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CRP: “Catabolite Repressor Protein”

CRP: “catabolite repressor protein”

CA: Cogunlugu Algilama

di c-GMP: “bis-(3',5)-cyclic-dimeric-guanosine monophosphate”
eDNA: Ekstraselliiler DNA

EN: “European Norm”

EPS: Ekzopolisakkarit

FDA: “Food and Drug Administration”

GN: Gentamisin

IFN- y: Interferon gama

IL: interldkin

1QS: “Integrated Quorum Sensing”

ISO: “International Organization for Standartization”
las B: Elastaz B

las I: las Inducer (3- oxo- C12 — HSL- L, Uzun Zincirli AHL Sentezinden Sorumlu Al Sentaz
Geni)

las R: las Regulator (“Transcriptional Activator” Proteini Kodlayan Gen)
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LBA: Louria Bertani Agar

LBB: Louria Bertani Broth

LdhA: Laktat dehidrogenaz

LPS: Lipopolisakkarit

McF: McFarland

MHB: Mueller Hinton Broth
MIiK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon
NET: Netilmisin

NO: Nitrik Oksit

NOR: Nitrik Oksit rediiktaz

Opr: “The Outer Membrane Porin”
PBP: Penisilin Baglayan Protein
PBP: Penisilin Baglayan Protein
Pdh: Piriivat dehidrogenaz

Pts: Fosfat asetil trasnferaz

R: “rough”

rhl I: C4 — HSL, AI Sentaz Geni, Kisa Zincirli AHL Sentezinden Sorumlu Al Sentaz Geni
rhl R: “Transcriptional Activator” Proteini Kodlayan Gen
RPMI: “Rosewell Park Memorial Institute Medium”

RpoS: Sigma Faktor

S: “smooth”

Sub-MIK: Subminimal Inhibitér Konsantrasyon

TNF-a: Tiimor Nekroz Faktor Alfa

tox A: ekzotoksin A

TS: Tiirk Standart1

TSE: Tiirk Standartlar1 Enstitiisii
TURKAK: Tiirk Akreditasyon Kurumu

VgsR: “virulence quorum sensing regulator”
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OZET

Bakterilerin, 6karyotik bir 6zellik olan, “birbiri ile iletisim halinde yasama” 6zelligini
sergileyebildigi gosterilmistir. Patojenik bakteriler; topluluk halinde yasadiklarinda, viriilans
faktorlerini ¢ok daha etkili kullanabilmektedir. Topluluk diizeyindeki viriilans 6zellikler
olarak bilinen biyofilm olusumu ve hiicreden hiicreye iletisim sistemini (quorum sensing:
cogunlugu algilama) agiklamak ig¢in Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) énemli bir
bakteriyel modeldir. Basarili bir bakteriyel eradikasyonun birgok biyoaktif bilesenin
sinerjisine bagl oldugu gorilmektedir. Antibakteriyel yogunlugunun azaldigi zaman
dilimlerinde (subminimal inhibitor konsantrasyon), P. aeruginosa’ nin konak hiicre ile girdigi
etkilesim bakteriyel eradikasyonu etkiler goériinmektedir. Bu noktada; bu zaman
dilimlerindeki P. aeruginosa konak etkilesiminin in vitro ve canli hiicre dizisinde enfeksiyon
modeli kinetigi; enfeksiyonun gelisim siireci ve antibiyotiklerin konsantrasyonlarinin, tedavi

Olciitlerini belirlemedeki etkisi lizerine 6nemli fikirler verecektir.

Bu amagla; once in vitro olarak aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin, amikasin)
etkisinde standart ATCC 27853 P. aeruginosa ve Klinikten izole edilen iki klinik P.
aeruginosa suslarmin gentamisin, netilmisin, amikasin antibiyotiklerinin minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MIiK) belirlenmistir. Daha sonra belirlenen bu konsantrasyonlarin
etkisinde zamana bagli olarak c¢ogunlugu algilama yanitlari, baglanma-aljinat {retimi,
biyofilm olugsumlari, alkalen proteaz ve jelatinaz enzimlerinin dretimleri hem in vitro
kosullarda hem de hiicre kiiltiir dizisi (enfeksiyon modeli) kosullarinda arastirilmastir.
Enfeksiyon modeli, HEp- 2 hiicre dizileri standart ATCC 27853 P. aeruginosa ve klinikten
izole edilen iki klinik P. aeruginosa susu ile enfekte edilerek olusturulmustur. Daha sonra

enfekte hiicrelere aminoglikozidlerin belirlenen MIK ve sub- MiK yogunluklar: eklenerek;



zaman bagli apoptoz/ nekroz, sitokin ve nitrik oksit yanitlar1 ve hiicreler steril distile su ile
patlatildiktan sonra alinan bakterilerde zamana bagli olarak baglanma-aljinat {iretimi, biyofilm
olusumu, alkalen proteaz, jelatinaz enzimlerinin iiretimi ve ¢ogunlugu algilama sistemleri
yanitlart arasindaki olasi iliski zamana bagli olarak sorgulanmustir. In vitro kosullarda ve
hiicre kiiltiir dizilerinde zamana bagl olarak, aminoglikozidlerin etkisindeki suslarin
baglanma-aljinat iiretimi, biyofilm olusumu, apoptoz-nekroz yanitlari, nitrik oksit yanitlari
ANOVA yontemiyle analiz edilmistir. Son degerlendirmeler elde edilen bu sonuglarin,
antibiyotik uygulanmayan bakteri yanitlar1 (kontrol) ile “Tukey’ s comparison test” ile

karsilagtirilarak yapilmis ve istatistiksel anlamliliklar1 belirlenmistir.

Biitlin suslarda aminoglikozidler etkisinde; 1. Sifir, dokuz ve 12. saatlerde her iki
cogunlugu algilama sisteminin g¢aligmadigi, ancak 2. Altinci ve 18. saatlerde her iki
cogunlugu algilama sisteminin de galistig1 saptandi. 3. Baglanma- aljinat tiretiminin; in vitro’
da 12. saatte basladigi ve 18. saatte devam ettigi belirlendi. 4. Enfeksiyon modelinde ise
standart ATCC 27853 P. aerginosa; susunun 9, 12 ve 18. saatlerde baglanma- alijnat
iiretiminin oldugu gorildii. 5. K1 ve K2 suglarinin 9. saatte baglanma- aljnat iiretimlerinin
oldugu 12. saatte biyofilm olusturduklar1 gorildii. 6. Onsekizinci saatte ise
aminoglikozidlerin tiim suslarin baglanma-aljinat iiretimi ve biyofilm olusumunu baskiladigi
belirlendi. 7. Sifirinci saatten itibaren enfekte hiicrelerde artarak goriilen nitrik oksit yanitinin,
18. saatte azaldig1 goriildii. 8. Aminoglikozidlerin etkisinde enfekte hiicrelerin nitrik oksit
yanitlarinin kontrole gore azaldigi goriildii (p<005). 9. Susa ve zamana bagli olarak artan
apoptoz/ nekroz hiicrelerinin 18. saatte biitlinliigiinii kaybettigi goriildii. 10. Enfekte

hiicrelerde 18. saatte sitokin yanitinin olmadigi gorildii.

Sonug olarak; antipseudomonal aminoglikozidlerin etkisi altinda bile, P. aeruginosa’
nin konak bagisik sistemine etkide bulunabildigini ve baglanma-aljinat {iretiminin, biyofilm
olusumunun da bu etkilesimde roliiniin olabilecegini anlasilmistir. Hastadan izole edilen
bakterinin 6nce baglanma- alijinat iiretimi/ biyofilm olusturma 6zelliginin belirlenmesi ve
daha sonra bu 6zellik dikkate alinarak, “biyofilm temelli duyarlilik testi” klinik ag¢idan yararl
olacaktir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, “Quorum Sensing”, subminimal

inhibitor konsantrasyon, nitrik oksit, sitokin yaniti



THE RELATION BETWEEN QUORUM SENSING AND CYTOKINES IN
PSEUDOMONAS AERUGINOSA FOLLOWING EXPOSURE TO
AMINOGLYCOSIDES (AMIKACIN, NETILMICIN, GENTAMICIN): KINETICS OF
HOST RESPONSE
Vahide BAYRAKAL
Dokuz Eyliil University, Institute of Health Sciences,

Department of Microbiology and Clinical Microbiology
e-mail: vahide.bayrakal@deu.edu.tr

SUMMARY

It was shown that bacteriae may show similar characteristics like “living in a
coordinative manner” as in eukaryotes. Pathogenic bacteriae may use their virulence
characteristics in more effective way when living in a community. Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa’)is an important bacterial model in order to explain the biofilm formation and
cell to cell communication systems (quorum sensing; QS) which are the community level

virulence characteristics.

A successful bacterial eradication depends on the synergy of many bioactive
components. P. aeruginosa - host relation during the periods of the decreased antibacterial
concentrations (subminimal inhibitory concentration) seems to affect the bacterial eradication.
At this point; in vitro and in living cell kinetics of the P. aeruginosa host relation may give
important ideas in determining the therapy measures by the process of infection progress and

antibiotic concentrations.

For this purpose, first of all, minimum inhibitory concentrations of aminoglycosides
(gentamicin, amikacin, and netilmicin), standard ATCC 27853 P. aeruginosa strain and two
clinical strains were determined. Time depended QS response, production of gelatinase,
alkalene protease enzymes, binding- aliginat production, biofilm production, were studied
under these concentrations kinetically at in vitro and in cell culture conditions. Infection
model was established by two clinically isolated strains and standart ATCC 27853 P.
aeruginosa strain’s cell line of HEp- 2 cells. Then determined MIC and sub- MIC
concentrations of aminoglycosidases were added to infected cells. The possible relation

between time dependent apoptosis/ necrosis, cytokine and nitric oxide responses, and time



dependent QS responses and alkalen protease, gelatinase enzymes production, binding-
alginate production, biofilm formation of bacteria which were harvested from blasted cell
lines by distiled steril water were questioned. Under the effect of aminoglycosides; time
depent binding- aljinate production, biofilm formation, apoptosis-necrosis and nitric oxide
responses of strains in vitro and in cell culture conditions were analyzed by ANOVA. Final
evaluations were done by comparison of nontreated bacterial responses by Tukey’s

comparison test, and statistically significant values were determined.

In all strains under the effect of aminoglycosides; 1. At the 0, 9 and 12" hours both
two QS systems did not work, but 2. At the 6 and 18™ hours did work. 3. Binding- alginate
production started at 12™ hours and continued at 18" hours in vitro.4. At 9, 12 ve 18" hours
binding- alginate production of standard ATCC 27853 P. aeruginosa were observed. 5. At 9"
hour binding- alginate production of K1 and K2 strains was determined, biofilm formation
was observed at 12" hour. 6. At 18" hour it was found that aminoglycosides were inhibited
binding- alginate production and biofilm formation in all strains of bacteria. 7. Since the 0.
hour nitric oxide responses were increased but decreased at 18" hour at infected cells 8. Nitric
responses of infected cells were decreased under the aminoglycosides effect compared to
control (p<005). 9. It was found that integrity of apoptotic- necrotic cells were lost at 18"
hour depend on strains and time. 10. It was found that there was no cytokine response of

infected cells at 18" hour.

As a result it was found that P. aeruginosa may affect the immune system of the host,
and binding- alginate production, biofilm formation may take part in this relation even if there
is an aminoglycoside effect. Determination of the biofilm production characterization of
isolated bacteria from the patient and when binding-alginate production/ biofilm formation
was found positive then “biofilm based susceptibility testing” application may be useful

clinically.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, “Quorum sensing”’, subminimal inhibitory

concentration, nitric oxide, cytokine response.



1. GIRIS ve AMAC

“Patojenite”, konaktaki mikroorganizmanin, tiiriine ve / veya bulundugu yere gore
hastaliga neden olmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu tanimlamaya gore konagin immun
sisteminden kagis ve antimikrobiyal iiriin ile karsilagsinca konaga zararin devam etmesi veya
uzamasi olarak tanimlanan “viriilans” insan saglhgi acisindan Onemlidir. Virulans ve
patojenite siklikla birbirlerinin yerine kullanilan terimlerdir ve hastaligin siddetini belirleyen
stiregler biitiiniidiirler. Antimikrobiyal ajan(lar)a kars1 direng, viriilan bir mikroorganizmanin,
antimikrobiyal ajan(lar)in ve / veya konagin olusturdugu mikrogevreye karsi gelistirdigi
yanitlardan biridir. Insan sagligi agisindan bir patojenite kriteridir. Bakteriyel viriilans
faktorleri siklikla flajella ve pili ile hareket yetenegine, toksin ve proteaz enzimlerinin
iiretimine, invazyona, konaga tutunmaya, planktonik formdan biyofilm olusumuna gecerek,
“persistant” hale gelmesine ve antibiyotiklere direncine bagli olarak gelismektedir.

Viriilans ve patojenik Ozelliklerin incelenmesi caligmalar1 i¢in bakterinin hem
planktonik hem de biyofilm formlar: degerlendirilmelidir. Planktonik ve biyofilm formlarinin
incelenmesi ile bakterilerin bakteri sayisi ile ilgili viriilans 6zelliklerinin gesitleri belirlenmeye
baslamistir. Ilk belirlenen bakteri sayis1 ile ilgili viriillans ozelligi, biyofilm ile ilgili
antimikrobiyal duyarliliklarin degismesidir. Bakteriler, planktonik dénemdeyken (¢evresel
mikrobiyolojik Ornekler, akut donemde klinik Ornekler,...) antibiyotiklerin diisiik
konsantrasyonlarina duyarli olmalarina karsin; biyofilm iginde iireyen bakteriler (kronik
donem klinik 6rnekler, klima tank suyu Ornekleri,..); antibiyotik ajanlarm penetrasyonunu
engelleyerek, metabolizmalarin1 yavaslatarak, genis spektrumlu antibiyotiklere direng
kazanirlar. Biyofilm olusturarak ¢ogalan bakteriler, planktonik donemde goriillmeyen
patojenite 6zellikleri kazanarak kronik enfeksiyonlara (persistan) neden olurlar.

Bakteriler biyofilmler olusturarak ¢ogaldiklar1 ve ¢ogunlugu algilama sistemleri ile
birbirleri ile iletisim sagladiklarinda, ¢ok hiicreli organizma ozelligi gostermektedirler.
Bakteri sayisi ile ilgili bu davranslar; planktonik ¢ogalan bakterilerin olusturamadiklari,
coklu (multi) viriilan etkinin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir. Biyofilm olusturan bakterilerin
virulans 6zellikleri kronik enfeksiyon, planktonik ¢ogalan bakterilerin ise akut enfeksiyon ile
iligkilidir denebilir. Akut ve kronik enfeksiyon olusumlarinin bu sekilde ikiye ayrilmasi,

tedavi yontemlerinde basariy: etkilemektedir. Kronik bakteriyel patojenlerin biyofilm yapisi



ve ¢ogunlugu algilama sinyalleri ile genotipik ve fenotipik degisiklige ugradigmin bilinmesi,
yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yardimci olacaktir.

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) olduk¢a degisken bakteriyel patojenite
gosterebilen, bitki ve protozoonlar igin dogal iiye olarak kabul edilebilen fakat memelilerde,
ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmig memelilerde, firsat¢1 patojen olabilen gram olumsuz
bir bakteridir. P. aeruginosa iki farkli formda ¢ogalabilir:

1. Enfeksiyonunun baglangicinda daha siklikla goriilen hareketli “planktonik”
¢ogalma,

2. Bakterilerin konak bagisik yanitindan korunmasini saglayan “biyofilm” yapisi
olusturarak ¢cogalma.

Bakterinin antibiyotik uygulamalarindan korunmasini saglayan “bakteri kentleri
seklinde ¢ogalma” olarak da tanimlanan biyofilm olusturarak ¢ogalma sekli P. aeruginosa’
nin mukoid fenotiplerinde daha siklikla goriilmektedir.

Her iki ¢ogalma seklinde bakteri metabolizmasi ve bakterinin mikrogevreye uyumu
farklidir. Degisen mikrogevreye adaptasyonda meydana gelen fenotipik degisiklikler ve
antimikrobiyal bilesiklere karsi direng gelisimlerinin, P. aeruginosa’ nin meydana getirdigi
biyofilm olusumlar1 ile basladigi bilinmektedir. Biyofilm yapisinda tireyen bakteriler
antibiyotiklere kars1 daha direnglidir ve direng gelisimi eski biyofilmlerde (kronik) (7 giinliik)
100- 1000 kat daha fazla olabilirken, yeni biyofilmlerde (akuttan kroniklige gegis) (1 giinliik)
bu direng orani1 daha diisiiktiir. Biyofilm yapis1 iginde tireyebilen P. aeruginosa mikrogevreye
uyum gostererek enfeksiyon odagi olan doku/ organlarda canli kalabilmektedir. P.
aeruginosa’ nin olasi patojenik ¢esitliliginin ¢6ziilmesi bu noktada oldukg¢a 6nemlidir.

Mikroorganizmalar viriilans 6zelliklerini birbirleri ile iletisim halinde iken degistirirler
(“upregulation/  downregulation).  Mikroorganizma  topluluklar1  ozellikle  degisen
mikrogevreye uyumda (antibiyotik tedavisi gibi) oldukga etkindir. P. aeruginosa’ nin direngli
ve virulan tiplerinin birgogu mikrogevre sinyallerini kullanan “Cogunlugu Algilama”
sistemleri ile genotiplerini ve fenotiplerini yeniden diizenlenmektedir.

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin klinik belirtileri (i) P. aeruginosa ¢ nin adaptasyonu
ve patojenitesi, ve (i1) konagin savunma sistemi eksikligine bagli kroniklesme ve eksiklik
olmak iizere iki ayr1 baslik altinda ag¢iklanabilmektedir.

Bu doktora tez ¢aligmasinda “Translasyonel Tip” (from benchside to bedside-from

bedside to benchside) kavramma uygun sekilde, “klinisyenin hasta basindaki sorunlarina



katkida bulunmak” amaci giidiilmiistiir. Pseudomonas aeruginosa firsat¢i bir patojendir, in
vitro yasam dongiisii ile konaktaki yasam dongiisii biribirinden farklidir. Tedavide kullanilan
antibiyotiklere karsi (tezin kapsaminda belli basli 3 anti-pseudomonal aminoglikozid
degerlendirilmistir), 6zellikle konaktakiyasam dongiisiinde, bakterinin ve konagm nasil
davrandigi, bu davranig(lar)in tedaviyi nasil etkileyebilecegi lizerinde durulmustur. Bu amacla
da klinikten izole edilen suslar ve standart bir sus yaninda, konak mikrogevresi olarak HEp-2

(HeLa bulasi epitel hiicre dizisi; larinks epidermoid karsinoma) hiicre dizisi kullanilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Pseudomonas aeruginosa’ nin Genel Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) farkli mikrogevre kosullarinda canliligini
koruyan, toprakta ve suda siklikla bulunan fakat insan igin firsat¢i patojen olan hareketli, non-
fermentatif, Gram olumsuz bir bakteridir. Firsatg1 patojen olan P. aeruginosa; solunum
sistemi enfeksiyonlari, gastrointestinal sistem enfeksiyonlari, keratitis, otitis media ve kanser,
HIV gibi immun sistemi baskilanmis hastalarda ciddi, sagaltimi1 zor enfeksiyonlara neden
olabilmektedir (Nguyen ve Singh, 2006; Twining ve ark,1993).

P. aeruginosa farkli mikrogevrelerde kolonize olup, aerobik ve anaerobik yolaklar1
kullanarak, virulans faktorlerinin sunumu ile antimikrobiyallere diren¢ kazanabilmektedir
(Toyofuku ve ark, 2012):

1. Dis membran bariyeri,

2. Dogal antimikrobiyal inaktivasyonu,

3. Coklu ilag efluks pompalar1 nedeniyle P. aeruginosa birgok antibiyotige dogal direng
gostermektedir (Poole, 2011). P. aeruginosa’ nin antimikrobiyallere yanitinda interensek
direng ve kazanilmis (ekstrensek) diren¢ mekanizmalar1 etkili olmaktadir (Aminov, 2013).
Karbapenemler gibi yeni anti-pseudomonal ajanlar gelistirilmesine karsm, P. aeruginosa
kromozomal mutasyon ve lateral gen transferi ile bu yeni ajanlara hizla direng
gelistirmektedir (Poole, 2011).

P. aeruginosa; tiire 6zgii hiicre dis1 virulans bilesenleri olan elastaz, alkalen proteaz,
ekzoenzim S ve ekzotokzin A gibi bircok proteaz ve toksin tretir (Sekil 1) (Delden ve
Iglewsksi, 1998).



pilus

flagel LPS

Alginat’ bivofilm _,)\"/ Hiicre dis1 tirinler
‘\ —proteazlar
—1Las B elastaz

adhezinler —Tas A elastaz
— alkalen proteaz
—hemolizinler
—fosfolipaz C
—thamnolipid
—Ekzotokzin A
—Ekzoenzim 5
—pivosivanin

Sekil 1. Pseudomonas aeruginosa’ min virulans etmenleri

(Delden ve Iglewsksi, 1998).

P. aeruginosa’ da hem hiicre ile iliskili flagel, pilus, adhezinler, aljinat/ biyofilm,
lipopolisakkarit (LPS) hem de proteaz, hemolizin, ekzotokzin A, ekzoenzim S, piyosiyanin
gibi hiicre dis1 virulans bilesenleri bulunmaktadir (Delden ve Iglewski, 1998).

P. aeruginosa planktonik ¢ogalma ve “antibiyotik uygulamalarindan korunmasini
saglayan bakteri topluluklar1 seklinde ¢ogalma” olarak da adlandirilan biyofilm
formundagogalma scklinde olmak tizere iki sekilde g¢ogalmaktadir (Morita ve ark,2014;
Rybtke ve ark, 2011). Biyofilm olusturarak g¢ogalma sekli P. aeruginosa’ nin mukoid
fenotiplerinde daha siklikla goriilmektedir. Kronik olarak mukoid bakteri ile enfekte kistik
fibrosisli bireylerin tedavilerinin biyofilm yapisinin olusmasi nedeni ile zor oldugu
gozlenmistir (Stickler, 2002; Drenkard, 2003).

2.2. Pseudomonas aeruginosa’ nin Morfolojik, Biyokimyasal ve Fizyolojik Ozellikleri
Sporsuz, 0,5- 0,8 pm kalinliginda ve 1,5- 3,0 um boyunda, mikroskop altinda diiz veya

hareketli yapist nedeniyle kivrik goriilen Gram olumsuz bakterilerdir. Hareket 6zelligini

polar flajeli ile saglarken, bazi suslar1 hiicre dis1 polisakkarit olan aljinat sentezi



yapabilmektedir. Hem konak dokuya adezyonda hem de biyofilm olusumunun ilk evresi olan
tutunmada etkili olan pili yapis1 bulunmaktadir. Epitel hiicrelere adheransda etkin olan
nérominidaz enzimi tiretimi goriilmektedir (Delden ve Iglewski, 1998).

P. aeruginosa cesitli karbon kaynaklarin1 kullanabildiginden, zengin besiyerlerinin
yant sira basit besiyerlerinde de iireyebilmektedir. En iyi 37°C” de iireyebilmesine karsin
42°C’ de iireyebilme Szelligi ile P. fluorescens ve P. putida’ dan ayurt edilebilmektedir. Aerop
olan P. aeruginosa nitrat bulunan mikrogevrede nitrati son elektron alicist olarak
kullanabildigi i¢in anaerop kosullarda tireyebilmektedir (Henry Y ve ark, 1984;; Schobert ve
ark, 2010).

Kat1 besiyerlerinde degisik koloni morfolojileri gostermektedirler. Bazi suslarmin
sentezledigi hiicre dis1  polisakkarit olan aljinat koloniye mukoid (M) 6zellik
kazandirmaktadir. Katatere bagl kronik enfeksiyonlardan ve kistik fibrozisli hastalardan izole
edilen suslar genellikle mukoid 6zellik gostermektedir (Mann E ve ark, 2010) . Ozellikle
kistik fibrosisli hastalardan izole edilen mukoid ozellikteki P. aeruginosa Suslarinin
ozellikleri ve konak- etken etkilesimleri mukoid olmayan suslardan farklilik géstermektedir
(Hioby, 2011) (Tablo 1). Mukoid o6zellik gostermeyen suslar “rough” (girintili-¢ikintili
kenarli) (R) koloni veya kanli agar besiyerinde [- hemolizli “smooth” (diizgiin yiizeyli) (S)

koloni 6zelligi gostermektedir.

10



Tablol: Mukoid (biyofilm olusturarak ¢ogalma gosteren) ve non mukoid fenotip farkliliklari
(Hioby, 2011)

Ozellikler Mukoid fenotip Mukoid olmayan fenotip

Solunum zonu ve balgamdaki
Akcigerlerdeki yerlegim gecirgenlik zonu Balgamdaki gecirgenlik
Zonu

In vitro biyofilm olusumu Evet

Geleneksel mekanizmalar
nedeniyle ¢ok antibiyotik Nadiren Siklikla
direnci

Biyofilm ozelligi nedeniyle

direncg (tolerans)

T IR T

Belirgin antikor yanitinin

indiiklenmesi Evet

Istya duyarhi fosfolipoaz C ve 1siya direngli rhamnolipid olmak iki tip hemolizin
iretmektedir. P. aeruginosa suslar1 mavi pigment olusturan piyosiyanin, siyah pigment
olusturan piyomelanin, kirmizi pigment olusturan piyorubin ve yesil pigment olusturan
piyoverdin pigmentlerini tiretmektedir. Piyosiyanin hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi
oksijen radikallerini treterek, Ozellikle akcigerdeki epitel ve endotel hiicre hasarma neden
olmaktadir. Piyoverdin demir aliminda etkili bir pigmenttir.

Karbonhidratlar1 fermente etmeyen P. aeruginosa, glikoz, fruktoz ve ksiloz gibi bazi
karbonhidratlar1 oksidasyon yolu ile parcalamasma karsin laktoz ve sakkarozu
kullanmamaktadir. P. aeruginosa Entner- Doudoroff yolagmi kullanarak bir glukoz

molekiiliinii iki piruvat molekiil doniistiirmektedir. Bir molekiil glikozdan net iki mol ATP
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elde edilmektedir. Anaerobik glikozisi siirdiirmek i¢in P. aeruginosa piruvat ve asetat sentezi
siiesince NAD" ve NADP™ gibi oksidantlar1 yeniden iiretmelidir (Eschbach M. ve ark, 2004)

HCO5™
ADP  ATP
NAD®  NADH LdhA
A B FAD  FADH, NADH  NAD" c
glucose succinate 45(—4— pyruvate M lactate arginine
ATP, NAD(P)* CoA + NAD"
Pan
ADP, NAD(P)H CO, + NADH NH;
2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate acetyl-CoA citrulline
P P
CoA omithine
glyceraldehyde 3-phosphate acetyl-phosphate carbamoyl-phosphate
NAD®, 2 ADP ADP ADP
NADH, 2 ATP, H,0 ATP ATP
pyruvate acetate CO; + NH3

Sekil 2: Pseudomonas aeruginosa’ nin metabolik yolaklari.

A: Entner-Doudoroff yolagi ile glukoz oksidasyonu.

B: Pyruvate fermentation LdhA, “lactate dehydrogenase”; Pdh, “pyruvate dehydrogenase”;
Pta, “phosphate acetyltransferase”; AcCkA, acetate kinase.

C: “Arginine deaminase” yolagi. ~ ArcA, ‘“arginine deaminase”; ArcB, “ornithine

carbamoyltransferase”; ArcC, “carbamate kinase” (Glasser ve ark, 2014)

2.3. Pseudomonas aeruginosa’ nin Laboratuvar Tanist

TS EN ISO 15186 Tibbi Laboratuvarlar- Kalite ve Yeterlilik i¢cin Ozel Sartlar
standartinin 5.4.5 maddesine gore, yogun bakimlarda hastane enfeksiyonu oranlarmnin
yiiksek olmasi nedeniyle, yogun bakimda yatan hastalardan alinan alinan kan, beyin omurilik
stvist (BOS), biyofilm olusumu olasilig1 yiiksek olan katater, diger hasta gruplarindan invaziv
islem ile alinan kan ve BOS Klinik d6rneklerin “kritik numune” olarak adlandirilmasi hizli tani-
tedavi ve bakim igin yardimci olacak 6nemli bir 6lgiittiir. Klinik 6rneklerden P. aeruginosa
suslarmin izolasyonunda % 5 koyun kanl agar, ¢ukulata agar ve MacConkey agar gibi kat1
besiyerleri kullanilmaktadir. Karakteristik olarak besiyerine yayilan pigmentleri, liziimsii
kokular ile ayirt edilebilmektedirler. Mukoid, diizgiin ve ciice koloni gibi degisik koloni

morfolojileri goriilebilmektedir (Von Gotz ve ark, 2004).
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“Food and Drug Administration” (FDA) onayli ileri diizey molekiiler tanimlama testi
olan yag asidi profillerine gore gaz kromotografisi ile mikrobiyal identifikasyon yapildiktan
sonra, “P. aeruginosa” veya “P. aeruginosa mucoid” suslarmnin tanilar1 6zellikle belirtilerek,
ilgili hekime bildiriminin yapilmasi tedavi ve bakim uygulamalarmin etkinligini arttiracaktur.
TS EN ISO 15189 Tibbi Laboratuvarlar- Kalite ve Yeterlilik icin Ozel Sartlar
standartinin 5.7.8 maddesine gore laboratuvar analiz sonuglarinin “kritik” araliklar i¢inde
olmas1 durumunda ilgili hekime sonucun bildirilmesi, onaylatilmas1 ve gerekli durumda not
almmasimin saglanmasi (kisisel hatalar1 6nlemek i¢in) gereklidir.

Oksidazmin olumlu olmasi, nitrat rediiksiyonun olmasi, nitrattan gaz olusumu, arjinin
dihidrolazin olmasi, ii¢ sekerli demirli besiyerinde alkalen renk degisimi goriilmesi taniy1

dogrulayan biyokimyasal testlerdir.

2.4. Biyofilm Olusumu

Ik kez onyedinci yiizyilda Van Leeuwenhoek kendi disleri iizerindeki plaklarda
biyofilm tabakasi tamimlamigstir. Ancak 1978’e¢ kadar genel biyofilm teorisi tanimi
yapilmamistir. Tanimlamada, yiizeye tutunmus matriks ile kapl biyofilm yapilarinda iireyen
bakterilerin planktonik formlarindan farkli oldugu Yiizyillar boyunca insanlar planktonik
bakterilerin neden oldugu akut enfeksiyonlar ile karsi karsiya kalmistir. Gelistirilen as1 ve
antibiyotikler ile bu akut enfeksiyonlar biiyiik 6lgiide kontrol edilebilir hale gelmistir. Ancak
cevresel kosullarda uzun yillar canli kalabilen Pseudomonas ve Legionella spp gibi
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar biiyiik bir saglik sorunudur. Biyofilm olusturabilen
bu bakteriler dogal antibiyotiklerin de dahil oldugu antibakteriyel kimyasallar, cevresel
bakteriyofajlar ve konak savunmasmdan korunmaktadir. Bu nedenlerden dolayi, kronik
biyofilm enfeksiyonlarinin antibiyotik tedavisine direng gdstermesi ve antikorlar gibi konak
immun sisteminden korunmasi sasirtict degildir (Donlan ve ark, 2002).

Biyofilm yapisinin tanimlanmasi 1976 yilinda Marshall’ m yiizeydeki bakterilere
sarinmig “gok ince hiicre dis1 polimer fibrilleri” tanimlamasina atifla baslar (Donlan ve ark,
2002). Costerton ve arkadaslar1 tutunan bakterilerin dogadaki polisakkarit yapisina benzer
yapida olan bir glikokaliks yapi ile kapli oldugunu gézlemlemis ve bu yapmin tutunmaya
aracilik ettigini gostermislerdir (Costerton ve ark, 1978). Costerton ve arkadaglar1 1987
yilinda biyofilm yapisinin, oldukca yiiksek oranda hidrate ve baskin olarak anyonik

eksopolisakkarit yapiya gomiilii bakteri ve mikrokolonilerden olustugunu gostermislerdir
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(Costerton ve ark, 1987). Adezyon biyofilm i¢in gerekli genlerin sunumunu tetikler ve
biyofilm olusum basamakalarini diizenler (Donlan ve ark, 2002).
Biyofilm yapis1 bilesenleri:
1. Yiizey,
2. Yiizeye veya yapiya geri- doniislimsiiz tutunan bakteriler,
3. Bu bakterilerin tirettigi polimerik yapidir.

Biyofilm olusturan bakterilerin, iireme orani gibi fizyolojik 6zellikleri ve gen sunumu
degismistir. Bazi bakteri populasyonlar1 biyofilmin ilk olusum evreleri olan tutunma ve
polimerik yapt iiretme Ozelligi goOstermesine karsm, “biyofilm fenotipi” olarak
tanimlanmamaktadir. Bu yap1 gergek biyofilm yapisinin direng 6zelliklerini gostermemektedir
(Donlan ve ark, 2002).

Ekzopolisakkarit (EPS) tiretimi ve fimbriyalar ile biyotik ve / veya abiyotik ylizeye
tutunmayla baslayan biyofilm yapisi, Yyiizeye tutunan bakterinin yeni EPS sentezlemesi ile
olgunlasir (Bjarnsholt ve ark, 2013; Costerton, 1999). Planktonik bakteriden farkli fenotipe
doniistim i¢in EPS sentezinin artis1 yaninda, mikrogevreye uyum proteinlerinin salinimi da
onemli rol oynar (Costerton, 1999, Favre- Bonté ve ark, 2007).

Genel olarak biyofilm olusumu bakterinin biyotik ve/ veya abiyotik yiizeye geri-
doniisiimsiiz olarak tutunmasi ile baglar. Geri- doniisiimsiiz tutunmadan sonra bakteri EPS
iireterek ve aynida ¢ogalmaya devam ederek mikrokoloni olusturur. Mikrokoloni olusmasi ile
birlikte bakteriyel sinyal sistemi olan “Cogunlugu Algilama” sistemi ile bakteriler arasi
“haberlesme” baslar ve bakterilerin genetik sunumlar1 degismesi ile fenotipik degisiklikler
meydana gelir. Tim bu degisikler ve yeniden yapilanmalar ile olgun biyofilm yapist olusur.
Son olarak da dagilma evresinde bakteriler fenotipik olarak farklilasir ve biyofilm yapisindan
ayrilir (Lebeaux ve ark, 2014; Bjarnsholt ve ark, 2013) (Sekil 3).
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bakterilerin ayriima,
yerlesmesi kopma

TRENDS in Microbiology

Sekil 3: In vitro yiizeye tutunmus Pseudomonas aeruginosa biyofilm yapisinin olusumu.
Geri-doniisiimlii tutunmayi takip eden geri doniisiimsiiz tutunma “mikrokoloni” olusumunun
temelini olusturmaktadir (Kat1 besiyerinde “ciice koloni” goriintiisii). Mantar seklinde
yapilarin olugsmasi ile “olgun biyofilm” yapis1 gelisir. Bakteriyel sinyal sistemi diizenlenmeye
baslamaktadir. Son olarak, fiziksel ayrilma veya genetik diizenlemeler ile yeniden hareket
Ozelligi kazanan planktonik hiicreler ile olgun biyofilmler, yeni biyofilmler olusturmak tizere
dagilabilmektedir (Bjarnsholt ve ark, 2013).

