daha etkin oldugu gésterilmistir. Yapilan bu galisma ile pyosiyaninin
biyolojik sistemlerde ikili rol oynayabilecegi rapor edilmistir. Birinci rol oksidan
ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS: reactive oxygen species) {iretimi, ikincisi ise
peroksidaz igin bir substrat olarak H,O, tiiketiminde oynadig: roldiir. Ikinci
Ozellik pyosiyaninin indirgenmesi ve inaktivasyonuna yol agabilir (127).

P. aeruginosa’min patogenezinde biyofilm olusturma 6zelligi 6nemli rol
oynar. Biyofilm olusumu bakterinin kat1 yiizeye tutunmasi ile baslar. Bu agamay:
takiben bakteri bir taraftan hizla ¢ogalmaya dier taraftan ekzopolisakkaritten
ibaret bir kilif olusturmaya baglar. Bu gekilde mikrokoloniler olusturur.
Mikrokoloniler arasinda porlar ve borucuklar vasitasiyla devamli bir siv1 akisi

mevcuttur. Mikrokolonilerin birbiri lizerine eklenmesi ile biyofilm kalinlagir.
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Biyofilmi olusturan bakteriler fenotipik ve metabolik olarak degisime ugradiklan
i¢in gevre kosullarina ve antibiyotiklere direngli hale gelir. P. aeruginosa’da QS
sisteminin adezyonda ve mikrokolonilerin olusumunda da roli oldugu
belirlenmigtir (67).

QS sisteminden defektli mutantlarin olugturdugu biyofilmlerin, sokak susu
tarafindan olusturulan biyofilmlere gore daha gevsek ve saglam olmayan bir
yapiya sahip olduklar1 belirlenmistir. Mutant biyofilmlerin, hidrojen perokside
daha hassas olduklari, katalaz ve sliperoksid dismutaz aktivitelerinin azaldig1 ve
nétrofillere hassasiyetlerinin arttif1 gézlemlenmistir (41).

Gram negatif ve yaygin olarak serbest yasayabilen bir bakteri olan P.
aeruginosa nemli ortamlar1 sever ve bitki, bécek, hayvan ve insanlari enfekte eder
(128).

Bu  Dbakteri immiin sistemi baskilanmis kigilerde olusturdugu
enfeksiyonlarda firsat¢1 patojen olarak miikemmel bir modeldir ve bazi
durumlarda fatal seyreden hastaliklara neden olabilmektedir. Normal deri yada
mukoza yapist bozularak koruyuculugunu kaybettiginde, immiin sistem
mekanizmalar1 kirildiginda, normal bakteriyel floranin koruyucu islevi genis
spektrumlu antibiyotik tedavisi esnasinda bozuldugunda ve hastane ortaminda bir
kisim cerrahi girigimler gibi olumsuzluklar firsat¢i olan bu patojenin enfeksiyon
olusturmasina zemin hazirlar (129). Bu patojenin olusturdugu enfeksiyonlar
Ozellikle kistik fibrozisli hastalarda yaygindir. Bu hastalarin hemen hemen
tamaminda P. aeruginosa enfeksiyonu gelisir, ve bu hastalarin % 90’nindan
fazlasinin §liimiine neden olmaktadir (130).

P.  aeruginosa biofilmleri &lii doku tizerinde ve tibbi cihaz
uygulamalarinda kullamlan malzeme iizerinde gelisebilir. O'Toole ve Kolter
tarafindan yapilan bir c¢aligmada biofilm olusumunda flajella ve titregim
hareketinin (twitching motility) ilk adim oldugu gosterilmistir. Bu g¢aligmada
hareketsiz ve flajella tiretimi defektif olan mutantlar kullanilmis olup, tek tabakali
bir biofilm formu olugturmak i¢in, bu mutantlarin polivinilklorit yapisinda plastik
(PVC: polyvinylchloride plastic) ylizeye yapisma kabiliyetinde biiyitkk oranda
azalma saptamugtir. Diger bir mutant sinifi olan Tip IV pili tiretim defekti olan
mutantlarda ise tek tabaka halinde biofilm olusumu g&zlenmistir. Ancak bu
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mutantlarda mikrokoloni olarak adlandirilan kiigiik bakteri hiicresi topluluklari
birikmemistir. Bu bulgular 1s181nda biofilm olusumunun flajella bagimli oldugu ve
tek hiicre tabakasi olusumu igin bir yiizey gerektigi anlagilmistir. Tek hiicre tabaka
tizerindeki tek hiicrelerin kiimeleserek mikrokoloniler olusturmasinin ise Tip IV
pililer ve titresim hareketi (twitching motility) araciligiyla gergeklestidi rapor
edilmistir (86).

