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KISALTMA DiZiNi

AHL: Agillenmis Homoserin Lakton

Al: Kendi Kendini Uyarici, “Autoinducer”

AK: Amikasin

Arr: “Aminoglycoside Response Regulator”

CRP: “Catabolite Repressor Protein”

CA: Cogunlugu Algilama

di ¢-GMP: Ikincil Mesajc1 Olan di Siklik Guanozin Mono Fosfat
EPS: Ekzopolisakkarit

GN: Gentamisin

Las I: 3- oxo- C12 — HSL- L, Uzun Zincirli AHL Sentezinden Sorumlu AI Sentaz Geni
Las R: “Transcriptional Activator” Proteini Kodlayan Gen

LBA: Louria Bertani Agar Besiyeri

LBB: Louria Bertani Broth Besiyeri

LPS: Lipopolisakkarit

McF: McFarland

MHB: Muller Hinton Broth Besiyeri

MIiK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon

NET: Netilmisin

Rhl I: C4 — HSL, Al Sentaz Geni, Kisa Zincirli AHL Sentezinden Sorumlu Al Sentaz Geni
Rhl R: “Transcriptional Activator” Proteini Kodlayan Gen
RpoS: Sigma Faktor

Sub-MIiK: Subminimal inhibitér Konsantrasyon
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OZET

Pseudomonas aeruginosa Enfeksiyonu Gelisiminde, Etken-Konak Etkilesiminin

Karsihikh Kinetigi

Biyotik ve abiyotik yiizeylere yerlesebilen ve firsat¢1 bir patojen olan Pseudomonas
aeruginosa; diinyada oldugu kadar {ilkemizde de hastane infeksiyonlarinin onemli bir

kaynagidir.

Mikroorganizmalarin kendi aralarinda haberlesme sistemleri olan Cogunlugu Algilama
(CA; Quorum Sensing), virulans etkenlerinin liretiminin yeniden diizenlenmesinde de etkin
olmaktadir. Bakteriler, hiicre dis1 sinyal molekiilleri ile calisan bu sistemleri lokal

yogunluklarini belirlemek amaci ile de kullanirlar.

Konak (in vitro sistem) ve degisik antibiyotik konsantrasyonlar: (subminimal inhibitor
konsatrasyonlar =sub-MIK) ile karsilasmis Pseudomonas arasindaki iliskinin tanimlanmasi

sagaltimin planlanmasinda 6nem kazanmaktadir.

Gilinlimiizde Pseudomonas enfeksiyonlarinin sagaltiminda antibakteriyeller yani sira,

bakterinin genotipik ve fenotipik tiplendirilmesinin de biiyiik 6nemi oldugu diisiiniilmektedir.

Bu calismada; minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK) belirlendikten sonra
gentamisin, netilmisin ve amikasinin MIK ve sub-MIK konsantrasyonlari ile karsilasmis biri
CA olumlu, digeri CA olumsuz iki klinik Pseudomonas aeruginosa ve standart Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (CA olumlu) suslarinin CA sistemleri, biyofilm olusumu, alkalen
proteaz, jelatinaz, oksidaz, katalaz iiretimi, kinetikleri belirlenen zaman araliklarinda

degerlendirilmistir.

Sonug olarak Pseudomonas sagaltiminda CA’ nin yeni, olas1 “sagaltim hedefleri” deki
rolliniin anlasilmasinda; CA olumlu ve CA olumsuz Pseudomonas aeruginosa suslar ile
konak arasindaki iliski, CA sistemlerinin patojenite lizerine olas1 etkileri, bu etkilerin

zamanlamalarinin saptanmasi gibi bir¢cok etmenin yer aldig1 kanisina varilmistir.

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

konsantrasyonlari,

0%



SUMMARY

Mutual Kinetics of Agent — Host Relation in the Development of Pseudomonas

aeruginosa Infection

Pseudomonas aeruginosa is a human opportunistic pathogen that colonises biotic and
abiotic surfaces and has been emerging as an important source of nosocomial infections in
Turkiye as well as any other country in the world.

It was shown that quorum sensing is an inter bacterial signalling system and is efficient
on the regulation of virulence factors. These systems are efficient with extracellular signalling

molecules and are used in order to detect the local concentration of bacteria.

In planning the therapy it is getting necessary to identify the relationship between the
host (in vitro system) and the Pseudomonas following the exposure of the decreasing

concentrations of antibiotics (subminimal inhibitory concentrations = sub-MICs).

Today it is thought that the therapy of Pseudomonas infections can not be realized only
by the antibacterials but the genotyping and phenotyping are the main stones of this

multifactorial therapy.

In this study, following the determinations of minimum inhibitor concentrations (MICs)
of gentamicin, netilmicin and amikacin; biofilm formation, alkalene protease, gelatinase,
catalase productions of the two clinically isolated Pseudomonas aeruginosa (one is QS
positive / one is QS negative) and standard ATCC 27853 strains (QS positive), that were
exposed to MIC and sub-MICs of these antibiotics, were determined in identified time

intervals.

As a result, it is suggested that factors like the relation between QS positive / QS
negative Pseudomonas aeruginosa strains with the host and the possible effect of QS systems
on pathogenicity may play important roles in understanding the effect of QS in the new,

possible therapeutic targets.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, “Quorum Sensing”’, subminimal inhibitory

concentrations



GIRIS ve AMAC

Yeterli niifus yogunlugunda bakteriler; salgiladiklar1 autoinducer (Al) adi verilen 6zgiil
molekiiller ile aralarinda iletisimi saglarlar ve bu kontrol mekanizmasi Cogunlugu Algilama
(CA; Quorum Sensing) olarak adlandirilir. Patojen bakteriler CA sistemlerini kullanarak
viriilans etmenlerinin yapimini kontrol ederler.

Pseudomonas aeruginosa, lzerinde bir¢cok bilimsel c¢alismanin stirdirildigi bir
mikroorganizmadir. CA sistemlerinin varligi, bu bakterinin viriilans davranislarinin yalnizca
bir bolimiinii agiklar goriinmektedir. P. aeruginosa ile konak (in vitro sistem) ve
antibakteriyeller arasindaki etkilesimi ele alan c¢aligmalar, bu mikroorganizmanin insan
viicudundaki davraniglarini agiklamak ve sagaltim modelleri iizerindeki calismalara yon

vermek noktasinda degerli bilgiler sunacaktir.



1. GENEL BiLGILER

1.1.Pseudomonas aeruginosa’ nin Genel Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) toprakta ve suda siklikla bulunan Gram
olumsuz bir bakteridir. Zor kosullar altinda canli kalabilen ve firsat¢1 patojen olan P.
aeruginosa; kistik fibrosis, yanik enfeksiyonu ve HIV hastalar1 gibi immun sistemi
baskilanmis hastalarda ciddi, sagaltim1 zor enfeksiyonlara neden olabilir (1).

Akut ve kronik enfeksiyon boyunca farkli viriilans etmenleri {iretebilen P. aeruginosa;
hastane enfeksiyonlarinin % 16, hastane kokenli {iriner sistem enfeksiyonlarmin % 12 ve
cerrahi enfeksiyonlariin % 8’ inin etkenidir (2).

Viriilans, bakterinin hastalik yapma kapasitesini gosterir. Bakteri hiicrelerini konak
immun savunmasindan koruyan, dokuda kolonizasyona ve / veya invazyona neden olan hiicre
dis1 enzimler ve / veya hiicre ylizeyine bagli etmenler, bakterinin viriilansini belirlemektedir.
Viriilans etmenlerinin enfeksiyon boyunca bakterinin yasamasi ve tiremesi i¢in gerekli olmasi,
sadece prokaryotlara 0zgii bir 6zelliktir. Ayn1 zamanda bu virulans etmenleri sagaltimda
antibakteriyellerin de hedefleridir. Enfeksiyonun erken sathalari boyunca bakteri, dkaryotik
hiicre ylizeylerine ve hiicre dig1 matrikse tutunmak i¢in yiizey adhezinlerini olusturur. Eger
enfeksiyon kroniklesmeye baslarsa, hiicre dis1 toksinlerin ve konaktan korunmak icin gerekli
olan etmenlerin yapimi artmaktadir (3). Kolonizasyon sonrasinda iiretilen tiim bu viriilans
etmenlerinin, bakteriyel enfeksiyonlarin yayilmasina, kolonizasyondan sonra doku hasarina,
kan dolagimina invazyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bu hiicre dis1 enzim ve toksinlerin
iretimi P. aeruginosa’ nin enfeksiyon evresine ve yerlestigi yere gore degismektedir (4, 5).

P. aeruginosa; tire 6zgii hiicre dis1 virulans etmenleri olan elastaz, alkalen proteaz,

ekzoenzim S ve ekzotokzin A gibi birgcok proteaz ve toksin iiretir (Sekil 1).
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flagel LPS

Alginat/ biyofilm _/)\’f/ Hiicre dis1 iiriinler
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— alkalen proteaz
—hemolizinler
—fosfolipaz C
—rhamnolipid
—Ekzotokzin A
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Sekil 1. P. aeruginosa’ nin virulans etmenleri. P. aeruginosa’ da hem hiicre ile iliskili
flagel, pilus, adhezinler, alginat/biyofilm, lipopolisakkarit (LPS) hem de proteaz,
hemolizin, ekzotokzin A, ekzoenzim S, piyosiyanin gibi hiicre dis1 virulans etmenleri

bulunur (5 numarah kaynaktan alinmstir).

1.2. Biyofilm Olusumu

Biyofilm olusumu, bakterilerin ekzopolisakkarit (EPS) ve fimbriyalar ile biyotik ve /
veya abiyotik yiizeye tutunmasiyla baslamaktadir. Yiizeye tutunan bakterinin tutunma
materyali olarak yeni EPS sentezlemesi ile biyofilm yapis1 gelismeye baslar (Sekil 2). EPS
sentezi ile ilgili enzimlerin {iretiminden sorumlu genlerin sunumu ve degisen mikrogevreye
uyumda etkin olan proteinlerin saliniminin artmasi ile biyofilm yapisindaki bakterilerin
fenotipleri, planktonik bakterilerden farkli bir fenotipe doniismektedir (6,7).