Tek veya bircok bakteri tiirii birlikte; kateter, kontak lens, proteaz gibi bir¢ok tibbi gereg
yiizeylerinde biyofilmler olusturabilir (Fonseca 2007; Hall- Stabley ve ark; 2005). Biyofilm
mimarisi antibiyotik direncindeki en 6nemli nedenlerinden biri olarak tanimlanmaktadir.
Bakteriler biyofilm olusturdugu zaman, antibakteriyel ajanlara daha direngli hale
gelmeleriyle, sagaltim giicliikleri ortaya ¢ikmaktadir (Stewart ve ark, 2001; Fux ve ark, 2005;
Stewart, 1994).

Biyofilm yapisinin olusmasi ile birlikte antibiyotiklere diren¢ meydana gelmektedir.
Meydana gelen bu direncin mekanizmalart:

(i) biyofilm yapis1 igindeki bakterilere antibiyotik etkisinin fiziksel ve kimyasal olarak
engellenmesi,

(i) biyofilm yapisi icinde bakterilerin farkli metabolik hizlarda ¢ogalmasi,
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(iii) biyofilm olusumu ile birlikte bakteride fenotipik degisiklik olusmasi,
(iv) biyofilm mimarisi i¢inde oksijen basinci, karbohidrat, protein farkliligi gibi
nedenlerden dolayr bakterinin metabolizmasinin bu degisen mikrogevreye uyum siirecinde

degismesi olarak siniflandirilmaktadir (Stewart, 2003; Lambert, 2002).

2.5. Cogunlugu Algilama

Bakteriler iletisim sinyalleri ile bulunduklar1 yerdeki yogunluklarini belirleyip, degisen
yogunluga gére davraniglarin1 degistirirler. Bu davranis,” Cogunlugu Algilama” (“Quorum
Sensing”)  olarak adlandirilmaktadir. Bakteriler arasinda ¢ogunlugu algilam sinyal iletim
sisteminin tanimlanmasi ile birlikte bakterilerin siirl 6lgtide de olsa ¢ok hiicreli organizmalar
gibi organize olabildigi gosterilmistir (Kievit ve ark, 2000). Bakteri plazmid konjugasyonu,
antibiyotik biyosentezi, biyofilm olusumu ve gesitli virulans etmenlerinin tiretimi gibi birgok
fizyolojik etkinligi cogunlugu algilama sinyalleri ile diizenlemektedir (Pappas ve ark, 2004;
Dong ve ark, 2005; Joint ve ark, 2007).

Cogunlugu Algilama kavramu ilk kez, Euprymna scolopes’ in (Hawaai miirekkep balig1)
151k organina yerleserek simbiyoz yasayan bir biyoliiminesans deniz bakterisi olan Vibrio
fischeri (V. fischeri)’ de tanimlanmustir. V. fischeri, Euprymna scolopes’ in 151k organinda
yiiksek yogunluklarda tireyebilmektedir. Belli bir esik degerin iizerindeki yogunluga kadar
tirediklerinde, lux CDABEGH genleri ile lusiferaz enzimini tiretilmekte ve bunun sonucunda
bir 1s1ma gergeklesmektedir (Waters ve Bassler, 2005). Gram olumsuz bakterilerde de
cogunlugu algilama sistemleri, V. fischeri’de ilk defa agiklanan LuxIR dizgesi araciligiyla
olabilmektedir. LuxIR dizgesi, LuxI proteinini kullanarak “kendi kendini uyaric1”
(“autoinducer”, AI) ve buna baglanarak gen sunumunu diizenleyen LuxR’ yi birlestirir
(Fugua ve ark; 2001) (Sekil 4). Bakteri tarafindan tretilen AI’ lar, tiire 6zgiil olmakla birlikte

nadiren diger tiirlerin LuxR tipi diizenleyicileri ile birbirlerini etkiler (Lynch ve ark; 2002).
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Sekil 4: Vibrio fischeri’ deki Cogunlugu Algilama.
Kirmuzi ile isaretli olan molekiiller LuxI tarafindan tiretilen “kendi kendini uyarici” lar olarak

gosterilmistir (Waltersve ark, 2005).

Cogunlugu algilama sinyal iletim sistemi “kendi kendini uyaric1” (Al) sentaz genini
kodlayan I geni ve transkripsiyonal etkinlestirici protein olan R geni olmak iizere iki gen
bileseninden olusur. AI molekiiliiniin sentezlenmesi ile R proteini ile bilesik olusturarak hedef
geni etkinlestirir ve hiicre zarmmdan ¢ikarak hiicre dis1 haberlesmede sinyal molekiilii olarak
kullanilir (Delden ve Iglewski, 1998). Bakteri a sinyal molekiiliinii kullanarak bulundugu
mikrogevredeki bakteri yogunluguna gore fenotipik 6zelligini degistirebilmektedir (Mayer-
Hamblett ve ark, 2014).

Cogunlugu algilama sinyal iletim sistemi patojenik bakterilerin viriilans faktorlerinin
tiretimini kontrol eder ve bakterinin bulundugu mikrogevreye gore metabolik aktivitesini
diizenlemektedir (Wagner ve ark, 2003).

Cogunlugu algilama sinyal iletim sisteminin ¢aliyma basamaklart: bakterinin sinyal
molekiilii liretmesi, tirettigi sinyal molekiillerinin belli bir esik degerden sonra bakteri disina
salinarak mikrogevreyi tanimlamada kullanilmasi, bu tanimlamaya ve/ veya ¢evreden gelen
sinyal molekiili yogunluguna gore transkripsiyonel yanitlar1 tetiklenmesi ile viriilans

faktorelerinin yeniden diizenlenmesi seklinde 6zetlenebilir (Bjarnsholt ve ark, 2007).
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Gram olumlu bakteriler; sinyal molekiilleri olarak peptidleri kullanirlar. Bu Al peptidler
sitoplazmada Onciil peptidler olarak iiretilir, yikilir, degistirilir ve taginir. Bu hiicre dig1 Al
polipeptidler; iki bilesenli bir dizge ile calisir. (Yarwood ve Schlievert, 2003).

Al-2 hem Gram olumlu hem de Gram olumsuz bakterilerde kullanilan g¢ogunlugu
algilama sinyal iletim sistemi sinyal molekiilleridir. Al- 2, ¢evre kosullarinda LuxP / LuxQ
adi1 verilen iki bilesenli dizge ile tanimlanir ve bunun sonucunda olusan fosforlanma zinciri
gen kopyalanmasmin diizenlenmesi ile sonuglanmaktadir (Baskin, 2006; Sztajer ve ark,
2007).

Gram olumsuz bakteriler, Al olarak adlandirilan “N-acyl-homoserine lactone” u
hiicreler arasi sinyal molekiilii olarak kullanir. Bakteriden diflizyon ve/ veya transport yolu ile
salman Al sinyal molekiiller, esik degerdeki yogunluga ulasana kadar bakteri disinda birikir.
Mikrogevredeki bakteri icine girer, transkripsiyonal aktivatorleri etkiler ve genlerin
transkripsiyonunu tetikler (Murray ve ark, 2007). Tiim bakterilerin Al molekiilleri kendi yag
asitlerinin modifikasyonunun farkliligi nedeniyle tiire 6zgiidiir. Ancak degisik tiirdeki birgok
bakterinin ortak Al molekiillerini kullandig1 gésterilmistir (Williams ve ark,2007; Rumbaugh
ve ark, 2000).

2.6. Pseudomonas aeruginosa — Biyofilm iliskisi

P. aeruginosa, biyofilmlerin gelisim basamaklarmin anlasilmasi i¢in en ¢ok arastirilan
mikroorganizmadir. Biiyiik bir ¢ogunlugunun in vitro laboratuvar ¢aligmalarinin olusturdugu
bu arastirmalar biyofilm yapilarmin olusum evrelerini, bu evrelerdeki mekanizmalarin
aciklanmasi tizerine yapilmistir (Costerton ve ark, 1999; Sauer ve ark,2002)

P. aeruginosa’ nin biyofilm olusumu; tutunma evresi, mikrokoloni olusmasi,
olgunlagsma ve ayrilma evrelerinden olusmaktadir (Costerton ve ark, 1999).

P. aeruginosa’ daki tip IV pili ylizeye tutunmay1 saglamaktadir. Makin ve arkadaglari
P. aeruginosa PAOI1 susu ile yaptiklar1 c¢alismada, mikrogevre sartlarina bagli olarak
tutunmay1 arttiran fenotipik polisakkarit yapilarin1 degistirebildiklerini belirlemislerdir. P.
aeruginosa’ nin ¢esitli mikrogcevre kosullarinda biyofilm olusturarak iiremeye devam ettigini
gostermislerdir. Kimyasal ve immiinolojik olarak birbirinden farkli olan A ve B bandlarmi
tastyan iki polisakkarit ile birlikre tip IV pili baglangic tutunmasinda etkindir.
Lipopolisakkarit A iretimi, bakteri yilizeyindeki hidrofobiteyi arttirarak polistren gibi
hidrofobik yiizeylere tutunmay1 kolaylastirir. Lipopolisakkarit B ise hidrofilik yiizeylere

tutunmay1 arttirr. Tutunmanin baslamasindan sonra tutunma yiizeyinde P. aeruginosa
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iireyerek tek tabakali bir yap1 olusturmaktadir (Makin ve ark, 1996). Bakterinin hareketi tip
IV pili ile gerceklestirdigi segirme hareketi (twiching motility) ile olmaktadir. Biyofilm
mimarisi bakterinin tip IV pili hareketi ile meydana gelmektedir.

Bakteri biyofilm olusturmak iizere tutunmaya basladigi zaman, bakterileri drten ve
koruyan hiicredisi yapiy1 olusturmaya baslar. Bu hiicre dis1 yap1 tutunma, bakteriler arasi
hiicre- hiicre iletisimi, diren¢ gelisimi ve genetik materyalin degisimi gibi bircok 6nemli
mekanizmada anahtar rol oynamaktadir. Bu hiicre dis1 yap1 temel olarak Pel, Psl ve aljinat
polisakkaritleri, proteinler ve eDNA olmak {izere {i¢ bilesenden olusmaktadir. P. aerginosa
nin Psl, Pel ve aljinat olmak {izere tiirler arasinda oranlar1 degisen li¢ tip polisakkarit lirettigi
gosterilmistir. Bu bilesenlerin orani biyofilmi olusturan sus ve cevresel sartlar gibi bircok
faktore baglh olarak degismektedir (Molin ve Tolker-Nielsen, 2003; Pamp ve Tolker-Nielsen;
2007).

Tutunma, mikrokoloni olusmasi, olgunlasma ve biyofilm mimarisinin olusmasi Psl ve
Pel eksopolisakkaritlerinin iiretimine bagldir. Pel glukozdan zengin polimerlerden olusur. Pel
iiretimini kodlayan genlerin tiim P. aeruginosa suslarinda bulundugu gésterilmistir (Friedman
ve ark, 2004). Psl 6zellikler mannoz ile glukoz, galaktoz, ramnoz ile zengin sekerlerden
olusur (Byrd ve ark, 2009) Bazi suslarda pslA-G gen lokusu bulunurken bazilarinda
bulunmaz. Ornegin P. aeruginosa PAO1 de bulunurken, PA14 susunda bulunmaz (Friedman
ve ark 2004). Psl biyofilm yapisinin periferal bolgesinde bulunmaktadir. Serbest hareket eden
planktonik bakterileri biyofilm yapisima ¢ektigi gosterilmistir (Branda ve ark, 2005; Ma ve
ark, 2007).

P. aeruginosa’ nin mukoid suslarindaki slime iiretimi kistik fibrosisli hastalarin
akcigerleri gibi hiicre ylizeylerine ve medikal aletlere kolonizasyonda olduk¢a 6nemlidir
(May ve ark, 1991). Slime olusumu biyofilm yapist boyunca antimikrobiyallerin ve konak
savunma mekanizmalarindan P. aeruginosa’ y1 koruyan aljinik asitten olusur (Kumon ve ark,
1994). Genellikle aljinat olarak bilinen aljinik asit sentezi P. aeruginosa’ da bulunan algACD
operonu ile kontrol edilir. Aljinat ile ilgili genlerin “upregiilasyonu” yiiksek oksijen
yogunlugu, yiliksek osmolarite, nitrojen eksikligi ve ortamda etanol bulunmasi gibi bircok
mikrogevre kosuluna bagh olarak goriilmektedir (DeVault ve ark, 1990; Zielinski ve ark,
1992). Aljinat tretimi algA, algC ve algD genleri ile kontrol edilir. Bu genlerin aktive
olabilmesi i¢in aljinat Onciilii olan guanosin difosfat (GDP)- mannuronik asitin {iretimi

gereklidir (Gacesa, 1998). Mukoid olmayan P. aeruginosa suslarinda aktive olmayan Alg44
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ve Alg8 transmembran tasiyici proteinleri, polimerizasyon i¢in aljinat onciiliinii i¢ membrana
tasir (Maharaj ve ark,1993). AIgA- X aljinat enzimleri aljinatin biyosentezini ve
polimerizasyonunu yapar. AlgG, AlgK ve AlgX ile etkilesimdedir. Bunlar aljinat polimerini
periplazmik boslukta sararak korunmasini saglar (Robles-Price ve ark, 2004). Polimerize
mannurat rezidiisiiniin epimerizasyonu AlgG ile kontrol edilir (Douthit Sve ark, 2005). Bu
mannurat rezidiilerinin asetilasyonu da AlgF, Alg] ve Algl enzimleri ile olmaktadir. AlgF
periplazmada bulunur (Franklin ve ark, 2004) Asetilasyon oldugunda, hiicredisina aljinat
tagimnimi AIgE araciligi ile olur. AIgE mukoid P. aeruginosa nm hiicredisi polimerik yapisinin

temeli olan dig membranda bulur (Rehm ve ark, 1997).
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AlgA, AlgC ve AlgD GDP- mannuronik asidin itiretimi i¢in gerekli ezimlerdir. AlgA
aljinat biyosentezinde mannoz-1- fosfattan GDP mannozun ve fruktoz-6 fosfattan mannoz-6-
fosfatin tiretimini katalize eder (Shinabarger ve ark,1991). AlgC mannoz-1-fosfattan mannoz-
6 fosfatin tiretimini katalizler. (Sekil 5).
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Sekil 5: Pseudomonas aeruginosa aljinat iiretimindeki sentez ve polimerizasyon
mekanizmasi:
AlgA, AlgC ve Alg D aljinat onciili olan GDP mannuronik asitin iiretimini kontrol
etmektedir. Alg8 ve Alg44 periplazmadaki polimerizasyon i¢in bu molekiilii tasimaktadir.
Aljinat “lysase” (AlgL) polimerizasyon i¢in kisa oligomerleri iiretir. AlgG ile etkilesimde
olan AlgK ve AlgX aljinat polimerinin iiretiminde yapiy1 periplazmada korur. Alg G ile
polimerize mannurat oncillerinin epimerizasyonu kontrol edilir. AlgF, AlgJ ve Algl enzimleri
ile baz1 mannurat Onciillerinin asetilasyonu meydana gelir. AlgE ile de olusan aljinat hiicre
digma tagmir (Lavert ve ark, 2014)

Tutunma evresinden sonra olgun biyofilmleri olusturacak olan mikrokoloni

yapisindaki bakteriler Psl, Pel ve aljinat eksopolisakkaritleri iiretirler. Daha sonra yapiya

21



hiicre dist DNA (eDNA) bilesenleri katilmaktadir (Chiang ve Burrrows, 2003; Vallet ve ark,
2001; Ma ve ark, 2009). P. aeruginosa biyofilmleri karbon kaynaklarina ve karbon miktarina,
iirettikleri polisakkaritlerin, protein yapilarmin (fimbria gibi) ve eDNA yapilarnin dagilimina
bagli olarak farkli mimaride olabilmektedir (Barken ve ark, 2008).

Bakteri tutunarak mikrokoloni olusturmaya basladiginda, degisen mikrogevre
kosullarina uyum i¢in metabolizmasini yavaslatmaya baglamaktadir. Biyofilmlerin en 6nemli
ozelliklerinden biri antimikrobiyal ajanlara ve konak immun ssiteminin bilesenlerine karsi
direng gelisimine yardimct olmasidir. Klinik uygulama, tedavi ve bakimda biyofilm ile iligkili
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin etkinliginde giicliikler yasanmaktadir.
(Hoiby, 2011).

Ikincil mesajc1 molekiil olan “bis-(3',5")-cyclic-dimeric-guanosine monophosphate” (c-
di-GMP)’ i {retimi biyofilmlerin olgunlagsmasi ve birgok bakteri tiiriinde
eksopolisakkaritlerin tiretimi ile iliskilidir. C- di GMP, iki guanosin trifosfat moelkiiliinden
olusmaktadir. Uretimleri diguanilat siklaz enziminin aktivasyonu ile olmaktadir. C-di GMP
iretimi, viriilans ve hareket faktorlerinin ekspresyonu ile ilgilidir (Christen ve ark, 2006;
Kulasakara ve ark, 2006). Yiiksek seviyelerdeki c-di- GMP tutunma ve birikme gibi biyofilm
ile ilgili 6zelliklerin artmasi ile ilgili oldugu gosterilmistir (Belas, 2014). c- di- GMP’ nin
baglanma bolgesi sitosolik i¢ membran proteini PelD olarak tanimlanir. Bu nedenle P.
aeruginosa’ da Pel sentezinin c-di GMP molekiilii ile iliskili oldugu disiiniilir. (Byrd ve
ark,2009).

Polisakkaritlerin tiretimi ile mikrogevrede oksijen basinci diiser. Anaerobik solunum ile
ilgili proteinlerin yapimi artar ve biyofilm yapisinin mimarisi sekillenir. Oksijen ve besin
yogunlugu, biyofilm merkezine dogru azalir. Bu nedenle bakteriler metabolizmalarmi
yavaglatir (Sauer ve ark, 2002; Matsukawa ve ark 2004; Schaber ve ark, 2007). Olgun
biyofilmlerde meydana gelen ¢ogalmanin yavaslamasi, antibiyotiklere dirence neden olur.

P. aeruginosa biyofilm yapilar1 i¢in polisakkaritler kadar onemli eDNA yapilari
bulunur. Witchurch ve arkadaglar1 P. aeruginosa biyofilm DNasel ile inhibe edilebildigini
gostermislerdir (Witchurch ve ark, 2002). DNasel ile tedavi edildiginde “gen¢” P. aeruginosa
biyofilmlerinde dagilmayi saglarken, olgun biyofilmlerde diger yap: bilesenleri de tiretildigi
icin ayn1 etki gériilmemistir (Witchurch ve ark, 2002). Biyofilm olusumunun ilk evrelerinde
az miktarda gerekli olan eDNA diisiik seviyelerde {iretilirken, mikrokoloni olugumu ve

olgunlagma evresi siiresince bilylik miktarlarda iiretilmektedir (Yang Lve ark,2007; Allesen-
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Holm M ve ark, 2006). Nemoto ve arkadaslar1 biyofilmlerin olusumunda sadece laboratuvar
suslarinin degil ayn1 zamanda klinik P. aeruginosa izolatlarinin eDNA’ y1 kullandiklarini
gostermislerdir (Nemoto ve ark, 2003).

Hareketin 6nemli oldugu ayrilma evresinde ise; olgun biyofilm yapisindan ayrilan
bakterilerin hareketli oldugu, biyofilm yapisinda kalan bakterilerin hareketsiz olduklar1
gosterilmistir (Singh ve ark, 2000). Ortam kosullar1 diizeldiginde hareket 6zelligi kazanan
bakteriler biyofilmden ayrilmaya baslamaktadir. Biyofilm olusumunda; aerobik ve anaerobik
solunumda 6nemli olan proteinlerin yapimi degismektedir. Protein yapis1 ve hareket 6zelligi
degisen biyofilm yapisindaki bakteriler bu evrede tekrar planktonik fenotipe donmektedir
(Hall-Stoodley ve ark, 2005).

2.7. Pseudomonas aeruginosa - Cogunlugu Algilama Iliskisi

P. aeruginosa’ da 4 tane ¢ogunlugu algilama sistemi tanimlanmistir. Bunlar:

1. lasRI gen lokusu nun iiretimini kontrol ettigi “N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine lactone”
(OdDHL) sinyal molekiilii ile kontrol edilen las sistemi (Williams ve ark, 2007);

2. rhIRI operonu ile iiretilen “N-butyryl-homoserine lactone” (BHL) ile diizenlenen rhl sistemi
(Waters ve ark, 2005);

3. “2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone” (PQS) iiretimi ile las ve rhl sistemlerini kontrol eden pgs
sistemidir (Diggle ve ark, 2006).

4. “2-(2-hydroxyphenyl)-thiazole-4-carbaldehyde” sinyal molekiiliinii kullanan yeni bir
cogunlugu algilama sistemi de “Integrated Quorum Sensing” (IQS)’ dir (Lee ve ark, 2014).

Mikroorganizmalar bu sinyalleri viriilans, biyofilm olusumu ve antimikrobiyallere
direng gibi fenotipik 6zelliklerin kontroliinde kullanir (Wagner ve ark, 2003). P. aeruginosa’
da ¢ogunlugu algilama sistemleri biyofilm olusumunu, elastaz ve eksotoksin A gibi salgilanan
toksinleri ve alkalen proteaz gibi hiicredis1 enzimlerin {iretimini kontrol etmektedir (Davies ve
ark, 1998).

Eksopolisakkarit ile ilgili pelA-G lokuslarinin transkripsiyonu las ve rhl ¢ogunlugu
algilama sistemleri ile kontrol edilir (Sakuragi ve ark, 2007). Cogunlugu algilama
sistemlerinin P. aeruginosa biyofilmlerindeki eDNA iiretimini de kontrol ettigi gosterilmistir
(Allesen- Holm ve ark, 2006).

Las sistemi lasR ile kodlanan transkripsiyonel aktivator protein LasR ve lasl ile
kodlanan kendi kendini uyarict sentaz enzimi Lasl’ dan olusmaktadir. Las/’ nmn

transkripsiyonu ile “N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine lactone” (“autoinducer III, AI-I11I) nun
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sentezini saglayan Lasl enziminin olusumunu saglamaktadir (Fugua ve ark, 2001). P. aeruginosa
nin artan hiicre yogunlugu ile AI-1l yogunlugunun artmasi iligkilidir. Esik degere ulastig1 zaman
Al-111 6zgiil hedef protein LasR’ye baglanir ve boylece las sisteminin kontrol ettigi viriilans
faktorlerinin ve biyofilm ile iligkili genlerin transkripsiyonu baglar. Bu genler eksotoksinA
(toxA), elastaz (lasB), lasA proteaz (lasA) ve alkalen proteaz (aprA) gibi birgok enzimin iiretimini
kontrol eder (Davies ve ark, 1998; Sandoz ve ark, 2007; Koéhler ve ark, 2007).

LasR’ ye AI-III’ iin baglanmasi ile aktive olan las sistemi ayni zamanda rhl sistemini
aktive eder ve ikinci sinyal molekiilii “N-butyryl-homoserine lactone” iiretimi baglar (Ochsner, ve
ark, 1995; Pesci ve ark, 1997) rhl sistemi “N-butyryl-homoserine lactone” iiretimini kontrol eden
Rhll sentaz ile trasnkripsiyonel aktivator protein RhIR’ den meydana gelmektedir (Latifi ve ark,
1996). Ramnolipid iiretimi, piyosiyanin, hidrojen siyanid ve piyoverdin gibi ikincil metabolitlerin
retimini rhl sistemi kontrol eder (Williams ve ark, 2009, Davies ve ark, 1998; Sandoz ve ark,
2007).

P. aeruginosa’ da tanimlanan ti¢ilincii gogunlugu algilama sistemi “2-heptyl-3-hydroxy-4-
quinolone” sinyal molekiilinii kullanan pgs sistemidir. Pseudomonas kinolon sinyali olarak da
adlandirilmaktadir. Uremenin stasyoner fazinin baslangicinda rhl sisteminin kontrol ettigi viriilans
faktorlerinin {iretimi i¢in pgs sistemi olduk¢a Onemlidir. “2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone”
iretimi LasR’nin aktivasyonu ile iligkilidir. Bu nedenle las ve rhl sistemleri arasinda ¢aligtigi
diistiniilmektedir (McKnight ve ark, 2000.) (Sekil 6).

Cogunlugu algilama kontrol baskilayicisi (“quorum sensing control repressor” (QscR)) ve
virulans ¢ogunlugu algilama diizenleyici (“virulence quorum sensing regulator “(VqsR)) ile las
sisteminin ¢aligmas1 kontrol edilmektedir (Juhas ve ark, 2004). Sinyal molekiilleri
yogunluklarmin ¢ogunlugu algilama aktivasyonu igin esik degerde olmadigi zaman, lasl
transkripsiyonunun baskilamasi ile QscR’ {in las sistemini negatif yonde etkiledigi gosterilmistir
(Ledgham ve ark, 2003). Vgs ise las sistemini pozitif yonde kontrol etmektedir. vgsR geni
olmayan mutant P. aerginosa suslarinda AHL iiretimi olmadigi i¢in viriilans ve patojenitesinde

azalma oldugu goriilmiistiir (Juhas ve ark, 2004).
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Sekil 6: Pseudomonas aeruginosa’ da tamimlanan Cogunlugu Algilama Sistemleri

(Lee ve ark, 2014)

P. aeruginosa’ da tanimlanan lipaz ve proteaz, enfeksiyon siiresince yiizeye tutunmayi
saglayarak, biyofilm olusumu ic¢in gerekli olan Tip IV pili gibi viriilans etmenlerinin
diizenleyicisi; Esherichia coli‘ de tanimlanan “catabolite repressor protein” (CRP) ile
homolog olan “Vfi” dir. Viriilans etmenlerinin genel diizenleyicisi olarak tanimlanan Vfr,
lasR ¢ nin kopyalamay1 baslatan bolgesine 6zgiin baglanarak, dolayli yoldan cogunlugu
algilama sistemlerinin kontroliinii yapmaktadir. Degisik sinyaller ile birgok geni harekete

geciren Vfr; LasR’ yi harekete gecirerek elastaz ve piyosiyanin liretimini saglamaktadir

(Beatsonve ark, 2002; Fox ve ark, 2008).

2.8. Pseudomonas aeruginosa — Proteaz Enzimleri

Akut P. aeruginosa enfeksiyonu boyunca proteaz {iretiminin etkin oldugu
gosterilmistir. P. aeruginosa; LasB elastaz, Las A elastaz ve alkalen proteazin bulundugu

birgok proteaz iiretir. Alkalen proteazin doku invazyonu ve sistemik enfeksiyonlardaki etkisi
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tam olarak acgiklanmamakta birlikte korneal enfeksiyonlarda etkisi oldugu bilinmektedir
(George ve ark, 2005; Caballero ve ark, 2004).

2.9. Pseudomonas aeruginosa- Konak Savunmast

Timoér Nekroz Faktor Alfa ((TNF-o) proenflamatuvar sitokindir. TNF-a, P.
aeruginosa’ nimn dahil oldugu bir uyaric1 enfeksyonda akcigerlerdeki epitel hiicreleri ve
makrofajlar tarafindan tretilen bir reaktandir. Birgok c¢alismada TNF- o’ nin pseudomonal
temizlenmede 6nemli bir rolii oldugu gosterilmistir (Hoiby ve ark, 2001)

Sitokinlerin IL- 1 siiperailesi makrofajlar tarafindan iiretilir ve enfeksiyéz uyaranlara
Interferon gama (IFN- y) / Thl bagimli yanita neden olmaktadir. P. aeruginosa akciger
enfeksiyonlarinda IL- 1 ve IL- 18’ in akut pndmoni modellerinde yarardan ¢ok zarara neden
oldugu goriilmektedir. Doku kiiltiirlerinde P. aeruginosa ile muamele edilen insan korneal
epitel hiicrelerinde ilk tiretilen sitokinin IL-1 beta oldugu bilinmektedir (Wu ve ark, 2005).

IL- 4 Th2 lenfosit populasyonunun bir {iriiniidiir, antikor yanitlarinda ve B hiicre
uyarilmasia neden olur. CD+4 farklilagsmasinda miktar1 artmaktadir. Persistent pseudomonal
enfeksiyonlu hastalarin balgaminda IL- 4 seviyeleri yliksektir.

IL-8 ve notrofiller gibi kemotaktik faktorlerin yiiksek seviyeleri kistik fibrosis
hastalarinda kronik P.aeruginosa enfeksiyonlari ile birlikte goriiliir. N6trofillerin enfeksiyon
bolgesine girisi reaktif oksijen tiirleri ve elastaz gibi arac1 molekiiller ile saglanir. Enfeksiyon
gevresi bu ajanlarla dolmasma ragmen, P. aeruginosa bu ajanlarin etkilerine karsi direngli
hale gelir. Gelisen bu direncin mekanizmasi bilinmemekle birlikte bakterinin olusturdugu
biyofilmin koruyucu etkisi oldugu bilinmektedir. Ayrica P. aeruginosa katalaz ve siiperokit
dismutaz tireterek hidrojen peroksit ve oksidatif stresin etkisini notralize edebilir (Smith ve
ark, 2003).

IFN-gama T lenfositler ve NK’lar tarafindan sentezlenen ve temel fonksiyonu; hem
dogal immiinitede hem de edinsel hiicre-aracili immiin yanitlarin her ikisinde de makrofajlar1
aktif hale getirmek olan sitokinlerdir (Wagner ve ark, 2006). Wu ve arkadaslari; firsatci
patojen P. aeruginosa ‘nin konak immun sistemini ve IFN-gamacevabinda virulans
faktorlerinin tiretimini tetikledigini gostermislerdir. Eksojen olarak IFN-gama’ nin verilmesi
ile rhl sistemi tarafindan ekspresyonu diizenlenen lectinA (LecA)’ nin {iretimini arttirdigini
gostererek, rhl sisteminin; eksojen IFN-gama’ ya bakteriyal cevapta etkin ve 6nemli oldugunu

gostermislerdir (Wu ve ark, 2005).
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IFN-gama’ nin dis kaynakli uygulanmas: P. aeruginosa hem kronik hem de akut
modellerinde bakteriyel temizlenmeyi arttirmaktadir. Buna karsin IFN-gama reseptorii
olmayan fareler lizerinde yapilan diger ¢aligmalarda bakteriyel temizlenmesinin artmasimnin
ayni zamanda NOS sentezinin artmasmna da neden oldugu gosterilmistir. Bu bilgiler dis
kaynakli IFN- gama yanitiin zararl oldugunu gdstermektedir fakat dis kaynakli IFN-gama
yararli da olabilmektedir. IL-1 yanitindaki gibi bu modellerdeki IFN- gama yanitinin dénem
ve zamanlamasinda farkli yanitlara olasilikla neden olabilmektedir (L1 ve ark, 2011).

Nitrik oksit sistemleri enflamatuvar sistemde ve bakterilere karsi direkt mikrobisidal
etkili olan reaktif nitrojen tiirlerinin tiretiminde dnemli bir dercede etkilidir. P. aeruginosa’
nin “persistant” enfeksiyonlar1 proenflamatuvar olabilen diisiikk seviyedeki nitrik oksit (NO)
ile iligkilidir. Kronik pseudomonal pnomoninin hayvan modellerinde NO sisteminin
inhibisyonunun daha biiylik yaralanmalara neden oldugu ve NO sisteminin uyarilmasimnin da
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (Schreiber ve ark, 2007). Benzer sekilde hastaliklarinda
alevlenmeler goriilen kistik fibrosisli hastalarda antibiyotik tedavisi sonrasinda disar1 salinan
ntitrik oksidin az miktarlarda oldugu bulunmustur. Nitrik oksit sistemi substrati i¢in aktif
olarak yarigsan balgam arginazinmn aktifligi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Toyofuku ve ark,
2012).

Denitrifikasyon basamaklar1 siras1 ile NO3  rediiktaz (NAR), NO, rediiktaz (NIR),
NO rediiktaz (NOR) ve N,O rediiktaz (N,OR) ile katalize edilmektedir. P. aeruginosa’ daki
denitrifikasyon basamaklar1 “NO3; — NO; — NO — N>O — N;” seklinde tanimlanmistir
(Sekil 7) (Ju ve ark 2005, Arai, 2011; Williams ve ark, 2009; Toyofuku ve ark, 2012).

Yoon ve arkadaslar1 RhIR mutant suslarda mutant olmayanlara gore denitrifikasyon
enzimlerinin etkinliginin daha fazla oldugunu gostermislerdir. (Yoon ve ark, 2002). Wagner
ve arkadaslar1 da yaptiklar1 mikroarray calismalarinda denitirifikasyon genlerinin AHL

molekiilleri ile diizenlendigini gostermislerdir (Wagner ve ark, 2003).
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Sekil 7: Pseudomonas aeruginosa’ da denitrifikasyonun oksijen konsantrasyonu, nitrik

oksit molekiilleri ve ¢cogunlugu algilama molekiilleri ile birlikte diizenlenmesi

(Toyofuku ve ark, 2012).

2.10. Antipseudomonal Antibiyotikler ve Etki Mekanizmalart

Aminoglokozidler ile sinerjik etklili oldugu belirtilen piperasilin ve tikarsilin gibi
penisilinler, seftazidim iigiinci kusak sefalosporin ve sefepim gibi dordiinci kusak
sefalosporinler, imipenem ve meropenem gibi karbapenemler, aztreonam gibi
monobaktamlar, siprofloksasin ve levofloksasin gibi florokinolanlar, gentamisin, tobramisin
ve amikasin gibi aminoglikozidler ve kolistin antipseudomonal antibiyotikler olarak
kullanilmaktadir (Morita ve ark, 2014).

Penisilinler gibi PBP’ ye baglanarak peptidoglikan sentezini bozmasi ve hiicre zarinda
bulunan otolitik enzimleri uyarmasi ile bakterisidal etki yapabilen sefalosporinlerden ti¢iincii
kusak sefalosporin ve sefepim gibi dordiincii kusak sefalosporinler antipseudomonal tedavide
kullanilmaktadir ( Fisher ve ark, 2014).
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Gram olumsuz aerop bakteriler i¢in kullanilan aztreonam (monobaktam) PBP 3’ e
baglanarak hiicre duvar sentezini bozmaktadir. Aztreonam duyarli swslar igin
aminoglikozidler ile kullanimmin sinerjik etki gosterebildigi belirtilmistir (Zhanel ve ark,
2007).