Biofilm olusturulmasinda yapisma aninda bakterilerde ani hareketlenme
baglar. Bu sayede karmagik kanal sistemlerinden olusan tam olgun biofilm
yapilar olusturabilir. Bu tabakada mevcut olan bu kanal sistemleri araciligiyla en
dipteki bakteriler bile beslenme imkami bulurlar. Yiiksek molekiil agirlikli alginat
polimerleri ve bliyikk olasilikla biofilm gelisiminin erken d6nemlerindeki
mikrobial DNA, P. aeruginosa hiicrelerinin matriks iginde etkin olarak kalmasini
saglar (131). Buna ragmen biofilm olgunlastiginda bunu hiicrelerin biiyiik hiicre
kiimelerinden ayrilma siireci izler. Ana biofilm odagindan hiicreler yayilarak
ylizeye tekrar yapisurlar. Bu sekilde olgun biofilm formunda, biofilm artisi
kolaylagir. Bu biiytik ¢apli ayrilma iglemine hidrodinamik akim ve/veya alginat
liyaz (algL geni tarafindan kodlanir) artis: gibi pseudomonal programli cevaplar
aracilik edebilir. Bu enzim alginati yikma yetenegine sahiptir. Bu nedenle biofilm
yumusamasini ve dagilmasim indiikleyebilir (132).

Ayrilma isleminin aym: zamanda biiylikk mantar geklindeki hiicre
kiimelerinin merkez bdlgesinden hareket eden tek hiicreler halinde oldugu
gosterilmigtir (133). Bu hareketli hiicreler kiime bolgesinden yiiziiyor gibi hareket
ederler. Cevreleri hareketsiz hiicreler tarafindan sarilidir. Yapigma ve biofilm
olugumunun gézlenmesi olayin tamamini ifade etmez. Baska bir ¢calisgmada artmig
biofilm olusumunun ardindan ayrilma gergeklestigi, takiben tekrar kiime ve
biofilm olusumu gergekleserek déngiiniin devam ettigi bildirilmigtir (134).

Schaber ve arkadaglarinin yaptiklar: bir ¢aligmada idrar drneklerinden elde
edilen suslarda pyosiyanin {iretiminin ve biofilm olusumunun, yara ve alt solunum
yolu izolatlarina gére daha yiiksek oldugunu bildirmiglerdir (79).

Bizim sonuglarimizda da idrar 6rneklerinden {iretilen suslarda pyosiyanin
ve biofilm diizeyleri diger viicut bolgelerine gére daha yiiksek bulundu. Suslarin

¢ogu kisa zincirli sinyal molekiilii {iretmemelerine ragmen pyosiyanin ve biofilm
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olusumu gibi viriilans faktérleri tiretebilmiglerdi. P. aeruginosa’da hem las B hem
de PCN iiretimi QS tarafindan kontrol edilir. Benzer bir sekilde biofilm olusumu
igin de QS gereklidir. Yetersiz QS mekanizmalarina rafmen idrar 6rneklerinde
PCN ve biofilm baslatim mekenizmalar1 heniiz bilinmemektedir. Bu fakttrlerin
yam sira QS tarafindan kontrol edilen rhamnolipid, alkalen fosfataz ve lektinleri
de i¢ine alan faktorlerin {iretimlerinin incelenmesi béyle bir mekanizmanin
anlagilmasinda anahtar rol oynayacaktir.

Tinaz ve arkadaslarimin yapmis oldugu bir ¢aligmada 50 P. aeruginosa
susunun Chromobacterium violaceum CV026 susuna karsi reaksiyon
gbzlenmedigi, buna karsin Agrobacterium tumefaciens NT1 indikator susuna karsi
tiim kokenlerde pozitif reaksiyon gozlendigi bildirilmigtir (93).