Mikroorganizmanin tipi, yiizey bilesenlerinin yapist ve / veya c¢evresel etmenlerin
cesitliligi biyofilm yapisindaki farkliliga neden olmaktadir. Biyofilmler; mikroorganizma,
glikokaliks (bakteriyel ekzopolisakkarit) ve ylizey olmak flizere ii¢ temel bilesenden
olugmaktadir. Bu bilesenlerden birinin olmadigi durumda biyofilm yapisinin olusmadigi

gosterilmistir. Bircok tiirde baskin olarak anyonik yapida olan, glikokaliks bileseni ve



cevresindeki besin ile mineraller ve in vitro ortamda pH, pCO2, pO,, divalent katyon
yogunlugu, hidrasyon diizeyi bakterinin mikrogevresini olusturmaktadir (8).

Biyofilm olugsumunun gelisimi Sekil 2’ de 6zetlenmistir(9).

OLUSUM

Yiizeye Kolonizasyon ve  EPS iiretimi Diger
tutunma tutunma &biyofilm bakterilerin

olusumu tutunmasi

Sekil 2. Biyofilm olusumunun gelisimi (9 numarah kaynaktan alinnmstir).

Biyofilm gelisimi, ¢evresel kosullarin etkisine gore dinamik ve statik olmak {izere iki
bicimde degerlendirilir ve deneysel modeller bu ayrim iizerinden kurgulanabilir. Statik
biyofilm olusumunda biyofilmin asir1 tiretimi gozlenirken, dinamik biyofilm olugsumlarinda;
ortamin hareketli olmasi (akis hiz1 ve yogunluguna bagli olarak kopma giicii: shear stres) ve
havalandirmanin artmasina bagli olarak, statik biyofilm olusumuna kiyasla daha az ve olusum
stiresinin daha uzun oldugu gosterilmistir. Dinamik kosullarda, planktonik kiiltiir
yogunlugunun daha fazla oldugu buna karsin planktonik biiylime ile ters orantili olarak
tutunmanin daha az oldugu gosterilmistir (10).

Tek veya birgok bakteri tiirii birlikte; kateter, kontak lens gibi bir¢ok gereg ylizeylerinde
biyofilmler olusturabilmektedir (11- 13). Biyofilm katmanlarindaki bakterilerin yerlesimine
gore degisen fizyolojik ortam farkliligi, antibiyotik sagaltiminda karsilagilan problemlerin
nedeni olabilmektedir. Bakteriler biyofilm olusturdugu zaman, antibakteriyel ajanlarin
etkisine 10-100 kat daha direngli hale gelmeleriyle, sagaltim giigliikleri ortaya ¢ikmaktadir
(14).



Biyofilm olusmasiyla birlikte ortaya c¢ikan direncin gelismesinde tanimlanan

mekanizmalar:
1. Antibakteriyel ajanlarin bakteriye etkisinin fiziksel ve kimyasal olarak engellenmesi,
2. Biyofilm yapisindaki bakterilerin; besin azligi nedeniyle iireme hizlarini
yavaglatmalari,
3. Genel stres yanitlarinin etkinlesmesi,
4. Biyofilm olusumu ile birlikte bakteride meydana gelen fenotip degisikligi
olarak ac¢iklanmaktadir (15, 16).

Biyofilmin temel bileseni olan glikokaliks matriksinin iiretimi, antibakteriyel ajanlarin
biyofilm yapisinda bulunan bakterilere ulagsmasin1 engellemektedir (17). Mimarilerindeki
farkliliga gore, kalin ve ince olarak tanimlanan biyofilm tiirlerinde antibiyotiklere direncin
farkli oldugu gosterilmistir. Kalin biyofilm yapisinda bulunan bakterilerin, hidrojen

peroksidin etkisinden korunduklari da belirlenmistir (18).

1.3. Cogunlugu Algilama

Bakteriler iletisim sinyalleri ile bulunduklar1 yerdeki yogunluklarini belirleyip, degisen
yogunluga gore davramislarimi degistirirler. Bu davranis, ¢ogunlugu algilama (“quorum
sensing”) (CA) olarak adlandirilmaktadir. Bakteri yogunluguna bagli olarak salinan sinyal
molekiilleri ile ¢calisan CA sistemleri, bakteri plazmid konjugasyonu, antibiyotik biyosentezi,
biyofilm olusumu ve g¢esitli virulans etmenlerinin iiretimi gibi bir¢ok fizyolojik etkinligi
diizenlemektedir (19- 22).

Cogunlugu Algilama kavrami ilk kez, deniz hayvanlarinin 151k organlarina yerleserek
simbiyoz yasayan bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri (V. fischeri) ° de tammmlanmistir. V.
fischeri deniz hayvaninin 151k organinda yiiksek yogunluklara kadar tireyebilir. Belli bir esik
degerin lizerindeki yogunluga kadar iirediklerinde, lux CDABEGH genleri ile sifrelenen
lusiferaz enzimini iiretirler ve bunun sonucunda bir 1s1ma gerceklesir. Bu enzimin etkinligi
disiik yogunluklarda baskilanir (23). Gram olumsuz bakterilerde de CA, V. fischeri’de ilk
defa agiklanan LuxIR dizgesi araciligiyla olabilmektedir. LuxIR dizgesi, LuxI proteinini
kullanarak “kendi kendini uyaric1” (AI) ve buna baglanarak gen sunumunu diizenleyen LuxR’
yi birlestirir (Sekil 3) (24). Bakteri tarafindan iiretilen AI’ lar, tiire 6zgiil olmakla birlikte

nadiren diger tlirlerin LuxR tipi diizenleyicileri ile birbirlerini etkiler (25).



LuxI-tip LuxR-tipi
uyaricl o L Transkripsiyonel
sentaz \ Etkinlestirici (R-protein)
+
@ —o —
Uyarici Al
R-protein/ Al
\ bilesii
Hiicre zan o
Al

Sekil 3: Hiicre- hiicre iletisim sinyal sistemi. CA sistemi “autoinducer” (AI) 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 zarindan ¢ikarak hiicre dis1 haberlesmede

sinyal molekiilii olarak kullanilir (5 numarah kaynaktan alinmstir).

CA sistemlerinin ¢aligma evreleri:

1. Hiicre yogunluguna bagl birikme,

2. Kiigiik sinyal molekiilleri,

3. Komsu hiicreleri belirleme,

4. Belirlenen yogunluga gore 6zgiil transkripsiyonel yanitlari tetikleme,
bigiminde 6zetlenebilir (26).

Gram olumlu bakteriler; sinyal molekiilleri olarak peptidleri kullanirlar. Bu Al peptidler
sitoplazmada onciil peptidler olarak iretilir, yikilir, degistirilir ve taginir. Bu hiicre dis1 Al
polipeptidler; iki bilesenli bir dizge ile calisir. Dig zara bagl algilayici bir kinaz proteinin dig
bolimii AI’ lar1 saptar, sonra fosforlanir ve DNA’ ya baglanip onun kopyalanmasini
diizenleyecek bir yanit diizenleyicisini etkinlestirir (27, 28).

Al-2 hem Gram olumlu hem de Gram olumsuz bakterilerde kullanilan CA sinyal
molekiilleridir. Al- 2, ¢evre kosullarinda LuxP / LuxQ adi verilen iki bilesenli dizge ile
tanimlanir ve bunun sonucunda olusan fosforlanma zinciri gen kopyalanmasinin

diizenlenmesi ile sonu¢lanmaktadir (29, 30).



Gram olumsuz bakteriler, Al olarak adlandirilan “agillenmis homoserin lakton” u
(AHL) hiicreler arast sinyal molekiilii olarak kullanmaktadirlar. Fizyolojik kosullarda
biliylimenin 6zgiil evreleri boyunca iiretilen, bakteriden difiizyon ve/ veya transport yolu ile
salinan Al molekiilleri; esik degerdeki yogunluga ulasana kadar bakteri disinda birikir,
cevredeki bakteriye girer, transkripsiyonal aktivatorleri etkiler ve genlerin transkripsiyonunu
tetikler (32). Tiim bakterilerin AI molekiilleri benzer kimyasal yapida olmasina ve kendi yag
asitlerinin modifikasyonunun farklilig1 nedeniyle tiire 6zgii olmasina karsin degisik tiirdeki

bircok bakterinin ortak Al molekiillerini kullandig1 gdsterilmistir. (22, 31).

1.4. Pseudomonas aeruginosa — Biyofilm iliskisi

Bakteri mikrocevrede birikmeye baslayinca besin azligi nedeniyle iireme
yavaglamaktadir. Olgun biyofilmlerde meydana gelen iiremenin yavaglamasi, antibiyotiklere
dirence neden olabilmektedir. Kistik fibrosisli hastalarin akcigerlerinden izole edilen P.
aeruginosa viriillans etmenlerinin ¢evre kosullarina gore diizenlendigi gosterilmistir. Kistik
fibrosisli hastalarin akcigerlerinin solunum yiizeylerinin diisiik oksijen icermesi nedeniyle bu
mikrogevrede olusan P. aeruginosa biyofilmleri; aerobik kosullarda olusan biyofilm yapilar
icin gerekli olan farkli genlerin aktivasyonu ile olugsmaktadir (32).

Uriner ve akciger P. aeruginosa enfeksiyonlarinda olusan biyofilm yap1 mimarisinin
antibiyotik direncinin gelismesinde olduk¢a 6nemli bir etkisi oldugu bilinmektedir. Kalin
mukozal yapi; kistik fibrosisli hastalarin akcigerlerinin 6nemli bir mikrogevre 6zelligidir.
Landry ve arkadaslar1 in vitro yaptiklar1 bir ¢alismada musin iizerinde biiylik hiicresel
birikimler ile olusan P. aeruginosa biyofilmlerinin mimarisinin farkli oldugunu ve musin ile
iliskili biyofilmlerin tobramisine daha direncli oldugunu gostermislerdir (33). P. aeruginosa
yavag ireme evresinde, planktonik ve biyofilm hiicrelerinin siprofloksasine esit direng
gosterdigi goriilmiistiir. Ancak lireme hiz1 artikga, planktonik hiicreler biyofilm hiicrelerinden
daha duyarli hale gelmektedir. Bu sonuca gore biyofilmin yapisal elemanlar1 ve tliremenin
yavaglamasi, antibiyotik sagaltiminda biyofilmlerin neden oldugu direncte olduk¢a 6nemlidir.
Biyofilm hiicrelerinin planktonik hiicrelerden 15 kat daha fazla antibiyotik direnci kazandig1
donem, duragan donemdir. Buna gore iliremenin hizlanmasi diren¢ seviyeleri igin bir
gostergedir ve liremenin yavaglamasi da koruyucu bir etki gosterebilmektedir (6).