Bakteriyel DNA replikasyonu ve onariminda etkin olan DNA topoizomeraz II ve
DNA girazi hedef alan kinolonlardan genis spekrumlu levofloksasin ve siprofloksasin
antipseudomonal antibiyotikler arasinda sayilmaktadir (Hurley ve ark, 2012).

Polipeptidler grubunda yer alan ve etki spekturumu smirli ve 6nemli oranlarda
toksisitesi olan antipseudomonal antibiyotiklerden kolistin  (polimiksin E) bakteri
membranindaki fosfolipidler ile etkilesir ve bakteri gegirgenligini bozarak bakterisidal etki
gostermektedir (Fernandez ve ark, 2010).

2.11. Aminoglikozidler

Bu gruptaki antibiyotikler 1940’ larda bulunan streptomisin ile baglayarak Streptomyces
veya Micromonospora tiirii mikroorganizmalardan elde edilen dogal veya yar1 sentetik

maddeler olan gentamisin, tobramisin, amikasin, netilmisin, kanamisin, viyomisindir.

2.11.1. Bashca Ustiinliikleri:

1. Gram- olumsuz aerobik basiller lizerinde; antibiyotiklerin coguna gore ¢ok daha giiglii
etkinlik gosterirler,
2. Hizli bakterisid etki yaparlar,

3. Post antibiyotik etkileri belirgindir ve olduk¢a uzun siirer.

2.11.2. Etki Mekanizmalarr:

Bakteri ribozomlarinin aminoglikozidlerin birincil etki yeri 30S alt-birimleridir. Bu alt-
birimlere geri doniisiimsiiz bir sekilde baglanarak, ribozomlarin protein sentezini inhibe
ederler. Bu engelleme;

1. Protein sentezinin baglama basamaginin engellenmesiyle,

2. mRNA molekiillerinin {izerindeki kodonlarin yanlis okunmasi nedeniyle yapilari

bozulmus, bir islevi olmayan anormal proteinlerin sentez edilmesine neden olarak,

3. Ribozomal kompleksin mRNA’ dan erken ayrilmasi sonucu tamamlanmamis anormal

proteinlerin olusmasi bi¢cimindedir.
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Protein sentezini engelleyerek antibakteriyel etki gosteren diger antibiyotikler
bakteriyostatik olduklar1 halde, aminoglikozidlerin ayni temel mekanizma ile hizli bakterisid
olmalarinin nedenleri;

1. Ribozomlara baglanmalarinin geri doniistimsiiz olmast,

2. Yanlis okuma sonucu sentez edilen anormal proteinlerin bakteri hiicre membraninda
birikmesi nedeniyle membran gegirgenliginin artmas,

3. Bunun sonucu yasamsal oneme sahip maddelerin hiicre disina ¢ikmasi ve fazla

miktarda ilacin hiicre i¢ine girmesidir.
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2.11.3. Antibakteriyel spektrum:

Aminoglikozidler esas olarak dar spektrumlu antibiyotiklerdir. Bunlara en duyarl olan
bakteri grubu Gram-olumsuz aerobik basillerdir. Bunlar arasinda Enterobacteriaceae tiirleri
(E. coli, Klebsiella, Proteus, Enterobacter, Shigella, Salmonella ve Serratia tirleri),
Pseudomonas aeruginosa ve Brucella tiirleri, Yersinia tularensis (tularemi etkeni), Y. pestis
ve Haemophilus influenzae bulunur.

Aminoglikozid antibiyotiklerin gesitli tiirlerinin duyarh bakteriler tizerindeki etkinlikleri
nicel olarak farklilik gdsterir. Bu nedenle in vitro minimum inhibitér konsantrasyon (MIK)
degerlerine veya plazmadaki terapotik doruk konsantrasyonlar1 4—10 pg/ mL arasinda olanlar;
gentamisin, tobramisin ve netilmisindir. MIK’ leri 1-16 pg/ mL veya terapdtik doruk
konsantrasyonlar1 10 — 30 pg/ mL arasinda olanlar; streptomisin, kanamisin ve amikasindir.
Bu konsantrasyon araliklar1 i¢inde bazi tiyelerin belirli bakterilere karsi etkinlikleri

digerlerinkinden fazla olabilir.

2.11.4. Gentamisin:

Micromonospora purpurea ‘ dan elde edilir. Gergekte yapica birbirine gok benzeyen iig
gentamisin tiiriiniin (C; Ci; ve C;) karisimindan ibarettir. Aminoglikozid ilaglar iginde
amikasinden sonra spektrumu en genis olan ve antibakteriyel etki giicli en yiiksek olanidir.
Duyarli bakterilerde direncin gelisimi yavas ve kiiciik derecededir. Amikasin hari¢ diger
aminoglikozidlere direngli olan bakteri suslarinda gentamisin etkin olmakla birlikte
gentamisine direngli bakteri suslar1 amikasin hari¢ diger aminoglikozidlerden pek

etkilenmezler.

2.11.5. Amikasin:

Aminoglikozidler arasinda yar1 sentetik yapilan ilk tiirevdir. Dogal bir ilag olan
kanamisin A’ dan asilleme suretiyle elde edilir. Yapisi ile ilgili olarak gentamisin, kanamisin
ve tobramisin gibi dogal aminoglikozidleri inaktive eden bakteriyel enzimlere dayanikli

olmasindan dolay1 en genis spektrumlu aminoglikoziddir.
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2.11.6. Netilmisin:

Yar1 sentetik bir aminoglikozid antibiyotiktir. Amikasin gibi, bakterilerin salgiladigi
inaktive edici enzimlerin ¢oguna kars1 dayaniklidir; sadece asetilaz tarafindan inaktive edilir.
Bu nedenle gentamisine ve tobramisine direngli Enterobacteriaceae grubu bakterilere karsi
etkilidir. Pseudomonas, Providencia ve Serratia tiirlerine kars etki giicii, gentamisine oranla
biraz daha disiiktiir (Kayaalp; 2005, sf: 2016: 22). Etki spekturumu amikasin ile benzer
olmasma karsmn toksisitesi amikasinden daha diisiik diizeydedir (Goering ve ark, 2008, sf:

492).

2.12. Anti- Pseudomonal Antibiyotiklere Karst Gelisen Diren¢ Mekanizmalari
Bir¢ok antibiyotige karsi intrinsik direng gosteren P. aeruginosa ayni zamanda
kromozal mutasyon, plasmidler, transpozonlar ile tasinan diren¢ genlerinin taginimi ile direng

gelistirmektedir (Sekil 8).

3 S ‘.‘COIISIIH

Penicillin

Cephalosporin

Sekil 8: Pseudomonas aeruginosa’ da antibiyotiklere kars1 direng gelisimi

(Alan ve Ozer. http://www.nature.com/nrmicro/posters/pseudomonas/posters.pdf)
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2.12.1. Intrensek Direng

Cesitli atillm pompalar1 ve betalaktamaz iiretimi (amoksilin, amoksilin kalvunat,
ampisilin, dar ve genis spektrumlu sefalosporinler, sefotaksime dirence neden olan

indiiklenebilir AmpC betalaktamazlar) olmak iizere iki tiir intrensek diren¢ goriilmektedir.

2.12.2.Kazamlms (Ekstrensek) Direnc

Karbapenemler, aminoglikozidler, kolistin ve Kinolonlara karsi direng¢ gelisiminde
gecirgenligin bozulmasina neden olan mutasyonlar etkili olmaktadir. OprD porininin kayb1
diisiik oranlarda imipenem direnci ve meropenem direncine neden olabilmektedir.

Hiicre i¢ine azalmis oranlarda aminoglikozid girisine neden olan, gegirgenlikteki
bozulma tiim aminoglikozidlere kars1 diren¢ gelisimine neden olabilmektedir. Atim pompa
sistemleri ile birlikte gegirgenlikteki bozulmaya sebep olan mutasyonlar kistik fibrosisli
hastalarda goriilen aminoglokozid direncinin temel nedenleri olarak belirtilmektedir. Ayrica
aminoglikozidleri modifiye eden enzimler, gegirgenligin bozulmasina sebep olan mutasyonlar
ile birlikte goriilebilmektedir. Bu enzimler genellikle siilfonamidler, beta-laktamlar gibi diger
antipseudomonal antibiyotiklere kars1 direng genlerini tagiyan transpozonlar ve integronlar ile
tasindigi i¢in ¢oklu dirence neden olmaktadirlar.

P. aeruginosa’ da tamimlanan beta- laktamaz genleri, plasmidler, plasmid veya
kromozomlardaki integronlar ile tasinmaktadir. Klavulanik asit ile inhibe olan bu enzimler,
antipseudomonal penisilinler, {li¢iincli ve dordiincii kusak sefalosporinler ve aztreonama karsi
dirence neden olmaktadir.

Antipseudomonal penisilinler, ii¢linci ve dordiincii kusak sefalosporinler ve
aztreonama dirence neden olan OXA enzimlerin tasinmasi plasmidleri transpozonlar veya
integronlar araciligi ile oldugu icin yayilimi oldukga yiiksek orandadir.

P. aeruginosa suslarinin biyofilm olusturmasi ile birlikte antipseudomonal
antibiyotiklere kars1 direng gelismektedir. Biyofilm yapisinda bulunan ve bakteriyi kaplayan
EPS yapsi antibakteriyellerin penetrasyonunu engellemektedir (Sekil 9). Biyofilm olugsumlari
bakterinin yiizeye tutunmasi ile baslar, “twitching” (sigrama, segirme) hareketi ve olgun
biyofilmlere doniisecek olan mikrokolonilerin olugmasi ile devam etmektedir. Biyofilmlerin
“mimarisi” biyofilm yapisini olugturan:

1. PelA- PelG ile sentezlenen Pel, bakterilerin ¢evresinde helikal sekilde diizenlenen Psl

ve aljinat polisakkaritleri,
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2. Hiicredis1 (ekstraseliiler) DNA (eDNA),

3. Biyofilm yapisinin baslangicinda bakterinin tutunmasinda etkin olan CupA, CupB,
CupC fimbria ve lectinB proteinlerinin tiretimine bagl olarak degismektedir. Bu hiicre dis1
polimerik yap1 aminoglikozidler, beta-laktamlar gibi bazi antibiyotiklerin biyofilm yapis1
icine girigini engellemektedir. Biyofilm yapisi i¢indeki oksijen ve besin miktarindaki degisim,
biyofilm i¢inde iireyen bakterilerin antibiyotiklere duyarliliklarini degistirmektedir. Bu
asamada beta laktam veya kolistin uygulamasi AmpC beta- laktamaz ve MexA, MexB, oprM
efluks pompalari gibi direng faktdrlerinin liretimini indiikleyebilmektedir (Lister ve ark, 2009;
Stewart, 2003; Lambert, 2002)
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‘8 CCU‘:»BC . Merkez Yiizey
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Pel [)()’y\d((l\dlldc}—- ]Q)O(O é \ ~am o ~ 0
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73
\
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Sekil 9: P. aeruginosa biyofilm olusumu ve biyofilm olusumuna bagl gelisen direng

(Alan ve Ozerhttp://www.nature.com/nrmicro/posters/pseudomonas/posters.pdf)
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1.Arastirma tipi

Deneysel model ¢aligmasidir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma 2008- 2013 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, 4044 No’ lu Laboratuvar’ da gergeklestirilmistir.

3.3. Calisma Materyali

Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa ve klinikten izole edilen iki
Pseudomonas aeruginosa (K1, K2) ve suslar1 kullanildi.

Agrobacterium tumafaciens (A136): 6 ile 12 karbonlu N-agil yan zincirini igeren
“Ag¢il Homoserin Lakton” (AHL) (uzun zincirli AHL, OdDHL) molekiiliinii gbsteren gdsterge
susudur. P. aeruginosa’ nm birincil ¢ogunlugu algilama sistemi olan las sisteminin
calismasini gostermek amaci ile kullanilmistir.

Choromobacterium violaceum (CV026): 4 ile 8 karbonlu N-agil yan zincirini i¢eren
“Acil Homoserin Lakton” (AHL) (kisa zincirli AHL, BHL) molekiiliinii gosteren gosterge
susudur. Sinyal molekiilii olarak kisa zincirli AHL molekiiliinii kullanan P. aeruginosa’ nin
ikincil ¢ogunlugu algilama sistemi olan rhl sisteminin ¢aligmasini gostermek amaci ile

kullanilmustir.
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3.4. Veri Toplama Araclart

3.4.1. Sarf Malzemeleri

Tezde Kullanilan Sarf Malzemeler

Kullanim Amaci

Polipropilen (Falcon) Tiip 15 mL (Greiner)

Hiicre kiiltiir calismasi

Test Plates 6 Well/Flat (Greiner)

Hiicre kiiltiir calismasi

Test Plates 12 Well/Flat (Greiner)

Hiicre kiiltiir calismasi

Test Plates 96 Well/Flat (Maxisorb Immunoplate, NUNC)

Hiicre kiiltiir calismasi

Flask 25 cm? (Greiner)

Hiicre kiiltiir calismasi

Pipet Ucu Sar1 20-200 mikrolitre (Greiner)

Hiicre kiiltiir ¢alismasi ve in vitro calismalar

Pipet Ucu Mavi 0-1000 mikrolitre (Greiner)

Hiicre kiiltiir ¢alismasi ve in vitro galismalar

Tiip 2 mL Dnase Rnase Free (Greiner)

Hiicre ve bakteri stoklama
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Oze Yuvarlak Uclu (Greiner)

Bakteri canlandirma ve pasajlama

Pipet Ucu 10-100 mikrolitre Filtreli (Greiner)

Hiicre kiltiir ¢alismasi ve in vitro galigmalar

Tezde Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Kullanim Amaci

Brain Heart Infusion Broth (Oxoid)

Bakteri suslarini canlandirma

Brain Heart Infusion Agar (Oxoid)

Bakteri suslarini canlandirma

Nutrient Agar (Oxoid)

Alkalen proteaz ve alkalen proteaza baglh jelatinaz

degerlendirmesi

Skim Milk (Oxoid)

Alkalen proteaz ve alkalen proteaza bagl jelatinaz

degerlendirmesi

Muller Hinton Agar (Oxoid)

MIK degerlendirmesi

Gelatine (Oxoid)

Alkalen proteaz ve alkalen proteaza bagl jelatinaz

degerlendirmesi

Kristal viyole

Biyofilm degerlendirmesi
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DMEM [Dulbecco's Modified Eagle Medium] 500 mL (Biochrom)

Hiicre kiiltiir caligmasi

RPMI 1640 (With 2,0 G/L NaHCOs)

Hiicre kiiltiir caligmasi

Fosfat tamponu (pH: 7.2)

Biofilm degerlendirmesi, antibiyotiklerin hazirlanmasi

Penisilin / Streptomisin 100 mL (Biochrom)

Hiicre kiiltiir calismasi

Fetal Bovine Serum 100 mL (Biochrom)

Hiicre kiiltiir calismasi

L- Glutamin 100 mL (Biochrom)

Hiicre kiiltiir calismasi

Hoechst 33342 (HOE) (Sigma)

Apoptoz degerlendirmesi

Propidium lodide (P1) (Sigma)

Nekroz degerlendirmesi

(Antibiyotikler) Amikasin, Netilmisin ve Gentamisin

Mikrodilusyon ¢aligmasi, enfeksiyon modeli

A: naphthyethylene-diamine dihydrochloride, %0.1,5 mM;

Nitrikoksit yanitinin degerlendirilmesi

B: 0-phosphoric asit i¢inde sulfanilamide, % 1,5 mM

Nitrikoksit yanitinin degerlendirilmesi
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3.4.2. Cihazlarin Listesi

Tezde Kullanilan Cihazlar

Kullanim Amaci

Laminar Class Il / Esco

Biyolojik drneklerin hazirlanmasi ve islemlenmesi

- 80 sogutucu / New Brunswick Scientific U410

Biyolojik 6rneklerin uzun siireli stoklanmasi

-20 sogutucu / Ariston

Biyolojik 6rneklerin uzun siireli stoklanmasi

+ 4 buzdolab1 / Ariston

Biyolojik drneklerin kisa stireli saklanmas1

Sogutmali santrifiij /Sigma

Hiicrelerin pasajlanmasi, toplanmasi

COy’ 1i etiiv / Thermo

Hiicre kiiltiirii, enfeksiyon modeli kiiltiiriiniin inkiibasyonu

Normal etiiv /Heraus

Biyolojik 6rneklerin inkiibe edilmesi

Otoklav / Hirayama

Calismalarda kullanilacak malzemelerin sterilizasyonu, besiyerlerinin hazirlanmasi

Spektrofotometre / Thermo

MIK, sub-MIK, NO yanitlarinin degerlendirilmesi

Inverted Mikroskop / Leica

Hiicre biiyiime donemlerinin, apoptoz/ nekroz yanitlarinin dgerlendirilmesi
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3.4.3. In vitro Yontemler

3.4.3.1.Calismada Kullanilan Bakteriler

Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa ve klinikten izole edilen iki
Pseudomonas aeruginosa (K1, K2) ve suslar1 kullanildi.

Agrobacterium tumafaciens (A136): 6 ile 12 karbonlu N-agil yan zincirini igeren
“Agillenmis Homoserin Lakton” (AHL) (uzun zincirli AHL, OdDHL) molekiiliinii gésteren
gosterge susudur (Fuqua ve ark, 1996) P. aeruginosa’ nin birincil gogunlugu algilama sistmei
olan las sisteminin galismasini géstermek amaci ile kullanilmustir.

Choromobacterium violaceum (CV026): 4 ile 8 karbonlu N-agil yan zincirini igeren
“Acillenmis Homoserin Lakton” (AHL) (kisa zincirli AHL, BHL) molekiiliinii gosteren
gosterge susudur (McClean ve ark,1997). Sinyal molekiilii olarak kisa zincirli AHL
molekiiliinii kullanan P. aeruginosa’ nm ikincil ¢ogunlugu algilama sistemi olan rhl

sisteminin ¢alismasini gostermek amaci ile kullanilmistir.

3.4.3.2. Mikro Dilusyon Yontemi ile MIK ve Sub-MIK’larinin Belirlenmesi

Her sus icin gentamisin, amikasin ve netilmisin antibiyotiklerinin MIiK degerleri,
mikrodilusyon yontemi ile katyon eklenmis Mueller Hinton Broth (MHB) besiyerinde
saptandi. Bakteriler McFarland (McF) 0. 5 bulanikta (1,5)(108 bakteri/ mL, ODgy=0.1
absorbans)’ e esit bulaniklikta hazirlandi. ELISA mikro plaklarindaki kuyucuklara 6nce MHB
besiyerinden esit miktarlarda dagitildi. Ticari olarak alinan antibiyotiklerin seri dilusyonlar1
fosfat tamponu (PBS) ile (pH: 7. 2) hazirlandi. Antibiyotiklerin iki kat dilusyonlar1 ve son
olarak da bakteri stispansiyondan dagitildi. Plaklar 18 saat 37°C’ de inkiibe edildikten sonra
620 nm’ de spektrofotometrik olarak degerlendirildi (CLSI, 2006).

3.4.3.3. Baglanma- Aljinat Uretimi ve Biyofilm Olusumlarinin Belirlenmesi Yontemi
McFarland 0. 5° e esit bulaniklikta hazirlanan (1,5x108 bakteri/ mL, ODg0=0.1
absorbans)) standart ATCC 27853 P. aeruginosa ve klinikten izole edilen iki P. aeruginosa
(K1, K2) susu; gentamisin, amikasin ve netilmisin antibiyotiklerinin daha 6nce belirlenen
MIK ve % 50, % 25, % 12. 5, % 6.2 X MiK yogunluklari ile birlikte 37°C” de inkiibe edildi.
Sifir, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde kristal viyole boyama yontemi ile baglanma-aljinat tiretimi ve

biyofilm degerlendirilmesi yapildi. Inkiibasyon sonunda bakteri siipernatan1 bosaltildiktan

40



sonra tutunmayan bakterileri uzaklastirmak igin herbir kuyucuk PBS ile (pH: 7. 2) ii¢ kez
yikandi. Her bir kuyucuga % 1’ lik kristal viyole boya soliisyonundan 200 pL dagitildi ve 15
dakika oda sicakliginda bekletildi (Kristal viyole sadece bakterilerin salgiladiklar1 hiicre disi
polisakkarit yapiyr boyamaktadir). Baglanmayan kristal viyole boya soliisyonunu
uzaklastirmak i¢in yine 3 kez PBS ile yikandiktan sonra bakteri hiicrelerine baglanan kristal
viyolenin serbest kalmasi igin % 95° lik etanolden 200 uL dagitilarak 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi ve 540 nm’ de spektrofotometrik (Thermo) olarak degerlendirildi
(O'Toole ve ark, 1998. Kanamaru, 2006). Ayni1 biyofilm degerlendirmesi, enfeksiyon modeli

sonunda elde edilen bakteriler i¢in de yapild.

3.4.3.4. Suslarin Cogunlugu Algilama Yanutlarimin Mikro AHL Yontemi ile

Degerlendirilmesi

Louria Bertani Broth’ da 30°C 18 saat inkube edilerek canlandirilan Chromobacterium
violaceum( rhl sistemini goriintiilemek (C4- HSL, BHL) igin) ve Agrobacterium tumafaciens
(las sistemini (3- oxo-C12-HSL, OdDHL) gostermek i¢in) suslart McF 0. 5° e esit bulanikta
(1,5X108 bakteri/ mL, ODg2=0.1 absorbans) siispanse edilmistir. Iki ELISA mikro plagina
Louria Bertani Agar dagitilarak bir giin 6nce hazirlanmistir. McF 0. 5’ e esit bulanikta
stispanse edilen Chromobacterium violaceum susundan 20 pL hazirlanan ELISA plaklarindan
birine Agrobacterium tumafaciens susundan 20 pL diger ELISA plagma dagitilip, oda
sicakhiginda 30 dakika bekletildi. Her iki ELISA plagmna her sus i¢in ayr1 ayri1 belirlenen
aminoglikozidlerin (gentamisin, amikasin, netilmisin) MIK, %50, %25, %12. 5, % 6. 2 X
MIK degerleri ile Karsilasmis standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu, K1 ve K2
suslarmmdan esit miktarda ekilerek 37 °C’ de 36 saat inkube edilerek degerlendirilmeleri
yapildi. AHL sinyal molekiillerinin varligi makroskobik olarak degerlendirildi ve “mavi-
yesil” renk goriilmesi pozitif olarak kabul edildi (Vivas ve ark, 2004; Bayrakal ve ark, 2008).
Ayni ¢ogunlugu algilama yanitlarmin degerlendirilmesi, enfeksiyon modeli sonunda elde

edilen bakteriler i¢cin de yapildi.

3.4.3.5. Alkalen Proteaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Nutrient agar %1,5 skim milk icerecek sekilde hazirlandi ve 105°C* de 5 dakika
otoklavlanarak plaklara dokiildii. Hazirlanmis olan bu skim milk igeren agar besiyerine,
antibiyotiklerin (gentamisin, amikasin, netilmisin) belirlenen MIK, %50, %25, %12. 5, % 6.
2, X MIK degerleri ile karsilasmis standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa susu ile
K1 ve K2 suslarindan 10 pL ekim yapilarak 37 °C’ de inkiibe edildi. Sifir, 6, 9, 12 ve 18.
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saatlerinin sonlarinda degerlendirmeleri yapildi. Koloni ¢evresinde seffaflasma zonunun
goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi (Sechi ve ark 2004). Ayni alkalen proteaz

degerlendirmesi, enfeksiyon modeli sonunda elde edilen bakteriler i¢in de yapild.

3.4.3.6. Jelatinaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Louria Bertani Agar 30g/L jelatin igerecek sekilde hazirlandi ve 105°C” de 5 dakika
otoklavlanarak plaklara dokiildii. Hazirlanmis olan bu besiyerine antibiyotiklerin (gentamisin,
amikasin, netilmisin) belirlenen MIK, %350, %25, %12. 5, % 6. 2, X MIK degerleri ile
karsilasmig standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslarindan 10 pL ekimi
yapilarak 37 °C ‘de inkiibe edildi. Sifir, 6, 9, 12 ve 18. saatlerinin sonlarinda
degerlendirilmeleri yapildi. Koloni ¢evresinde bulaniklik zonunun goriilmesi pozitif olarak
degerlendirildi (Sechi ve ark 2004). Ayni jelatinaz degerlendirmesi, enfeksiyon modeli

sonunda elde edilen bakteriler i¢in de yapildi.
3.4.4. Enfeksiyon Modeli (Hiicre Kiiltiirii Yontemleri)

3.4.4.1. Hiicre dizisi

HEp-2 (HeLa bulas1 epitel hiicre dizisi; larinks epidermoid karsinoma) hiicre dizisi

kullanilmistir.

3.4.4.2. Enfeksiyon modeli- Hiicre kiiltiirii

HEp- 2 hiicre hatti RPMI 1640 medium, %S5 fetal bovin serum (FBS), %1 L- glutamin,
%2 penisilin-streptomisin eklenerek %5 CO,li etiivde 37° C* de inkiibe edilecek, ertesi giin
tripsinizasyon ile pasajlanan hiicreler 96’k plate’lere %80 yogunlukta (8x10%) kaplayacak

sekilde alinmstir

Enfeksiyon modeli, i¢in standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslari
stispansiyonlar1 McFarland 0,5 bulanikliginda (1,5X108 bakteri/ mL, ODg20=0.1 absorbans)
bulanikhginda hazirlandi ve 1/ 20 oraninda RPMI 1640 ile sulandirmi yapild: (1,5x10°
bakteri/ mL). Doksanalt1 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarinda %80 yogunlukta hazirlanan
hiicrelerin {izerine m.o.i 100:1 (multiplicity of infection, bakteri: hiicre) olmak tizere bakteri
siispansiyonlar1 eklenip %5 COyli etiivde 37° C’ de inkiibe edilerek enfeksiyon modeli

olusturuldu. Iki saatlik inkiibasyon sonunda hiicrelere tutunmayan bakterileri uzaklastirmak
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icin hiicre siipernatani bosaltilip, 3 kez PBS ile hiicreler yikandi. Daha sonra gentamisin,
netilmisin ve amikasin antibiyotiklerinin her sus icin ayr1 ayr1 belirlenen MIiK ve sub-MIK
yogunluklar1 eklenerek inkiibe edildi. Enfeksiyon modeli bakteri yanitini ve hiicre yanitini
ayr1 ayri degerlendirmek tizere iki plate ¢alisildi. Bakteri yanitinin degerlendirilmesi igin
hazirlanan enfeksiyon modeli hiicre kiiltiir plaklarindaki hiicreler steril distile su ile
patlatilarak bakteriler izole edildi (Bayrakal ve ark, 2009). Hiicrelerden izole edilen
bakterilerin biyofilm, ¢ogunlugu algilama yanitlari, alkalen proteaz, jelatinaz enzimlerinin
tretimi 0. 6, 9, 12 ve 18. saatlerde degerlendirildi. Bakteri yanitinin degerlendirildigi deneysel
modelleme i¢in kullanilan yontemlerin 6zeti Tablo 1° de verilmistir. Hiicre yanitini
degerlendirmek i¢in kullanilan enfeksiyon modeli hiicre kiiltiir plagindaki hiicrelerin apoptoz,
nekroz, nitrik oksit, sitokin yanitlar1 0, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde degerlendirildi. Deneysel

modelleme i¢in kullanilan yontemlerin 6zeti Tablo 2” de verilmistir.
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Tablo 1: Bakteri Yanitinin Degerlendirildigi Deneysel Modellemenin Akis Semasi

ELISA hiicre kiiltiir plaklarma alinan hiicreler inkiibasyon stiresi sonunda %80 hiicre

ile kaplanacak sekilde hazirland1 (8x10” hiicre/ kuyucuk).

1

Deneyde kullanilacak olan bakteri siispansiyonlar1t McFarland 0,5 bulanikliginda
(1,5X108 bakteri/ mL, ODg20=0.1 absorbans) bulanikliginda hazirlandi. 1/ 20 oraninda
hiicre kiiltir RPMI 1640 ile sulandirimi yapildi (7,5x10° bakteri/ mL)

1

Hiicreler hazirlanan Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 suslarinin
stispansiyonlar1 ile enfekte edilip (m.o.i 100:1, bakteri: hiicre), 2 saat 37°C de inkiibe edildi.

1

Hiicre disindaki bakterileri (tutunmayan) uzaklastirmak i¢in 3 kez PBS ile yikandu.

1

Her sus igin ayr1 ayr1 belirlenen gentamisin, amikasin ve netilmisinin MiK ve sub-
MIK yogunluklari eklenip 37° C de inkiibe edildi. inkiibasyonun 0, 6, 9, 12 ve 18. saatlerinde

hiicreler steril distile su ile patlatildi, serbest kalan bakteriler santrifiijlenerek toplandi.

Alkalen proteaz ve Baglanma-  aljinat  dretimi  ve Cogunlugu algilama
jelatinaz iretimi Biyofilm olusumu “kristal viyole deferlendirilmesi “mikro AHL
degerlendirildi. boyama” yontemi ile degerlendirildi,  YOntemi ile degerlendirildi
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3.4.4.3. Nukleus Boyas: (Hoeschst/ Propidium lodide) Kullanilarak Hiicre Oliimiiniin
(apoptoz/nekroz) Floresans Mikroskobunda Degerlendirilmesi

Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 suslari ile enfekte edilen
hiicrelerde olusacak olast apopitoz; Hoechst 33342 (HOE, Sigma) ve propidium iodide (PI,
Sigma) ile belirlendi. HOE; ¢ift sarmalli DNA’larin AT’DEN zengin bolgelerine 6zgiin
vital bir boyadir. Bu iki boyanin kullanimi, hiicre duvarmin gecirgenlikleri arasindaki
farkliliklara dayamir. Olii hiicreler bu boyalara gecirgendir, ancak canli hiicreler her iki
boyay1 da disar1 pompalar. Apoptotik hiicreler ise PI’ i atabilmesine ragmen HOE boyasini

atamazlar.

Enfekte hiicrelerin inkiibasyonu sonunda hiicreler 3 kez PBS ile yikanip, % 70’ lik
soguk etil alkol ile fikse edildi. Fiksasyon islemi sonunda PBS i¢inde Spg/ mL yogunlukta
hazirlanan HOE boyas1 her bir kuyucuga 20 pL dagitilarak 37°C” de 15 dakika bekletildi.
Bekleme siiresinin sonunda hiicreler ii¢ kez PBS ile yikandiktan PBS i¢inde 50 pg/ mL
yogunlukta hazirlanan PI boyasi1 PI boyasi hemen mikroskopiden dnce eklendi. Hiicreler
eksitasyon dalga boyu 330 nm ve bariyer filtresi olan 420 nm floresan mikroskop (Leica
DMIL, Leica Microsystems Type) degerlendirmesi yapildi. Mikroskobik degerlendirmede
her 6rnek i¢in 3 ayr1 100 hiicrelik alan segilerek sayim yapildi (Baskin ve ark, 2005).

Degerlendirmeler asagida listelenmis boyanma 6zelliklerine gére yapilmistir (Shacter ve
ark, 2000).

1. Canh Hiicreler: Normal ¢ekirdek, mavi renkli boyanmis kromatin,
2.Apoptotik Hiicreler:

Erken Apoptoz: Nukleus iginde kromatin yogunlasmasi ve biitiinliigii bozulmamis nukleus

membrant ile parlak maviye boyanmig kromatin

Gec¢ Apoptoz: Membran biitlinliigli korunmus mavi boyali kromatinlerin paketlenmesi

daha yogun (ge¢ apoptoz)
3. Nekrotik Hiicreler:

Erken Nekroz: Biitiinliigi bozulmus sitoplazmik membran ve nukleus membrani

dagilmamus biiyiik kirmiz1 boyali nukleus
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Gec¢ Nekroz: Hiicre sitoplazmasi kaybolmus ve hasara ugramis nukleus membrani ile

kirmiz1 boyali nukleus.

3.4.4.4. Nitrik Oksit yanitlarinin Degerlendirilmesi

INOS ile diretilen nitrit, Griess ile 6lgiilmektedir. Nitrit, nitrit oksitin hizli oksidayonu
sonucunda meydana gelmektedir. Hiicre yanitinin degerlendirilmesi i¢in hazirlanan standart
ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslari ile enfekte edilip, aminoglikozidlerin her sus
icin ayr1 ayr1 belirlenen MIK ve sub-MIK yogunluklari uygulanip inkiibe edilen HEp-2
hiicrelerinin siipernetantlarindan 0, 6, 9, 12 ve 18. Saatlerde nitrik oksit yanitlari
degerlendirildi. Hiicre kiiltiir siipernatanindan 100 pL ‘lik 6rnekler alnarak, 100 pL esit
hacimdeki Griess Reagent ( A: naphthyethylene-diamine dihydrochloride, %0.1,5 mM; B:
0-phosphoric asit i¢inde sulfanilamide, % 1,5 mM ) ile 96’lik mikrotitre plaklarinda
karigtirillip (Maxisorb Immunoplate, NUNC) ve 10 dakika karanlikta oda sicakliginda
bekledikten sonra 540 nm’ de plaklar okutuldu ( Thermo, spektro model system) Sodyum
nitritin iki kat sulandirimlar1 ile de standart egri ¢izdirilerek, degerler saptandi (Baskimn ve

ark, 1997).

3.4.4.5.Sitokin Yanitlarinin Degerlendirilmesi

Gentamisin, amikasin, netilmisin antibiyotiklerinin seri dilusyonlarmin etkisinde;
standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslar1 i¢in belirlenen MIiK ve sub-MiK
yogunluklar1 eklendi. Enfekte edilen hiicrelerin siipernatanlar1 0, 6, 9, 12 ve 18’ inci
saatlerde toplanarak, bu saatlerdeki IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12, TNF- alfa,
IFN-gama yanitlar1 “Multiplex ELISA” yontemi ile degerlendirildi (Bu yontem hizmet satin

almarak gergeklestirilmistir).

3.4.4.6.Istatiksel Analiz

Aminoglikozidlerin (gentamisin, amikasin ve netilmisin) etkisinde standart ATCC
27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslarmnin in vitro biyofilm olusumlarinin kinetigi ve bu
suslar ile enfekte hiicrelerin apoptoz, nekroz ve nitrik oksit yanitlarinin kinetigi “One-Way
ANOVA” yontemi ile analiz edilmistir. Kinetik c¢aligmasinda kontrole (aminoglikozid
uygulanmayan) gore aminoglikozidler etkisindeki bakterilerin biyofilm olusumlar1 ve
hiicrelerdeki apoptoz/nekroz yanitlari, nitrik oksit yanitlar1 “Tukey's Multiple Comparison

Test” ile karsilastirilmistir. p<0.05 degeri anlaml1 kabul edilmistir.
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Tablo 2: Hiicre Yanitinin Degerlendirildigi Deneysel Modellemenin Akis Semasi

ELISA hiicre kiiltiir plaklarina alinan hiicreler inkiibasyon siiresi sonunda %80 hiicre

ile kaplanacak sekilde hazirland: (8x10* hiicre/ kuyucuk).