Bizim c¢alismamizda 100 P. aeruginosa susundan 29’unda kisa zincirli
tiretim g6zlenmigtir. Suslarin ¢ogunda CV026 suguna karsi cevabin olmamasi kisa
zincirli AHL molekiillerinin olmadigmi yada ¢ok diisiik diizeylerde oldugunu
diisiindiirmektedir.  Sonuglarimiz  P.  aeruginosa viriilans  faktSrlerinin
enfeksiyonlarda {iretiminde daha komplike sistemlerin devrede olabilecegini
diisiindiirmektedir. Urettigimiz suslar hastane ortaminda enfeksiyon olusturan
suslardir ve bu suslar gogunlukla viriilans faktérlerini Onemli diizeylerde
tiretebilmektedirler. Bu suslarin tamaminda uzun zincirli sinyal molekiiller
saptanmigtir. Ancak suglarin 29’unda kisa zincirli sinyal molekiili saptanmugtir.
Bu durum viriilans faktSrlerin kontroliiniin ya QS sistemi tarafindan zayif olarak
kontrol edilmesinden, ya QS disinda rol oynayan diger kontrol
mekanizmalarindan ya da in vivo ortamda indiiklenen ve heniiz kesfedilmemis
faktorlerden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Eger QS sistemi enfeksiyon
olugumunun temelini olustursaydi izolatlarin ¢ogunun QS defektif olmamasi
gerekirdi. Diger taraftan QS tarafindan kontrol edilmeyen viriilans faktorleri, QS
bagimli olanlarin kaybim1 kompanse edebiliyorsa QS defektif suglar enfeksiyon
olugturabilir.

Bulgularimizda elastaz aktivitesi istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte kan ve balgam izolatlarinda kismen yliksek bulundu. Benzer gekilde alkali
proteaz seviyeleri kan, balgam ve yara 6rneklerinde daha ytiksekti.

Buna karsin idrar 6rneklerimizde pyosiyanin iitetimi ve biofilm olusumu kan,
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balgam, yara 6rneklerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu.
Kulak akintisi, katater ve trakeal aspirasyon Srneklerimizde ise biofilm diizeyleri
idrar Orneklerine yakin degerlerde yilksek olarak bulundu. Ancak bu
orneklerimizde az sayida izolatta ¢aligma yapildi. Saglikli sonug¢ ve yorumlar
agisindan daha fazla 6rnek lizerinde ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Suslann tiimi uzun zincirli sinyal molekiiliinii tiretirken, 29 izolatta kisa
zincirli sinyal molekiilii tiretimi gosterilmistir. Kisa zincirli sinyal molekiilii iireten
suglara ait elastaz, alkalen proteaz degerleri iiretmeyen veya az seviyede iireten
suslara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. Pyosiyanin
degerleri de daha ytiksek bulundu ancak istatistiksel olarak fark anlaml degildi.

QS sistemi, bakterilerin g¢evrelerindeki kendi tiirlerine ait bakteri
toplulugunun yogunlugunu saptamasina yarayan ve bunun sonucunda 6zellikle
viriilans faktorlerini kodlayan genlerin ekspresyonuna neden olmasi nedeniyle,
ozellikle invazyon kabiliyeti olan patojenlerin viriilans ve patojenitesinde 6nemli
rol oynamaktadir. QS sisteminin bakteri viriilans: iizerinde 6nemli etkileri olup P.
aeruginosa’da multipl regiilasyonunda rolii biiyiiktiir. Buna ek olarak P.
aeruginosa tarafindan 30-C,-HSL molekiiliiniin tiretiminin sadece bakteriler
arasinda hiicreden hiicreye haberlesmede degil aym zamanda direkt olarak bir
viriilans faktdr gibi de rol oynadig: gosterilmistir. AHL nin dkaryotik hiicrelerdeki
mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen eldeki sonuglar 30-C,-HSL nin
multipl hiicre tiplerinde aktive olabildigi ve bdylece P. aeruginosa enfeksiyonu
esnasinda konak cevabinda degisiklikler olusturdugu agiklanmigtir. Bu yiizden QS
sisteminin diizenleyici rolii ve AHL nin iiretimi P. aeruginosa’nin patogenezinde
multipl rol oynayabildiginden nemi kabul edilmelidir. Pek ¢ok patojen i¢in QS
sisteminin halen ¢6ziimlenmemis olmasina ragmen, QS sistemini hedef alan
terapdtik ajanlar, gelecekte enfeksiyonlarin tedavisinde ve proflaksisinde alternatif

bir segenek olabilecegini gbstermektedir.
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OZET

P. aeruginosa, gram negatif firsat¢1 bir patojen olup bitki, hayvan ve
insanlarda ciddi hastaliklara sebep olmaktadir. Bu organizma nazokomial
enfeksiyonlarn major bir nedenidir ve basta kistik fibrozis olmak fizere kronik
akciger enfeksiyonlarindan sorumludur.