Fizyolojik degisiklik oldugu zaman cevre streslerinden hiicreyi korumak igin *“Stres

yanitlart” meydana gelir. Boylelikle bakteriler sicak ve soguk soklardan, pH



degisikliklerinden ve kimyasal ajanlarin etkilerinden korunmus olurlar. Bu stres yanitlarinin
merkezi diizenleyicisi duragan donemde sunulan sigma etmenidir (RpoS). Bakteriler yiizeye
tutunmaya basladigr zaman genel biyofilm fenotipini olusturmaya baslar veya planktonik
hiicrelerdeki biyofilm olusumu ile ilgili olarak tanimlanan genleri uyarmakta veya olusumunu
baskilamaktadir. Direng fenotiplerinin meydana gelmesinde sinirlt besin, belirli stres tipleri,

artan hiicre yogunlugu veya tiim bu etmenler birden etkili olabilir (6).

1.5. Pseudomonas aeruginosa - Cogunlugu Algilama iliskisi

P. aeruginosa’ nmin hiicre disina salgiladigi bir¢ok virulans etmeninin kontrolii ve
biyofilm olusumunun; birbiri ile iligkili “las” ve “rhl” olarak tanimlanan iki CA sistemi ile
kontrol edildigi gosterilmistir (7). Bu sistemler; biyofilm olusumu, elastaz (LasA ve Las B),
alkalen proteaz, hidrojen siyanid, ekzotokzin A, piyosiyanin, lektin, rhamnolipid, sigma
etmen (rpoS), ve siiperoksid dismiitaz basta olmak iizere cesitli virulans etmenlerinin
iretimini kontrol etmektedir (31).

Las B elastazin yapimini diizenleyen ve bu nedenle de “las sistemi” olarak adlandirilan
birincil sistem; Las I ( 3- oxo- C12 — HSL- L, uzun zincirliAHL sentezinden sorumlu Al
sentaz geni ) ve Las R ( “transcriptional activator” proteini kodlayan gen) genlerinden
olusmaktadir. Bu sistem biyofilm olusumunu ve Las B elastaz, Las A proteaz, ekzotokzin A
gibi diger ekstraselliiler virulans etmenlerinin en uygun diizeyde iiretimini kontrol eder (34-
36).

Ikincil CA sistemi olan “rhl sistem” ise; vhl I ( C4 — HSL, Al sentaz geni, kisa zincirli
AHL) ve rhl R (“transcriptional activator” proteini kodlayan gen)‘ den olusur. Rhl AB
operonunun (operon: yonetici DNA bdlgesi) yapimini kontrol eden bu sistemin, rhamnolipid
dretimi i¢in gerekli olan “rhamnosyltransferase” enziminin sentezlemesini diizenlemesinin
yani sira, Las B elastaz, Las A proteaz, piyosiyanin, siyanid ve alkalen proteazin liretimini de

diizenledigi bilinmektedir (Sekil 4). ( 34, 37).

P. aeruginosa’ da cogunlugu algilama kontroliiniin modeli Sekil 4> de

gosterilmistir(38).
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Sekil 4: P. aeruginosa’ da cogunlugu algilama kontroliiniin modeli (38. numarah

kaynaktan alinmistir).

P. aeruginosa’ da tanimlanan lipaz ve proteaz, enfeksiyon siiresince yiizeye tutunmayi
saglayarak, biyofilm olusumu i¢in gerekli olan Tip IV pili gibi viriilans etmenlerinin
diizenleyicisi; Esherichia coli‘ de tanimlanan “catabolite repressor protein” (CRP) ile
homolog olan “Vfr” dir. Viriilans etmenlerinin genel diizenleyicisi olarak tanimlanan Vfr,
lasR  nin kopyalamay1 baslatan bolgesine 6zgiin baglanarak, dolayli yoldan CA sistemlerinin
kontroliinii yapmaktadir. Degisik sinyaller ile birgok geni harekete gegiren Vfr; LasR’ yi
harekete gecirerek elastaz ve piyosiyanin tiretimini saglamaktadir (39- 41).

Duragan donemde yapilan ve stres yanitlarinin merkezi diizenleyicisi olan RpoS; besin
azligl, osmotik basing, oksidatif stres gibi c¢esitli stres etmenlerine karsi birgok genin
aktivasyonunu tetiklemektedir (42). Yeterli bakteri yogunlugunda RpoS; rhll RNA’ siin
kopyalanmasini diizenledigi gosterilmistir (43, 44).

Dogal veya kimyasallardan iiretilen baskilayici etki gdsteren antibiyotikler; diger canli
mikroorganizmalarin liremelerini engeller. Tiim antibiyotiklerin makromolekiiler hedefleri
diger birgok hiicresel eleman ile islevsel etkilesim halindedir. Sub-MIiK degerlerinde, birgok

antibiyotigin farkli bakterilerde transkriptin biiyiik bir grubunun olusumunun artmasina veya



azalmasina neden olmaktadir. Yiiksek antibiyotik yogunluklarinda stres cevaplarinin tiretildigi
ve sub-MIK yogunluklarindaki degisik cevaplarin uyarildigi gosterilmistir (45).

Fiziksel olarak antibiyotik penetrasyonunun baskilanmasi ile biyofilmler direncin
artisina neden olmaktadir (46).

Hoffman ve arkadaslar1 aminoglikozidlerin sub-MIK konsantrasyonlarinin; ikincil
mesajc1 olan di siklik GMP (di ¢-GMP)’ 1 metabolizmasinda gerekli gen bolgesi olan;
“aminoglycoside response regulator” (Arr) genini aktive ederek P. aeruginosa’ da biyofilm
olusumunu arttirdiklarin1 gostermislerdir (47). P. aeruginosa’ da di c-GMP metabolizmasi
biyofilm olusumu, viriilans etmenlerinin olusumu ve antibiyotik direnci i¢in gerekli

proteinlerin sentezlenmesinde 6nemlidir (48).

1.6. Pseudomonas aeruginosa — Proteaz Enzimleri

Proteazin; akut P. aeruginosa enfeksiyonu boyunca etkin oldugu gosterilmistir. P.
aeruginosa; LasB elastaz, Las A elastaz ve alkalen ptoteazin bulundugu bir¢ok proteaz iiretir.
Alkalen proteazin doku invazyonu ve sistemik enfeksiyonlardaki etkisi tam olarak

aciklanmamakta birlikte korneal enfeksiyonlarda etkisi oldugu bilinmektedir (49, 50).

1.7. Pseudomonas aeruginosa — Oksidaz, Katalaz Uretimi

Aerop bakteriler; katalaz ve siiperoksit dismutaz enzimleri ile lireme sonrasi olusan
hidrojen peroksit ve siiperoksit iyonlarini metabolize etmektedirler. Hidrojen peroksit ve
siiperoksit iyonlarindaki oksijen atomu havanin serbest oksijeninden farkli elektriksel
yapidadir ve dis membran proteinlerine toksiktir. Bu toksik molekiiller; insan ldkositleri
tarafindan da olusturulur ve mikrobiyal yayilimi Onleyici etkileri vardir. Mikroorganizma
katalaz enzimi ile hidrojen peroksidi su ve oksijene gevirir. Siiperoksit dismutaz enzimi ile de
siiperoksiti hidrojen peroksit ve oksijene doniistiiriir. Hidrojen peroksit katalaz enzimi ile
metabolize edilmesi ile mikroorganizma i¢in toksik olan iyonlarin birikmesi engellenmis olur
(51).

Sitokrom oksidaz enzimi bazi bakterilerde elektron transportunun ve nitrat
metabolizmasinin bir iiyesidir. Bu enzim; fenilendiamin tiirevleri gibi besin maddelerinden

elektron alir, oksitlenmis bir iirlin olusur (52).
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1.8. 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.

Baslica Ustiinliikleri:

2. Gram- olumsuz aerobik basiller iizerinde; antibiyotiklerin ¢coguna gore ¢cok daha giiclii
etkinlik gosterirler,
3. Hizli bakterisid etki yaparlar,

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

1.8.2. Etki Mekanizmalari:

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

1. Protein sentezinin baglama basamaginin engellenmesiyle,

2. mRNA molekiillerinin iizerindeki 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.

Protein sentezini engelleyerek antibakteriyel etki gosteren diger antibiyotikler
bakteriyostatik olduklar1 halde, aminoglikozidlerin ayni temel mekanizma ile hizl1 bakterisid
olmalarinin nedenleri;

1. Ribozomlara baglanmalarinin geri doniisiimsiiz olmasi,

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

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

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

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

Aminoglikozid antibiyotiklerin ¢esitli tlirlerinin duyarli bakteriler tizerindeki etkinlikleri
nicel olarak farklilik gdsterir. Bu nedenle in vitro minimum inhibitér konsantrasyon (MIK)
degerlerine veya plazmadaki terapotik doruk konsantrasyonlar: 4-10 pg/ mL arasinda olanlar;
gentamisin, tobramisin ve netilmisindir. MIiK’> 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 iiyelerin belirli bakterilere kars1 etkinlikleri

digerlerinkinden fazla olabilir.