1

Deneyde kullanilacak olan bakteri siispansiyonlar1t McFarland 0,5 bulanikliginda
(1,5X108 bakteri/ mL, ODg20=0.1 absorbans) bulanikliginda hazirlandi. 1/ 20 oraninda
hiicre kiiltir RPMI 1640 ile sulandirimi yapildi (7,5x10° bakteri/ mL)

1

Hiicreler hazirlanan K1, K2 ve standart ATCC 27853 P.aeruginosa suslarmin
stispansiyonlar1 ile enfekte edilip (m.o.i 100:1, bakteri: hiicre), 2 saat 37°C de inkiibe edildi.

1

Hiicre digindaki bakterileri (tutunmayan) uzaklastirmak i¢in 3 kez PBS ile yikand1.

1

Her sus igin ayr1 ayr1 belirlenen gentamisin, amikasin ve netilmisinin MiK ve sub-
MIK yogunluklari eklenip 37° C de inkiibe edildi. inkiibasyonun 0, 6, 9, 12 ve 18. saatlerinde

hiicre yanitlar1 degerlendirildi.

IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-4, IL-8,
IL-10, IL-12, TNF- alfa, IFN-

“Hoeschst/ Propidium iNOS ile tretilen nitrit,

Iodide” nukleus boyalari ile Griess ayraci ile dlciildii.
gama yanitlar1 “Multiplex

ELISA” yontemi ile

apoptoz/ nekroz yanitlari

degerlendirildi
degerlendirildi.
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3.5.Arastirma Plani

PLANLANAN CALISMA

Mart 2009- Haziran 2010 Literatiir taranmast

In vitro patojenite yanitlarinin

Haziran 2010- Aralik 2011 degerlendirilmesi

Aralik 2011- Haziran 2012 Hiicre kiiltiiri calismasi

Bakterilerin in vivo patojenite yanitlarinin
Haziran 2012- Aralik 2012 degerlendirilmesi

Nitrik oksit, apoptoz, nekroz yanitlarinin

Aralik 2012- Haziran 2013 degerlendirilmesi

Haziran 2013- Aralik 2013 Sitokin yanitlarinin degerlendirilmesi

Sonuglarin yorumlanip, raporlarin

Aralik 2013- Temmuz 2014 diizenlenmesi ve tezin yazilmasi

3.6. Arastirmanin Sinwrliliklar

Arastirmamizda mevcut deney sistemi i¢inde “Multiplex ELISA” yontemi hizmet satin

alinarak gerceklestirilmistir.

3.7. Etik Kurul Onay ve Proje Destegi

Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik ve Laboratuar Arastirmali Etik Kurulu’
nun 05.10.2007 tarihli 361 sayili toplantisinda 335/ 2007 Protokol Numarasi ile arastirmanin
etik kurul onay1 alinmistur.

Bu doktora tez projesi Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu

(TUBITAK) SBAG 1075443 No’ lu proje ile desteklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. In vitro Bulgular

4.1.1. Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 Suslarinin Gentamisin,

Amikasin, Netilmisin Antibiyotiklerinin Minimum Inhibisyon Konsantrasyon Degerleri

Suslarin gentamisin, amikasin ve netilmisin antibiyotikleri igin belirlenen MiK degerleri
farkhidir. Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa susu i¢in sirasiyla 2, 8, 2 pg/mL;
K2 i¢in 1, 1, 2 pg/mL ve K1 susu icin 1, 2, 0. 5 ng/mL’ dir. Ug susta aminoglikozidlere
duyarli bulundu.

4.1.2. Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, Kl ve K2 Suslarinin
Aminoglikozidler (Gentamisin, Amikasin, Netilmisin) Etkisinde Cogunlugu Algilama
Yanitlar

Aminoglikozidlerin (gentamisin, amikasin, netilmisin) MiK ve sub-MIK yogunluklar1
etkisinde standart ATCC 27853 P. aeruginosa susunun las ¢ogunlugu algilama sisteminin
calistig1 belirlendi. Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susunun rhl ¢ogunlugu algilama
sistemi gentamisinin MiK ve sub-MIK yogunluklarinda ¢alisirken, amikasin ve netilmisinin
% 50 MIK yogunlugundan itibaren calistig1 gézlendi Aminoglikozidlerin MIK ve sub-MIiK
yogunluklarinda K1 susunun las ¢ogunlugu algilama sisteminin baskilandigi belirlendi. K1
susunun rhl cogunlugu algilama sistemi gentamisin etkisinde % 12.5 MIK yogunlugundan
itibaren, netilmisinin MIK yogunlugundan itibaren calistig1 saptandi. Amikasinin MIK ve
sub-MIK yogunluklari etkisinde K1 susunun rhl ¢ogunlugu algilama sisteminin ¢alismasmimn
baskilandig1 goriildii. Aminoglikozidlerin MIK ve sub-MIK yogunluklar: etkisinde K2

susunun las ve rhl ¢ogunlugu algilama sistemlerinin baskilandigi tespit edildi (Tablo 3).
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Tablo 3: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 suslarinin aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin; amikasin) etkisinde

cogunlugu algilama sistemlerinin yanitlar1

ATCC las
rhi
K1l las
rhi
K2 las
rhi

MIiK % 50 MiK % 25 MIK

GN AK NET GN AK NET GN AK NET
+ + + + + + + + +
+ - - + + + + + +
- - + - - + - - +

% 12.5MiK
GN AK NET

+

+

+

+

+

+

% 6.2 MIK
GN AK NET
+ + o+
+ + 0+
+ - +

KONTROL

GN: gentamisin, AK: amikasin, NET: netilmisin, las: P. aeruginosa’ nin birincil ¢ogunlugu algilama sistemi, rhl: P. aeruginosa’ nin ikincil

cogunlugu algilama sistemi K1 ve K2: klinikten izole edilen P. aeruginosa suslari, ATCC: standart ATCC 27853 P. aeruginosa. KONTROL.:

Aminoglikozid uygulamasi olmayan suslar
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4.1.3. Enfekte HEp- 2 Hiicrelerinden Izole Edilen Standart ATCC 27853 Pseudomonas
aeruginosa, K1 ve K2 Suslarinin, Aminoglikozidlerin (Gentamisin, Amikasin, Netilmisin)

Etkisinde Alkalen Proteaz, Jelatinaz Degerlendirmesi

Sifir ve 18. saatlerde aminoglikozidlerin (gentamisin, amikasin, netilmisin) MIK ve
sub-MIK yogunluklar etkisinde K1, K2 ve standart ATCC 27853 P. aeruginosa suslarinin
proteaz ve jelatinaz enzimlerini tiretebildigi belirlendi (Tablo 4).

Altinc1 saatte: Aminoglikozilerin MIK ve sub-MiK yogunluklar: etkisinde standart
ATCC 27853 P. aeruginosa susunun jelatinaz enzimini, amikasinin MIK ve sub-MIiK
yogunluklarinda proteaz enzimini iiretebildigi saptandi. Gentamisin ve netilmisinin MIK ve
sub-MIK yogunluklari etkisinde standart ATCC 27853 P. aeruginosa susunun proteaz enzimi
{iretiminin baskilandig1 belirlendi. Aminoglikozidlerin MIK ve sub-MIK yogunluklar:
etkisinde K1 ve K2 suslarmin jelatinaz enzimini iiretebildigi saptandi. Gentamisinin MIK ve
sub-MIK yogunluklarinda, amikasinin % 6.2 MIK yogunlugunda K1 susunun proteaz
enzimini iiretebildigi belirlendi. Gentamisin ve amikasinin MiK ve sub- MIK yogunluklar1
etkisinde K2 susunun proteaz enzimlerinin iiretildigi goriildii. Netilmisinin MiK ve sub-MIK
yogunluklar1 etkisinde K1 ve K2 suslarinin proteaz enzimlerinin iiretiminin baskilandigi
saptand1 (Tablo 5).

Dokuzuncu saatte: Aminoglikozidlerin MIK ve sub-MIiK yogunluklar1 etkisinde
standart ATCC 27853 P. aeruginosa susunun proteaz enzimi tiretminin baskilandigi goriildii.
Gentamisinin MIK ve sub-MiK yogunluklar1 etkisinde K1 susunun proteaz enzimi iiretimin
baskilandig1 goriildii. Amikasin ve netilmisinin tiim yogunluklar1 etkisinde K1 susunun
proteaz enzimini iiretebildigi belirlendi. Aminoglikozidlerin tiim yogunluklar1 etkisinde K2
susunun proteaz enzimini iretebildigi saptandi.  Aminoglikozidlerin MiK ve sub-MIK
yogunluklarinda K1, K2 ve standart ATCC 27853 P. aeruginosa suslarmin jelatinaz enzimini
tiretebildigi belirlendi (Tablo 6).

Onikinci saatte. Netilmisinin MIK ve sub-MIK yogunluklar1 etkisinde K1 susunun,
amikasin ve netilmsinin tiim yogunluklar1 etkisinde K 2 susunun proteaz enzimlerini
tiretebildigi belirlendi. Aminoglikozidlerin tim yogunluklar1 etkisinde standart ATCC 27853
P. aeruginosa susunun, gentamisin ve amikasinin tiim yogunluklarmmda K1 susunun,
gentamisinin tim yogunluklar1 etkisinde K2 susunun proteaz enzimi {retimlerinin
baskilandig1 saptandi. Aminoglikozidlerin MiK ve sub-MIK yogunluklar: etkisinde K1, K2 ve
standart ATCC 27853 P. aeruginosa suslarinin jelatinaz enzimini tiretebildigi goriildii (Tablo
7).
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Tablo 4: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 suslarinin aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin; amikasin) etkisinde, 0

ve 18. saatlerde proteaz ve jelatinaz tliretimi

MIiK % 50 MiK % 25 MIK % 12.5MIiK % 6.2 MIK KONTROL
0 ve 18. saatler GN AK NET GN AK NET GN AK NET GN AK NET GN AK NET
Prottaz + 4+ + +  + + + + + + + + + + + +
ATCC )
—— Jelatinaz + + + + + + + + + + + + + + + +
Prottaz + 4+ + +  + + + + + + + + + + + +
K1 )
Jelatinaz  +  + + +  + + + + + + + + + + + +
Prottaz 4+ 4+ + + + + + + + + + + + + + +
K2 )
Jelatinaz  +  + + + + + + + + + + + + + + +

GN: gentamisin, AK: amikasin, NET: netilmisin, K1 ve K2: klinikten izole edilen P. aeruginosa suslari, ATCC: standart ATCC 27853 P.

aeruginosa. KONTROL: Aminoglikozid uygulamasi olmayan suslar
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Tablo 5: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin; amikasin) etkisinde, 6. saatte

proteaz ve jelatinaz iiretimi

6. saat
Proteaz
ATCC Jelatinaz
Proteaz
K

Kl Jelatinaz

Proteaz

L Jelatinaz

MIiK % 50 MiK % 25 MIK % 12.5MIiK % 6.2 MIK KONTROL

GN AK NET GN AK NET GN AK NET GN AK NET GN AK NET

-+ - -+ - -+ - -+ - -+ - +
+ + + +  + + + + + + + + + + + +
+ - - + - - + - - + - - + + - +
+ + + +  + + + + + + + + + + + +
+ + - +  + - + + - + + - + + - +
+ + + + + + + + + + + + + + + +

GN: gentamisin, AK: amikasin, NET: netilmisin, K1 ve K2: klinikten izole edilen P. aeruginosa suslari, ATCC: standart ATCC 27853 P.

aeruginosa. KONTROL: Aminoglikozid uygulamasi olmayan suglar
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Tablo 6: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 suslarinin aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin; amikasin) etkisinde, 9.

saatte proteaz ve jelatinaz tiretimi

9. saat
Proteaz
ATCC Jelatinaz
Proteaz
K

Kl Jelatinaz

Proteaz

Ke Jelatinaz

MIiK % 50 MiK % 25 MIK % 12.5MIiK % 6.2 MIK KONTROL

GN AK NET GN AK NET GN AK NET GN AK NET GN AK NET

- - - - - - - - - - - - - - - +
+ + + +  + + + + + + + + + + + +
-+ + -+ + -+ + -+ + -+ + +
+ + + +  + + + + + + + + + + + +
+ + + +  + + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + + + + + +

GN: gentamisin, AK: amikasin, NET: netilmisin, K1 ve K2: klinikten izole edilen P. aeruginosa suslari, ATCC: standart ATCC 27853 P.

aeruginosa. KONTROL: Aminoglikozid uygulamasi olmayan suslar
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Tablo 7: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 suslarinin aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin; amikasin) etkisinde,

12. saatte proteaz ve jelatinaz tiretimi

MiK % 50 MIK % 25 MIK % 12.5MiK % 6.2 MIK  KONTROL
12. saat GN AK NET GN AK NET GN AK NET GN AK NET GN AK NET
Proteaz - - - - - - - - - - - - - - - +
ATCC :
= Jelatinaz + + + + + 4+ + + 4+ + + 4+ + + 4+ +
Proteaz - - + - - + - - + - - + - - + +
K1 :
= Jelatinaz + + + + + 4+ + + 4+ + + 4+ + + 4+ +
Proteaz - +  + -+ o+ -+ o+ -+ o+ -+ o+ +
K2 :
= Jelatinaz + + + + + 4+ + + 4+ + + 4+ + + 4+ +

GN: gentamisin, AK: amikasin, NET: netilmisin, K1 ve K2: klinikten izole edilen P. aeruginosa suslari, ATCC: standart ATCC 27853
P. aeruginosa. KONTROL: Aminoglikozid uygulamasi olmayan suslar



4.1.4 Enfekte HEp- 2 Hiicrelerinden Izole Edilen Standart ATCC 27853 Pseudomonas
aeruginosa, K1 ve K2 Suslarinin, Aminoglikozidlerin (Gentamisin, Amikasin, Netilmisin)
Etkisinde alkalen proteaz, jelatinaz ve Cogunlugu Algilama Yanitlart (rhl ve las Sistemleri)

Degerlendirmesi

Aminoglikozidlerin etkisinde Standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2
suslarinin biyofilm ve baglanma 6zellikleri kristal viyole boyama yontemi ile degerlendirildi.
Aminoglikozid uygulamast olmadan suslarin baglanma- aljinat tretimi ve biyofilm
olusturmasi 0, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde degerlendirildi. Bu deger kontrol olarak kabul edildi.
Aminoglikozid uygulamasinda degerlendirililen baglanma- aljinat tiretimi ve biyofilm
olusumu “one way ANOVA” yontemi ile analiz edilip, kontrol ile “Tukey's Multiple
Comparison Test”’kullanilarak karsilastirildi.

Baglanma (aljinat iiretimi) ve biyofilm olusumu degerlendirmesi;

ODgrnek = 2 ODpesiyeri, baglanma 6zelligi olumlu (aljinat olusumu) (Kanamaro ve ark, 2006)
ODgrnek = 1.00, biyofilm olusumu olumlu olarak yapilmstir (Toledo Arana ve ark, 2001).
Spekterofotometrede 540 nm dalgaboyunda ODhpesiyeri 0.79+ 0.013 olarak bulundu.

Aminoglikozidlerin etkisinde standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2
suslarmin 0, 6 ve 9. saatlerde alijant iiretmedigi, biyofilm olusturmadig: goriildii.

Onikinci saatte: ODsy4o absorbansi 0.483 + 0.025 olarak belirlenen atandart ATCC
27853 P. aeruginosa susunun aljinat iiretiminin oldugu saptandi. Gentamisinin MIK
yogunlugu etkisinde (0.573+ 0.032) baglanma 6zelliginin (aljinat olusumu) kontrole gore
arttig1 belirlendi (p<0.05). Amikasinin % 50 MIK yogunlugunda (0.391 + 0.032) aljinat
olusumunun kontdrle gore azaldig: belirlendi (p<0.01) ve % 6.2 MIK yogunlugunda (0.641+
0.040) aljinat olusumunun kontrole gore arttig1 saptandi (p<0.01).Netilmisinin MIK
yogunlugunda (0.372+ 0.021) ve % 50 MIK (0.348+ 0.020) aljinat olusumunun kontrole
gore azaldigi belirlendi (p<0.05) (Grafik 1).

K1 susunun aljinat irettigi belirlendi (Kontrol: ODssg absorbansi 0.833+ 0.050).
Gentamisinin tiim yogunluklar1 etkisinde aljinat {iretiminin kontrole gore azaldigi saptandi
(p<0.01). Amikasinin ve netilmisinin tim yogunluklar: etkisinde aljinat iiretiminin kontrole
gore azaldig1 saptandi (p<0.05) (Grafik 2).

K2 susunun aljinat trettigi belirlendi (Kontrol: ODss absorbansit 0.747+ 0.013).
Gentamisinin MIK, % 12.5 MIK ve % 6.2 MIK yogunlugunda baglanma-aljinat iiretiminin
kontrole gore azaldigi belirlendi (p<0.05). Amikasin ve netilmisinin MIiK ve sub-MIK
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yogunlugunda goriilen baglanma- aljinat iiretimindeki azalmanin kontrolden istatiksel olarak
farkli olmadig1 saptandi (p>0.05) (Grafik 3).

Onsekizinci saatte: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susunun ODs4g absorbansi
0.574+ 0.032 olarak belirlendi. Baglanma-aljinat iiretiminin kontrole gére % 25 MIK
yogunlugu etkisinde (0.733 + 0.45) arttig1 goriildii (p<0.001). Amikasinin MIK
yogunlugunda (0.38 + 0.094) ve % 50 MIK yogunlugunda (0.384+ 0.024) baglanma- aljinat
{iretiminin baskilandig1 belirlendi (p<0.01). Netilmisinin MIK yogunlugunda baglanma-
alijnat iiretiminin (0.376+0.26) kontrole gore azaldig1 belirlendi (p<0.01) (Grafik 1).

K1 susunun ODsy absorbansi 0.911 + 0.040 olarak belirlendi. K1’ in aljinat irettigi
saptandi. Gentamisinin % 50 MIK, % 25 MIK ve % 12.5 MIK yogunluklar1 etkisinde
baglanma-aljinat iretiminin kontrole gore azaldigi gorildi (p<0.0!). Amikasinin tiim
yogunluklar1 etkisinde aljinat {iretiminin kontrole goére azaldigi saptandi (p<0.001).
Netilmisinin MIK, % 50 MIK, % 12.5 MIK ve % 6.2 MIK yogunluklar: etkisinde aljinat
tiretiminin kontrole gére azaldig1 goriildi (p<0.01) (Grafik 2).

K2 susunun ODs4g absorbansi 1.048+ 0.141 olarak belirlendi. K2 susunun biyofilm
olusturdugu goriildii. .Gentamisinin MIK ve sub- MiK yogunluklarinda biyofilm olusumunun
baskilandig1 belirlendi. Gentamisinin MiK, % 50 MIK ve % 25 MIK yogunluklarinda
baglanma- aljinat {iretiminin oldugu saptandi ( p<0.05). Amikasinin MiK ve sub-MiK
yogunluklarinda biyofilm olusumunun baskilandig1 gériildii (p<0.05). Netilmisinin MIK ve
sub-MIK yogunluklar1 etkisinde K2 susunun biyofilm olusturdugu gériildii. Netilmisinin %
12.5 MIK yogunlugu etkisindeki biyofilm olusumunun (ODsso absorbanst 1.311£ 0.051)
kontrole gore arttigi belirlendi (p<0.01) (Grafik 3).
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Grafik 1: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa susunun aminoglikozidler
(gentamisin, netilmisin, amikasin) etkisinde baglanma- aljinat iiretimi ve biyofilm

olusumu
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Grafik 2: K1 susunun aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin, amikasin) etkisinde

baglanma- aljinat iiretimi ve biyofilm olusumu
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Grafik 3: K2 susunun aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin, amikasin) etkisinde

baglanma- aljinat iiretimi ve biyofilm olusumu
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4.2. Enfeksiyon Modeli Sonuglart

4.2.1. Enfekte HEp- 2 Hiicrelerinden Izole Edilen Standart ATCC 27853 Pseudomonas
aeruginosa, K1 ve K2 Suslarinin, Aminoglikozidlerin (Gentamisin, Amikasin, Netilmisin)
Etkisinde alkalen proteaz, jelatinaz ve Cogunlugu Algilama Yanitlart (rhl ve las Sistemleri)

Degerlendirmesi

Kontrol: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslari ile enfekte edilen ve
aminoglikozid uygulanmayan HEp-2 hiicrelerden izole edilen bakterilerin patojenite ve
cogunlugu algilama yanitlar1 kontrol olarak degerlendirildi. Kontrol bakterilerinin patojenite
alkalen proteaz, jelatinaz ve ¢ogunlugu algilama yanitlar1 O, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde
degerlendirildi.

Sifirincr saatte: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslar1 ile enfekte
edilen hiicrelerden izole edilen tiim suslarin proteaz ve jelatinaz enzimi iiretimlerinin
olmadigi, las ve rhl ¢ogunlugu algilama sistemlerinin ¢alismadigir gorildii (Tablo ).
Aminoglikozidlerin MiK ve sub- MIK yogunluklar1 uygulanip, izole edilen standart ATCC
27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslariin proteaz ve jelatinaz enzimi iiretimlerinin olmadigi,
las ve rhl ¢gogunlugu algilama sistemlerinin ¢alismadigi goriildi (Tablo 8).

Altina1 ve 18. saatlerde: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslari ile
enfekte edilen hiicrelerden izole edilen tiim suslarin proteaz ve jelatinaz enzimi {iretimlerini
rettigi, las ve rhl ¢ogunlugu algilama sistemlerinin ¢alistig1 belirlendi. Aminoglikozidlerin
MIK ve sub- MIK yogunluklar1 uygulanip, izole edilen tiim suslarm proteaz ve jelatinaz
enzimlerini tiretebildigi, las ve rhl ¢gogunlugu algilama sistemlerinin ¢alistigi goriildii (Tablo
9).

Dokuz ve 12. saatlerde: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslari ile
enfekte edilen hiicrelerden izole edilen tiim suslarin proteaz ve jelatinaz enzimi iiretiminin
oldugu gorildi. las ve rhl c¢ogunlugu algilama sistemlerinin ¢alismadigi gorildii.
Aminoglikozidlerin MiK ve sub- MIK yogunluklar1 uygulanip, izole edilen standart ATCC
27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suglarinin proteaz ve jelatinaz enzimlerini Uretebildigi
belirlendi. Aminoglikozidlerin tiim yogunluklar1 etkisinde ti¢ susun las ve rhl ¢ogunlugu

algilama sistemlerinin ¢alismadigi goriildii (Tablo 10).
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Tablo 8: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 suslari ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,

netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonra 0. saatte las, rhl, proteaz ve jelatinaz yanitlari

MiK % 50 MiK % 25 MiK % 12.5MIK % 6.2 MIK  KONTROL
0. saat GN AK NET GN AK NET GN AK NET GN AK NET GN AK NET
las - - - - - - - - - - - - - - - -
rhl - - - - - - - - - - - - - - - -
Proteaz - - - - - - - - - - - - - - - -

ATCC Jelatinaz - - - - - - - - - - - - - - - .

las - - - - - - - - - - - - - - - -
rhl - - - - - - - - - - - - - - - -
Proteaz - - - - - - - - - - - - - - - -

K1l Jelatinaz - - - - - - - - - - - - - - - -

las - - - - - - - - - - - - - - - -

rhl - - - - - - - - - - - - - - - -

Proteaz - - - - - - - - - - - - - - - -

K2  Jelatinaz

GN: Gentamisin, AK: Amikasin, NET: Netilmisin, las: P. aeruginosa’ nin birincil ¢ogunlugu algilama sistemi, rhl: P. aeruginosa’ nin ikincil
cogunlugu algilama sistemi K1 ve K2: klinikten izole edilen P. aeruginosa suslari, ATCC: standart ATCC 27853 P. aeruginosa. KONTROL.:

Aminoglikozid uygulamasi olmayan suslar
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Tablo 9: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 suslar1 ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,

netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonra 6 ve 18. saatlerde las, rhl, proteaz ve jelatinaz yanitlari

MIK % 50 MIK % 25 MIK % 12.5MiK %62 MIK KONTROL
6 ve 18. saatler GN AK NET GN AK NET GN AK NET GN AK NET GN AK NET
las + + + + + + + + + + + + + + + +
rhl + + + + + + + + + + + + + + + +
Proteaz + + + + + + + + + + + + + + + +
ATCC Jelatinaz + + + + + + + + + + + + + + + +
las + + + + + + + + + + + + + + + +
rhl + + + + + + + + + + + + + + + +
Proteaz + + + + + + + + + + + + + + + +
K1l Jelatinaz + + + + + + + + + + + + + + + +
las + + + + + + + + + + + + + + + +
rhl + + + + + + + + + + + + + + + +
Proteaz + + + + + + + + + + + + + + + +
K2 Jelatinaz + + + + + + + + + + + + + + + +

GN: gentamisin, AK: amikasin, NET: netilmisin, las: P. aeruginosa’ nin birincil ¢gogunlugu algilama sistemi, rhl: P. aeruginosa’ nin
ikincil ¢ogunlugu algilama sistemi K1 ve K2: klinikten izole edilen P. aeruginosa suslari, ATCC: standart ATCC 27853 P. aeruginosa.
KONTROL: Aminoglikozid uygulamasi olmayan suslar
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Tablo 10: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 suslari ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,

netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonra 9 ve 12. saatlerde las, rhl, proteaz ve jelatinaz yanitlari

MiK % 50 MiK % 25 MiK % 12.5MIK % 6.2 MIK  KONTROL
9 ve 12. saatler GN AK NET GN AK NET GN AK NET GN AK NET GN AK NET
las - - - - - - - - - - - - - - - -
rhi - - - - - - - - - - - - - - - -
Proteaz + + + + + + + + + + + + + + + +
ATCC Jelatinaz + + + + + + + + + + + + + + + +
las - - - - - - - - - - - - - - - -
rhl - - - - - - - - - - - - - - - -
Proteaz + + + + + + + + + + + + + + + +
K1l Jelatinaz + + + + + + + + + + + + + + + +
las - - - - - - - - - - - - - - - -
rhl - - - - - - - - - - - - - - - -
Proteaz + + + + + + + + + + + + + + + +
K2 Jelatinaz + + + + + + + + + + + + + + + +

GN: gentamisin, AK: amikasin, NET: netilmisin, las: P. aeruginosa’ nin birincil ¢gogunlugu algilama sistemi, rhl: P. aeruginosa’ nin
ikincil ¢ogunlugu algilama sistemi K1 ve K2: klinikten izole edilen P. aeruginosa suslari, ATCC: standart ATCC 27853 P. aeruginosa.
KONTROL: Aminoglikozid uygulamasi olmayan suslar
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4.2.2. Enfekte HEp- 2 Hiicrelerinden Izole Edilen Standart ATCC 27853 Pseudomonas
aeruginosa, K1 ve K2 Suslarinin, Aminoglikozidlerin (Gentamisin, Amikasin, Netilmisin)

Etkisinde Baglanma Ozellligi (Aljinat Uretimi)/ Biyofilm Olusumu Degerlendirmesi

Kontrol: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslari ile enfekte edilen ve
aminoglikozid uygulanmayan HEp-2 hiicrelerden izole edilen bakterilerin biyofilm ve
baglanma 6zellikleri kontrol olarak degerlendirildi.

Sifir, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde kontrolun ve aminoglikozid uygulandiktan sonra izole
edilen bakterilerin biyofilm ve baglanma ozellikleri kristal viyole boyama yontemi ile
degerlendirildi. Spekterofotometrede 540 nm dalgaboyunda ODygesiyeri 0.79+ 0.013 olarak
bulundu. Baglanma- aljinat {iretimi ve biyofilm olusumu degerlendirmeleri;

ODérnek = 2 ODbesiveri, baglanma-alijinat tiretimi olumlu (Kanamaro ve ark, 2006)

ODérnek = 1.00, biyofilm olusumu olumlu olarak yapilmistir (Toledo-Arana A ve ark,
2001)

Sifir ve 6. saatlerde standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslar1 ile
enfekte edilen hiicrelerden (kontrol) ve aminoglikozid uygulamasindan sonra hiicrelerden
izole edilen bakterilerde baglanma- aljinat iiretimi olmadig1 goriildii.

Dokuzuncu saatte: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte edilen
enfekte edilen hiicrelerden (kontrol) ve aminoglikozid uygulamasindan sonra hiicrelerden
izole edilen bakterilerde baglanma- aljinat iiretimi olmadig goriildi.

K1 ile enfekte hiicreden izole edilen bakterilerin baglanma- aljinat tiretimi (OD540=
0.663+ 0.170) oldugu goriildii. Gentamisinin tiim yogunluklar1 etkisinde goriilen baglanma-
aljnat tretiminin kontrolden istatiksel olarak farkli olmadigi belirlendi (p>0.05). Amikasinin
MIK ve % 50 MiK yogunluklar etkisinde baglanma- aljinat iiretiminin baskilandig1 goriildii
(p<0.01). Netilmisinin MIK yogunlugunda (baglanma-alijnat {iretimi: OD540= 0.149+ 0.070)
ve % 50 MIK (baglanma-alijnat iiretimi: OD54= 0.149+ 0.062) yogunluklar1 etkisinde
baglanma- aljinat iiretiminin baskilandig1 belirlendi (grafik 5)

K2 ile enfekte hiicreden izole edilen bakterilerin baglanma- aljinat {iretimi (OD540=
0.592+ 0.025) oldugu goriildii. Gentamisinin tiim yogunluklar1 etkisinde baglanma-aljinat
iiretiminin baskilandig1 gériildii (p<0.001). Amikasin ve netilmisinin MiK ve % 50 MIK
yogunluklar: etkisinde baglanma- aljinat liretiminin kontrole gore azaldig1 goriildii (p<0.01)
(Grafik 6).
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Onikinci saatte: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa ile enfekte hiicreden izole
edilen bakterilerin baglanma- aljinat iiretiminin (ODsgo- 0.418+ 0.081) oldugu goriildi.
Gentamisinin MIK yogunlugundaki baglanma-aljinat iiretiminin (ODsgo= 0.296+ 0.013)
kontrole gére azaldig1 belirlendi (p<0.05). Gentamisinin sub-MiK yogunluklarinda baglanma-
aljinat iiretiminin baskilandig1 goriildii. Amikasinin MIK, % 50 MIK ve % 25 MIK
yogunluklart etkisindeki enfekte hiicrelerden izole edilen standart ATCC 27853 P.
aeruginosa’ nin baglanma-aljinat tiretiminin kontrole goére azaldigi belirlendi (p<0.05).
Netilmisinin MiK yogunlugu etkisinde goriilen (ODsgo= 0.274+ 0.077) baglanma- aljinat
tiretiminin kontrole gore azaldig1 belirlendi (p<0.05) (Grafik 4).

K1 ile enfekte hiicreden izole edilen bakterinin baglanma- aljinat iiretimi (ODsao=
0.783+ 0.077) oldugu goriildii. Gentamisinin MIK ve sub-MIiK yogunluklar: etkisinde
biyofilm K1 susunun biyofilm olusturdugu belirlendi (p<0.05). Amikasinin MIK ve % 50
MIK yogunluklar: etkisinde baglanma- aljinat baskilandig1 gériildii (p<0.001). Netilmisinin
Mik ve sub- MIK yogunluklar1 etkisinde K2 susunun biyofilm olusturabildigi goriildii
(»<0.001) (Grafik 5).

K2 ile enfekte hiicreden izole edilen bakterilerin biyofilm olusturdugu (ODS540=
1.100+ 0.220) goriildii. Gentamisin ve amikasinin tiim yogunluklar1 etkisinde baglanma-
aljinat iiretimi ve biyofilm olusumunun baskilandig1 gériildii (p<0.001). Netilmisinin MIK ve
sub-MIK yogunluklar1 etkisinde K2 susunun biyofilm olusturdugu gériildii. Bu biyofilm
olusumunun kontrolden istatiksel olarak farkli olmadig1 belirlendi (p<0.05) (Grafik 6).

Onsekizinci saatte: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa ile enfekte hiicreden izole
edilen bakterilerin baglanma- aljinat {iretiminin (0.424+ 0.037) oldugu goriildii. Gentamisinin
tim yogunluklar1 etkisinde baglanma- aljinat {iretiminin baskilandigi belirlendi (p<0.001).
Amikasin ve netilmisinin tiim yogunluklari etkisinde enfekte hiicrelerden izole edilen standart
ATCC 27853 P. aeruginosa’ nin baglanma- aljinat {iretiminin baskilandig1 saptandi
(»<0.001) (Grafik 4).

K1 ile enfekte hiicreden izole edilen bakterilerin baglanma- aljinat iiretimi (OD540=
0.804+ 0.061) oldugu gériildii. Gentamisin ve netilmisinin MIK ve sub-MIK yogunluklar1
etkisinde baglanma- aljinat iretimi ve biyofilm olusumunun baskilandigi belirlendi
(p<0.001). Amikasinin MiK, % 50 MIK ve % 25 MIK yogunluklar: etkisinde baglanma-
aljinat iretiminin baskilandig1 goriildii (p<0.001) (Grafik 5).