P. aeruginosa’min patojenitesi hticre ile iligkili alginat, pili wve
lipopolisakkarit, = proteazlar (elastaz, alkalen proteaz ve LasA proteaz),
hemolizinler (thamnolipid ve fosfolipazlar), toksinler (ekzoenzim S ve ekzotoksin
A) ve pyosiyanin gibi hiicre dig1 viriilans faktorlere bagl olup multifaktoriyeldir.
Bu viriilans faktorlerin ¢ogunun ekspresyonu iki N-acyl-L-homoserin lakton
(AHL) bagmml: hiicreler arasi haberlegsme sistemi tarafindan gergeklestirilir.

Cesitli virulans faktorlerinin kontrolii QS sistemi ile gergeklestiginden, bu
sistemlerden biri veya her ikisinin kaybi durumunda P. geruginosa’nin insanlarda
enfeksiyon olusturma kabiliyetinde 6nemli oOlglide azalma ~ miimkiin
olabilmektedir.

Bu caligma ile insanlarda enfeksiyona neden olan QS—yetersiz sujlar, bu
sujlarin var olup olmadigr ve spesifik infeksiyon tipleri ile viriilans faktorleri
arasindaki iligkileri tanimlamak amaglanmagtir.

Calismamizda ¢esitli klinik 6rneklerden (idrar (n=30), kan (n=21), yara
(n=19), balgam (n=16), kulak akintis1 (n=7), kateter (n=4)) izole edilen 100 P.
aeruginosa susu ¢aligmaya alinmigtir. Bakterinin viriilansinda 6nemli rol oynadig:
kabul edilen elastaz, alkali proteaz, pyosiyanin ve biofilm olugumu gibi faktorlerin
kantitatif Olglimleri yapilmustir. P. aeruginosa’min virillansinda rolii olan
determinantlarin bir ¢ogunun {iretimini kontrol eden QS sisteminde yer alan uzun
zincirli ve kisa zincirli sinyal molekiillerini tiretebilen suslar saptanmigstir.

Calismamizda balgam ve kan 6rneklerinden elde edilen suglarin elastaz
aktivitesi (sirastyla 0.499 + 0.35, 0.46 £ 0.396) diger lokalizasyonlara ait suglara
gore daha yiiksek diizeyde saptanmigtir.

Idrar &rneklerinin pyosiyanin degerleri (0,0691 = 0,0654), kan, yara ve
balgam izolatlarina gore ( sirasiyla 0,0656 = 0,0614, 0,0488 £ 0,0415, 0,0492 +
0,0363) daha yiiksek bulunmugtur. Yine idrar izolatlarinin biofilm olusum diizeyi
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(0,719 + 0,441), kan, yara, balgam izolatlarindaki degerlerden (sirastyla 0,414 +
0,265, 0,467 £ 0,31, 0,403 + 0,447) istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
saptanmistir.

Suslarmn tiimii uzun zincirli sinyal molekiiliinii iiretirken, 29 izolatta kisa
zincirli sinyal molekiilii tiretimi gosterilmistir. Kisa zincirli sinyal molekiilii tireten
suslara ait elastaz, alkalen proteaz degerleri iiretmeyen veya az seviyede iireten
suglara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yilksek bulundu. Pyosiyanin
degerleri de daha yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak fark anlamli degildi.
Biofilm degerlerinde ise kisa zincirli sinyal molekiiiii {iretimi arasinda pozitif bir
bagint1 gbzlenmedi. Bu durum idrar, katater gibi daha fazla biofilm olugumunun
s6zkonusu oldugu 6rnek sayisimin azhigindan kaynaklanabilecegi gibi, QS sistemi
disinda daha etkin bagka mekanizmalar: diisiindiirebilir.