1.8.4. Gentamisin:

Micromonospora purpurea ‘ dan elde edilir. Gergekte yapica birbirine ¢ok benzeyen ti¢
gentamisin tiiriiniin (C; C;, ve C;) karisimindan ibarettir. Aminoglikozid ilaglar ig¢inde
amikasinden sonra spektrumu en genis olan ve antibakteriyel etki giicii en yliksek olanidir.
Duyarli bakterilerde direncin gelisimi yavas ve kiiciik derecededir. Amikasin hari¢ diger
aminoglikozidlere diren¢li olan bakteri suslarinda gentamisin etkin olmakla birlikte
gentamisine direngli bakteri suslart amikasin hari¢ diger aminoglikozidlerden pek

etkilenmezler.

1.8.5. Amikasin:
Aminoglikozidler arasinda yari1 sentetik yapilan ilk tiirevdir. Dogal bir ila¢ olan
kanamisin A’ dan asilleme suretiyle elde edilir. Yapist 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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1.8.6. Netilmisin:

Yar1 sentetik bir aminoglikozid antibiyotiktir. Amikasin gibi, bakterilerin salgiladig:
inaktive edici enzimlerin ¢oguna kars1 dayaniklidir; sadece asetilaz tarafindan inaktive edilir.
Bu nedenle gentamisine ve tobramisine direncgli Enterobacteriaceae grubu bakterilere karsi
etkilidir. Pseudomonas, Providencia ve Serratia tiirlerine kars1 etki giicli, gentamisine oranla

biraz daha diisiiktiir (53).
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Besiyerleri

1. Mueller Hinton Broth Besiyeri (Oxoid)
Louria Bertani Agar (Oxoid)

Louria Bertani Broth (Oxoi1d)

Skim Milk (Applichem)

Nutrient Agar (Applichem)

S

Gelatin (Applichem)

2.2. Kimyasal Maddeler

1. Gentamisin (I.E.Ulagay, 20 mg/mL)
Amikasin (Biosel, 100 mg/ mL)

Netilmisin (Schering Plough, 400 mg/ mL)
Katalaz reaktifi (% 3’ liikk hidrojen peroksid)

A

Oksidaz reaktifi (1: 1 nnnn- tetrametil- 1,4 — fenilen diamin hidroklorid)

2.3. Calismada Kullanilan Bakteriler

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

CA yanitlarim gostermek i¢in rhl sisteminin calistiin1  gosteren sus olan
Choromobacterium violaceum (CV026); las sisteminin calistigin1 gosteren sus olan

Agrobacterium tumafaciens (A136) suslar1 kullanildu.

2.4. Mikro Dilusyon Yéntemi ile MiK ve Sub-MiK’larimin Belirlenmesi

Her sus igin gentamisin, amikasin ve netilmisin antibiyotiklerinin MIK degerleri,
mikrodilusyon yontemi ile katyon eklenmis Mueller Hinton Broth (MHB) besiyerinde
saptandi. Bakteriler McFarland (McF) 0. 5 (1, 5 x 10® hiicre/mL)’ e esit bulaniklikta
hazirlandi. ELISA mikro plaklarindaki kuyucuklara 6nce MHB besiyerinden esit miktarlarda

dagitilip, daha sonra antibiyotiklerin iki kat dilusyonlar1 ve son olarak da bakteri
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siispansiyondan dagitildi. Plaklar 18 saat 37°C’ de inkiibe edildikten sonra 450 nm’ de
spektrofotometrik olarak degerlendirildi (54, 55).

2.5. Biyofilm Olusumlarinin Belirlenmesi Yontemi

2.5.1. Statik Biyofilm Olusumlarinin Belirlenmesi Yontemi

McFarland 0. 5’ e esit bulaniklikta hazirlanan standart ATCC 27853 P. aeruginosa ve
klinikten izole edilen iki P. aeruginosa (K1, K2) susu; gentamisin, amikasin ve netilmisin
antibiyotiklerinin daha &nce belirlenen MIK ve % 50, % 25, % 12.5 , % 6.2 X MIK
yogunluklart ile birlikte, esit miktarlarda sivi besiyeri i¢inde Eppendorf tiiplerine ayr1 ayri
ekilip, 37°C’ de inkiibe edildi. Sifir, g, alt1, dokuz, 12 ve 24. saatlerde kristal viyole boyama
yontemi ile biyofilm degerlendirilmesi yapildi. Tiipte biyofilm olusumu yokken tutunmayan
kristal viyole boyasi, tiipilin i¢ yiizeyini siv1 besiyeri boyunca boyamigsa, bu goriintli pozitif

olarak degerlendirildi. (56, 57).

2.5.2.Dinamik Biyofilm Olusumlarinin Belirlenmesi Yontemi

McFarland 0. 5° e esit bulaniklikta hazirlanan standart ATCC 27853 P. aeruginosa ve
K1 ve K2 susu; gentamisin, amikasin ve netilmisin antibiyotiklerinin belirlenen MIK ve %
50, % 25, % 12. 5, % 6. 2 X MIK yogunluklari ile birlikte esit miktarlarda siv1 besiyerine;
icinde cam boncuk eklenmis “Eppendorf” tliplerine ayr1 ayr1 ekildi. Calkalayici ile birlikte
37°C’ de inkiibe edildi ve Sifir, {i¢, alti, dokuz, 12 ve 24. saatlerde kristal viyole boyama
yontemi ile statik biyofilm degerlendirmesinde oldugu gibi degerlendirildi. Tiipte biyofilm
olusumu yokken tutunmayan kristal viyole boyasi, tiiplin i¢ yiizeyini sivi besiyeri boyunca

boyamissa, bu goriintii pozitif olarak degerlendirildi (56, 57).
2.6. Suslarin Cogunlugu Algilama yanitlarinin Degerlendirilmesi
2.6.1. Mikro AHL Yontemi ile CA Yanitlarimin Degerlendirilmesi
Louria Bertani Agar (LBA) dokiilen 96 ¢ukurlu ELISA mikro plaklarin LBB’ da 30 °C

18 saat inkube edilip McF 0.5’ e esit bulanikta ayarlanan Chromobacterium violaceum( rhl

sistemini goriintiilemek (C4- HSL) i¢in) ve Agrobacterium tumafaciens (Las sistemini (3-

15



0ox0-C12-HSL) gostermek i¢in) ile birlikte 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 esit miktarda ekilerek 37 °C’
de 36 saat inkube edilerek degerlendirilmeleri yapildi. AHL varligi makroskobik olarak
degerlendirildi. “mavi- yesil” renk goriilmesi pozitif olarak kabul edildi (58, 59).

2.6.2. Difiizyon Yontemi ile CA Yanitlarinin Degerlendirilmesi

Onceden 1sitilmis LBA igeren petri kaplari ikiye béliinerek bir tarafina LBB’ da 30°C 18
saat inkube edilip McF 0.5’ e esit bulanikta ayarlanan C. violaceum (rhl sistemini
goriintiilemek (C4- HSL) i¢in), diger tarafina da ayni sekilde iiretilip hazirlanan A.
tumefaciens (Las sistemini (3- oxo0-C12-HSL) gdstermek icin) Dbakterilerinin
siispansiyonlarindan esit mikarda alinarak yayma ekimi yapildi. Her iki bolime de 5 mm
capinda cukurlar agilip, her bir ¢ukura 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 esit miktarda ekimi yapilip,
30°C’ 48 saat inkiibe edilerek degerlendirilmeleri yapildi. “Mavi-yesil” renk olusumu pozitif
olarak degerlendirildi (60).

2.7. Alkalen Proteaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Nutrient agar %1,5 skim milk igerecek sekilde hazirlandi. 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 esit miktarlarda ekimi yapilarak 37
°C ‘de inkiibe edildi. Sifir, ii¢, alt1, dokuz, 12 ve 24. saatlerinin sonlarinda degerlendirmeleri

yapildi. Seffaflasma zonunun goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi (61).

2.8. Alkalen Proteaza Bagh Jelatinaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Louria Bertani Agar 30g/L jelatin icerecek sekilde hazirlandi. Hazirlanmis olan bu

besiyerine antibiyotiklerin (gentamisin, amikasin, netilmisin) belirlenen MIK, %50, %25,
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%12. 5, % 6. 2, X MIK degerleri ile karsilasmis standart ATCC 27853 Pseudomonas
aeruginosa susu ile K1 ve K2 suslarindan esit miktarlarda ekimi yapilarak 37 °C ‘de inkiibe
edildi. Sifir, G¢, alti, dokuz, 12 ve 24. saatlerinin sonlarinda degerlendirilmeleri yapildi.

Koloni ¢evresinde bulaniklik zonunun goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi (61).

2.9. Oksidaz Yanitlarimin Degerlendirilmesi

Gentamisin, amikasin ve netilmisinin belirlenen MIK ve sub-Mik yogunluklari ile
birlikte ekimi yapilarak 37 °C’de inkiibe edilen standart ATCC 27853 Pseudomonas
aeruginosa susu ile K1 ve K2 suslarinin oksidaz yanitlar sifir, ii¢, alti, dokuz, 12 ve 24.

saatlerde degerlendirildi (62).

2.10. Katalaz Yamitlarinin Degerlendirilmesi

Gentamisin, amikasin ve netilmisinin belirlenen MIK ve sub-Mik yogunluklar: ile
birlikte ekimi yapilarak 37 °C’de inkiibe edilen standart ATCC 27853 Pseudomonas
aeruginosa susu ile K1 ve K2 suslarinin katalaz yanitlar1 %3’ liik hidrojen perokid ile sifir,

ii¢, alt1, dokuz, 12 ve 24. saatlerde degerlendirildi (63).
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3. SONUCLAR

3.1 Pseudomonas aeruginosa Suslarimmn Gentamisin, Netilmisin; Amikasin

Antibiyotiklerinin Minimum Inhibisyon Konsantrasyon Degerleri

Suslarin gentamisin, amikasin ve netilmisin antibiyotikleri i¢in belirlenen MIK degerleri
farklidir. K1 susu i¢in sirasiyla 2, 8, 2 ug/mL; K2 i¢in 1, 1, 2 ug/mL ve ATCC 27853

Pseudomonas aeruginosa suslari igin 1, 2, 0. 5 pg/mL.“dir.