K2 ile enfekte hiicreden izole edilen bakterilerin baglanma- aljinat irettigi (ODS540=
0.791£ 0.040) gorildii. Gentamisin, amikasin ve netilmisinin tim yogunluklar1 etkisinde

baglanma-aljinat {iretiminin baskilandig1 goriildii (p<0.001) (Grafik 6).
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Grafik 4: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa susu ile enfekte edilen HEp-2

hiicrelerine aminoglikozidler
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Grafik 5: K1 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,

netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonra baglanma- aljinat tiretimi ve biyofilm olusumu

1.5001

=
o
=}
T

0.500+

ODs40(Abs)

0.000-

1.0004

0.800+

0.600+

0.400+

ODs40(Abs)

0.200+

0.000-

1.5001

1.0004

0.500+

OD540(AbS)

0.000-

Karsilagtirmalar aminoglikozid uygulamasi olmayan kontrole gore yapilmstir. * p<0.05,

Gentamisin
N ******* MK
% 50 MiK
% 25 MiK
B % 12.5 MiK
B % 6.2 MIK
8 Kontrol
*%%
|
NG Ny
Zaman/ saat
Amikasin
e MiK
0 % 50 MiK
[ % 25 MK
B % 12.5 MK
M % 6.2 MiK
@8 Kontrol
NZ Ng
Zaman/ saat
Netilmisin
: i e MiK
N % 50 MiK
% 25 MK
B % 12.5 MiK
M % 6.2 MiK
B8 Kontrol
I *%k % I
NZ NY
Zaman/ saat

* p<0.01, *** p<0.001; grafikte kullanilan yatay ¢izgi, siitunlardaki p degerlerinin
anlamlilik derecelerinin ayni oldugunu gésterir

68



Grafik 6: K2 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,

netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonra baglanma- aljinat {iretimi ve biyofilm olusumu
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¥ p<0.01, *** p<0.001; grafikte kullanilan yatay ¢izgi, siitunlardaki p degerlerinin
anlamlilik derecelerinin ayni oldugunu gésterir
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4.2.3.Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 Suslar: Ile Enfekte Edilip;
Gentamisin, Amikasin ve Netilmisin Antibiyotiklerinin MIK ve Sub- MIK Degerleri
Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerindeki Apoptoz-Nekroz Yanitlarinin Degerlendirilmesi

Apoptoz ve nekroz olusumlar1 Hoechst 33342 (HOE 33342) ve propidium iodide (PI)
ile belirlendi. HOE; ¢ift sarmalli DNA’larin AT’DEN zengin bolgelerine 6zgilin vital bir
boyadir. Bu iki boyanin kullanimi, hiicre duvarinin gecirgenlikleri arasindaki farkliliklara
dayanir. Olii hiicreler bu boyalara gegirgendir. Canli hiicreler diizgiin mavi Hoechst 33342
(HOE) ile boyanirlar. Canli apoptotik hiicreler ise PI’ i atabilmesine ragmen HOE boyasini
atamazlar ve apoptotik kromotinler belirgin yogunlukta boyanirlar. PI ise O6lii nekrotik

hiicreleri (pembe renkte) boyar (Resim 1).

Saghkl Nekroz

hiicre\ \ /

Resim 1: Saghkh (canh) hiicre, apoptoz ve nekroz goriilen hiicreler

Aminoglikozidler uygulandiktan sonra degerlendirilen apoptoz ve nekroz
yanitlarindaki degisim one-way ANOVA yontemi ile analiz edildi. Aminoglikozidlerin
etkisindeki apoptoz ve nekroz yanitlar1 “Tukey's Multiple Comparison Test” yOntemi

kullanilarak kontrol ile karsilastirildi.
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4.2.3.1. Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa Ile Enfekte Edilip; Aminoglikozid
Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerindeki Apoptoz-Nekroz Yanitlarinin Degerlendirilmesi

Kontrol: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte edilen ve
aminoglikozid uygulanmayan HEp-2 hiicreleri kontrol olarak degerlendirildi. Kontrol
hiicrelerinin apoptoz ve nekroz yanitlar1 0, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde degerlendirildi.

Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte edilen kontrol hiicrelerinin
apoptoz yanitlarmin yiizdeleri: 0. saatte % 1.33+ 0.5, 6. saatte % 14.6+ 3.0, 9. saatte % 35.6+
2.0, 12. saatte % 79.3+ 15.0 olarak belirlendi.

Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte edilen kontrol hiicrelerinin
nekroz yanitlarinin yiizdeleri ise; 0. saatte % 1.0+ 0.5, 6. saatte 20.6+ 2.0, 9. saatte % 35.6+
2.012. saatte % 20.6% 2.5 olarak belirlendi (Resim 2).

A B

Resim 2: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa susu ile enfekte edilen HEp-2
hiicrelerinde apoptoz/ nekroz goriintiileri. A: sifirinci saat, B: altinci saat, C: dokuzuncu saat,

D: onikinci saat
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Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine
aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki apoptoz ve nekroz

yanitlarinin zamana bagl degisimi Grafik 7° de gdsterilmistir.
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Grafik 7: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa susu ile enfekte edilen HEp-2

hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki

apoptoz ve nekroz yanitlarinm kinetigi
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4.2.3.1.1.1. Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa ile Enfekte Edilip; Gentamisin
Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerindeki Apoptoz-Nekroz Yanitlarinin Degerlendirilmesi

HEp-2 hiicreleri, standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte edildi. Iki
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda tutunmayan bakteriler yikama ile uzaklastirilarak
gentamisinin MIK ve sub-MIK yogunluklar1 hiicreler uygulandi. Sifir, 6, 9, 12 ve 18.
saatlerde apoptoz ve nekroz yanitlar1 degerlendirildi.

Sifiriner saatte: Gentamisinin tiim yogunluklarinin etkisinde kontrole gore goriilen
apoptoz yiizdesindeki artis anlamli bulunmustru (p <0.001). Gentamisinin MIK yogunlugu
etkisinde %10.0+ 2.0, % 25 MIK yogunlugu etkisinde % 9.6+ 1.5 (p <0.01) ve gentamisinin
diger yogunluklar1 etkisinde kontrole goére nekroz yanitinin artarak devam ettigi gorildi (p
<0.001) (Tablo 11).

Altinc saatte: Gentamisinin %6.2 MIK yogunlugu etkisinde % 21.6+ 2.5 goriilen
apoptoz artisinin anlamli oldugu belirlendi (p <0.05). Gentamisinin % 50 MIK yogunlugu
etkisinde % 4.3£2.5 (p <0.001), % 25 MIK yogunlugunda % 8.0+ 2.6 (p<0.001), % 6.2 MiK
etkisinde %11.6+ 2.0 (p <0.001) olan nekroz yanitinin kontrole gére azaldig1 belirlendi
(Tablo 11).

Dokuzuncu saatte: Gentamisinin % SO0MIK yogunlugu etkisinde % 4.6+ 1.5 goriilen
apoptoz yanitinin kontrole gore anlamli oranda azaldig: tespit edildi (p<0.001). Gentamisinin
%50 MiK yogunlugundan itibaren baslayan nekroz yanitindaki azalmanin anlamli oldugu
belirlendi (p<0.001) (Tablo 11).

Onikinci saatte: Nekroz yanitlar1 gentamisinin MIK yogunlugu etkisindeki % 29.3+
2.5 (p <0.05), % 25 MIK etkisinde % 35.0+ 2.0 (p<0.001) ve % 6.2 MIK yogunlugu etkisinde
%36.0+ 1.7 olarak goriildii. Kontrole gore nekroz yanitlarindaki bu artis anlamli bulundu
(Tablo 11).

Onsekizinci saatte hem kontrolde hem de gentamisin uygulamasinda HEp-2
hiicrelerinin tamamen biitiinliigiinii kaybettigi goriildii. ilging olarak gentamisinin %6.2 MiK

yogunlugu etkisinde baglanma- alijnat iiretiminin oldugu goriildii (Resim 3).
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Baglanma-
aljinat uretimi

Resim 3: Onsekizinci saatte ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa susunun HEp-2

hiicresinde goriilen baglanma- aljinat iiretimi (gentamisinin % 6,2 MIK yogunlugu)
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Tablo 11: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine gentamisin uygulandiktan sonraki apoptoz

ve nekroz yanitlarinin yilizdeleri

MIK % 50 MIiK % 25 MIK % 12.5 MIK % 6.2 MIK KONTROL
GN p GN p GN p GN p GN p

Apoptoz  11.0£1.0 <0001 ggrq19 <0001 4y6i95 <0001 9695 <0001 5695 <000 1.33+ 0.5

0.saat
Nekroz  10.0+2.0 <001 433435 <0001 946,75 <001 4434991 <0001 455,35 <0.001 1.0£0.5
Apoptoz  16.0+1.0 ~%%  120+1.0 “0%  q76x05 7005 183x25 T00 p16x25 <005 14.6£ 3.0
6. saat
Nekroz  20.6+3.7 ~005 43405 <0001 >y 5 =005 gor26 <0001 qy6i20 <001 20.6+ 2.0
Apoptoz  20.043.0 >005  4.6£1.5 <0001 10.6+23  >005  20.6+1.5 >005  80+1.0  >0.05 15.6% 5.0
9. saat

Nekroz  293+2.5 005 953125 <0001 553,39 <0001 436,349 <0001  4y6120 <0-001 35.6+ 2.0

Apoptoz 14341 >005 153£5.5 >0.05 10.6+3.2 >0.05 11.6£2.0 >0.05 14.0+ 3,0 >0.05 79.3+ 15.0
12. saat

Nekroz  29.3+25 <005 943135 2005 3504209 <0001 Hgpiop <005 360+17 <0001 20.6£2.5

KONTROL: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicresi apoptoz/ nekroz yanit1 yiizdeleri (aminoglikozid
uygulanmamistir). GN: Gentamisin. Kontrol degerine gore degisim sorgulanmis ve p <0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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4.2.3.1.2.Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa Ile Enfekte Edilip; Amikasin
Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerindeki Apoptoz-Nekroz Yanitlarinin Degerlendirilmesi

HEp-2 hiicreleri, standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte edildi. Iki
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda tutunmayan bakteriler yikama ile uzaklastirilarak
amikasinin MiK ve sub-MIK yogunluklar1 hiicreler uygulandi. Sifir, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde
apoptoz ve nekroz yanitlar1 degerlendirildi.

Sifirinci saatte: Amikasinin % 25 MIK yogunlugu etkisinde % 12.0+ 3.0 (p<0.05), %
12.5 MiK yogunlugu etkisinde % 12.6+ 4.5 (p <0.05) ve % 6.2 MIK yogunlugu etkisinde %
21.3+ 3.5 (p<0.001) olarak goriildii. Kontrole gore apoptoz yanitlarindaki bu artis anlamli
bulundu. Amikasinin MIiK yogunlugu etkisinde %11.0+ 2.0 (p<0.001), % 25 MIK’ te
%12.0+ 1.0 (p <0.001) ve % 6.2 MIK yogunlugunda % 7.6+ 3.05 (p <0.0I)olan nekroz
yanitlarinin kontrole gore artis1 anlamli bulundu (Tablo 12).

Altinc1 saatte: Amikasinin % 25 MIK yogunlugunda goriilen % 32.6+ 8.3 apoptoz
yanitinin kontrole gore artiginm anlamli oldugu belirlendi (p <0.01). Nekroz yamtlar1 MiK
yogunlugu etkisinde % 7.3+ 2.0, % 50 MIK yogunlugu etkisinde % 7.6£1.5 % 25 MIK
yogunlugu etkisinde % 15.0+ 3.0 olarak gorildi (p<0.0l). Kontdrle gore nekroz
yanitlarindaki bu azalis anlamli bulundu. Ilginc olarak amikasinin % 6.2 MIK yogunlugu
etkisinde %40.0+ 4.3 nekroz yanitindaki bu artig anlamli bulundu (p<0.001) (Tablo 12).

Dokuzuncu saatte: Amikasinin MiK yogunlugu etkisinde % 7.3+ 4.1 (p<0.05 )ve
%50 MIK yogunlugu etkisinde % 4.6+ 2.0 (p <0.01 ) bulunan apoptoz yanitlarnin kontrole
gore azaldigi belirlendi. Amikasinin % 25 MIK yogunlugu etkisinde % 35.3 + 2.5 ve % 6.2
MIK yogunlugu etkisinde % 36.0+ 3.4 olan apoptoz yanitlarmin kontrole gdre arttig1 saptandi
(p <0.001). Amikasinin MiK yogunlugunda % 6.3+ 1.5, % 50 MiK yogunlugunda % 8.0+ 1.0
ve % 25 MIK yogunlugunda % 10.0+ 1.0 olan nekroz yanitlarinin kontrole gére azaldigi
belirlendi (» <0.001). Amikasinin % 6.2 MiK yogunlugu etkisinde %48.33+ 3.5 olan nekroz
yanitinin kontrole gore arttigi goriildii (p <0.001) (Tablo 12).

Onikinci saatte: Amikasinin MIK ve sub-MIK yogunluklar: etkisinde kontrole gore
apoptoz yamitinda azalma anlamli bulundu (p <0.001). Amikasinin %50 MiK yogunlugundan
itibaren nekroz yanitinda artis saptandi. Kontrole gore nekroz yanitindaki bu artis anlamli
bulundu (p <0.001) (Tablo 12).

Altincr saatte, amikasinin % 25 MIK, % 12.5 MIK ve % 6.2 MIK yogunluklari

etkisinde baglanma- aljinat tiretiminin oldugu goriildii.
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Onsekizinci saatte hem kontrolde hem de amikasin uygulamasinda HEp-2

hiicrelerinin tamamen biitiinliigiinii kaybettigi goriildi.
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Tablo 12: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine amikasin uygulandiktan sonraki apoptoz

ve nekroz yanitlarinin yiizdeleri

MIK % 50 MiK % 25 MIK % 12.5 MIK % 6.2 MIK KONTROL
AK p AK p AK p AK p AK p

Apoptoz  4.6+20 00 83435 7005 yp0e30 <005 pa6r4s5 <005 13435 00T 331905

0.saat
Nekroz  11.0£2.0 <0001 43175  >005 40170 <0001 33,75 005 56,305 <001 1.0£05
Apoptoz  14.0+20 ~%0 240+20 905 326x83 <0 56065 “00° 256425 700 14.6+ 3.0
6. saat
Nekroz  7.3£2.0 <001 76415 <001 ger15 <001 y50:30 005 40.0+r43 <001 20.6+ 2.0
Apoptoz  7.3:4.1 <005  4.6+2.0 <001 35325 <0001 206+3.0 >005  36.0£3.4  <0.001 15.6+ 5.0
9. saat

Nekroz  6.3+1.5 <0001 g1 <0001  440+1.0 <0001  Hg3i35 2005 4g33435  <0.001 35.6+ 2.0

Apoptoz  9.6£2.0  <0.001 24.6£3.0  <0.001 19,637  <0.001  20.0£3.6 <0.001  10.3+£3.5  <0.001 793+ 150
12. saat
Nekroz  25.6+1.5 005 413+30 <0001 373,449 <0001 586135 <0001 453,55 <0.001 20.6£2.5

KONTROL: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicresi apoptoz/ nekroz yaniti yiizdeleri (aminoglikozid
uygulanmamistir). AK: Amikasin Kontrol degerine gore degisim sorgulanmis ve p <0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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4.2.3.1.3.Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa Ile Enfekte Edilip; Netilmisin
Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerindeki Apoptoz-Nekroz Yanitlarinin Degerlendirilmesi

HEp-2 hiicreleri, standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte edildi. Iki
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda tutunmayan bakteriler yikama ile uzaklastirilarak
netilmisinin MiK ve sub-MIK yogunluklar1 hiicreler uygulandi. Sifir, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde
apoptoz ve nekroz yanitlar1 degerlendirildi.

Sifirinci saatte: Netilmisinin % 50 MIK yogunlugu etkisinde % 17.3+ 3.2, %12.5
MIK yogunlugu etkisinde % 17.6+ 4.5 olarak belirlenen apoptoz yanitlarmimn kontrole gore
arttig1 goriildii (p<0.001). amikasinin % 50 MIK yogunlugu etkisinde %5.6+3.0 olan nekroz
yanitinin kontrole gore arttigi gézlendi (p<0.05) (Tablo 13).

Altiner saatte: Netilmisinin %50 MIK yogunlugu etkisinde %25.6+ 7.0 olan apoptoz
yanitinmn Kontrole gore artttig1 saptandi (p<0.05). Netilmisinin % 50MIiK yogunlugu etkisinde
%25.6£2.5 (p<0.05), % 25 MIK yogunlugu etkisinde %28.3+£1.1 (p<0.0I), % 12.5
yogunlugu etkisinde % 27.6+3.0 (p <0.0l) olan nekroz yanitlarinin kontrole goére arttigi
belirlendi (Tablo 13).

Dokuzuncu saatte: Netilmisin etkisinde HEp-2 hiicrelerinin apoptoz ylizdelerindeki
degisimin kontrole gdre anlamli olmadig1 goriildii (p>0.05). Netilmisinin MIK yogunlugu
etkisinde % 14.6+ 1.5 (p <0.001), % 50 MIK yogunlugu etkisinde % 27.0+£2.0 (p<0.01), %
25 MIK yogunlugu etkisinde % 27.6£3.5 (p <0.05), % 12.5 MIK yogunlugu etkisinde %
24.3+ 0.5 (p<0.001) ve % 6.2 MIK yogunlugu etkisinde % 22.0+ 3.0 (p<0.001) olarak nekroz
yanitlar1 saptandi. Netilmisin etkisinde kontrole gore nekroz yanitindaki bu azalis istatiksel
olarak anlamli bulundu (Tablo 13).

Onikinci saatte: Netilmisinin tiim yogunluklar1 etkisinde hiicrelerdeki apoptoz
yiizdeleri kontrole gére azaldigi saptand1 (p<0.001). Netilmisinin MiK yogunlugu etkisinde
% 8.0+ 1.0 ve % 50 MIK yogunlugu etkisinde %8.6+ 2.0 olan nekroz yanitinin kontrole gore
azaldig1 belirlendi (p<0.001) (Tablo 13).

Altincr saatte netilmisinin % 25MIK, % 12.5 MIK ve % 6.2 MIK yogunluklari
etkisinde, 12.saatte netilmisinin MiK, % 50 MIK, % 25 MIK ve % 12.5 MiK yogunluklar1
etkisinde “aljinat” yapisinin meydana geldigi goriildii.

Onsekizinci saatte hem kontrolde hem de netilmisin uygulamasmnda HEp-2

hiicrelerinin tamamen biitiinliigiinii kaybettigi goriildii.
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Tablo 13: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine netilmisin uygulandiktan sonraki apoptoz

ve nekroz yanitlarinin yiizdeleri

MIK % 50 MIiK % 25 MIK % 12.5 MIK % 6.2 MIK KONTROL
NET P NET D NET P NET P NET P
Apoptoz  4.0+£3.0 905 q73x32 <0001 4315 005 76445 001 3435 005 1.33£0.5
0.saat
Nekroz 23+05 005 5643.0 <0.05 96405 >005 36115 2005 43.1p 005 1.0£0.5
Apoptoz  25.6+7.0 095 283140 TO09 2641 7005 203135 T005 opeqp 7005 14.6£ 3.0
6. saat
Nekroz  163x1.5 ~%05 256425 <005 2834771 <001 5764309 <001 5304909 7005 20.6+ 2.0
Apoptoz  13.6£63  >005 [13+£37 >005 160450  >005  13.6£3.0 >005 [[3+37  >005 15.6% 5.0
9. saat
Nekroz  14.6x1.5 0001 5701209 <001 276435 <005 5431095 <0001 »50+30 <0001 35.6+ 2.0
Apoptoz  6.3+2.5  <0.001 16341  <0.001  256+7.7  <0.001  31.3£2.0 <0.001  14.3+3.5  <0.001 793+ 15.0
12. saat
Nekroz  8.0+1.0 <0001  geir9 <0001 540436 005 4gei20  Z005  qg6+15 005 20.6+ 2.5

KONTROL: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicresi apoptoz/ nekroz yaniti yiizdeleri (aminoglikozid
Kontrol degerine gore degisim sorgulanmis ve p <0.05 degeri anlamli kabul edilmistir

uygulanmamuigtir).

NET: Netilmisin.
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4.2.3.2. KI Susu Ile Enfekte Edilip; Aminoglikozid Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerindeki

Apoptoz-Nekroz Yanitlarinin Degerlendirilmesi

Kontrol: K1 susu ile enfekte edilen ve aminoglikozid uygulanmayan HEp-2 hiicreleri
kontrol olarak degerlendirildi. Kontrol hiicrelerinin apoptoz ve nekroz yanitlar1 0, 6, 9, 12 ve
18. saatlerde degerlendirildi.

K1 susu ile enfekte edilen kontrol hiicrelerinin apoptoz yanitlarinin yiizdeleri: 0. saatte
% 6.0+ 2.0, 6. saatte % 12.0£2.6, 9. saatte % 14.0+ 7.0, 12. saatte % 85.3+8.0 olarak
belirlendi.

Kontrol hiicrelerinin nekroz yanitlarinin yiizdeleri ise; 0. saatte % 0.3+0.5, 6. saatte
14.0+2.6, 9. saatte % 53.6+ 5.0, 12. saatte % 14.6+ 3.7olarak belirlendi.

K1 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,
netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki apoptoz ve nekroz yanitlarinin zamana bagh

degisimi Grafik 8’ de gosterilmistir.
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Grafik 8: K1 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,

netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki apoptoz ve nekroz yanitlarinin kinetigi
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4.2.3.1.2.1. K1 lle Enfekte Edilip; Gentamisin Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerindeki

Apoptoz-Nekroz Yanitlarinin Degerlendirilmesi

HEp-2 hiicreleri K1 susu ile enfekte edildi. Iki saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
tutunmayan bakteriler yikama ile uzaklastirilarak gentamisinin MiK ve sub-MiK yogunluklar1
hiicreler uygulandi. Sifir, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde apoptoz ve nekroz yanitlar1 degerlendirildi.

Sifirinci saat: Gentamisin tiim yogunluklar1 etkisinde kontrole gore apoptoz ve nekroz
yiizdelerinde goriilen artis istatiksel olarak anlamli olmadigi saptandi (p >0.05) (Tablo 14).

Altiner saatte: Gentamisinin MIK yogunlugu etkisinde %10.6+ 1.5 (p <0.05) olan
apoptoz yanitinin kontrole gore azaldig: belirlendi. Gentamisinin % 25 MIK yogunlugunda
% 17.3£5.5 (p<0.001) olarak belirlenen apoptoz yanitinin kontrole gore arttigir saptandi.
Gentamisinin MiK yogunlugu etkisinde % 48.3+ 4.1 (p<0.001) ve %12.5 MIK yogunlugu
etkisinde % 28.0+ 3.6 (p<0.01) olan nekroz yanitlarmin kontrole gore azaldigi goriildii (Tablo
14).

Dokuzuncu saatte: Gentamisinin tiim yogunluklarinda kontrole gore artan apoptoz
yanitindaki artigin istatiksel olarak anlamli olmadig1 gorildi (p >0.05). gentamisinin % 50
MIK yogunlugu etkisinde % 19.6+ 2.5 (p <0.001), % 25 MIK yogunlugu etkisinde %
42.3£3.05 (p <0.05), % 12.5 MIK yogunlugu etkisinde % 25.6+ 3.5 (p <0.001) ve % 6.2 MiK
yogunlugu etkisinde % 16.6+ 2.0 (p <0.001) olarak goriilen nekroz yanitlarinin kontrole gore
azaldig1 belirlendi (Tablo 14).

Onikinci saatte: Gentamisinin tiim yogunluklar1 etkisinde belirlenen apoptoz
yiizdelerindeki azalis kontrole gore anlamli bulundu (p<0.001). gentamisinin % 50 MIK
yogunlugunda % 41.6+ 3.5 (p <0.001) ve % 6.2 MiK yogunlugunda % 26.6x 4.7 (p <0.05)
olarak belirlenen nekroz yiizdelerinin kontrole goére arttig1 saptandi (Tablo 14).

Altinc saatte gentamisinin MIK, % 50 MIK ve % 25 MIK yogunluklar1 etkisinde,
“aljinat” yapmin meydana geldigi goriildii.

Onsekizinci saatte hem kontrolde hem de gentamisin uygulamasinda HEp-2

hiicrelerinin tamamen biitiinliigiinii kaybettigi goriildii.
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Tablo 14: K1 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine gentamisin uygulandiktan sonraki apoptoz ve nekroz yanitlarinin yiizdeleri

MIK % 50 MiK % 25 MIK % 12.5 MIK % 6.2 MIK KONTROL
GN p GN p GN p GN p GN p
Apoptoz  4.0020 005 90xa0 7O 43132 7005 70417 005 934309 7005 6.0+ 2.0
0.saat
Nekroz  1.6+15 ~9%05 30406 7005 16405 =005 33195 2005 geigs 7005 0.3+0.5
Apoptoz  10.6x1.5 <005 203149 7005 q73455 <0001 350,60 2005 564671 7005 12.0£2.6
6. saat
Nekroz  48.3x4.1 <0001 134:70 005 196208 005 280+3.6 001 256:37 <001 14.0£2.6
Apoptoz  163+9.0 >005  6.6+£3.7  >005  10.6+23  >005 286457  >005 276461  >0.05 14.0+ 7.0
9. saat
Nekroz  51.624.0 905 96425 <0001 4r3i3095 <005  556:35 <0001 4o6in0 <0001 53.6+ 5.0
Apoptoz  16.0+11.0  <0.001  26.6+5.1  <0.001  40.6+3.7  <0.001 256492  <0.001  14.0+£3.6  <0.001 85.348.0
12. saat
Nekroz  21.6+45 905 416435 <0001 46135 005 935,309 Z005  se6igq7 <005 14.6+ 3.7

KONTROL: K1 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicresi apoptoz/ nekroz yanit1 yiizdeleri (aminoglikozid uygulanmamistir). GN: Gentamisin.

Kontrol degerine gore degisim sorgulanmis ve p <0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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4.2.3.1.2.2. K1 Ile Enfekte Edilip; Amikasin Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerindeki Apoptoz-

Nekroz Yanitlarinin Degerlendirilmesi

HEp-2 hiicreleri K1 susu ile enfekte edildi. Iki saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
tutunmayan bakteriler yikama ile uzaklastirilarak amikasinin MIK ve sub-MiK yogunluklar1
hiicreler uygulandi. Sifir, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde apoptoz ve nekroz yanitlar1 degerlendirildi.

Sifiriner saatte. Amikasinin MIK yogunlugunda 19.6+ 3.2 (p<0.01), % 50 MIK
yogunlugunda %16.3+5.5 (p <0.05), % 25 MIK yogunlugunda % 14.0+ 2.0 (p <0.05) ve %
12.5 MIK yogunlugunda %14.0+ 2.0 (p<0.05) olarak belirlenen apopztoz yiizdelerinin
kontrole gore arttig1 saptand1. Amikasinin % 50 MIK yogunlugunda % 8.3+ 3.0 (p <0.001) ve
% 12.5 MIK yogunlugunda % 6.3+ 1.5 (p <0.01) olan nekroz yanitlarinin kontrole gore arttig
goriildii (Tablo 15).

Altine saatte: Apoptoz yamitlari amikasinin % 25 MIK yogunlugunda % 32.6+ 8.0 ve
% 6.2 MIK yogunlugunda % 38.3+ 1.5 olarak belirlendi. Kontrole gdre apoptoz yamitlarindaki
bu artismn istatiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.001). Amikasinin MIK yogunlugu
etkisinde nekroz yanitmin % 4.3+ 1.5 oldugu ve kontrole gére bu azalmanin anlamli oldugu
belirlendi (p <0.001). Amikasinin % 50 MIK yogunlugu etkisinde ise, % 22.3+ 1.5 oldugu ve
kontrole gore bu artigsin anlamli oldugu gorildii (p <0.01) (Tablo 15).

Dokuzuncu saatte: Amikasinin tiim yogunluklar1 etkisinde kontrole gore apoptoz
yanitindaki degisimin istatiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0.05). Amikasinin tiim
yogunluklar1 etkisinde nekroz yanitindaki azalmanin kontrole goére anlamli oldugu saptandi (p
<0.001) (Tablo 15).

Onikinci saatte: Amikasinin tim yogunluklarinda belirlenen apoptoz yanitindaki
azalmanm kontrole gére anlamli oladugu belirlendi (p<0.001). Amikasinin MIK
yogunlugunda % 24.3+1.5 (p <0.05), % 50 MIK yogunlugunda % 68.0+3.6 (p <0.001), % 25
MIK yogunlugunda %52.6+ 2.0 (p <0.001) ve % 12.5 MIK yogunlugunda % 35.3+ 2.5 olan
nekroz yanitlarinin kontrole goére arttigi saptandi (Tablo 15).

Altinc saatte amikasinin % 50 MIK yogunlugu etkisinde “aljinat” yapmin meydana
geldigi goriildii.

Onsekizinci saatte hem kontrolde hem de amikasinin uygulamasinda HEp-2

hiicrelerinin tamamen biitiinliigiinii kaybettigi goriildii.
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Tablo 15: K1 ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine amikasin uygulandiktan sonraki apoptoz ve nekroz yanitlarinin ytizdeleri

MIK % 50 MiK % 25 MIK % 12.5 MIK % 6.2 MIK KONTROL
AK p AK p AK p AK p AK p
Apoptoz  19.623.2 <001 63155 <005 qg6x30 <001 qq0+£20 <005 76125 7005 6.0+ 2.0
0.saat

Nekroz  4.0+1.0 ~9%05 g3+39 <0001 33,455 2005 3,975 <001 33,455  >005 0.3+0.5

Apoptoz  6.6+1.1 0% 20100 09 336+80 01 2nore0 700 383+1s5 <0001 12.0£2.6
6. saat

Nekroz  43+15 <0001 553,95 <001 174,70 7005 4g3435 ~005 4534715 7005 14.0£2.6

Apoptoz  4.6+1.5  >005 21.6£51  >005  17.64¢4.7  >005 18335  >005  [0.6£2.5 >0.05 14.0+ 7.0
9. saat

Nekroz  23+1.5 <0001 46495 <0001 g4,309 <0001 434,90 <0001 554439 <0-001 53.6% 5.0

Apoptoz  15.0£1.0  <0.001  16.0+2.0  <0.001  19.0+2.6  <0.001  20.3+5.5  <0.001  83+4.5  <0.001 85.348.0
12. saat

Nekroz  24.3+15 <005 ¢gos36 <0001 55620 <0001 353,55 <0001 55343, =005 14.6+ 3.7

KONTROL: K1 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicresi apoptoz/ nekroz yanit1 yiizdeleri (aminoglikozid uygulanmamustir). AK: Amikasin

Kontrol degerine gore degisim sorgulanmis ve p <0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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4.2.3.1.2.3. K1 ile Enfekte Edilip; Netilmisin Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerindeki

Apoptoz-Nekroz Yanitlarinin Degerlendirilmesi

HEp-2 hiicreleri K1 susu ile enfekte edildi. Iki saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
tutunmayan bakteriler yikama ile uzaklastirilarak netilmisinin MiK ve sub-MIK yogunluklar1
hiicreler uygulandi. Sifir, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde apoptoz ve nekroz yanitlar1 degerlendirildi.

Sifirine1 saatte: Netilmisinin MIK yogunlugundaki % 5.6+2.8 olarak belirlenen
apoptoz ylizdesinin kontrole gore azalismnin istatiksel olarak anmli olmadigi saptandi
(p>0.05). netilmisinin sub-MIK yogunluklar1 etkisinde kontrole gore artan apoptoz
yanitlarindaki bu artigin istatiksel olarak anlamli olmadig1 goriildi (p>0.05) (Tablo 16).

Altiner saatte: Netilmisinin MiK yogunlugunda % 54.6+ 3.0 olan apoptoz yiizdesinin
kontrole gore arttig1 belirlendi (p <0.001). Netilmisinin % 12.5 MIK yogunlugunda % 23.6+
3.0 olan nekroz yanitiin kontrole gore arttig1 saptandi (p <0.05) (Tablo 16).

Dokuzuncu saatte: Netilmisinin tiim yogunluklari etkisindeki apoptoz ylizdelerindeki
degisimin kontrole goére anlamli olmadigi belirlendi (p>0.05). Netilmisinin tiim
yogunluklarinda belirlenen nekroz yiizdelerindeki azalisin kontrole gore anlamli oldugu
saptand1 (p<0.001) (Tablo 16).

Onikinci saatte: Netilmisinin tim yogunluklarinda goriilen apoptoz oranindaki
azalisin kontrole gére anlamli oldugu saptandi (p <0.001). Netilmisinin MIK, % 50 MIK, %
25 MIK, % 12.5 MIK yogunluklarinda belirlenen nekroz oranindaki artisin kontrole gore
anlamli oldugu belirlendi (p <0.001) (Tablo 16).

Onikinci saatte netilmisinin % 25 MIK yogunlugundan titibaren “aljinat” yapmin
meydana geldigi goriildii.

Onsekizinci saatte hem kontrolde hem de netilmisinin uygulamasinda HEp-2

hiicrelerinin tamamen biitiinliigiinii kaybettigi goriildii.
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Tablo 16: K1 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine netilmisin uygulandiktan sonraki apoptoz ve nekroz yanitlarinin yiizdeleri

MIK % 50 MiK % 25 MIiK % 12.5 MIK % 6.2 MIK KONTROL
NET P NET D NET p NET P NET P

Apoptoz  5.622.8 905 gox30 7005 g3130 005 70420 7005 764309 005 6.0+ 2.0
0.saat

Nekroz  7.6x0.5 <0001 53.95 =005 44709  >005 1.6£05  ~005  gg6+15 <0001 0.3+£0.5

Apoptoz  54.6+3.0 <0001 o600  TO005  ygera7 T00S 190436 7005 190s43 T 005 12.0£2.6
6. saat

Nekroz  17.6£3.0 ~905 146+35 ~005 450406 7005 936430 <005 joer20 7005 14.0+2.6

Apoptoz  16.6£1.5 >005  140+£1.0 >005  153+2.0  >005 246425  >005  10.042.6  >0.05 14.0+ 7.0
9. saat

Nekroz  18.3+35 <0001  s66+51 <0001 561404 <0001 5704209 <0001 (345  <0.001 53.6+ 5.0
Apoptoz  4.0+1.0  <0.001  50+2.6  <0.001  23.6+4.1  <0.001  23.6+4.1  <0.001  21.6+£3.0  <0.001 85.348.0
12. saat

Nekroz  30.6+3.7 <0001 363,47 <0001 456+15 <0001 496+15 <0001 1964509 7005 14.6+ 3.7

KONTROL: K1 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicresi apoptoz/ nekroz yanit1 yiizdeleri (aminoglikozid uygulanmamustir). NET: Netilmisin

Kontrol degerine gore degisim sorgulanmis ve p <0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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4.2.3.3. K2 Susu Ile Enfekte Edilip; Aminoglikozid Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerindeki

Apoptoz-Nekroz Yanitlarinin Degerlendirilmesi

Kontrol: K2 susu ile enfekte edilen ve aminoglikozid uygulanmayan HEp-2 hiicreleri
kontrol olarak degerlendirildi. Kontrol hiicrelerinin apoptoz ve nekroz yanitlar1 0, 6, 9, 12 ve
18. saatlerde degerlendirildi.

K2 susu ile enfekte edilen kontrol hiicrelerinin apoptoz yanitlarinin yiizdeleri: 0. saatte
% 3.6+ 05, 6. saatte % 11.6+ 2.5, 9. saatte % 11.0+1.0, 12. saatte % 70.6+5.13 olarak
belirlendi.

Kontrol hiicrelerinin nekroz yanitlarinin yiizdeleri ise; 0. saatte % 1.6 £ 0.5, 6. saatte
14.3+4.0, 9. saatte % 54.0+ 1.0, 12. saatte % 15.0+ 1.0 olarak belirlendi.