QS sistemi, bakterilerin ¢evrelerindeki kendi tiirlerine ait bakteri
toplulugunun yogunlugunu saptamasina yarayan ve bunun sonucunda 6zellikle
viriilans faktorlerini kodlayan genlerin ekspresyonuna neden olmasi nedeniyle,
6zellikle invazyon kabiliyeti olan patojenlerin viriilans ve patojenitesinde 6nemli
rol oynamaktadir. QS sisteminin bakteri viriilans: lizerinde Snemli etkileri olup P.
aeruginosa da multipl regiilasyonunda roli biyliktiir. QS sisteminin halen
¢cOziimlenmemis olmasina ragmen, QS sistemini hedef alan terapétik ajanlar,
gelecekte enfeksiyonlarin tedavisinde ve proflaksisinde alternatif bir segenek
olabilecegini gostermektedir.

Bizim ¢alijmamizda uzun zincirli sinyal molekiillerinin tiim suslarda
tiretilmis olmas1 QS sisteminin bakteri viriilansi ve patojenitesindeki roliinti
gostermektedir. Kisa zincir tirettii saptanan suslarda elastaz, alkalen proteaz ve
pyosiyanin {iretimlerinin {iretmeyen suglara gére daha yiiksek bulunmus olmasi
QS sisteminin suslar1 daha viriilan hale getirebildigini ve patojenitede énemli rol

oynadigini géstermektedir.
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SUMMARY

The gram-negative bacterium Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic
pathogen. This organism is a major cause of nosocomial infections and it is
especially responsible for chronic lung infections that plague most cystic fibrosis
patients.

The pathogenicity of P. aeruginosa depends on multiple cell-associated
factors such as alginate, pili, and lipopolysaccharide, and on extracellular
virulence factors including proteases (elastase, alkaline protease, and LasA
protease), hemolysins (rhamnolipid and phospholipase), and toxins (exoenzyme S
and exotoxin A). Expression of many of these virulence factors is controlled by
two N-acyl-L-homoserine lactone (AHL)-dependent cell-cell communication
systems, which are utilized by P. aeruginosa to monitor its own population
density in a process known as quorum sensing.

Because of the control of the virulence factors due to QS system; in human
infectious capability of P. aeruginosa can be decreased markedly in lack of one
or both of these two system component. The aim of this study is to determine
whether there are QS insufficient subspecies that are infective for humans, and to
identify the relations between specific infection types and virulence factors.

100 P. aeruginosa strains isolated from different clinical specimens
including urine (n=30), blood (n=2l), wound (n==19), sputum n=16) ear
discharge (n=4) and catheter (n=4) were used in our study. Quantitative
measurements (analysis) of elastase, alkaline protease, pyocyanin and biofilm
formation were done. Strains were investigated to produce long and short chain
signal molecules taken part in QS system.

In our study the elastase activities of the subspecies isolated from the
sputum and blood specimens (0.499 + 0.35, 0.46 + 0.396, respectively) were
detected higher than those of the subspecies isolated from other localizations.

The pyocyanin values of the urine specimens (0.0691 * 0.0654) were
detected higher than those of blood, wound and sputum isolates (0.0656 + 0.0614,
0.0488 + 0.0415, 0.0492 £ 0.0363, respectively) . The high biofilm formation

level of the urinary isolates (0.719 £ 0.441) were statistically significant when
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compared to the values of the blood, wound and sputum isolates ( 0.414 + 0.265,
0.467 £ 0.31, 0.403 £ 0.447, respectively).

All of the subspecies produced long chain signal molecule where as, only
29 isolates were shown to produce short chain signal molecule. The elastase and
alkalene protease values of short chain signal molecule producing subspecies were
high and the differences were statistically significant. Although pyocyanin values
were also found to be higher, the differences were not statistically significant.

QS system plays an important role in virulence and pathogenicity of the
pathogens especially capable of invasion, since it causes expression of the genes
helping the bacterias determine the density of the bacterial community of their
own species in their environment and consequently coding especially the
virulence factors. QS system has important effects on bacterial virulence and its
major role is in multiple regulation of P. aeruginosa. Although the QS system is
not clarified since thoroughly, therapeutic agents targeting the QS system seems
to be an alternative choice for the treatment and prophylaxis of the infections.

In our study the production of long chain signal molecules in all of the
strains shows the role of the QS system in bacterial virulence and pathogenicity.
The productions of elastase, alkalene protease and pyocyanin in short chain signal
molecule producing strains were higher than those in strains which cannot
produce short chain signal molecule. These results suggested that QS sistem may

be made the strains much virulent and plays an important role in pathogenicity.
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