3.2 Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Aminoglikozidler (Gentamisin, Netilmisin;

Amikasin) Etkisinde Cogunlugu Algilama Yanitlar

3.2.1. Gentamisin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Cogunlugu Algilama (CA)

Yanitlarimin Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa, gentamisinin MIK ve sub-MIK yogunluklarinda
CA sistemleri olan las ve rhl sisteminin calistigi gézlendi. K1 susunda ise; las sistemi
gentamisin etkisinde ¢alismazken, rhl sisteminin %12,5 X MIK ten itibaren ¢alisti1 goriildii.

K2 susunda ise her iki sisteminde calismadig1 gézlendi (Tablo 1).

3.2.2. Amikasin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarmmin CA Yanitlarinin

Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa susu, amikasinin MIK ve sub-MIK
yogunluklarinda las sisteminin ¢alistigi, rhl sisteminin %50 X MIK’ ten itibaren ¢alistig
goriildii. K1 ve K2 suslarinda, las ve rhl sistemleri amikasinin MIK ve sub-MiK

yogunluklarinda ¢alismadig: goriildi (Tablo 1).
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3.2.3. Netilmisin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarinin CA Yanitlarinin

Degerlendirilmesi

Amikasin antibiyotiginin de oldugu gibi ATCC 27853 standart P. aeruginosa susunda,
netilmisinin MIK ve sub-MIK yogunluklarinda las sisteminin ¢alistigi, rhl sistemi %50 X
MIK’ ten itibaren calistig1 goriildi. K1 susunda, las sistemi ¢alismadigi, rhl sistemi
netilmisinin tiim yogunluklarinda ¢alistig1 goriildii. K2 susunda ise, las ve rhl sisteminin her

ikisi de netilmisin etkisinde ¢alismadigi goriildii (Tablo 1).

3.3. Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Aminoglikozidler (Gentamisin, Netilmisin;

Amikasin) Etkisinde Patojenite Yanitlar

3.3.1. Gentamisin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suglarinin Alkalen Proteaz Uretiminin

Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa susunda, gentamisinin MIK ve sub-MIK
yogunluklarinda sifir ve 24. saatte goriilen alkalen proteaz iiretimi {i¢, alt1, dokuz ve 12. saatte
goriilmedi. K1 susunda sifir, iig, alt1 ve 24. saatte alkalen proteaz {iretimi belirlenirken, 9. ve
12. saatte alkalen proteaz iiretimi belirlenmedi. K2 susunda ise; sifir, {i¢, alti, dokuz ve 24.
saatte alkalen proteaz iiretimi goriiliirken, 12. saatte alkalen proteaz tiretimi goriilmedi (Tablo

2,5, 8).

3.3.2. Amikasin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Alkalen Proteaz Uretiminin

Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa susunda, amikasinin MIK ve sub-MIK
yogunluklarinda sifir, alt1 ve 24. saatte goriilen alkalen proteaz iiretimi ii¢, dokuz ve 12. saatte
goriilmedi. K1 susunda sifir, ii¢, dokuz ve 24. saatte alkalen proteaz iiretimi belirlenirken, 6.
ve 12. saatte alkalen proteaz iiretimi belirlenmedi. K2 susunda ise, tiim saatlerde (sifir, ig,

alt1, dokuz, 12 ve 24. saatlerde) alkalen proteaz iiretimi goriildii (Tablo 3, 6, 9).
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3.3.3. Netilmisin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarimin Alkalen Proteaz Uretiminin

Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa susunda, amikasinin MIK ve sub-MIK
yogunluklarinda sifir ve 24. saatte goriilen alkalen proteaz iiretimi {i¢, alt1, dokuz ve 12. saatte
goriilmedi. K1 ve K2 suslarinda ise; sifir, li¢, dokuz, 12 ve 24. saatte alkelen proteaz iiretimi

belirlenirken, sadece altinci saatte proteaz liretimi belirlenmedi (Tablo 4, 7, 10).

3.3.4. Gentamisin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Alkalen Proteaza Bagh

Jelatinaz Uretiminin Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa, K1 ve K2 suslarinda; gentamisinin MIK ve sub-
MIK yogunluklarinda; sifir, iic, alt1, dokuz, 12 ve 24. saatlerde alkalen proteaza bagl jelatinaz

iiretiminin oldugu belirlendi (Tablo 2, 5, 8).

3.3.5. Amikasinin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Alkalen Proteaza Bagl

Jelatinaz Uretiminin Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa susunda amikasinin MIK ve sub-MIK
yogunluklarinda {igiincii saatten itibaren alkalen proteaza bagh jelatinaz {iretimi goriildi. K1
ve K2 suslarinda, amikasinin MIK ve sub-MIK yogunluklarinda; sifir, ii¢, alt1, dokuz, 12 ve

24. saatlerde alkalen proteaza bagli jelatinaz liretiminin oldugu goriildii (Tablo 3, 6, 9).
3.3.6. Netilmisin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suglarinin Alkalen Proteaza Bagl:

Jelatinaz Uretiminin Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa, K1 ve K2 suslarinda; netilmisinin MIK ve sub-
MIK yogunluklarinda; sifir, iic, alt1, dokuz, 12 ve 24. saatlerde alkalen proteaza bagl jelatinaz

iiretiminin oldugu belirlendi (Tablo 4, 7, 10).
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3.3.7. Gentamisin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Oksidaz Yanitlarinin

Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa susunda, gentamisinin MIK ve sub-MIK
yogunluklarinda oksidaz yamitlar1 sifirnct saatte % 6,2 X MIK, iiciincii saatte %25 X MIK,
altl, dokuz ve 12. saatte %12,5 X MIK, 24. saatte ise MIK’ ten itibaren belirlendi. K1 ve K2
suslarinda, sifirinci saatte % 6,2 X MIK, iiciincii saatte %25 X MIK, altinct ve dokuzuncu
saatte %12,5 X MIK" ten itibaren goriilen oksidaz yanit1 12 ve 24. saatte goriilmedi (Tablo 2,
5, 8).

3.3.8. Amikasin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Oksidaz Yanitlarinin

Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa susunda, amikasinin MIK ve sub-MIK
yogunluklarinda, sifirinci saatte % 6,2 X MIK, iiciincii saatte %25 X MIK, altinci ve
dokuzuncu saatte %12,5 X MIK, 24. saatte ise MIK’ ten itibaren belirlenen oksidaz yanit1 12.
saatte goriilmedi. K1 ve K2 suslarinda, sifirinci saatte % 6,2 X MIK, iiciincii saatte %25 X
MIK, altinc1 ve dokuzuncu saatte %12,5 X MIK” ten itibaren gériilen oksidaz yanit1 12 ve 24.
saatte goriilmedi (Tablo 3, 6, 9).

3.3.9. Netilmisin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Oksidaz Yanitlarinin

Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa susunda, netilmisinin MIK ve sub-MIK
yogunluklarinda, sifirinci saatte % 6,2 X MIK, iiciincii saatte %25 X MIK, altinci ve
dokuzuncu saatte %12,5 X MIK’ ten itibaren belirlenen oksidaz yamit1 12 ve 24. saatte
goriilmedi. K1 susunda, sifirmct % 6,2 X MIK, iiciincii saatte %25 X MIK, altinc1 ve
dokuzuncu saatte %12,5 X MIK’ ten itibaren goriilen oksidaz yanmiti 12 ve 24. saatte
goriilmedi. K2 susunda, sifirinci saatte % 6,2 X MIK, iigiincii saatte %25 X MIK, altinc1 ve
dokuzuncu saatte %12,5 X MIK’ ten itibaren goriilen oksidaz yanit1 12 ve 24. saatte

goriilmedi (Tablo 4, 7, 10).
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3.3.10. Gentamisin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarinmin Katalaz Yanitlarinin

Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa susunda, gentamisinin MIK ve sub-MIK
yogunluklarinda, sifirinct ve altinci saatte % 6,2 X MIK, iiciincii saatte %12, 5 X MIK,
dokuzuncu ve 12. saatte %25 X MIK" ten itibaren goriilen katalaz yamiti 24. saatte goriilmedi.
K1 susundaki katalaz yaniti, sifir, alti, 12 ve 24. saatte % 6,2 X MIK, ii¢ ve altinc1 saatte
%12,5 X MIK’ ten itibaren gériildii. K2 susunda, sifir, alt1, 12 ve 24. saatte % 6,2 X MIK,
ligiincii saatte %12, 5 X MIK ve dokuzuncusaatte %25 X MIK’ ten itibaren katalaz yaniti
belirlendi (Tablo 2, 5, 8).

3.3.11. Amikasin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarimin Katalaz Yanitlarinin

Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa susunda, amikasinin MIK ve sub-MIK
yogunluklarinda, sifirinci saatteMIK, {igiincii saatte %12, 5 X MIK, altinc1 ve 12. saatte %6, 2
X MIK, dokuzuncu saatte % 24 x MIiK’ten itibaren goriilen katalaz yanit1 24. saatte
goriilmedi. K1 ve K2 suslarindaki katalaz yanit1 ise, sifir, alt1, 12 ve 24. saatte % 6,2 X MIK,
ficiincii saatte %12,5 X MIK ve dokuzuncu saatte %25X MIK’ ten itibaren goriildii (Tablo 3,
6,9).

3.3.12. Netilmisin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suglarimin Katalaz Yanitlarinin

Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa susunda, amikasinin MIK ve sub-MIK
yogunluklarinda, sifir, alt1 ve 12. saatte %6,2 X MIK, iiciincii saatte %12, 5 X MIK ve
dokuzuncu saatte % 25 X MIK" ten itibaren goriilen katalaz yanit1 24. saatte goriilmedi. K1 ve
K2 suslarindaki katalaz yamt1 ise; sifir, alt1, 12 ve 24. saatte % 6,2 X MIK, ii¢iincii saatte
%12,5 X MIK ve dokuzuncu saatte %25X MIK’ ten itibaren gériildii (Tablo 4, 7, 10).
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3.3.13. Gentamisin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Biyofilm Olusumlarinin

Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa, K1 ve K2 suslarinda; gentamisinin MiK ve sub-
MIK yogunluklarinda statik biyofilm olusumunun 12. saatte, dinamik biyofilm olusumunun

da 24. saatte olusmaya bagsladig goriildii (Tablo 2, 5, 8) .