K2 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,
netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki apoptoz ve nekroz yanitlarinin zamana bagh

degisimi Grafik 9’ da gdsterilmistir.
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Grafik 9: K2 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,

netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki apoptoz ve nekroz yanitlarinin kinetigi
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4.2.3.1.3.1. K2 ile Enfekte Edilip; Gentamisin Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerindeki

Apoptoz-Nekroz Yanitlarinin Degerlendirilmesi

HEp-2 hiicreleri K2 susu ile enfekte edildi. Iki saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
tutunmayan bakteriler yikama ile uzaklastirilarak gentamisinin MiK ve sub-MiK yogunluklar1
hiicreler uygulandi. Sifir, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde apoptoz ve nekroz yanitlar1 degerlendirildi.

Sifirinci saatte: Gentamisinin % 50 MiK yogunlugundaki % 7.3+ 1.1 (p <0.01) ve %
25 MIK yogunlugundaki % 14.6+ 1.5 (p <0.001) olan apoptoz yiizdesi, kontrole gore arttig1
saptandi. Gentamisinin tiim yogunluklar1 etkisinde goriilen nekroz yiizdesindeki degisimin
kontrole gore anlamli olmadigi belirlendi (p > 0.05) (Tablo 17).

Altincr Saatte: Gentamisinin MIK yogunlugu etkisinde % 3.6+ 0.5 (p <0.001) ve %
12.5 yogunlugu etkisinde % 5.3+ 0.5 (p <0.01) olan apoptoz yiizdelerinin, kontrole gore
azald1g1 goriildii. Gentamisinin % 50 MIK yogunlugunda ise % 20.3+ 1.5 (p <0.001) olan
apoptoz yiizdesinin, kontrole gore arttig1 belirlendi (Tablo 17).

Dokuzuncu Saatte: Gentamisinin tiim yogunluklar1 etkisinde goriilen apoptoz
yiizdelerindeki degisimin kontrole gore istatiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p> 0.05).
Gentamisinin tiim yogunluklar1 etkisinde belirlenen nekroz yanitlarindaki degisimin kontrole
gore istatiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p <0.001) (Tablo 17).

Onikinci saatte: Gentamisinin tiim yogunluklar1 etkisinde belirlenen apoptoz
yanitlarindaki azalmanin kontrole gore istatiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p <0.001).
Gentamisinin % 50 MIK yogunlugunda % 41.6+ 3.5 (p <0.001) ve % 6.2 MIK yogunlugu
etkisinde % 16.6+ 4.7 (p <0.05) belirlenen nekroz yiizdelerinin kontrole gore arttig1 belirlendi
(Tablo 17).

Altincr saatte gentamisinin % 25 MIK yogunlugu etkisinde, dokuzuncu saatte
gentamisinin % 25 MIK ve % 12.5 MIK yogunluklar: etkisinde “aljinat” yapinm meydana
geldigi goriildii.

Onsekizinci saatte hem kontrolde hem de gentamisin uygulamasinda HEp-2

hiicrelerinin tamamen biitiinliigiinii kaybettigi goriildii.
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Tablo 17: K2 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine gentamisin uygulandiktan sonraki apoptoz ve nekroz yanitlarinin yiizdeleri

MIK % 50 MiK % 25 MIiK % 12.5 MIK % 6.2 MIK KONTROL
GN p GN p GN p GN p GN p
Apoptoz 50410 %9 73411 <001 4615 <0001 50070 7005 q16s05 <000 3.6£05
0.saat
Nekroz 16515 005 30126 005 yeros5 005 33075 2005 561095 0 7005 1.6+ 0.5
Apoptoz  3.620.5 0001 93415 <0001 4304709 7005 53495 <001 50410 7O 11.622.5
6. saat
Nekroz = 483+4.1 <0001 134,70 005 196120 005 280+3.6 001 256:37 <001 14.3+4.0
Apoptoz  8.0£3.0  >0.05  13.6+0.5 >0.05 14.0£1.0 >0.05 5.0£1.0 <0.01 8.0+1.0 >0.05 11.0£1.0
9. saat
Nekroz  51.6x4.0 ~0001 q96i25 <0001 453,349 <005  r56:35 <0001 4ccio9 <0-001 54.0+ 1.0
Apoptoz  31.6+£3.5  <0.001  31.3x4.0  <0.001  30.6+2.5  <0.001  31.3£2.0 <0.001  57.3%50  <0.01 70.615.13
12. saat
Nekroz  21.6+45 ~005 416+£35 <0001 54635 2005 536,30 2005  qeergq7 <005 15.0+ 1.0

KONTROL: K2 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicresi apoptoz/ nekroz yanit1 yiizdeleri (aminoglikozid uygulanmamistir). GN: Gentamisin

Kontrol degerine gore degisim sorugulanmis ve p <0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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4.2.3.1.3.2. K2 lle Enfekte Edilip; Amikasin Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerindeki Apoptoz-

Nekroz Yanitlarinin Degerlendirilmesi

HEp-2 hiicreleri K2 susu ile enfekte edildi. Iki saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
tutunmayan bakteriler yikama ile uzaklastirilarak amikasinin MiK ve sub-MiK yogunluklar1
hiicreler uygulandi. Sifir, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde apoptoz ve nekroz yanitlar1 degerlendirildi.

Sifirinc saatte: Amikasinin MIK yogunlugunda % 9.3+ 1.5 (p<0.05), % 50 MIK
yogunlugunda % 16.6+ 3.0 (p <0.001), % 25 MIK yogunlugunda % 10.6+ 1.5 (p <0.01) ve %
12.5 MIK yogunlugunda % 20.6+ 2.0 (p<0.001) olan apoptoz yiizdelerinin kontrole gdre
arttig1 belirlendi. Amikasinin % 50 MIK yogunlugunda %8.3+ 3.0 (p <0.001) ve % 12.5 MIK
yogunlugunda % 8.3+ 3.0 (p<0.0]) olan nekroz yiizdelerinin kontrole gore arttig1 saptandi
(Tablo 18).

Altinci saatte: Amikasinin tiim yogunluklar etkisinde goriilen apoptoz yiizdelerindeki
artigin istatiksel olarak kontrolden farkli olmadigi belirlendi (p>0.05). Amikasinin MIK
yogunlugunda % 4.3+ 1.5 (p<0.001) olan nekroz yiizdesinin, kontrole gore azaldig1 goriildii.
Amikasinin % 50 MIK yogunlugunda % 16.6= 3.0 (p<0.001) olan apoptoz yiizdesinin,
kontrole gore arttig1 saptandi (Tablo 18).

Dokuzuncu Saatte: Amikasinin MiK yogunlugunda % 21.3+ 3.5 (p<0.05) ve % 12.5
MIK yogunlugunda % 20.0+ 2.6 (p<0.05) olan apoptoz yiizdelerinin kontrole gdre arttig1
belirlendi. Amikasinin tiim yogunluklarinda goriilen nekroz yiizdelerindeki azalisin kontrole
gore anlamli olarak farkli oldugu belirlendi (p <0.001) (Tablo18).

Onikinci Saatte: Amikasinin tiim yogunluklarinda goriilen apoptoz yiizdelerindeki
azalisin kontrole gore anlamli olarak farkli oldugu belirlendi (p<0.001). Amikasinin MIiK
yogunlugunda % 24.3+ 1.5 (p<0.05), % 50 MIK yogunlugunda %68.0+ 3.6 (p <0.001), % 25
MIK yogunlugunda % 52.6+ 2.0 (p<0.0I) ve % 12.5 MIK yogunlugunda % 35.3+ 2.5
(p<0.001) olan nekroz yiizdelerinin kontrole gore arttig1 belirlendi (Tablo 18).

Dokuzuncu saatte amikasinin MiK yogunlugu etkisinde “aljinat” yapismm meydana
geldigi goriildii.

Onsekizinci saatte hem kontrolde hem de amikasinin uygulamasinda HEp-2

hiicrelerinin tamamen biitiinligiinii kaybettigi goriildii.
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Tablo 18: K2 ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine amikasin uygulandiktan sonraki apoptoz ve nekroz yanitlarinin yiizdeleri

MIK % 50 MiK % 25 MIK % 12.5 MIK % 6.2 MIK KONTROL
AK p AK p AK p AK p AK p
Apoptoz  9.3x15 <005 q66£30 00 qo6x1.5 <001 206£20 <0001 gor1o 7O 3.6+05
0.saat

Nekroz  4.0+1.0 ~9%0  g3+39 <0001 33,55 =005 (3,45 <001 33405 005 1.6+0.5

Apoptoz  16.0£2.0 %0 120+26 709 103x32 700 q96+30 <005 120+26 OO 11.622.5
6. saat

Nekroz  43+15 <0001 553,95 <001 174,70 =005 483135 ~005 493475 7005 14.3+4.0

Apoptoz 21335 <005  6.0+£1.0  >005 116240 >005  20.0+£2.6 <005  14.6+2.0 >0.05 11.0+1.0
9. saat

Nekroz 23415 0001 q46+15 <0001 gogi39 <0001 434459 <0001 5q 013 <0001 54.0+ 1.0

Apoptoz  4.0+1.0  <0.001  13.6£3.0  <0.001  250+4.0 <0.001  {1.6£3.0 <0.001  13.6£4.1  <0.001 70.615.13
12. saat

Nekroz  243+15 005  ¢go+3.6 <0001 53620 <0001 353,55 <0001 553,35, =005 15.0+ 1.0

KONTROL: K2 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicresi apoptoz/ nekroz yaniti yiizdeleri (aminoglikozid uygulanmamigtir). AK: Amikasin.

Kontrol degerine gore degisim sorugulanmis ve p <0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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4.2.3.1.3.3. K2 ile Enfekte Edilip; Netilmisin Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerindeki

Apoptoz-Nekroz Yanitlarinin Degerlendirilmesi

HEp-2 hiicreleri K2 susu ile enfekte edildi. Iki saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
tutunmayan bakteriler yikama ile uzaklastirilarak netilmisinin MiK ve sub-MIK yogunluklar1
hiicreler uygulandi. Sifir, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde apoptoz ve nekroz yanitlar1 degerlendirildi.

Sifirine saatte: Netilmisinin % 25 MIK yogunlugunda % 24.0+ 3.6 (p <0.001) ve %
12.5 MIK yogunlugunda % 20.0+ 3.6 (p<0.00I) olan apoptoz yiizdelerinin kontrole gore
arttig1 belirlendi. Netilmisinin MIK yogunlugunda %7.6+ 0.5 (p<0.001), % 25 MIK
yogunlugunda %4.0+ 1.0 (p <0.05) ve % 6.2 MIK yogunlugunda % 9.6+1.5 (p<0.001) olan
nekroz yiizdelerinin kontrole gére arttig1 belirlendi (Tablo 19).

Altinar saatte: Netilmisinin % 6.2 MIK yogunlugunda % 22.0+ 2.6 (p<0.05) olan
apoptoz yiizdesinin kontrole gore arttig1 goriildii. Netilmisinin % 12.5 MIK yogunlugunda %
23.6+ 3.0 (p<0.05) olan nekroz yiizdesinin kontrole gore arttigi belirlendi (Tablo 19).

Dokuzuncu saatte: Netilmisinin tiim yogunluklar1 etkisinde goriilen apoptoz
yiizdelerindeki degisimin kontrolden istatiksel olarak farkli olmadigi saptandi (p> 0.05).
Netilmisinin tiim yogunluklar1 etkisindeki nekroz yiizdelerindeki kontrole gére azalmanin
istatiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p <0.001) (Tablo 19).

Onikinci saatte: Netilmisinin tiim yogunluklar1 etkisinde goriilen apoptoz
yiizdelerindeki kontrole gére azalmanin istatiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p <0.001).
Netilmisinin MIK yogunlugunda % 30.6x 3.7 (p<0.001), % 50 MiK yogunlugunda % 36.3+
4.1 (p <0.001), % 25 MIK ve % 12.5 MIK yogunlugunluklarindaki % 40.6+ 1.5 (p<0.001)
olan nekroz yiizdelerinin kontrole gore arttig1 belirlendi (Tablo 19).

Dokuzuncu saatte: Netilmisinin % 12.5 MIK yogunlugundan titibaren “aljinat”
yapisinin meydana geldigi goriildii.

Onsekizinci saatte hem kontrolde hem de netilmisinin uygulamasinda HEp-2

hiicrelerinin tamamen biitiinliigiinii kaybettigi goriildii.
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Tablo 19: K2 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine netilmisin uygulandiktan sonraki apoptoz ve nekroz yanitlarinin yiizdeleri

MIK % 50 MiK % 25 MIiK % 12.5 MIK % 6.2 MIK KONTROL
NET P NET D NET p NET P NET P
Apoptoz  7.6230 905 116+30 7005 240436 <0001 390+36 <001 93475 005 3.6+05
0.saat

Nekroz  7.6x0.5 <0001 3,05 005  40i10 7005 qygr05 7005 ge+p5  <0-001 1.6+0.5

Apoptoz  9.3+2.0 905 103x41 005 46r20 700 g3123 7005 50426 005 11.622.5
6. saat

Nekroz  17.6+£05 905 q146+35 005 150126 7005  236+30 <005  jper20 7005 14.3+4.0

Apoptoz 83+ 1.1  >005 7.6£30  >005 66£25  >005  43+23  >005 56+4] >005 11.0+1.0
9. saat

Nekroz  183+3.5 <0001  566+571 <0001 516140 <0001 550ip09 <0001 (3,45  <0.001 54.0+ 1.0

Apoptoz  16.6+4.0  <0.001  8.6+2.0  <0.001  50+2.0  <0.001  7.6+3.05 <0.001  18.6+£2.0 <0.001 70.6+5.13
12. saat

Nekroz  30.6x3.7 <0001 363,471 <0001 496:+15 <0001 446415 <0001 y96.50 005 15.0+ 1.0

KONTROL: K2 ile enfekte edilen HEp-2 hiicresi apoptoz/ nekroz yanit1 yiizdeleri (aminoglikozid uygulanmamistir). NET: Netilmisin Kontrol

degerine gore degisim sorugulanmis ve p <0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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4.2.4. Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, KI ve K2 Suslart Ile Enfekte
Edilip; Gentamisin, Amikasin ve Netilmisin Antibiyotiklerinin MIK ve Sub- MIK Degerleri
Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerideki Nitrik Oksit Yaniutlarinin Degerlendirilmesi

Kontrol: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslar1 ile enfekte edilen ve
aminoglikozid uygulanmayan HEp-2 hiicreleri kontrol olarak degerlendirildi. Kontrol
hiicrelerinin nitrik oksit 0, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde degerlendirildi.

Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte edilen kontrol hiicrelerinin nitrik
oksit yanitlari: 0. saatte 1.8+ 0.05 uM saatte, 6. saatte 3.2+ 0.05 uM, 9. saatte 3.1+0.05 uM,
12. saatte 7.1+0.10 uM ve 18. saatte 6.1+ 0.05 uM olarak belirlendi.

K1 ile enfekte edilen kontrol hiicrelerinin nitrik oksit yanitlari: 0. saatte 1.5+ 0.10 uM,
6. saatte 2.2+ 0.20 uM, 9. saatte 3.4+ 0.11 uM, 12. saatte 6.7+ 0.11 uM ve 18. saatte 5.5+
0.26 uM olarak belirlendi.

K2 ile enfekte edilen kontrol hiicrelerinin nitrik oksit yanitlart: 0. saatte 1.2+0.05 uM,
6. saatte 1.8+ 0.05 uM, 9. saatte 3.6+ 0.05 uM, 12. saatte 5.3+ 0.10 uM ve 18. saatte 5.5+
0.20 uM olarak belirlendi.

HEp-2 hiicreleri, standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu, K1 ve K2 suslar1 ile
enfekte edildi. Iki saatlik inkiibasyon siiresi sonunda tutunmayan bakteriler yikama ile
uzaklastirilarak aminoglikozidlerin MiK ve sub-MIK yogunluklar1 hiicreler uyguland1. Sifir,
6,9, 12 ve 18. saatlerde nitrik oksit yanitlar1 degerlendirildi.

Aminoglikozidler uygulandiktan sonra degerlendirilen nitrik oksit yanitlarindaki
degisim one-way ANOVA yontemi ile analiz edildi. Aminoglikozidlerin etkisindeki nitrik
oksit “Tukey's Multiple Comparison Test” yontemi kullanilarak kontrol ile karsilastirildi.

Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine
aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki nitrik oksit
yanitlarinin zamana bagli degisimi Grafik 10° da gosterilmistir.

K1 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,
netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki nitrik oksit yanitlarinin zamana baglh degisimi
Grafik 11’ de gosterilmistir.

K2 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,
netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki nitrik oksit yanitlarmin zamana baglh degisimi

Grafik 12’ de gosterilmistir.
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Grafik 10: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa susu ile enfekte edilen HEp-2
hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki nitrik

oksit yanitlarmin kinetigi
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Grafik 11: K1 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,

netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki nitrik oksit yanitlarinin kinetigi
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Grafik 12: K2 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,

netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki nitrik oksit yanitlarinin kinetigi
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4.2.4.1. Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, KI ve K2 Ile Enfekte Edilip;
Gentamisin Uygulanan HEp-2 Hiicrelerindeki Nitrik Oksit Yanitlarinin Degerlendirilmesi

HEp-2 hiicreleri, standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 ile enfekte edildi. Tki
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda tutunmayan bakteriler yikama ile uzaklastirilarak
gentamisinin MIK ve sub-MIK yogunluklar1 hiicreler uygulandi. Sifir, 6, 9, 12 ve 18.
saatlerde nitrik oksit yanitlar1 degerlendirildi.

Sifirinci saatte: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte hiicrelerin nitrik
oksit yanitlar;; gentamisinin MIK yogunlugunda 2.4+ 0.11 pM (p<0.001), % 50 MIK
yogunlugunda 2.3+ 0.10 uM (p <0.001) ve % 6.2 MIK yogunlugunda 2.2+ 0.15 uM (p
<0.001) olarak belirlendi ve kontrole gére bu artis anlamli bulundu. Gentamisinin % 25 MIiK
ve % 12.5 MIK yogunluklarmnda nitrik oksit yanitinin olmamasi kontrole gore istatiksel olarak
farkli oldugu gorildi ( p<0.001) (Tablo 20).

K1 susu ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitlari, gentamisinin MiK yogunlugunda
2.3+0.11pM (p <0.001), % 50 MIK yogunlugunda 1.7+0.05 uM (p <0.05), % 25 MIK
yogunlugunda 1.8+0.05 uM (p<0.001) ve % 12.5 MIK yogunlugunda 1.7+0.05 uM (p
<0.01) olarak belirlendi. Kontrole gére bu artis anlamli bulundu. Gentamisinin % 6.2 MIK
yogunlugunda nitrik oksit yanitinin olmamasi istatiksel olarak anlamli bulundu ( p <0.001)
(Tablo 20).

K2 susu ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitlarmin gentamisinin tim
yogunluklarinda kontrole gore arttig1 belirlendi (p <0.001) (Tablo 20).

Altinc1 saatte: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa ile enfekte HEp-2 hiicrelerinin
nitrik oksit yanitlarmin, gentamisinin % 50 MIK yogunlugundan itibaren kontrole gore
azaldig1 goriildii (p<0.05). Ayrica gentamisinin % 25 MIK yogunlugunda nitrik oksit
yanitinin olmamasi istatiksel olarak anlamli bulundu (p <0.001) (Tablo 20).

K1 ve ile enfekte edilip gentamisin uygulanan HEp-2 hiicrelerinin nitrik oksit
yanitlarmin; gentamisinin MIK yogunlugunda 3.3+ 0.05 uM, % 50 MiK yogunlugunda 3.1+
0.05 uM , % 25 MIK yogunlugunda 3.3+ 0.05 pM ve % 6.2 MiK yogunluklarinda 3.1£0.15
uM bulundu. Kontrole gére nitrik oksit yanitlarindaki bu artis anlamli bulundu (p <0.001).
Gentamisinin % 12.5 MIK yogunlugunda 1.3+ 0.15 pM olan nitrik oksit yanitmin kontrole
gore azaldigi belirlendi (p<0.001) (Tablo 20).

K1 ve ile enfekte edilip gentamisin uygulanan HEp-2 hiicrelerinin nitrik oksit

yanitlarinin gentamisinin tiim yogunluklar etkisinde kontrole gore arttig1 belirlendi (p<0.001)
(Tablo 20).
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Dokuzuncu saatte: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa ile enfekte hiicrelerin,
gentamisinin MiK yogunlugunda 3.9+ 0.15uM (p<0.001) olan nitrik oksit yanitmin kontrole
artt1i1 belirlendi. Gentamisinin % 25 MIK yogunlugunda 2.8+ 0.05 uM (p <0.05), % 12.5
MIK yogunlugunda 2.7+ 011 uM (p<0.01) ve % 6.2 MIK yogunlugunda 2.4+ 0.11 uM
(p<0.001) olan nitrik oksit yanitinin kontrole azaldigi belirlendi (Tablo 20).

Gentamisinin % 50 MiK yogunlugundan itibaren K1 ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit
yanitlariim kontrole gore azaldig1 goriildi (p<0.001) (Tablo 20).

Gentamisinin tiim yogunluklarinda K2 ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitlarinin
kontrole gore azaldig1 goriildi (p<0.05) (Tablo 20).

Onikinci saatte: Gentamisinin tiim yogunluklari etkisinde 3 sus ile enfekte hiicrelerin
nitrik oksit yanitlarinin kontrole gore azaldigi saptandi (p <0.001) (Tablo 20).

Onsekizinci saatte: Gentamisinin tiim yogunluklarinda standart ATCC 27853 P.
aeruginosa ve K2 ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitlariin kontrole gore azaldigi goriildii
(p<0.001) (Tablo 20).

K1 ile enfekte hiicrelerin, gentamisinin MiK yogunlugunda 9.6+0.15 pM (p<0.001),
% 50 MIK yogunlugunda 9.0+0.05 uM (p<0.001), olan nitrik oksit yanitinin kontrole arttig
belirlendi. Gentamisinin % 6.2 MIK yogunlugunda 4.8+0.05uM (p<0.01) olan nitrik oksit
yanitinin kontrole azaldig1 belirlendi (Tablo 20).
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Tablo 20: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 ile Enfekte Edilip; Gentamisin Uygulanan HEp-2 Hiicrelerindeki
Nitrik Oksit Yanitlarimin (uM) Degerlendirilmesi

MIK % 50 MIK % 25 MIK % 12.5 MIK % 6.2 MIK KONTROL

GN p GN p GN p GN p GN p
ATCC 2.4+0.11 <0.001 2.3+0.10 <0.001 0 <0.001 0 <0.001 2.2+0.15 <0.01 1.8+0.05 pM
0. saat K1 2.3+0.11 <0.001 1.7+0.05 <0.05 1.8+0.05 <0.001 1.7+0.05 <0.01 0 <0.001 1.5+0.10 pM
K2 1.86+0.05 <0.001 2.1+0.05 <0.001 1.8+0.05 <0.001 3.4+0.1 <0.001 3.3+0.05 <0.001 1.2+0.05 pM
ATCC 3.3+0.05 >0.05 2.8+0.05 <0.05 2.8+0.05 <0.05 0 <0.001 2.8+0.20 <0.05 3.2+0.05 pM
6. saat K1 3.3+0.05 <0.001 3.1+0.05 <0.001 3.3+0.05 <0.001 1.3+0.15 <0.001 3.1+0.15 <0.001 2.2+0.20 pM
K2 3.3+0.05 <0.001 3.1+0.05 <0.001 3.4+0.1 <0.001 3.5+0.05 <0.001 .3.9+0.1 <0.001 1.8+0.05 pM
ATCC 3.9+0.15 <0.001 3.140.05 >0.05 2.8+0.05 <0.05 2.7+011 <0.01 2.4+0.11 <0.001 3.1£0.05 uM
9. saat K1 3.2+0.05 >0.05 2.1+0.05 <0.001 2.4+0.11 <0.001 2.3+0.20 <0.001 1.240.20 <0.001 3.4£0.11 pM
K2 2.8+0.05 <0.001 3.3+0.05 <0.05 1.06+0.11 <0.001 2.0+0.1 <0.001 3.3+0.05 <0.01 3.6+0.05 uM
ATCC 3.1+0.05 <0.001 2.4+0.11 <0.001 2.5+0.05 <0.001 2.7+0.11 <0.001 2.7+0.11 <0.001 7.1£0.10 pM
12. saat K1 2.1+0.05 <0.001 2.1+0.05 <0.001 4.0+0.20 <0.001 2.7+0.10 <0.001 2.6+0.15 <0.001 6.7+0.11 pM
K2 2.1+0.05 <0.001 2.7+0.1 <0.001 4.3+0.05 <0.001 3.4+0.1 <0.001 3.5+0.1 <0.001 5.3+0.10 pM
ATCC 3.4+0.15 <0.001 3.0+0.15 <0.001 2.7+0.11 <0.001 3.0+0.15 <0.001 3.1+0.05 <0.001 6.1£0.05 pM
18. saat K1 9.6+0.15 <0.001 9.0+0.05 <0.001 5.3+0.20 >0.05 5.240.15 >0.05 4.8+0.05 <0.01 5.5+0.26 pM
K2 3.0+0.15 <0.001 4.0+0.2 <0.001 3.6+0.1 <0.001 4.6x0.1 <0.001 4.6+0.2 <0.001 5.5+0.20 pM

ATCC: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2: Klinikten izole edilen P. aeruginosa suslari, KONTROL.: Standart ATCC 27853 P.
aeruginosa, K1 ve K2 enfekte edilen HEp-2 hiicresi nitrik oksit yanitlar1 (aminoglikozid uygulanmamuistir). GN: Gentamisin. Kontrol degerine

gore degisim sorgulanmis ve p <0.05 degeri anlamli kabul edilmistir. (p <0.001, p <0.01 ve p <0.05 degerleri istatiksel olarak anlamlr)
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4.2.4.2. Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, KI ve K2 Ile Enfekte Edilip;
Amikasin Uygulanan HEp-2 Hiicrelerindeki Nitrik Oksit Yanitlarinin Degerlendirilmesi

HEp-2 hiicreleri, standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 ile enfekte edildi. Tki
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda tutunmayan bakteriler yikama ile uzaklastirilarak
amikasinin MiK ve sub-MIK yogunluklar1 hiicreler uygulandi. Sifir, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde
nitrik oksit yanitlar1 degerlendirildi.

Sifirinci saatte: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte hiicrelerin nitrik
oksit yamtlar; amikasinin MIK yogunlugunda 3.3= 0.10 uM (p<0.001), % 50 MIK
yogunlugunda 4.2+ 0.05 pM (p<0.001) ve % 25 MIK yogunlugunda 3.2+0.11 uM (p <0.001)
olarak belirlendi ve kontrole gore bu artis anlamli bulundu (Tablo 21).

K1 susu ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitlarinin amikasinin tiim yogunluklarinda
kontrole gore arttig1 belirlendi (p <0.001) (Tablo 21).

K2 susu ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitlari, amikasinin MIK yogunlugunda
2.6+£0.15uM (p<0.001), % 50 MIK yogunlugunda 3.3+0.17uM (p<0.001), % 25 MIK
yogunlugunda 3.0£0.05 uM (p<0.001) ve % 12.5 MIK yogunlugunda 3.4+011uM (p <0.01)
olarak belirlendi. Kontrole gére bu artis anlamli bulundu. Amikasinin % 6.2 MIK
yogunlugunda nitrik oksit yanitmin olmamasi istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001)
(Tablo 21).

Altiner saatte: Amikasinin % 25 MIK yogunlugunda 4.2+ 0.10uM olarak belirlenen
standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitinin kontrole
gore arttg1 goriildii (p <0.001). Amikasinin MIK yogunlugunda 2.8+ 010 uM (p<0.01) ve %
6.2 MIK yogunlugunda 2.6+ 0.15 uM (p <0.001) olan nitrik okist yanitinin kontrole gore
azaldig1 saptand1 (Tablo 21).

K1 susu ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yamtlari, amikasinin MIK yogunlugunda
4.1+ 0.11uM (p<0.001), % 50 MIK yogunlugunda 3.0+0.15 uM (p<0.001) ve % 25 MIiK
yogunlugunda 3.0+ 0.15 uM (p<0.001) olarak belirlendi. Kontrole gore bu artis anlamli
bulundu.

K2 susu ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitlarin amikasinin tiim yogunluklarinda
kontrole gore arttig1 belirlendi (p <0.01) (Tablo 21).

Dokuzuncu saatte: Amikasinin, % 12.5 MiK yogunlugunda 4.2+ 0.05 uM ve % 6. 2
MIK yogunlugunda 3.7+ 0.15 pM olarak belirlenen standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu

ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitinin kontrole gore arttg1 gorildii (p<0.001). Amikasinin
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% 25 MIK yogunlugunda 1.2+ 0.10 pM olan nitrik okist yanitinmn kontrole gére azaldigi
goriildii (p <0.001) ( (Tablo 21).

Amikasinin MIK, % 50 MIK ve % 25 MIK yogunluklarimda K1 susu ile enfekte
hiicrelerin nitrik oksit yanitinin olmamasi kontrole gore istatiksel olarak farkli oldugu goriildii
(p<0.001). Amikasinin % 6.2 MIiK yogunlugundaki 4.1+ 0.11 uM olan nitrik oksit yanitmin
kontrole gore arttig1 belirlendi (p<0.001) (Tablo 21).

Amikasinin MIK ve % 50 MiK yogunluklarinda K2 susu ile enfekte hiicrelerin nitrik
oksit yanitinin olmamasi kontrole gore istatiksel olarak anlamli oldugu gorildii ( p<0.001).
Amikasinin % 25 MIK yogunlugunda 1.16+ 0.11 uM, % 12.5 MIiK yogunlugunda 2.56+ 0.11
uM ve % 6.2 MIK yogunlugunda 2.8+ 0.15 pM olan nitrik oksit yanitlarinin kontrole gore
azaldig1 saptandi ( p<0.001) (Tablo 21).

Onikinci saatte: Amikasinim tiim yogunluklar1 etkisinde standart ATCC 27853 P.
aeruginosa ve Kl ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitlarinin kontrole gore azaldigi
saptandi (p <0.001) (Tablo 21).

Amikasinin MIK ve % 50 MiK yogunluklarinda K2 susu ile enfekte hiicrelerin nitrik
oksit yanitinin olmamasi kontrole gore istatiksel olarak farkli oldugu gorildi (p<0.001).
Amikasinin % 25 MIK yogunlugundan itibaren nitrik oksit yamtinin kontrole gore azaldig:
belirlendi (»p<0.001) (Tablo 21).

Onsekizinci saatte: Amikasinim tiim yogunluklari etkisinde standart ATCC 27853 P.
aeruginosa ve K2 ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitlarinin kontrole goére azaldigi
saptand1 (p <0.001) (Tablo 21).

Amikasinin, MiK yogunlugunda 8.7+ 0.15 pM olarak belirlenen K1 ile enfekte
hiicrelerin nitrik oksit yanitinin kontrole gore arttg1 gorildi (p<0.001). Amikasinin % 25
MIK yogunlugunda 4.7+ 0.20 uM (p<0.01), % 12.5 MIK yogunlugunda 4.5+ 0.15 pM
(p<0.00I) ve % 6.2 MIK yogunlugunda 4.7+ 0.15 uM (p <0.01) olan nitrik oksit

yanitlarinin kontrole gore azaldig1 goriildii (Tablo 21).
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Tablo 21: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 ile Enfekte Edilip; Amikasin Uygulanan HEp-2 Hiicrelerindeki
Nitrik Oksit Yanitlarinin (uM) Degerlendirilmesi

MiK % 50 MIK % 25 MIK % 12.5 MIK % 6.2 MIK KONTROL
AK p AK p AK p AK p AK p
ATCC  3.3+0.10  <0.001  4.2+0.05  <0.001 3.2+0.11 <0.001 2.1+0.05 >0.05 1.7£0.20 >0.05 1.8+0.05 uM
0. saat K1 5.0+£0.26  <0.001  2.8+015  <0.001 2.9+0.17 <0.001 3.8+0.05 <0.001 3.30.10 <0.001 1.5+0.10 pM
K2 2.6£0.15  <0.001  3.3x0.17  <0.001 3.0+0.05 <0.001 3.42011 <0.001 0 <0.001 1.2+0.05 uM

ATCC 2.8+010 <0.01 3.1£0.10 >0.05 4.2+0.10 <0.001 3.0+0.15 >0.05 2.6x0.15 <0.001 3.2+0.05 pM
6. saat K1 4.1+0.11 <0.001 3.0+£015 <0.001 3.0+£0.15 <0.001 2.6+0.15 >0.05 2.5+0.15 >0.05 2.2+0.20 pM
K2 2.3+0.15 <0.01 2.8+0.15 <0.001 2.6£0.15 <0.001 2.5+0.11 <0.001 3.0+0.15 <0.001 1.8+0.05 pM

ATCC  3.3£0.11 >0.05 3.2+0.05 >0.05 1.2+010 <0.001 4.2+0.05 <0.001 3.7+£0.15 <0.001 3.1+£0.05 pM
9. saat K1l 0 <0.001 0 <0.001 0 <0.001 3.6+0.23 >0.05 4.1+0.11 <0.001 3.4+0.11 pM
K2 0 <0.001 3.0+£0.05 <0.001 2.7£0.10 <0.001 2.56=0.11 <0.001 2.8+0.15 <0.001 3.6+0.05 pM

ATCC  2.3%0.15 <0.001 3.1+£0.05 <0.001 4.2+0.05 <0.001 3.0+0.05 <0.001 1.4+0.05 <0.001 7.1£0.10 pM
12. saat K1l 2.8+0.15 <0.001 2.6+0.15 <0.001 2.4+0.15 <0.001 2.0+0.05 <0.001 2.3+0.10 <0.001 6.7+£0.11 pM
K2 0 <0.001 0 <0.001 1.16+0.11 <0.001 1.16+0.05 <0.001 2.46+0.15 <0.001 5.3+0.10 pM

ATCC  4.2+0.05 <0.001 4.1+0.15 <0.001 4.1+015 <0.001 3.3+0.15 <0.001 4.1+0.05 <0.001 6.1+£0.05 pM
18. saat K1l 8.7+0.15 <0.001 5.4+0.05 >0.05 4.7+0.20 <0.01 4.5+0.15 <0.001 4.7+0.15 <0.01 5.5+£0.26 pM
K2 3.0+0.05 <0.001 3.6+0.23 <0.001 3.36+0.15 <0.001 3.56+0.15 <0.001 2.83+0.15 <0.001 5.5+£0.20 pM

ATCC: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2: Klinikten izole edilen P. aeruginosa suslari, KONTROL.: Standart ATCC 27853 P.
aeruginosa, K1 ve K2 enfekte edilen HEp-2 hiicresi nitrik oksit yanitlar1 (aminoglikozid uygulanmamistir). AK: Amikasin, Kontrol degerine
gore degisim sorgulanmis ve p <0.05 degeri anlamli kabul edilmistir. (p <0.001, p <0.01 ve p <0.05 degerleri istatiksel olarak anlamlr)
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4.2.4.3. Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 Ile Enfekte Edilip;
Netilmisin Uygulanan HEp-2 Hiicrelerindeki Nitrik Oksit Yanitlarinin Degerlendirilmesi

HEp-2 hiicreleri, standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 ile enfekte edildi. Tki
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda tutunmayan bakteriler yikama ile uzaklastirilarak
netilmisinin MiK ve sub-MIK yogunluklar: hiicreler uygulandi. Sifir, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde
nitrik oksit yanitlar1 degerlendirildi.

Sifirinc1 saatte: Netilmisinin tiim yogunluklar1 etkisinde standart ATCC 27853 P.
aeruginosa ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitlarmimn kontrole gore azalmasi istatiksel
olarak anlamli olmadigi saptandi (p >0.05) (Tablo 22).

Netilmisinin tiim yogunluklar1 etkisinde standart K1 ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit
yanitlarim kontrole gore arttig1 saptandi (p <0.05) (Tablo 22).

Netilmisinin, MIiK yogunlugunda 3.5+ 0.26uM olarak belirlenen K2 ile enfekte
hiicrelerin nitrik oksit yanitinin kontrole goére arttigi gorildi (p <0.001). Netilmisinin % 12.5
MIK yogunlugunda 1.1£015 uM olan nitrik oksit yanitlarmm kontrole gére azaldig1 goriildii
(»<0.001) (Tablo 22).

Altine saatte: Netilmisinin MiK yogunlugunda 2.6+0.05 uM (p <0.05), % 25 MIK
yogunlugunda 2.6+0.20 uM (p <0.05) ve % 6.2 MIK yogunlugunda 0.03+0.05 uM (p <0.05)
olan standart ATCC 27853 P. aeruginosa ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitinin kontrole
gore azaldig1 goriildii (Tablo 22).

Netilmisinin MIK yogunlugunda 3.9+0.15uM olarak belirlenen K1 ile enfekte
hiicrelerin nitrik oksit yanitinin kontrole gore arttigi goriildii (p <0.001). Netilmisinin % 6.2
MIK yogunlugunda 0.03£0.05 uM olan nitrik oksit yanitlarmin kontrole gore azaldig1 goriildii
(»<0.001) (Tablo 22).

Netilmisinin MiK yogunlugunda 0.03+ 0.05uM olarak belirlenen K2 ile enfekte
hiicrelerin nitrik oksit yanitiin kontrole gore azaldig1 goriildii (p <0.001). Netilmisinin % 50
MIK yogunlugunda 3.9+ 0.32 pM (p<0.001), % 25 MIK yogunlugunda 3.0+ 0.15 pM
(p<0.01) ve % 6.2 MIK yogunlugunda 2.8+ 0.35 olan uM (p<0.01) nitrik oksit yanitlarinin
kontrole gore artt1g1 goriildii (Tablo 22).

Dokuzuncu saatte: Netilmisinin MIK, % 50 MIK, %25 MIK ve % 6.2 MIK
yogunluklarinda standart ATCC 27853 P. aeruginosa ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit
yanitmin kontrole gore azaldig: belirlendi (p<0.05). Netilmisinin % 12.5 MIK yogunlugunda

nitrik oksit yanitinin olmamasi istatiksel olarak anlamli bulundu ( p<0.001) (Tablo 22).
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Netilmisinin tiim yogunluklarinda K1 ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitnin
kontrole gore azaldigi belirlendi (p<0.001) (Tablo 22).

Netilmisinin tiim yogunluklarmmda K2 ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitmnin
kontrole gore azaldig1 belirlendi (p<0.01). Ayrica netilmisinin % 12.5 MIK yogunlugunda
nitrik oksit yanitinin olmamasi kontrole gore istatiksel olarak farkli oldugu goriildi (p<0.001)
(Tablo 22).

Onikinci saatte: Netilmisinin tiim yogunluklarinda Standart ATCC 27853 P.
aeruginosa ve K1 ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit yanitinin kontrole gore azaldigi belirlendi
(p<0.00I) Netilmisinin MIK, % 50 MIK ve % 25 MIK yogunluklarinda K1 ile enfekte
hiicrelerin nitrik oksit yanitinin kontrole gore azaldigi belirlendi (p<0.001) (Tablo 22).

Onsekizinci saatte: Netilmisinin MIK, % 50 MIK ve % 25 MIK ve % 6.2
MiKyogunluklarinda standart ATCC 27853 P. aeruginosa ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit
yanitinin kontrole gore azaldigi belirlendi (p<0.001) (Tablo 22).

Netilmisinin MIK yogunlugunda 4.1+ 036 uM (p<0.00I) ve % 50 MIK
yogunlugunda 4.6+0.36 uM (p<0.05) olarak belirlenen K1 ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit
yanitiin kontrole gore azaldig1 belirlendi (Tablo 22).

Netilmisinin % 12.5 MIK yogunlugunda 4.0+0.25 pM (p<0.001) ve % 6.2 MIiK
yogunlugunda 3.7+0.45 uM (p <0.001) olarak belirlenen K2 ile enfekte hiicrelerin nitrik oksit
yanitiin kontrole gore azaldig1 belirlendi (Tablo 22).
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Tablo 22: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 ile Enfekte Edilip; Netilmisin Uygulanan HEp-2 Hiicrelerindeki
Nitrik Oksit Yanitlarinin (uM) Degerlendirilmesi

MiK % 50 MIK % 25 MIK % 12.5 MIK % 6.2 MIK KONTROL
NET p NET p NET p NET p NET p
ATCC 1.7+0.05 >0.05 1.8+0.20 >0.05 1.420.05 >0.05 1.5+0.05 >0.05 1.5+0.20 >0.05 1.8+0.05 pM
0. saat K1 2.3+0.25 <0.01 2.2+0.20 <0.01 2.3+0.25 <0.01 2.0£0.28  <0.05 2.2+0.15 <0.001 1.5+0.10 pM
K2 3.5+0.26 <0.001 1.6+0.11 >0.05 1.6+0.15 >0.05 1.1+0.15  <0.001 1.8+0.05 >0.05 1.2+0.05 pM

ATCC 2.6+0.05 <0.05 3.0+0.25 >0.05 2.6£0.20 <0.05 2.8+0.23 >0.05 0.03+0.05 <0.001 3.2+0.05 pM

6. saat K1 3.9+0.15 <0.001 2.7+0.26 >0.05 2.9+0.25 >0.05 2.8+0.47 >0.05 1.0+0.20 <0.01 2.2+0.20 pM
K2 0.03+0.05 <0.01 3.9+0.32 <0.001 3.0+£0.15 <0.01 2.4+0.35 >0.05 2.8+0.35 <0.01 1.8+0.05 pM

ATCC 2.5+0.26 <0.01 2.4+0.11 <0.01 2.0+0.05 <0.001 0 <0.001 2.6£0.20 <0.05 3.1+£0.05 pM

9. saat K1l 2.1+0.23 <0.001 2.3+0.20 <0.001 2.4£0.15 <0.001 1.2+0.05 <0.001 2.4+0.05 <0.001 3.4+0.11 pM
K2 4.1+0.15 <0.01 2.5+0.15 <0.001 3.0+0.05 <0.001 0 <0.001 2.9+0.15 <0.001 3.6+0.05 pM

ATCC 3.6+0.11 <0.001 4.6+0.20 <0.001 2.0+0.20 <0.001 2.7£0.23 <0.001 4.0+£015 <0.001 7.1£0.10 pM
12. saat K1l 2.7+0.20 <0.001 2.1+0.10 <0.001 2.8+0.30 <0.001 2.7£0.23 <0.001 3.2+0.05 <0.001 6.7+£0.11 pM
K2 3.0+0.15 <0.001 3.4+0.15 <0.001 1.8+0.20 <0.001 5.0+0.25 >0.05 5.1+0.15 >0.05 5.3+0.10 pM

ATCC 3.1+0.15 <0.001 3.06+0.15 <0.001 4.4+0.20 <0.001 5.8+0.30 >0.05 3.4+0.32 <0.001 6.1+£0.05 pM
18. saat K1l 4.1£0.36 <0.001 4.6£0.36 <0.05 5.9+0.23 >0.05 5.6+0.43 >0.05 5.6+0.20 >0.05 5.5+£0.26 pM
K2 6.1+0.10 >0.05 4.9+0.20 >0.05 4.7+£0.20 >0.05 4.0+0.25 <0.001 3.7+0.45 <0.001 5.5+£0.20 pM

ATCC: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2: Klinikten izole edilen P. aeruginosa suslari, KONTROL.: Standart ATCC 27853 P.
aeruginosa, K1 ve K2 enfekte edilen HEp-2 hiicresi nitrik oksit yanitlar1 (aminoglikozid uygulanmamistir). NET: Netilmisin Kontrol degerine
gore degisim sorgulanmis ve p <0.05 degeri anlamli kabul edilmistir. (p <0.001, p <0.01 ve p <0.05 degerleri istatiksel olarak anlamlr)
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4.2.5. ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, KI ve K2 Suslari Ile Enfekte Edilip;
Gentamisin, Amikasin ve Netilmisin Antibiyotiklerinin MIK ve Sub- MIK Degerleri
Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerideki Sitokin Yanmitlarinin Degerlendirilmesi

Kontrol: Standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslar1 ile enfekte edilen ve
aminoglikozid uygulanmayan HEp-2 hiicreleri kontrol olarak degerlendirildi. Kontrol
hiicrelerinin IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12, TNF- alfa, IFN-gama yanatlar1 ile
0, 6,9, 12 ve 18. saatlerde “Multiplex ELISA” yontemi degerlendirildi.

Sifir, 6, 9 ve 12. saatlerde, standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslari ile
enfekte edilen ve aminoglikozid uygulanmayan HEp-2 hiicrelerinde 1L-4, IL-8, TNF- alfa,
IFN-gama yanitlarinin olmadig: goriildii.

Onsekizinci saatte standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslari ile enfekte
edilen ve aminoglikozid uygulanmayan HEp-2 hiicrelerinde IL-1 alfa, IL-1 beta, I1L-4, IL-8,
IL-10, IL-12, TNF- alfa, IFN-gama yanitlarinin olmadig1 belirlendi.

Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte hiicrelerde 0 ve 6 saatlerde
gentamisin etkisinde IL-1 alfa yanitmin olmadigi goriildi. Dokuzuncu ve 12. saatte
gentamisinin MiK ve % 50 MiK yogunluklarinda gériilen yanitin, 12. saatte gentamisinin &
6.2 MIK yogunlugunda arttig1 goriildii. Amikasinin % 50 MIK yogunlugunda baslayan IL-1
alfa yanitinin, 9. saatte amikasinintiim yogunluklarinda, 12. saatte ise amikasinin % 12.5 MIK
ve % 6.2 MIK yogunlugu etkisinde oldugu goriildii. Netilmisin % 25 MIK yogunlugu
etkisinde IL- 1 alfa yanitinin arttig1 belirlendi (Grafik 13).

Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte hiicrelerde gentamisinin % 6.2
MIK yogunlugu etkisinde IL-1 beta yamitinmn arttig1 belirlendi. Sifirmci saatte amikasinin
yogunluklari etkisinde goriilen IL- 1 beta yanitinin % 50 MIK’ te arttig1 saptandi. Alt1 ve 9.
saatlerde artan yanitin, 12. saatte amikasinin % 12.5 MIK ve % 6.2 MIK yogunluklari
etkisinde oldugu goriildii. Sifirmer saatte netilmisinin% 50 MIK yogunlugu etkisinde artan IL-

1 beta yanitinin diger saatlerde azaldig1 goriildii (Grafik 13).
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Grafik 13: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa susu ile enfekte edilen HEp-2

hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki IL- 1

alfa ve IL- 1 beta yanitlarmin kinetigi
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Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte hiicrelerde 0 ve 6 saatlerde
gentamisin etkisinde 1L-10 yamtmin olmadig1 gériildii. Dokuzuncu saatte gentamisinin MIK-
% 50 MiK-% 25 MIK yogunluklarinda, 12. saatte tiim yogunluklar1 etkisinde IL-10 yamtmin
oldugu saptandi. Dokuzuncu saatte amikasinin MIK-% 50 MIK-% 25 MiK-% 6.2 MiK
yogunluklar1 etkisinde, 12. saatte % 6.2 MIK yogunlugu etkisinde IL- 10 yanit1 goriildii.
Netilmisin etkisinde 6. Saatte % 50 MIK yogunlugunda, 9. saatte MiK-% 50 MIK-% 25
MIK-% 12.5 MIK yogunluklarinda, 12. saatte tiim yogunluklar1 etkisinde IL- 10 yanit1
belirlendi (Grafik 14).

Sifirmer saatte gentamisinin MiK-% 50 MIK yogunluklar: etkisinde, 6. saatte % 6.2
MIK yogunlugu etkisinde, 9 ve 12. saatlerde MIK-% 50 MIiK-% 6.2 MIK yogunlugu
etkisinde IL- 12 yamit1 goriildii. Sifirnci saatte netilmisinin % 50 MIK- % 25 MIK-% 12.5
yogunluklar1 etkisinde goriilen IL-12 yamitinin 6. saatte % 50 MIK yogunlugunda oldugu
gorildii. Dokuz ve 12. saatlerde sitokin yanitiin netilmisin etkisinde arttig1 belirlendi (Grafik

14).
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Grafik 14: Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa susu ile enfekte edilen HEp-2

hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki IL- 10

ve IL- 12 yanitlarinin kinetigi

0.204

0.154

0.104

-10 (pg/mL)

= 0.054

0.00

0.201

o

[N

[$3]
1

IL-10 (pg/mL)
o
5

0.054

0.00

T

Q © ) NZ

Zaman/ saat

0.201

IL-10 (pg/mL)
o o
= =
e g

o

o

a
1

0.00

T T

Q © ) INZ

Zaman/ saat

: |, ||LJIII[
N © > NS

Zaman/ saat

Gentamisin

MIK

% 50 MiK
% 25 MIK
% 12.5 MiK

% 6.2 MIK
Kontrol

Amikasin

Em MiK
% 50 MIK
B % 25 MIK
B % 12.5 MiK
B % 6.2 MiK
@l Kontrol

Netilmisin

m MK

| % 50 MiK
B % 25 MiK
M| % 12,5 MiK
M % 6.2 MiK
@l Kontrol

Gentamisin
0.4+ :
| MK
% 50 MiK
2 031 8 % 25 MiK
> M % 12.5 MIK
:':02‘ Em % 6.2 MiK
\n @l Kontrol
= 0.14
0.0-
Q © S N
Zaman/ saat
Amikasin
20~ )
| MK
% 50 MiK
3 159 = % 25 MiK
) M % 12.5 MiK
f 101 & % 6.2 MK
i\ @l Kontrol
-
= 5-
C T T T T
Q © Y N
Zaman/ saat
Netilmisin
0.5 ’
@l MK
0.44 0 % 50 MiK
’g B % 25 MiK
3 031 M % 12.5 MiK
N~% @ % 6.2 MiK
i 0-21 @l Kontrol
=
0.14
0.0-
Q [ Y N2
Zaman/ saat

114



K1 susu ile enfekte hiicrelerde 0. saatte gentamisin ve amikasinin % 50 MIK
yogunlugunda yiiksek oranda IL-1 alfa yanit1 goriildii. Altinci satte aminoglikozidlerin
etkisinde K1 susunda IL-1 alfa yanit1 gériilmedi. Dokuz ve 12. saatlerde aminoglikozidlerin
etkisinde ayni oranlarad IL- 1 alfa yanit1 oldugu belirlendi (Grafik 15).

Sifirinct saatte gentamisin etkisinde baslayan IL- 1 beta yanitinin 6, 9, 12 saatlerde
azaldig1 goriildi. Sifirinci saatte amikasin ve netilmisin etkisinde kontrolden yiiksek oranlarda
IL- 1 beta yanit1 saptandi. Altinci saatte amikasin etkisinde kontrolden az olan IL- 1 beta
yanitinin 9 ve 12. saatlerde arttig1 goriildii. Netilmisin etkisinde ise 6, 9 ve 12. saatlerde IL- 1
beta yanitinin kontrole gore azaldig1 saptandi (Grafik 15).

K1 susu ile enfekte hiicrelerde 0 ve 6. saatlerde aminoglikozidlerin etkisinde IL- 10
yanitinin olmadig goriildi. IL- 10 yanitinin aminoglikozidlerin etkisinde zamana bagh olarak
arttig1 belirlendi (Grafik 16).

IL- 12 yanitin ise aminoglikozidlerin etkisinde sifirinc1 saatte oldugu goriildii.
Gentamisin etkisinde 6. saatte IL-12 yanitinin olmadig1 saptandi. Onikinci saatte gentamisinin
% 6.2 MIK yogunlugu etkisinde IL- 12 yanitmin kontrole gore arttig1 belirlendi. Alt1 ve 12.
saatlerde amikasin etkisinde IL- 12 yanitinin arttigi, 18. saatte azaldig1 goriildii. Netilmisin

etkisinde IL-12 yanitinin zamana bagl olarak arttig1 goriildii (Grafik 16)
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Grafik 15: K1 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,

netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki IL- 1 alfa ve IL- 1 beta yanitlarinin kinetigi
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Grafik 16: K1 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,

netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki IL- 10 ve IL- 12 yanitlarinin kinetigi
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K2 susu ile enfekte hiicrelerde 0 ve 6. saatlerde gentamisin ve netilmisin etkisinde IL-
1 alfa yanitinin olmadig1 goriildii. Sifirinci saatte amikasinin MiK yogunlugu etkisinde IL- 1
alfa yanit1 belirlendi. Dokuz ve 12. saatlerde IL- 1 alfa yanitnin kontrole yakin degerlerde
oldugu goriildii (Grafik 17).

K2 susu ile enfekte hiicrelerde gentamisin etkisinde tiim saatlerde IL-1 beta yanitinin
oldugu goriildii Ilging olarak sifirmci saatte gentamisinin MIK yogunlugunda IL-1 beta
yanitinin arttigr belirlendi. amikasin etkisinde ise 0. saatten itibaren goriilen IL-1 beta
yanitmin 6 ve 9. saatlerde azaldig1 saptandi. Onikinci saatte ise amikasinin % 12.5 MIK
yogunlugu etkisinde IL-1 beta yaniti goriildii. Netilmisin etkisinde 0. saatte IL-1 beta
yanitmin olmadig1 belirlendi. Altinci saatte netilmisinin % 50 MIK yogunlugunda IL-1 beta
yanitinmn arttig1 goriildii. Dokuz ve 12. saatlerde netilmisinin MIK yogunlugu etkisinde IL-1
beta yanitinn yiiksek oldugu saptandi (Grafik 17).

K2 susu ile enfekte hiicrelerde aminoglikozidlerin etkisinde O ve 6. saatlerde IL_10
yanitinin olmadigi goriildii. Gentamisin ve netilmisin etkisinde 9 ve 12. saatlerde 1L-10
yanitmin kontrole yakin oldugu belirlendi. Dokuzuncu saatte amikasinin % 25 MIK
yogunlugunda IL-10 yanit1 kontrole gore yiiksek bulundu. Onikinci saatte sadece % 12.5 MiK
yogunlugu etkisinde IL-10 yanitinin oldugu belirlendi (Grafik 18).

K2 susu ile enfekte hiicrelerde gentamisin etkisinde tiim saatlerde IL-12 yanitinin
oldugu belirlendi. Sifirmci saatte gentamisinin MIK yogunlugu etkisinde IL- 12 yanitmm
yiiksek oldugu goriildii. Amikasin etkisinde 0. saatte goriilen IL-12 yanitinin, 6. saatte % 50
MIK- % 25 MIK yogunluklar: etkisinde oldugu belirlendi. Dokuzuncu saatte amikasinin %
25 MIK, % 12.5 MIK ve % 6.2 MIK yogunluklar: etkisinde kontrole gére azaldig1 goriildii.
Onikinci saatte amikasinin % 25 MIK yogunlugu etkisinde kontrol ile ayn1 degerde IL-12
yanit1 goriildii. Netilmisin etkisinde 0. saatte IL-12 yanitinin olmadig1 goriildii. Altinci saate
netilmisinin MIK-% 12.5 MIK ve % 6.2 MiK yogunluklar: etkisinde kontrole gére azalmus
IL-12 yanit1 belirlendi. Dokuz ve 12. saatlerde kontrole yakin oranlarda IL-12 yanit1 saptand1
(Grafik 18).
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Grafik 17: K2 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,

netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki IL- 1 alfa ve IL- 1 beta yanitlarmin kinetigi
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Grafik 18: K2 susu ile enfekte edilen HEp-2 hiicrelerine aminoglikozidler (gentamisin,

netilmisin, amikasin) uygulandiktan sonraki IL- 10 ve IL- 12 yanitlarinin kinetigi
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5. TARTISMA

Antibiyotikler MiK, sub-MIK ve supra-MIK yogunluklarinda, bakterinin viriilans
salgilarin1  degistirebilir ve sub-MIK antibiyotik yogunluklardaki davranislar1 iizerine
calismalar, tedaviye de 151k tutar. Sub-MIK, s6zgelimi bir yara enfeksiyonunda, cilt alt1 kilcal
damarlardaki antibiyotik yogunluklari, yogunluklar; adhezinleri ve yiizey proteinlerinin
sayilarin1 degistirerek, bakterinin tutunmasmi, morfolojisini viriilansini, hareketini etkiler
(Yim ve ark, 2007). Fonseca ve arkadaslari, piperasilin/tazobaktam antibiyotiginin sub-MIK
yogunluklarinda duragan fazdaki P. aeruginosa’ nin tutunmasinin azalmasmin nedenlerini;
hem duragan hem de iireme fazinin baginda hidrofobiklik degisimi, bakteri seklinin degisimi,
her iki biiylime fazinda da bakteri hareketindeki degisiklik olarak ag¢iklamislardir (Fonseca ve
ark, 2007). Bakteriyal tutunma (“binding” — biyofilm) ve bakterinin konaga kolonizasyon
evreleri oldukca karmasiktir. Bu karmasik evrelerin yorumlanmasi ve ¢ogunlugu algilama
sistemlerinin yolaklarmin tanimlanmasinda P. aeruginosa model mikroorganizma olarak
kullanilmaktadir (Stewart, 1996; Waters ve Bassler, 2005).

Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Aminoglikozidler (Gentamisin, Netilmisin;
Amikasin) Etkisinde In vitro ve Enfeksiyon Modelindeki Enfekte Hiicrelerden izole
Edilen Bakterilerin Cogunlugu Algilama Yamtlari: Mikroorganizmalar viriilans
Ozelliklerini birbirleri ile iletisim halinde iken genlerinde “upregulation/ downregulation”
(“upregulation: ekspresyondaki artis, “downregulation: ekspresyondaki azalma) bi¢iminde
degistirirler. Mikroorganizma topluluklar1 6zellikle degisen mikrogevreye uyum gosterirken
(antibiyotik tedavisi = bakterinin ilk tutundugu kimyasal ¢evreden farkli hale gelen kimyasal
cevre,.. gibi) olduk¢a basarihdir. P. aeruginosa’ nin direngli ve virulan birgok tipi,
mikrogevre sinyallerini kullanan ¢ogunlugu algilama sistemleri ile genotiplerini ve
fenotiplerini yeniden diizenler. Arastirmamizda bu nedenle ¢ogunlugu algilama sistemleri
olan las ve rhl sistemlerini kullanan (mutant olmayan) standart ATCC 27853 P.
aeruginosa, K1 ve K2 suslar kullanilmistir.

In vitro deneylerimizde; standart ATCC 27853 P. aeruginosa susunda (biyofilm

negatif / aljinat pozitif oldugu bilinir) gentamisin, amikasin ve netilmisinin MIK ve sub-MiK
yogunluklar1 etkisinde, las cogunlugu algillama sistemlerinin cahstigi belirlendi (Las
cogunlugu algilama sistemi, bakteri tutunmasinin “mikrokoloni olusmasi donemi”’nde

etkin hale gecer).
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Yine standart ATCC 27853 P. aeruginosa susunda (biyofilm negatif / aljinat pozitif
oldugu bilinir) gentamisinin tim yogunluklar1 etkisinde rhl sisteminin cahstig1 saptandi.
Amikasin ve netilmisinin MIK yogunluklarmin rhl sisteminin cahsmasim1 baskiladigi, ancak
% 50 MiK yogunluklardan itibaren rhl sisteminin baskilamadig belirlendi (rhl ¢ogunlugu
algilama sistemi, las sisteminin cahsmasi ile devreye girer ve rhamnolipid, ikinci
metabolitlerin iiretimini tetikler).

K1 susunda gentamisin, amikasin ve netilmisinin MiK ve sub- MIK yogunluklarinda
las sisteminin ¢alismasinin baskilandigi goriildii. Gentamisinin % 12.5 MIK yogunlugundan
itibaren rhl sisteminin ¢cahstig1 saptandi. Amikasinin tiim yogunluklari etkisinde K1 susunda
rhl sisteminin ¢aliymasimin baskilandig belirlendi. Netilmisinin tiim yogunluklar1 etkisinde
de rhl sisteminin cahstig1 saptandi. Celiskili gibi gériinen bu sonug, uzun zincirli las
sistemini saptama yontemimizin duyarhiligi veya 3. cogunlugu algilama sistem olan
“pqs” sistemi ile ilgili olabilir. Las ¢ogunlugu algilama sistemi ile hem pgs hem de rhl
sistemlerini yonetmektedir. Diger bir deyisle rhl sistemi las ve pgs sistemi ile kontrol
edilmektedir. Ancak rhl gogunlugu algilama sistemi hiyerarsik diizenlemede farkli calisabilir.
Las ¢cogunlugu algilama sistemi etkin olmasa da rhl’ ye baglh viriilans sistemlerinin galistig1
goOsterilmistir. Dordiincii bir sistem olan “Integrated Quorum Sensing” (IQS) sistemi ise P.
aeruginosa’ da las ¢ogunlugu algilama sisteminin baskinligini tersine ¢evirir. Lasl ve lasR
mutantlarda 1QS sisteminin, pgs ve rhl sistemlerinin ekspresyonunu ve ¢ogunlugu algilama
bagimli viriilans faktorlerinin tretimini upregiile ettigi gosterilmistir (Lee ve ark, 2013).
Spekiilasyon: K1 klinik susunda las sisteminin ¢alismadigi aminoglikozid (gentamisin,
amikasin, netilmisin) yogunluklarinda pgs ve 1QS sistemleri, 3. ve 4. sistemler olarak, rhl
sisteminin ¢alismasini diizenlemis olabilir.

K2 susunda gentamisin, amikasin, netilmisin etkisinde las ve rhl sistemlerinin
calismasinin baskilandig goriildii.

Enfeksiyon modeli deneylerimizde; enfekte hiicrelerden 0, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde

izole edilen standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslarimin ¢ogunlugu algilama
sistemleri degerlendirildi. Sifir, 9 ve 12. saatlerde aminoglikozidlerin etkisinde ve
aminoglikozid uygulanmamis kontrol grubundaki her ii¢ susun las ve rhl ¢cogunlugu algilama
sistemlerinin ¢caligmadig1 goriildii. Alt1 ve 18. saatlerde ise, aminoglikozidlerin etkisinde ve
aminoglikozid uygulanmamis kontrol grubundaki her ii¢ susun las ve rhl ¢cogunlugu algilama
sistemlerinin galistig1 belirlendi.

In vitro ¢ogunlugu algilama sistemleri yanitlarinin enfeksiyon modelindeki enfekte

hiicrelerden izole edilen bakterilerin ¢ogunlugu algilama sistemleri yanitlarindan farkli olmasi
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ilging bir sonugtur ve bakterinin enfeksiyon siiresince mikrogcevreye adaptasyon yetenegi
sayesinde fenotipik 6zelliklerini degistirdigini gostermektedir (Bjarnsholt T ve ark, 2013). Bu
da bakteriyel ¢cogunlugu algilama sistemlerinin diizenlenmesinde mikrogevre Ozelliklerinin
etkin oldugu gorisiinii ve mikrogevreye uyumda cogunlugu algilama yolaklarinin
degisebildigi desteklemektedir. P. aeruginosa ile enfekte kistik fibrosisli hastalardan alinan
balgam, bronko alveolar lavaj Orneklerinde cogunlugu algilama sinyal molekiillerinin
uretildigi gosterilmistir. Enfeksiyonu gelisiminde ¢ogunlugu algilama sistemlerinin etkili
oldugu bilinmektedir (Collier ve ark, 2001; Middleton ve ark, 2002; Guina ve ark, 2003).
Pearson ve arkadaslari, standart P. aeruginosa susu ile lasl/rhll mutant suslarla yaptiklari
caligmada; mutant suslarda viriilans 6zelliklerinin 6nemli miktarda azaldigini1 gostermislerdir
(Pearson ve ark, 2000). Calismamizda kullanilan P. aeruginosa suslarmin, farkli mikrogevre
ozelliklerini temsil eden gentamisin, amikasin ve netilmisinin MIK ve sub-MiK
yogunluklarinda; ¢ogunlugu algilama sistemlerinin kontrol ettigi baglanma- aljinat iiretimi,
biyofilm olusumu, alkalen proteaz ve jelatinaz iizerine etkilerinin her sus ve antibiyotik icin
farkli farkli olduklar1 goriildii. Degisen mikrogevreye uyumda bakterinin viriilans
Ozelliklerinin degistigini belirledik. Bu sonug¢ bakterinin mikrogevreye uyumda fenotipik
ozelliklerini degistirdigi goriisii ile uyumlu bir sonugctur.

Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Aminoglikozidler (Gentamisin, Netilmisin;
Amikasin) Etkisinde In vitro ve Enfeksiyon Modelinde Enfekte Hiicrelerden izole Edilen
Bakterilerin Alkalen Proteaz ve Jelanitaz Yamtlari: Korneal enfeksiyonlarda; konak
dokunun yikimi bakteri toksini ve / veya proteazlari ile gerceklesmektedir. Besin azliginda
bakteri etkin proteaz enzimlerini salgilayarak kronik enfeksiyon siiresince insan dokusunda
canli kalabilmektedir. Elastaz A (lasA), elastaz B (lasB), alkalen proteaz ve proteaz IV P.
aeruginosa ‘nin trettigi ve hiicre dis1 proteaz enzimleridir. Elastaz ve alkalen proteazin
korneal epitellere penetrasyonda etkin oldugu gosterilmistir. Korneal enfeksiyon bolgesinden
izole edilen P. aeruginosa suslarini ¢ogunlugu algilama sinyal molekiilleri iirettigi, enfektif
olmayan kontak lens ve / veya korneadan izole edilen suslarin ise; cogunlugu algilama
sistemlerinde etkin olan lasl, lasR veya rhll genlerinden mutant (-/-) oldugu belirlenmistir
(Zhu ve ark, 2004; Lynch ve ark, 2002).

In_vitro deneylerimizde; aminoglikozidlerin MIK ve sub-MIK yogunluklar

etkisindeki standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslarinin alkalen proteaz ve
jelatinaz enzimi iretimleri 0, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde degerlendirilmistir. Bu zaman
dilimlerinde aminoglikozid uygulanmamis iic susun da alkalen proteaz ve jelatinaz

enzimlerini irettikleri goriildii. Sifir ve 18. saatlerde aminoglikozidlerin etkisinde her ii¢
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susun da alkalen proteaz ve jelatinaz enzimlerini trettikleri belirlendi. Altinci saatte
gentamisinin tiim yogunluklar1 etkisinde standart ATCC 27853 P. aeruginosa susunun,
Amikasinin MIK, % 50 MIK, % 25 MIK, % 12.5 MiK yogunluklar1 etkisinde K1 susunun,
netilmisinin tiim yogunluklar1 etkisinde ise K1 ve K2 suslarinmin alkalen proteaz enzimi
iiretimlerinin baskilandig1 goriidii. Dokuzuncu saatte ise, aminoglikozidlerin tiim yogunluklar1
etkisinde standart ATCC 27853 P. aeruginosa susunun, gentamisinin tiim yogunluklari
etkisinde de K1 susunun alkalen proteaz enzimlerinin baskilandigi saptandi.
Aminoglikozidlerin tiim yogunluklar1 etkisinde K2 susunun proteaz enzimini Urettigi
belirlendi. Sifir, 6 ve 9. saatlerde aminoglikozidlerin tiim yogunluklar: etkisinde ii¢ susta da
jelatinaz enzimi tiretiminin oldugu belirlendi. P. aeruginosa’ nin viriilans 6zelliklerinin her
birinin, her zaman eksprese etmedigi bilinmektedir. Aminoglikozidlerin MiK ve sub- MIK
yogunluklar1 etkisinde alkalen proteaz ve jelatinaz yanitlarinin, susa ve antibiyotik
yogunluguna bagli olarak degismesi, bakterinin farkli mikrogevreye verdigi farkli yanitini
gostermektedir. Oldak ve arkadaglari; ¢alismalarinda bakteri cogalmasinin logaritmik fazinda
ve metabolik aktivitenin azaldig1 duragan fazda siprofloksasin uygulamasinin P. aeruginosa’
nin alkalen proteaz enzimi iiretiminde etki etmedigini gostermislerdir (Oldak ve Trafny,
2005).

Enfeksiyon modeli deneylerimizde; enfekte hiicrelerden izole edilen standart

ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslarimin alkalen proteaz ve jelatinaz enzimleri
tretimleri 0, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde degerlendirildi. In vitro sonug¢lardan farkli olarak
0.saatte aminoglikozilerin tiim yogunluklar1 etkisinde alkalen proteaz ve jelatinaz enzimleri
tretimlerinin baskilandigi belirlendi. Yine in vitro sonuglardan farkli olarak 6. saatte
gentamisin ve netilmisinin tim yogunluklar1 etkisinde standart ATCC 27853 P. aeruginosa
susunun, amikasin ve netilmisinin tiim yogunluklar1 etkisinde K1 susunun, netilmisinin tiim
yogunluklar1 etkisinde K2 susunun alkalen proteaz ve jelatinaz enzimlerini irettikleri
belirlendi. Onikinci saatte, (in vitro’ dan farkli olarak) aminoglikozidlerin etkisinde standart
ATCC 27853 P. aeruginosa susunun, gentamisin ve amikasin etkisinde K1 susunun,
gentamisin etkisinde K2 susunun alkalen proteaz enzimini iirettigi goriildii.