3.3.14. Amikasin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Biyofilm Olusumlarinin

Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa, K1 ve K2 suslarinda; amikasinin MIK ve sub-
MIK yogunluklarinda statik biyofilm olusumunun 12. saatte, dinamik biyofilm olusumunun

da 24. saatte olugsmaya basladig1 goriildii (Tablo 3, 6, 9).

3.3.15. Netilmisin Etkisinde Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Biyofilm Olusumlarinin

Degerlendirilmesi

ATCC 27853 standart P. aeruginosa, K1 ve K2 suslarinda; netilmisinin MIK ve sub-
MIK yogunluklarinda statik biyofilm olusumunun 12. saatte, dinamik biyofilm olusumunun

da 24. saatte olusmaya basladig goriildii (Tablo 4, 7, 10).
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Tablo 1. Pseudomonas aeruginosa suslarinin aminoglikozidler (gentamisin, netilmisin;

amikasin) etkisinde Cogunlugu Algilama sistemlerinin yanitlar1 (GN: gentamisin, AK:

amikasin, NET: netilmisin, CA: Cogunlugu algilama sistemi K1 ve K2: klinikten izole edilen

Pseudomonas aeruginosa suglari, ATCC: standart ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa )

% 50 | % 25| %12,5| % | KONTROL
ANTIBIYOTIK | SUSLAR | CA X X X 6,2
MiK | MiK | MIK | MIK | X
MiK
ATCC Las + + + + + +
Rhl + + + + + +
GN K1 Las - - - - - i
Rhi - - - + + +
K2 Las - - - - - +
Rhl - - - - - +
ATCC Las + + + + + +
Rhl - + + + + +
AK K1 Las - - - - - +
Rhl - - - - - +
K2 Las - - - - - +
Rhl - - - - - +
ATCC Las + + + + + +
Rhl - + + + + +
NET K1 Las - - - - - +
Rhl + + + + + +
K2 Las - - - - - +
Rhl - - - - - +
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Tablo 2. Gentamisin antibiyotiginin belirlenen minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) ve

sub-MiK yogunluklarinda Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susunun patojenite

yanitlart (D: dinamik biyofilm olusumu, S: statik biyofilm olusumu)

Pseudomonas
aeruginosa ATCC

27853 (

entamisin)

% 50
X MIK

% 25
X MIK

%]12,5
X MIK

% 6,2
X MiK

KONTROL

0. saat

Proteaz

+

Jelatinaz

+

Oksidaz

Katalaz

+ |+ |+

+ |+ |+ ]|+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

3. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

+ ]+ |+

|+ ]

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

6. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

[+ |+

|+ 4]

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

9. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

+ [+

|+ ]

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

12. saat

Proteaz

Jelatinaz

+ |

Oksidaz

Katalaz

+ |

[+ |+

||+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

24. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

|+ [+

+ [+ 4]

+ [+ 4]

+ [+ 4]

Katalaz

Biyofilm(D)

+

+

+

+

+

Biyofilm(S)

+

+

+

+

+

|+
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Tablo 3. Amikasin antibiyotiginin belirlenen minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) ve

sub-MIK yogunluklarinda Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susunun patojenite

yanitlart (D: dinamik biyofilm olusumu, S: statik biyofilm olusumu)

Pseudomonas
aeruginosa ATCC
27853 (amikasin)

% 50
X MIK

% 25
X MIK

%]12,5
X MIK

% 6,2
X MiK

KONTROL

0. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

+ |+ |+

+ |+ |+ ]|+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

3. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

|+

|+ ]

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

6. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

[+ 4]

Katalaz

|+ 4]

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

9. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

[+ 4]

|+ ]

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

12. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

||+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

24. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

|+ [+

+ [+ 4]

+ [+ 4]

|+ [+

Katalaz

Biyofilm(D)

+

+

+

+

+

Biyofilm(S)

+

+

+

+

+

|+
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Tablo 4. Netilmisin antibiyotiginin belirlenen minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) ve

sub-MIK yogunluklarinda Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susunun patojenite

yanitlart (D: dinamik biyofilm olusumu, S: statik biyofilm olusumu)

Pseudomonas
aeruginosa ATCC
27853 (netilmisin)

% 50
X MIK

% 25
X MIK

%]12,5
X MIK

% 6,2
X MiK

KONTROL

0. saat

Proteaz

+

Jelatinaz

+

Oksidaz

Katalaz

+ |+ |+

+ |+ |+ ]|+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

3. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

+ ]+ |+

|+ ]

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

6. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

[+ |+

|+ 4]

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

9. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

+ [+

|+ ]

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

12. saat

Proteaz

Jelatinaz

+ |

Oksidaz

Katalaz

+ |

||+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

24. saat

Proteaz

Jelatinaz

[+

+ [+ |+

[+

+ [+ |+

Oksidaz

Katalaz

Biyofilm(D)

+

+

+

+

Biyofilm(S)

|+
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Tablo 5. Gentamisin antibiyotiginin belirlenen minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) ve

sub-MIK yogunluklarinda K1 Pseudomonas aeruginosa susunun patojenite yamtlari (D:

dinamik biyofilm olusumu, S: statik biyofilm olusumu)

Pseudomonas
aeruginosa K1
(gentamisin)

MIK

% 50
X MIK

% 25
X MIK

%]12,5
X MIK

KONTROL

0. saat

Proteaz

+

+

Jelatinaz

+

Oksidaz

Katalaz

[+ |+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

3. saat

Proteaz

+

Jelatinaz

+

Oksidaz

Katalaz

FH [+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

6. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

+ [+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

9. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

FH [+ [+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

12. saat

Proteaz

Jelatinaz

+ |1

Oksidaz

Katalaz

+ |1

[+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

24. saat

Proteaz

Jelatinaz

++ [+

+ [+

+ [+

Oksidaz

Katalaz

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

+ |+

+ |+

+H [+

FlH [+ ] +]
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Tablo 6. Amikasin antibiyotiginin belirlenen minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) ve

sub-MIK yogunluklarinda K1 Pseudomonas aeruginosa susunun patojenite yamtlari (D:

dinamik biyofilm olusumu, S: statik biyofilm olusumu)

Pseudomonas
aeruginosa K1
(amikasin)

% 50
X MIK

% 25
X MIK

% 6,2
X MiK

KONTROL

0. saat

Proteaz

+

Jelatinaz

+

Oksidaz

Katalaz

+ |+ |+

+ |+ |+ ]|+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

3. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

|+ ]

|+ ]

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

6. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

|+ 4]

|+ 4]

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

9. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

|+ ]

|+ ]

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

12. saat

Proteaz

Jelatinaz

+ |

Oksidaz

Katalaz

+ |

||+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

24. saat

Proteaz

Jelatinaz

[+

+ [+ |+

[+

+ [+ |+

Oksidaz

Katalaz

Biyofilm(D)

+

+

+

Biyofilm(S)

+ ]+ |+

|+
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Tablo 7. Netilmisin antibiyotiginin belirlenen minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) ve

sub-MIK yogunluklarinda klinik 1 Pseudomonas aeruginosa susunun patojenite yanitlari (D:

dinamik biyofilm olusumu, S: statik biyofilm olusumu)

Pseudomonas
aeruginosa K1
(netilmisin)

MIK

% 50
X MIK

% 25
X MIK

%12,5
X MIK

% 6,2
X MiK

KONTROL

0. saat

Proteaz

+

+

Jelatinaz

+

Oksidaz

Katalaz

++ |+ +

++ |+ +

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

3. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

|+ [+

|+ 4]

|+ 4]

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

6. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

+ |+

Katalaz

++ |+

+ ]+ |+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

9. saat

Proteaz

Jelatinaz

Oksidaz

Katalaz

+ |

|+ [+

||+ ]

||+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

12. saat

Proteaz

+

+

Jelatinaz

+

+

+ |+

+ [+

Oksidaz

Katalaz

+ |1

|+ ]

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

24. saat

Proteaz

Jelatinaz

+ ]+ |+

+ ]+ |+

|+

+ ]+ |+

Oksidaz

Katalaz

Biyofilm(D)

+

+

+

+

Biyofilm(S)

[+ |+

|||+
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Tablo 8. Gentamisin antibiyotiginin belirlenen minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) ve

sub-MIK yogunluklarinda K2 Pseudomonas aeruginosa susunun patojenite yamtlari (D:

dinamik biyofilm olusumu, S: statik biyofilm olusumu)

Pseudomonas
aeruginosa K2
(gentamisin)

% 50
X MIK

% 25
X MIK

% 6,2
X MiK

KONTROL

0. saat

Proteaz

+

Jelatinaz

+

Oksidaz

Katalaz

+ |+ |+

+ |+ |+ ]|+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

3. saat

Proteaz

+

+

Jelatinaz
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Tablo 9. Amikasin antibiyotiginin belirlenen minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) ve

sub-MIK yogunluklarinda K2 Pseudomonas aeruginosa susunun patojenite yamtlari (D:

dinamik biyofilm olusumu, S: statik biyofilm olusumu)

Pseudomonas
aeruginosa K2
(amikasin)

% 50
X MIK

% 25
X MIK

% 6,2
X MiK

KONTROL

0. saat
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+
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Oksidaz

Katalaz

|+

|+ |+
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+
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|+

]
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]+
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]

]+
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||+

]

||+

Biyofilm(D)

Biyofilm(S)

12. saat
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+| 4]

|
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+ |

|+ ]
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]+

[+

]+

[+
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+

+
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+ |+
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AR ES RN ES R
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Tablo 10. Netilmisin antibiyotiginin belirlenen minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) ve

sub-MIK yogunluklarinda K2 Pseudomonas aeruginosa susunun patojenite yamtlari (D:

dinamik biyofilm olsumu, S: statik biyofilm olusumu )

Pseudomonas
aeruginosa K2
(netilmisin)

% 50
X MIK

% 25
X MIK

% 6,2
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4. TARTISMA

Pseudomonas aeruginosa kemoterapi sagaltimi goren kanser hastalari, kistik fibrosisli
hastalar gibi immun sistemi baskilanmis hastalarda; hiicre-i¢i ve hiicre dis1 enzim ve toksin
salgilart ile enfeksiyonlara neden olan firsat¢1 patojen Gram olumsuz bir bakteridir (64, 65).
Calismamizda kullanilan P. aeruginosa suslarinin gentamisin, amikasin ve netilmisinin
minimum inhibitdr konsantrasyon (MiK) ve sub-MiK yogunluklarinda; ¢ogunlugu algilama
(CA) sistemlerinin kontrol ettigi biyofilm olusumu, alkalen proteaz, alkalen proteaza bagh
jelatinaz, oksidaz ve katalaz iizerine etkilerinin her sus ve antibiyotik i¢in farkli oldugu
gortldii.