Hoiby ve arkadaslar1 kistik fibrosisli hastalardan izole edilen P. aeruginosa suslari ile
yaptiklar1 arastirmalarinda bakterinin degisen mikrocevreye adapte oldugunu ve bu
adaptasyon siiresince bakteride fenotipik degisiklikler oldugunu géstermislerdir (Hoiby ve ark
2011). Hiicre dis1 enzim iiretimleri, her {i¢ susta konak (HEp- 2 hiicre dizisi) karsilastiktan
sonra degismis olmasi P. aeruginosa’ nin degisen mikrogevreye uyumunda fenotipik

degisiklik gosterdigini desteklemektedir. Uyum yeteneginin bir sonucu olan bu farkliliga
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klinik agisindan bakildiginda, bakterinin konak savunmasindan kagis1 sagladigi
goriilmektedir. Konak (mikrogevre) 6zelliklerine uyum saglama siirecinde viriilans genlerinin
sunum (expression) mekanizmalarinin uyarilmasi ile bakterinin enfeksiyon bdlgesinde
sagkalimi saglanmis olmaktadir ( Hoiby ve ark, 2001).

Pseudomonas aeruginosa Suslarimin Aminoglikozidler Etkisinde In vitro ve
Enfeksiyon Modelinde Enfekte Hiicrelerden izole Edilen Bakterilerin Baglanma- Aljinat
Uretimi ve Biyofilm Olusumu: Biyofilm olusum basamaklar1 tutunma, mikrokoloni
olusumu, olgunlagsma ve dagilma olarak tanimlanmaktadir. Tutunma evresinden sonra goriilen
mikrokoloni olusumunda, bakteriler Psl, Pel ve aljinat eksopolisakkaritleri iiretirler. Daha
sonra yapiya hiicre dis1t DNA (eDNA) bilesenleri katilmaktadir (Chiang ve Burrrows, 2003;
Vallet ve ark, 2001; Ma ve ark, 2009). P. aeruginosa’ nin viriilans gostergelerinin arastirildigi
birgok ¢aligsmada hem planktonik hem de biyofilm formunda tiremede ekzopolisakkarit aljinat
tiretiminin oldugu gosterilmistir. Aljinat, mukoid P. aeruginosa suslarmin 6nemli hiicre dis1
bileseni olarak tanimlanmaktadir. Aljinatin kompleman aktivasyonunu inhibe ettigi, notrofil
ve makrofajlarin fagositik etkisini azalttig1 gosterilmistir (Oliver ve ark, 1985; Meshulam ve
ark, 1984; Learn ve ark, 1987).

Biyofilm olusumu yiizeye tutunma ile baslayan, bakteri ve mikrogevre arasindaki
karmasik etkilesim mekanizmalar1 ile devam eder. Mikrogevre ile etkilesim ilk birkac¢ saat
boyunca goriilen geridoniistimlii tutunma baglar. Daha sonra bakterinin polisakkaritleri ve
pilileri ile geridoniistimsiiz tutunma gergeklesir. Epitel hiicreleri ve mukus gibi solunum yolu
bilesenlerine bakteriyel tutunma enfeksiyon gelisiminin ve kolonizasyonun ilk adimi olarak
tanimlanir (Worlitzsch ve ark, 2002).

Kistik fibrosisli hastalarin akciger alveollerinde ve farkli konak dokularinda olusan P.
aeruginosa enfeksiyonlar1 igin, antibiyotiklere karsi direng gelismesi nedeniyle, biyofilm
olusumlar1 olduk¢a onemlidir. Kistik fibrosisli hastalarda mukus salgis1 diisiik oldugundan
enfeksiyonlara zemin hazirlamasi nedeniyle firsat¢1 enfeksiyon etkenleri (Pseudomonas,
Aspergillus, ...) ile ¢caligmalar yapilmaktadir (Manavathu ve ark, 2014; Lopes ve ark, 2014;.
Hengzhuang ve ark, 2012). Bu ¢alismalarda s6zgelimi P. aeruginosa enfeksiyon ortaminda,
oksijen yogunlugunun diisiikliigline bagli olarak metabolizmasmi degistirerek ilgili
antibiyotiklere farkli yanitlar verdigi saptanmustur.

In vitro deneylerde standart ATCC 27853 P. aeruginosa ve K1 suslarinin 12. ve 18.

saatlerde baglanma- aljinat iretimi oldugu belirlendi. Standart ATCC 27853 P. aeruginosa
susunun 12. saatte gentamisinin MiK yogunlugunda, amikasinin % 6.2 MiK yogunlugunda

baglanma- aljinat {iretiminin arttig1 belirlendi (p<0.05). Amikasinin % 50 MiK yogunlugunda
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ise baglanma- aljinat iretiminin baskilandig1r goriildii (p<0.01). Onsekizinci saatte ise
baglanma-aljinat iiretiminin gentamisinin % 25 MIK yogunlugunda arttig1 belirlendi
(p<0.001). Amikasinin MIK, % 50 MiK yogunluklarinda, netilmisinin MiK yogunlugunda
baglanma- aljinat iiretiminin azaldigi goriildii (p<0.01). K2 susunda ise aminoglikozidlerin
etkisinde baglanma- alijnat iiretimlerinin kontrole gore azaldigi belirlendi (p<0.05). K2
susunda 12. saatte baglanma- aljinat iiretimi oldugu, 18. saatte ise susun biyofilm
olusturdugu belirlendi. Onikinci saatte gentamisinin MIK, % 12.5 MIK ve % 6.2 MiK
yogunluklar1 etkisinde baglanma- alijnat iiretimlerinin baskilandig1 gorildi (p<0.01).
Onsekizinci saatte gentamisin ve amikasinin tiim yogunluklarinda baglanma- alijnat
tiretiminin devam ettigi fakat biyofilm olusumunun olmadigr goriildii (p<0.05). Netilmisin
etkisinde K2 susunun biyofilm olusturabildigi ve netilmisinin % 12.5 MiK yogunlugunda
biyofilm olusumunun kontrole gére arttig1 saptandi (p<0.01).

Enfeksiyon modeline enfekte hiicrelerden 0, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde izole edilen

bakterilerin baglanma- aljinat liretimi ve biyofilm olusumu degerlendirildi. Enfekte edilen
HEp-2 hiicrelerinden izole edilen (kontrol) standart ATCC 27853 P. aeruginosa susunun 12
ve 18. saatlerde baglanma- alijnat tiretimi oldugu gorildi. K1 ve K2 suslarinda 9 ve 18.
saatlerde baglanma- alijnat tiretimi oldugu belirlendi. Onikinci saatte ise K1 susunda
baglanma- aljant iiretiminin devam ettigi, K2 susunun biyofilm olusturdugu goriildii. Suslar
ile enfekte edilen hiicrelere aminoglikozid uygulmasindan sonra 0, 6, 9, 12 ve 18. saatlerde
bakteriler izole edilerek baglanma- aljinat tiretimleri ve biyofilm olusumlar1 degerlendirildi.
Onikinci saatte gentamisinin % 50 MiK yogunlugundan itibaren, amikasinin MIK-% 50 MIK-
% 25 MIK yogunluklarinda, netilmisinin MIK yogunlugunda standart ATCC 27853 P.
aeruginosa susunun baglanma-aljinat tretiminin baskilandigi belirlendi (p<0.001).
Onsekizinci saatte ise aminoglikozidlerin tim yogunluklar1 etkisinde baglanma- aljinat
iiretiminin baskiland1g1 goriildii (p<0.001). Dokuzuncu saatte amikasin ve netilmisinin MIK,
% 50 MIK yogunluklarinda K1 susunun baglanma-aljinat iiretiminin baskilandig1 goriildii
(p<0.05). Gentamisinin ve netilmisinin etkisinde 18. saatte K1 susunun biyofilm olusturdugu
saptandi. Amikasinin MiK ve % 50 MIK yogunlugu etkisinde ise baglanma- alijnat
tiretiminin baskilandig1 goriildi (p<0.001). Onsekizinci saatte ise gentamisin ve netilmisin
etkisinde K1 susunun baglanma- alijnat iiretiminin baskilandig1 belirlendi. Amikasinin MIK-
% 50 MIK- % 25 MIK yogunluklarmda K1 susunun aljinat iiretiminin baskilandig1 goriildii
(p<0.001). Dokuz, 12 ve 18. saatlerde gentamisinin etkisinde, 12 ve 18. saatlerde amikasinin
tim yogunluklar1 etkisinde, 18. saatte netilmisinin tiim yogunluklar1 etkisinde K2 susunun

baglanma-aljinat iiretiminin ve biyofilm olusumunun baskilandig1 goriildii (p<0.001).
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Aragtirmamizda elde ettigimiz “dalgalanmalar” gosteren bakteri yanitlarinin, baglanma-
aljinat tiretimi/ biyofilmin gelisme, olgunlasma ve ayrilma olarak tanimlanan evrelerine
paralel gitttigi diisiiniilmektedir. Ancak 6zellikle 12. saatten once elde edilen hiicre kiiltiir
sonuglart oldukga ilgingtir. Akciger hiicre hatti, makrofaj hiicre hatti gibi farkli hiicre
modellerinde daha fazla sayida sus ve daha fazla antibiyotik gruplari ile yapilacak daha ileri
calismalarin bu konu ile ilgili sorular1 yanitlamada katki saglayabilecegi diistintilmektedir.

Enfeksiyon bolgesinde bakteri hiicreleri farkli fizyolojik mikrogevrelerde bulunabilirler.
Biyofilm olusumunda; yiizeye tutunma, yiizeyde ¢ogalma ve bakterinin bulundugu ¢ogalma
fazi1 6nemlidir (Roberts, 2005; Walkers ve ark, 2003). Farkli fizyolojik mikrogevrelerde
(farkl1 enfeksiyon bdlgelerinde), c¢ogalmanmn yavaslamasi bakterileri antibiyotiklerden
korunmasini saglamaktadir ve bu da biyofilm olusumu ile meydana gelen direncin bakteri
cogalmasi ile iligkili oldugunu gostermektedir. Biyofilm i¢inde oldugu zaman P. aeruginosa’
daki uzun dénem adaptasyonlari, genomlarindaki artan mutasyonlar ile meydana gelmektedir.
Bu genomik degisiklikler nokta mutasyonlari, genomik adalarin kazanilmasi ve kaybedilmesi,
genomik yeniden diizenlemeleri icermektedir (Spoering Alve Lewis; 2001). Calismamizda
belirledigimiz suslarin farkli aminoglikozid (gentamisin, amikasin ve netilmisin) farkh
yogunluklarinda fakli zamanlarda biyofilm yapisini olusturabilmesi, adaptasyon siirecinde
suslarmm “farkli yanit” verdikleri goriisiinii destlekler goriilmektedir. Topikal (i¢erikteki
antibiyotigin yaklasik olarak %30’ un emildigi kabul edilir) ve / veya sistemik (periferik
dolagimdaki etken maddenin miktari, etken maddenin ilk enjekte edildigi yerden daha diisiik
olacaktir) antibiyotikler ile enfeksiyonlarin sagaltiminda biyofilm olusumundan kaynaklanan
problemler ¢ikmaktadir (Percival ve ark, 2005). Calismamizda zamana bagl olarak azalan
antibiyotik yogunluguna paralel olarak 12. saatte klinik suslarda biyofilm olusumunun
meydana gelmesi bunu destekler gériinmektedir.

Enfeksiyon modelindeki apoptoz nekroz degerlendirmesinde altinci saatte standart

ATCC 27853 susunun amikasin ve netilmisinin % 25 MIK’ ten itibaren; K1 susunun
gentamisinin MiK- % 12,5 MIK yogunluklarinda, amikasinin % 50 MIK yogunlugunda; K2
susunun ise gentamisinin % 25 MIK yogunlugunda baglanma-aljinat iiretiminin basladig
belirlendi. Konak ile etkilesimin in vitro kosullarda belirlenenden daha hizli oldugu
digiiniilebilir. In vitro degerlendirmemizde baglanma- alijnat iiretiminin tiim suslarda 12.
saatte ve enfekte hiicrelerden izole edilen bakterilerin baglanma- alijnat tiretimleri 9.saatte

basladig1 goriildii. Onikinci saatte K1 ve K2 suslarinin biyofilm olusturduklar1 belirlendi.
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Bu bulgu konak ile karsilasan bakterinin baglanma-aljinat tiretimi ve biyofilm olusumu
Ozelligini degistirdigini gostermektedir. Ayrica mikroskobik degerlendirmede tespit edilen
“aljinat” yapinm altinc1 saatte goriilmesi konaktaki bakteri davraniginin farkli oldugu
gortigiinii  desteklemektedir. Biyofilm seklinde iireme gosteren bakterilerde goriilen
antibiyotiklere kars1 direng yavas iireme (uzun siiren yenilenme zamani), biyofilmin
tabanindaki oksijen miktarinin azalmasi gibi cesitli faktorlere bagli olarak gelismektedir.
Biyofilm yapisinda iireyen bakterilerde direncin artmasi, antibakteriyel tedavinin neden
basarisiz olabildigini agiklamaktadir. Buna karsin antibiyotikler i¢in laboratuarlarda in vitro
duyarhlik testleri yapilmaktadir. Diger yandan antibiyotik tedavileri planktonik bakterileri
eradike ederek hastalarin belirli dl¢lide iyilesmelerini saglamaktadir. Planktonik iireyen
bakterilerin antibiyotik duyarliliklarin1 belirlemek i¢in laboratuarlarda kullanilan rutin
teknikler, biyofilmlerde lireyen bakterilerin eradikasyonlar1 icin yeterli ol(a)mayabilirler
(Hoiby ve ark, 2001). Biyofilm olusumunda; acrobik ve anaerobik solunumda 6nemli olan
proteinlerin yapimi degismektedir. Protein yapis1t ve hareket 6zelligi degisen biyofilm
yapisindaki bakteriler bu evrede tekrar planktonik fenotipe donmektedir (Sauer ve ark, 2002).
Schaber ve arkadaslar1 klinikten izole ettikleri P. aeruginosa suslarinin polikarbonat
membranda biyofilm olusumunu saglayarak, planktonik form ile biyofilm formunun; P.
aeruginosa enfeksiyonlarinda siklikla kullanilan imipenem (karbopenem [-laktam),
gentamisin  (aminoglikozid) ve  piperasilin-tazobaktam  (B-laktamaz  inhibitorii)
antibiyotiklerine kars1 duyarhliklarmi arastirmiglar ve biyofilm formunun planktonik forma
gore yaklagik 10 kat daha direngli hale geldigini gostermislerdir (Schaber ve ark, 2007).

Biyofilm yapilarinda, fiziksel olarak antibiyotik penetrasyonunun baskilanmasi
direncinin artmasmna neden olmaktadir (Gillis ve ark, 2005). Hoffman ve arkadaslari
aminoglikozid gurubu antibiyotiklerin sub-MIK yogunluklarinin “aminoglycosidase response
regulatory” (Arr) genini aktive ederek P. aeruginosa’ da biyofilm olusumlarmi arttirdiklarini
gostermislerdir (Hoffman ve ark, 2005). Bu ilging bir sonugtur: Arr; biyofilm olusumu,
viriilans etmenlerinin sunumu ve antibiyotik direnci i¢in gerekli proteinlerin sentezlenmesinde
ikincil mesajct olan disiklik GMP (di- ¢ GMP)’ nin sentezlenmesinde onemli olan gen
bolgesidir ve bakterinin antibiyotikleri “mesajc1” olarak algiladigmi gostermektedir
(Kulasakara ve ark, 2006).

In vitro kinetik calismamizda 12 ve 18. saatlerde baglanma- alijnat iretiminin
goriilmesi, aminoglikozidlerin (gentamisin, amikasin ve netilmisin) kullanilan ¢ P.
aeruginosa suslar1 {izerinde baglanma- aljinat {retimini artirict etkisi olabilecegini

gostermistir. Ayrica enfeksiyon modeli kinetik c¢aliimamizda hiicrelerde “aljinat yap1”
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goriiliirken, hiicreden izole edilen bakterilerde goriilmemesi, mikrogevreyi olusturan
antipseudomonal antibiyotiklerin yanisira konagm da bakterinin aljinat olusumuna etkin
oldugunu gostermektedir. Aljinat, enfeksiyonun kronik evresi ile iligkili olarak bakterinin
polisakkarit stres yaniti olarak tanimlanmaktadir (Schurr, 2013). Hiicre kiiltiiriinde aljinat
yapinin goriilmesi kronik enfeksiyon baslangici olarak yorumlanabilir.

Uriner ve akciger P. aeruginosa enfeksiyonlarinda olusan biyofilm yapi mimarisinin
antibiyotik direncinin gelismesinde olduk¢a 6nemli bir etkisi oldugu bilinmektedir. Kalin
mukozal yapi; kistik fibrosisli hastalarin akcigerlerinin dnemli bir mikrogevre 6zelligidir.
Landry (2006) ve arkadaslar1 in vitro yaptiklari bir ¢aligmada musin {izerinde biiyiik hiicresel
birikimler ile olusan P. aeruginosa biyofilmlerinin mimarisinin farkli oldugunu ve musin ile
iliskili biyofilmlerin tobramisine daha direngli oldugunu gostermislerdir (Landry ve ark,
2006). P. aeruginosa yavas ¢ogalma evresinde, planktonik ve biyofilm hiicrelerinin
siprofloksasine esit direng gosterdigi goriilmiistiir. Ancak ¢ogalma hizi artikga, planktonik
hiicreler biyofilm hiicrelerinden daha duyarli hale gelmektedir. Bu sonuca gore biyofilmin
yapisal elemanlar1 ve ¢ogalmanin yavaslamasi, antibiyotik sagaltiminda biyofilmlerin neden
oldugu direncgte olduk¢a dnemlidir. Biyofilm hiicrelerinin planktonik hiicrelerden 15 kat daha
fazla antibiyotik direnci kazandigi donem, duragan (stationary phase) dénemdir. Buna gore
cogalmanin hizlanmas1 direng seviyeleri i¢in bir gostergedir ve ¢ogalmanin yavaslamasi da
koruyucu bir etki gosterebilmektedir (Costerton, 1999). Onikinci saatte aminoglikozidlerin
etkisinde in vitro da baglanma-aljinat iiretiminin olmasi, enfeksiyon modelinde de K1 ve K2
suslarmin biyofilm olusturmasi bu goriisii desteklemektedir.

Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 Suslan ile Enfekte
Edilip; Aminoglikozid Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerideki Apoptoz-Nekroz Yanitlarinin
Degerlendirilmesi: Cok hiicreli organizmalarim en 6nemli 6zgiil bagisik yanitlarindan biri de,
diger hiicrelerin sagligi i¢in enfekte hiicreyi “feda etmek™ tir. Apoptotik ve nekrotik hiicre
Olimii mikrobiyal enfeksiyonlara karst gorilen Onemli savunma mekanizmalaridir
(Bergsbaken ve Cookson, 2007; Lamkanfi ve Dixit, 2010). Apoptoz (programlanmis hiicre
olimii-intihar1) sadece immun sistemin homeostasisi igin degil ayn1 zamanda konak- etken
etkilesimlerindeki klinik ilerlemenin ve enfeksiyon siddetinin belirlenmesinde temel
gostergelerden biri olarak belirtilmektedir. Enfekte konak hiicrelerin apoptoz ile temizlenmesi
ile mikrobiyal ¢ogalma ve yayilim baskilanabilmektedir (Lamkanfi ve Dixit; 2010). P.
aeruginosa enfeksiyonlarimm erken evresinde apoptoz (apotoz evresinde ayrica immiin
sistemin uyarimi gerceklesmez ve apoptotik cisimlerin iiretilmesi ile etkenin yasamini

stirdiirmesine yardimci olabilecek apoptotik paketler olusur) goriilmektedir (Le Berre ve ark,
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2004; Junkins ve ark, 2014). HeLa bulas1 epitel hiicre dizisi; larinks epidermoid karsinoma
olan HEp-2 hiicre dizisinde ise zamana bagh olarak degerlendirdigimiz apoptoz -nekroz
yanitlarinda, alijnat liretiminin goriildiigii saatlerde nekrozun (hiicrenin ani ve kaza sonucu
Oliimii, immiin sistem uyarilabilir) oldugu belirlendi. Baglanma- aljinat tiretiminde apoptozun
goriilmemesi, P. aeruginosa enfeksiyon modelinin bu saatlerde “kronik enfeksiyona”
doniistiigliniin bir gostergesi olabilir. Ayn1 zamanda bu enfeksiyonun seyrinin susa bagli
olarak degisiklik gosterdigini de ortaya koymaktadir.

Onsekizinci saatte, standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2
suslar1 ile enfekte, antibiyotik uygulamasi yapilmayan HEp- 2 hiicrelerinde IL- 1 alfa, IL- 1
beta, IFN gama, TNF alfa, IL- 4, IL- 8, IL- 10 ve IL- 12 yanitinin olmadig1 belirlendi. Bu
sonu¢ literatiir ile uyumlu olarak bakterinin aljinat {iretmeye basladiktan ve biyofilm
olusturduktan sonra konagin “immun yanitindan” korundugu goriisiinii desteklemektedir (
Donlan ve Costerton, 2002; Drenkard, 2003; Holm ve Vikstrom,2014).

Standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 Suslan ile Enfekte
Edilip; Aminoglikozid Uygulanan HEp- 2 Hiicrelerideki Nitrit Oksit ve Sitokin
Yanitlarinin Degerlendirilmesi: Nitrik oksit (NO) oOnemli bir ikincil sinyal ve
antimikrobiyal etki mekanizmalarinda etkili olan serbest radikal bir gazdir (Bogdan ve ark,
2000). NO sentaz enzimi ile L- arjininden sentezlenen NO’ in {i¢ izoformu tanimlanmustir.
Endotelyal NOS ve noral NOS temel olarak nanomolar seviyesinde eksprese edilip
iiretilmektedir (fizyolojik yanitta iiretilenler). Ucgiincii NOS izoformu olan uyarilabilir
(inducible) NOS (iNOS), enflamatuvar uyarim sonrasi azami 6lgiide eksprese edilmektedir
(patolojik yanitta tiretilen) ve goreceli olarak biiyiilk miktarlarda, mikromolar seviyesinde
iiretilmektedir. iNOS ile iiretilen NO birgok bakteri, mantar, protozoan ve helmintlere karsi
antimikrobiyal etki gostermektedir (Ermert ve ark, 2002; Shaul ve ark, 2002).

Konak yanitinin degerlendirildigi enfeksiyon modeli kinetik ¢alismasinda, sadece
bakteriler ile enfekte HEp-2 hiicrelerinin NO yanitlarmm (¢alismamizda elde edilen NO
degerleri, iNOS etkinligi sonucu hiicrelerin irettigi NO miktarlarmi gosterir —patolojik
yanitlar sonucu ortaya ¢ikar) 0. saatten itibaren basladigi ve 6, 9, 12 ve 18. saatlerde artarak
devam ettigi saptandi. Dokuzuncu saatte standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile
enfekte hiicrelerin NO yanitinmn; gentamisinin % 25 MIK yogunlugundan itibaren kontrole
gore azaldig1 gorildi (p<0.05).

K1 susu enfekte hiicrelerin NO yamitlarinin gentamisinin % 50 MIK yogunlugundan

itibaren (p<0.001), K2 susu ile enfekte hiicrelerin ise gentamisinin tiim yogunluklarinda
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kontrole gore azaldigi belirlendi (p<0.01). Onikinci saatte ii¢ sus ile enfekte hiicrelerin
aminoglikozidler etkisinde NO yanitlarmin kontrole gore azaldigi goriildi (p<0.001).

Dokuzuncu saatte standart ATCC 27853 P. aeruginosa susu ile enfekte hiicrelerin
NO yamtmin, amikasinin % 12.5 MiK yogunlugu etkisinde kontrole gére arttig1 belirlendi
(p<0.001). K1 susu ile enfekte hiicrelerde ise amikasinin MIK, % 50 MiK ve % 25 MIK
yogunlugunda nitrik oksit yanitinin olmadigi goriildii. K2 susu ile enfekte hiicrelerde de NO
yamtmmn amikasinin MiK yogunlugunda olmadigi, sub-MIK yogunluklarinda kontrole gére
azaldig1 belirlendi (p<0.001).

Onikinci saatte standart ATCC 27853 P. aeruginosa ve K1 suslar1 ile enfekte
hiicrelerin gentamisin etkisinde NO yanitlarinin kontrole gore azaldigi gorildii (p<0.001). K2
susu ile enfekte hiicrelerde ise amikasinin MiK yogunlugunda yanitin olmadigu belirlendi
(»<0.001). Onikinci saatte standart ATCC 27853 P. aeruginosa ve K1 suslar1 ile enfekte
hiicrelerin NO yanitlarmm netilmisin etkisinde azaldigi saptandi. K2 susu ile enfekte
hiicrelerin NO yamitlarmin ise netilmisinin MIK yogunlugunda arttign (p<0.01) goriildii.
Netilmisinin sub- MIK yogunluklarinda ise yamitin kontrole gore azaldigi belirlendi
(p<0.001).

INOS makrofajlar, nétrofiller ve epitel hiicreleri tarafindan eksprese edilmektedir. Bu
hiicrelerdeki ekspresyonu IL-1, TNF- a ve IFN- y gibi proenflamatuvar sitokinler ve
lipopolisakkarid yapis1 ile diizenlenmektedir (Shaul ve ark, 2002). Arastirmamizda TNF-a ve
IFN- v yanitlarinin olmadigi, IL- 1 alfa ve IL- 1 beta yanitlarinin zamana, susa, ve
aminoglikozidlerin yogunluguna bagl olarak degistigini gordiik. Parmerly ve arkadaslar1 P.
aeruginosa’ nin TNF-alfa, IFN-gama, IL-1alfa, IL-1 beta tiretimlerini inaktive edebildigini
gostermislerdir (Parmerly ve ark,1990). Normal konak inflammatuvar yaniti iki fazdan
olusmaktadir:

(1) Sinyal iletimi, gen transkripsiyonu ve pro- enflamatuvar aracilarin tiretimi ile sonuglanan
aktivasyonun uyarilmasi ve

(2) Sinyal iletimi, gen transkripsiyonu, anti-enflamatuvar aract molekiillerin {iretiminin
artmasi ve pro-enflamatuvar aract molekiillerin liretiminin azalmasi, endositosis ve temel
duruma gec¢isi tanimlayan terminal faz (Sagel ve ark, 2007). Arastrmamizda tiim
aminoglikozidlerin tiim yogunluklar1 etkisinde 0, 6, 9 ve 12. saatlerde susa ve
aminogilokizlderin yogunluguna bagl olarak degisen IL-1 alfa, IL-1 beta, IL- 10 ve IL- 12
yanitinin oldugunu belirlendi. Enfeksiyon modeli ¢alismamizda 18. saatte ortamda hi¢ hiicre
kalmadigmmi ancak aljinat iiretiminin oldugu goriildii. Zamana, antibiyotige ve antibiyotik

yogunluklarmma gore farklilik gdsteren sitokin yanitlari ¢calismamizda kullanilan mikrogevreye
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yanitta (enzim {retimi, cogunlugu algilama sistemleri yanitlari, baglanma-aljinat {iretimi ve
biyofilm olusumlar1) farklilik gosteren standart ATCC 27853 P. aerginosa, K1 ve K2
suslarimin farkli sekilde konak immun yanitini uyardigini géstermektedir.

Immun sistem ile ilgili yorumlarmizda hiicre hattinin 6zelligine bagh olarak elde
ettigimiz sonucglara bakacak olursak: Sifir, 6, 9 ve 12. saatlerde, standart ATCC 27853 P.
aeruginosa, K1 ve K2 suslan ile enfekte edilen ve aminoglikozid uygulanmayan HEp-2
hiicrelerinde 1L-4, IL-8, TNF- alfa, IFN-gama yanitlarinin olmadigi goriildii. Onsekizinci
saatte standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslar ile enfekte edilen ve
aminoglikozid uygulanmayan HEp-2 hiicrelerinde IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-4, IL-8, IL-10, IL-
12, TNF- alfa, IFN-gama yanitlarinin olmadigi belirlendi. Bu noktada bu sinyal
molekiillerinin 6zgiin antikorlart ile ileri hiicre kiiltiir calismalarinin bakteri sayismin artiginin

enfeksiyonu ve biyofilm gelisimini etkileyip etkilemedigi ile ilgili calisilmasi1 gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tez c¢aligmasinda hazirlananin vitro ve hiicre kiiltiirii  enfeksiyon
modellemelerinde “Translasyonel Tip” (from benchside to bedside-from bedside to
benchside) kavramina uygun sekilde, “klinisyenin hasta basindaki sorunlarina katkida
bulunmak” amaci giidiilmistiir. Pseudomonas aeruginosa firsat¢1 bir patojendir, hiicrede
ilgili reseptdrlere tutunarak enfeksiyon yaratir. Ozellikle bagisiklik sistemi zayiflamis
hastalarda ortaya ¢ikan enfeksiyonlar1 6ldiiriicli olabilir. Bu enfeksiyonlarin tedavisi klinik
hekimin genellikle “basini agritan” konulardandir ¢linkli laboratuvar caligmalarindan gelen
sonuclar her zaman hekime yardimci olmayabilir. Doktora tez ¢aligmasinda “laboratuvar-
klinik uyumsuzlugu” nun nedenlerini arastirmak tiizere, patojenin in vitro (klinik
mikrobiyoloji laboratuvarindaki tani testlerini simgeler) yasam dongiisii ile enfeksiyon
modeli- hiicre kiiltiirii (canli konagi temsil eder) yasam dongiisii biribirinden farklidir /
degildir, hipotezleri iizerinden deneysel c¢alisma modelleri hazirlanmigtir. Giiniimiizde
tedavide kullanilan antibiyotiklere karsi (gentamisin, amikasin ve netilmisin olmak iizere {i¢
anti-pseudomonal aminoglikozid degerlendirilmistir), 6zellikle enfeksiyon modeli- hiicre
kiiltliriindeki donglisiinde, bakterinin ve konagin nasil davrandigi, bu davranig(lar)in
antipseudomonal tedaviyi nasil etkileyebilecegi arastirilmistir.

In vitro deney sonuglarmna gore; her iic Pseudomonas aeruginosa susunun (ATCC
standart sus, K1 ve K2 klinik suslar1), alkalen proteaz ve jelatinaz tiretimlerinin (ekstraseliiler
salgilanan; kompleman sistemini — immiinoglobiilinleri — hiicresel bagisikligi baskilayan
viriilans etkenleri) antipseudomonal aminoglikozidlerin etkisiyle “zamana bagli olarak”
degistigini belirledik. Baglanma- aljinat tiretiminin her {i¢ susta kullanilan aminoglikozidlerin
tim dilusyonlarinda 12. saatte olusturmaya basladigini ve 18. saatte devam ettigini
gordiik. Enfeksiyon modeli deney sonuglarma gore ise; standart ATCC 27853 P. aeruginosa
susunun 12 ve 18. saatlerde baglanma- alijnat {retiminin oldugunu belirledik.
Aminoglikozidlerin etkisinde 18. saatte baglanma- alijinat iiretimin baskilandigini gérdiik. K1
ve K2 suslarinin 9 ve 18. saatlerde baglanma- alijnat irettiklerini, 12. saatte de biyofilm
olusturduklarni belirledik. In vitro’ dan farkli olarak 18. saatte aminoglikozidlerin etkisinde
K1 ve K2 suslarmin baglanma-alijnat liretimi ve biyofilm olusumlarinin baskilandigini
belirledi. Enfeksiyon modelinde, aminoglikozidler ile karsilasan K1 ve K2 suslarinin 12.
saatte daha viriilan hale geldigi goriilmektedir. Bu sonuclara gore, antibiyotik duyarlilik

testleri ile ilgili bilinen “duyarlilik i¢in yapilan inkiibasyon siireleri 16-18 saat olur” kavramini
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tartigmaya agmak gerekebilir. Ancak bunun i¢in de test edilecek sus sayisi arttirilarak, farkli
antibiyotik gruplar1 ile standardizasyon ¢aligsmalar1 yapilmalidir.

In vitro ve enfeksiyon modelindeki  kinetik ¢alismalarda, “12. saatin kritik
goriinmesinin” nedeni, bu degisikligin biyofilm i¢indeki bakterilerin karbon-oksijen-fosfat-
nitrik oksit gibi degisen mikrocevre kosullarina uyum amaciyla, genetik sunumlarinin
farklilasmasma bagl olabilir. Ayrica biyofilmin igindeki bakterilerin yogunluguna bagli
olarak salinan ¢ogunlugu algilama sinyal molekiillerinin uyardigi gen bolgesi de degismis
olabilir. Yine biyofilmin ”mantar seklindeki mimarisi’nden aljinat iiretimi de sorumludur, bu
yapinin kanallar1 i¢indeki su ve oksijen miktarlari, onemli bir mikrogevre ortami olarak
(karbon — oksijen miktarlar1 {izerinden), bakterinin metabolik yapismin diizenlenmesini
etkileyecek genetik degisimlere neden olabilir.

Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarlar1’ nda hastadan alinan klinik 6rnekten bakteri izole
edilmekte ve izole edilen bakterinin antibiyogrami yapilmaktadir. Antibiyogram sonuglari
genellikle “overnight” (ertesi giiniin sabahi, 16-18 saat sonra) inkiibasyondan sonra
degerlendirilir. Ancak dikkat edilmesi gereken konu sudur: Hastadan izole edilen bakteri olas1
biyofilm yapisindan ayrilmis bakteridir ve bu durumda bakteri planktonik evrede (baglanma-
aljinat dretimi yoktur) iken antibiyogram yapilmaktadir. Hiicreye tutunmus bakterinin
patojenite Ozellikleri ile laboratuvarda besiyerlerinde (in vitro) tiretilen bakterinin patojenite
ozellikleri, mikrocevreye adaptasyon Ozelliginden dolayr ayni olmayabilir. izole edilen
bakterinin biyofilm olusturma 6zelliginin belirlenmesi-bilinmesi ve daha sonra bu dikkate
almarak “biyofilm temelli antibiyogram uygulanmas1” klinik agidan yararl olacaktir.

Geligen antikorlarin biyofilm i¢ine ulagsmadigi bilinmektedir. Bugiine kadar yaptigimiz
calismalarda elde ettigimiz veriler her ne kadar yeni sorulara yol agiyor olsa da bu sonucun
calismalaraimizin verimliligi ve etkinliginin bir gdstergesi olarak kabul edilmesi gerektigini
diisiiniiyoruz. Bu anlamda deneysel model calismalarimizin DNA sekanslama (dizileme)
yontemi ile bakterinin enfekte ettigi bireye-hiicreye 6zgiin 6zelliklerin ¢alisilmasi, dolayisi ile
“tailored medicine”(kisisellestirilmis tip) noktasia taginmasi gerektigini diisiiniiyor ve gerek
bu yontemlerin standartizasyonu gerek maliyet analiz (“cost effectiveness”) caligsmalarinin

gerekliligine inaniyoruz.
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