P. aeruginosa’ da biyofilm olusumlarinin hiicreden hiicreye sinyal iletim sistemi olan
CA sistemleri ile kontrol edildigi belirlenmistir (19- 22). Hiicre yogunluguna bagli olarak
etkinlesen CA sistemleri; 1s1ma, plazmid tasinimi ve farkli viriilans etmenlerinin {iretimi gibi
bakterinin farkli metabolik etkinliklerini kontrol etmektedir. CA sistemleri, kendi kendini
uyarict sentezinden sorumlu gen bolgesi (Lasl ve Rhl I) ve transkripsiyonal diizenleyici (Las
R ve Rhl R) olmak iizere iki bilesenden olusmaktadir (66, 67). Firsat¢1 patojen P. aeruginosa’
da Lasl / R; Rhll / R ve Pseudomonas kinolon sinyalleme (PQS: Pseudomonas Quinolone
Signalling) olmak iizere iic CA sistemi vardir. Bunlardan ikisi; Lasl/ R sistemi; “N-(3-
oxododecanoly)-L-AHL” (30C;,- HSL) sinyal molekiilii ile rhlI/R sistemi ise “N-butryl-L-
AHL” (C4- HSL) sinyal molekiilii ile calismaktadir (25, 68). Bakteri sayisina bagli olarak
dretilen bu sinyal molekiilleri yeterli yogunluga ulastiinda bazi genlerin uyarimi
gerceklesmektedir.

Calismamizda kullandigimiz standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslarina
gentamisin, amikasin ve netilmisinin MIK ve sub-MIK yogunluklarida CA yanitlarmnin farkl
oldugu belirlendi. Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susunun, birincil CA sistemi olan las
sisteminin; gentamisin, netilmisin ve amikasinin MIK ve sub-MIK yogunluklarinda ¢alistig1;
thl sisteminin ise netilmisin va amikasin etkisinde %S50XMIK’ ten itibaren calisirken,
gentamisin etkisin de MIK’ ten itibaren calistign saptandi. K1 susunda, las sisteminin
gentamisin, amikasin ve netilmisin etkisinde c¢alismadigi; rhl sisteminin de gentamisinin
%12,5 X MIK yogunlugundan, netilmisin etkesinde de MIK’ ten itibaren calistig1 belirlendi.
K2 susunda ise; gentamisin, amikasin ve netilmisin etkisinde iki CA sisteminin de ¢calismadigi

gosterildi. Bu sonuglar; P. aeruginosa’ nin kullandigi las ve rhl olmak tizere iki CA sisteminin
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caligmasmin gentamisin, amikasin ve netilmisin antibiyotiklerinin MIK ve sub-MiK
yogunluklarinda baskilanabildigi veya uyarilabildigini gdstermektedir.

P. aeruginosa ile enfekte kistik fibrosisli hastalardan alinan balgam, bronko alveolar
lavaj Orneklerinde CA sinyal molekiillerinin {iretildiginin gdsterilmesi, enfeksiyonun
gelisiminde CA sistemlerinin etkin oldugu goriisiinii desteklemektedir (69- 71). Pearson ve
arkadaslari, standart P. aeruginosa susu ile lasl, rhll ve lasy/rhll mutant suslarla yaptiklar
calismada; mutant suslarda viriilans 6zelliklerinin 6nemli miktarda azaldigini gostermislerdir
(72).

Bakteriyal tutunma ve konaga kolonizasyon, oldukca karmasik bir olgudur. P.
aeruginosa biyofilm olusurken gosterdigi davraniglar nedeni ile CA sistemlerinin
islenmesinin ve kontroliinlin ¢dziimlenmesinde, yontem gelistirilmesi i¢in kullanilan model
mikroorganizmadir (73, 74).

Kistik fibrosisli hastalarin akciger alveollerinde ve farkli konak dokularinda olusan P.
aeruginosa enfeksiyonlar1 icin biyofilm olusumlari olduk¢a 6nemlidir. Biyofilm olusum
siirecinde bakteri iiremesi devam eder ve farkli antibiyotiklere kars1 ve /veya konak immun
yanitinda bakteriyi koruyan bakteriyel ekzopolisakkarit olan glikokaliks tabakasini iiretirler
(75, 76).

P. aeruginosa’ nin meydana getirdigi biyofilm olusumlarinin evreleri asagidaki gibidir;

1. Geri- doniislimlii tutunma: yilizeye tutunma gerceklesir,

2. Geri- doniisiimsiiz tutunma: hiicre kiimeleri gelisir, Las B aktive edilir ve hiicreler
hareketsizdir,

3. Olgunlasma—1: rhl A aktivasyonu olur, hiicre kiimeleri yiizeye yayilir, bu hiicre
kiimelerinin kalinlig1 > 10 pm’ dir,

4. Olgunlagsma—2: en yiiksek seviyede olusan hiicre kiimelerinin kalinligi 100 pm
civarindadir. Ayni zamanda yiizeyden hiicreler ayrilmaya baslar,

5. Dagilma: hiicre kiimelerinde kanal ve porlar olusur, ayrilmanin basladigi (77).

Geri- doniisiimsiliz tutunma evresinde; bakteri kiimelerinin gelismesi ve bakterilerin
tutunmasinin 24. saatinde, las regulonu etkinlesmektedir. Las B’ nin etkin hale gelisinin,
biyofilm hiicrelerinin gelisimi ile es zamanli basladig1 gdsterilmistir. D1 membran proteinleri,
lipopolisakkarit (LPS), alginat, flagel ve tip IV pili tutunmada 6nemli olan adhezinlerdir. Bu
geri-doniisiimsiiz tutunma evresinde, bakteri hareketinin sona erdigi ve flagel kaybinin oldugu

bilinmektedir (78).
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Olgunlagsma- 1 evresinde ise; ikinci CA sistemi diizenleyicisi olan rhl A aktive
olmaktadir. Hiicre dis1 matriks olan glikokaliks tiretimi ile mikrogevrede oksijen seviyelerinin
diismesine bagli olarak anaerobik solunum ile ilgili proteinlerin yapimi artar. Bu protein
yapiminin artmasi ile de biyofilm mimarisi sekillenir. Biyofilm yapisinin en kalin oldugu
olgunlasma—2 evresinde; planktonik bakterilerden %50 oraninda farkli proteinlerin yapimi
gerceklesmektedir. Oksijen yogunlugunun daha fazla miktarlarda azalmasina bagl olarak
populasyonun biiyiik bir gogunlugu anaerobik forma doniismektedir (77).

Hareketin 6nemli oldugu dagilma evresinde ise; bakteri kiimelerinden ayrilan
bakterilerin hareketli oldugu, bakteri kiimelerinin duvarinda kalan bakterilerin hareketsiz
olduklar gosterilmistir (79). Ortam kosullar1 diizeldiginde hareket 6zelligi kazanan bakteriler
biyofilmden ayrilmaya baslamaktadir. Biyofilm olusumunda; aerobik ve anaerobik
solunumda 6nemli olan proteinlerin yapimi degigsmektedir. Protein yapisi ve hareket 6zelligi
degisen biyofilm yapisindaki bakteriler bu evrede tekrar planktonik fenotipe donmektedir
(77).

P. aeruginosa biyofilmleri; enfeksiyon tipine ve tutundugu dokuya gore farkli mimaride
olmaktadir. 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 f-
laktam), gentamisin (aminoglikozid) ve piperasilin-tazobaktam (B-laktamaz inhibitorii)
antibiyotiklerine kars1 duyarhiliklarimi arastirmislar ve biyofilm formunun planktonik forma
gore yaklasik 10 kat daha direngli hale geldigini gostermislerdir (80). Calismalarimizda
gentamisin, amikasin ve netilmisinin MIK ve sub-MIK yogunluklarinda statik biyofilm
olusumunun 12. saatte, dinamik biyofilm olusumunun da 24. saatte basladig1 saptandi. Statik
biyofilmin daha erken olusmasi, biyofilmin ilk evresi olan bakteri tutunmasi i¢in daha
elverisli ortamin olan “statik ortam” oldugunu gostermektedir.

Biyofilmler bakterilerin hizli ve yavas veya degisen mikrocevre kosullarina gore
iremelerini durdurmalari ile olugmaktadir (81). Enfeksiyon bolgesinde bakteri hiicreleri farkli
fizyolojik mikrogevrelerde bulunabilirler. Biyofilm olusumunda; yiizeye tutunma, yiizeyde
cogalma ve bakterinin bulundugu tireme fazi Onemlidir (82, 83). Farkli fizyolojik
mikrogevrelerde, {liremenin yavaglamasi bakterileri antibiyotiklerden korunmasin
saglamaktadir ve bu da biyofilm olusumu ile meydana gelen direncin bakteri liremesi ile

iliskili oldugunu gostermektedir (84).
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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 (Las A), elastaz (Las
B), alkalen proteaz ve proteaz IV P. aeruginosa ‘nmin lrettigi ve hiicre dis1 proteaz
enzimleridir. Elastaz ve alkalen proteazin korneal epitellere penetrasyonda etkin oldugu
gosterilmistir. Korneal enfeksiyon bdlgesinden izole edilen P. aeruginosa suslarinin “agil
homoserin lakton” (AHL) trettikleri, enfektif olmayan kontak lens ve / veya korneadan izole
edilen suslarin ise; CA sistemlerinde etkin olan Las I, Las R veya Rhl I genlerinden mutant
oldugu belirlenmistir ( 59, 85). Standart ATCC 27853 P. aeruginosa susunda gentamisin ve
netilmisinin MiK ve sub-MIK yogunluklarinda sifir ve 24. saatte belirlenen alkalen proteaz
dretimi; Ui¢, alti, dokuz ve 12. saatte belirlenmedi. Amikasin antibiyotiginin etkisinde ayni
susta; sifir, alti ve 24. saatte alkalen proteaz iiretimi goriiliirken; Ui, dokuz ve 12. saatte
goriilmedi. K1 susunda gentamisinin etkisinde sifir, ii¢, alt1 ve 24. saatte; amikasinin etkisinde
sifir, li¢, dokuz ve 24. saatte; netilmisin etkisinde de tiim saatlerde alkalen proteaz tiretimi
saptanirken; gentamisin etkisinde dokuz ve 12. saatte, amikasin etkisinde alt1 ve 12. saatte,
netilmisin etkisinde de altinci saatte alkalen proteaz iietiminin olmadigi goriilmedi. K2
susunda da gentamisin etkisinde {i¢, alti, dokuz ve 24. saatte, amikasin etkisinde tim
saatlerde, netilmisin etkisinde de sifir, ii¢, dokuz, 12 ve 24 saatte alkalen proteaz iiretimi
belirlenirken, gentamisin etkisinde 12. saatte, netilmisin etkisinde de altinci saatte alkalen
proteaz liretiminin olmadig goriildii. Oldak ve arkadaslar1 P. aeruginosa biyofilmlerinin;
biyofilm yapilarinin tamamina etki ettigi gosterilen siprofloksasin ile muamelesinden sonra
proteaz enzimlerinin {iretiminde azalma olmadigin1 ve siprofloksasinin bakteri iiremesinin
logaritmik fazinda ve metabolik aktivitenin azaldigi duragan fazda ayni etkiyi gdsterdigini
belirlemislerdir (86). Antibiyotik etkisinde olmayan suslar; lireme fazindan daha yiiksek
oranlarda duragan fazda tutunma gostermektedir. Alkalen proteaza bagli jelatinaz {iretiminde;
standart ATCC 27853 P. aeruginosa, K1 ve K2 suslarinda gentamisin ve netilmisinin MIK ve
sub-MIK yogunluklarinda tiim saatlerde (sifir, ii¢, alti, dokuz, 12 ve 24.) alkalen proteaza
bagli jelatinaz iiretimi saptandi. Amikasinin MiK ve sub-MIK yogunluklarinda ise; K1 ve K2
suslarinda tiim saatlerde, standart ATCC 27853 P. aeruginosa susunda lcilincli saatten
itibaren alkalen proteaza bagl jelatinaz tliretimi goriildii.

P. aeruginosa biyofilmlerinde; oksidlenen biyosidlerden olan hidrojen perokside karsi

biyofilm yapisinin korunmasi i¢in, hidrojen peroksidi su ve oksijene ayiran katalaz enziminin
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sunumu O6nemlidir. Hidrojen peroksidi etkisizlestirerek direng gelistiren biyofilm
yapilarindaki katalaz; duragan fazda aerobik iiremede hidrojen peroksid ile karsilasilinca
iretilen bir enzimdir. Biyofilm olusturan bakterilerin hidrojen peroksid ile karsilagsma
sonucunda tiremelerini devam ettirdigi ve biyofilm yapilarindaki bakterilerin planktonik
bakterilere oranla daha direncli oldugunu gosterilmistir (87, 88).

Antibiyotiklerin bakterilerde kopyalarin yapimini arttiran veya azaltan subminimal
inhibitoér yogunluklarinda, cevresel etkilerin goriilmesi bunun bir kamitidir (67). Viriilansin
kontroliinde etkin olan diizenleyici genler, antibiyotiklerin temel hedefidir (89). Antibiyotikler
sub ve supra- MIK yogunluklarinda, bakterinin viriilans salgilarmi azaltabilir veya
baskilayabilir. Antibiyotiklerin bakterisidal yogunlugu, biyofilmlerdeki bakterilerin viriilans
etmenlerini salgilamasmi etkiler. Antibiyotiklerin sub-MIK yogunluklari, adhezinleri ve
ylizey proteinlerinin sayilarini degistirerek bakterinin tutunmasin etkilemektedir. Antibiyotik
sagaltiminda azalan yogunluklar olan sub-MIK yogunluklari bakterinin morfolojisinde,
viriilansinda, hareketinde ve tutunmasinda degisiklige neden oldugu bilinmektedir (67).
Fonseca ve arkadaglari, duragan fazdaki P. aeruginosa’ mnin tutunmasinin
piperasilin/tazobaktam antibiyotiginin sub-MIK yogunluklarinda azalmasinin nedenlerini;
hem duragan hem de biliylime fazinin basinda hidrofobiklik degisimi, bakteri seklinin
degisimi, her iki biiylime fazinda da bakteri hareketindeki degisiklik olarak agiklamislardir
(10). Topikal ve / veya sistemik antibiyotikler ile enfeksiyonlarin sagaltiminda biyofilm
olusumundan kaynaklanan problemler ¢ikmaktadir (90).

Biyofilm yapilarinda, fiziksel olarak antibiyotik penetrasyonunun baskilanmasi
direncinin artmasina neden olmaktadir (46). Hoffman ve arkadaslar1 aminoglikozid gurubu
antibiyotiklerin sub-MIK konsatrasyonlarinin “aminoglycosidase response regulatory” (Arr)
genini aktive ederek P. aeruginosa’ da biyofilm olusumlarini arttirdiklarini géstermislerdir
(47). Arr; biyofilm olusumu, viriilans etmenlerinin sunumu ve antibiyotik direnci i¢in gerekli
proteinlerin sentezlenmesinde ikincil mesajc1 olan disiklik GMP (di- ¢ GMP)’ nin
sentezlenmesinde 6nemli olan gen bolgesidir (48). Caligmamizda gentamisin, amikasin ve
netilmisin antibiyotiklerinin MIK ve sub-MIK yogunluklarinda 12. saatte gosterilen statik
biyofilm olusumunun ve 24. saatte gdsterilen dinamik biyofilm olusumunun MIK" ten itibaren
tiim sub-MIK yogunluklarinda gériilmesi; aminoglikozidlerin kullanilan ii¢ P. aeruginosa

suslar1 lizerinde biyofilm olusumunu arttirict etkisi oldugunu gostermistir.
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Biyofilm olusumlar1 difiizyonu sinirlandirmakta ve fizyolojik etkinligi azaltip, uyumu
arttirarak antibiyotiklere karsi dirence neden olmaktadir (91- 94). Biyofilmlerin olusumunda
zamanlama olduk¢a Onemlidir. Dinamik biyofilmlerin gelismesi bir giin ic¢inde
gerceklesmekle birlikte, olusan bu biyofilm yapisi oturmamistir ve yikama ile kolaylikla
bozuldugu gosterilmistir (75). Buna karsin biyofilm gosterim yontemindeki yikama basamagi
sonunda, ¢alismada kullanilan ii¢ P. aeruginosa susunda, statik ve dinamik olusumunun
bozulmadig1 saptanmasi; gentamisin, amikasin ve netilmisin antibiyotiklerinin, MIK ve sub-
MIK yogunluklarinin dinamik ve statik biyofilm olusumlarmi uzaklastiramadigini ve

biyofilmin oturmasini arttirici etkilerinin olabilecegini gdstermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hazirlanan deneysel model, antibiyotik uygulamalarinin basarisin1 sorgulamak amaciyla
gelistirilebilir. Tipkt bir klinik viroloji laboratuvarinda dogrudan tani konulur gibi, bir
bakteriyoloji laboratuvarinda in vitro kosullarda bazi olgiitler degerlendirilerek, izole edilen
bakterinin sec¢ilen antibiyotige yanitlarin1 degerlendirerek, sagaltimin basaris1 — basarisizligi,
sagaltimin donemlerinin yoOnlendirilmesi — degistirilmesi - gelistirilmesi ile ilgili yorum
yapilabilir. Pseudomonos aeruginosa enfeksiyonlarinda; virulans etmenlerinin sunumu,
diren¢ gelisimi, konagin davranislarina kadar genis bir alam ilgilendiren CA sistemlerinin
aciklanmasi ile yeni sagaltim yontemleri gelistirilebilir.

Bu calismada kinetik ¢alismalarda oksidaz, katalaz ve alkalen proteaz etkinliklerinin
“zamana bagli olarak” degistigini belirledik. Bu degisikligin nedeni biyofilm ic¢indeki
bakterilerin degisen mikrogevrelerine uyum amaciyla genetik sunumlarinin farklilagmasina
bagl olabilir. Ayrica biyofilm i¢indeki bakterilerin yogunluguna bagl olarak saliman AHL
molekiillerinin uyardigi gen bolgesi de degismis olabilir. Yine biyofilm mimarisinin, énemli
bir mikrogevre ortami olarak (karbon — oksijen miktarlar1 iizerinden), bakterinin metabolik
etkinlikleri iizerindeki etkileri de genetik degisikliklere neden olabilir.

Bu asamadan sonra, bu deney sistemini gelistirmek icin Onerilerimiz asagidaki gibi
olabilir:

1. Biyofilm c¢alismalar1 konfokal mikroskopik incelemeler ile mimarinin
belirlenmesine yonelik yapilabilir,

2.  Kinetik degerlendirmelerde mikrogevre degisiklikleri yapilarak, degisen
mikrocevreye gore bakteri davranisi analizi yapilabilir,

3. CA olumlu ve CA olumsuz bakterilerin aminoglikozidler disindaki diger
antibiyotik gruplarina yanitlar1 degerlendirilebilir.

S6z konusu etkilesimlerin in vivo ortamlardaki 6zelliklerine yaklasim agisindan
hiicre dizileri ile ilgili bir TUBITAK projesi almmmis ve hiicre Kkiiltiirii calismalar

baslatilmistir.
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