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Ozet

N-agil-homoserin lakton molekiilleri (AHLs), bir¢ok Gram-negatif bakteride populasyon yogunluguna
bagli olarak gen ekspresyonunu diizenleyen kiiciik sinyal molekiilleridir. Bu ¢aligmada, Stileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi hastanesinin cesitli iinitelerinden izole edilen 50 adet P. aeruginosa izolati
kullanilmistir. Bu izolatlar tarafindan N-agil-homoserin lakton molekiillerinin tiretimi, Chromobacterium
violaceum CV026 ve Agrobacterium tumefaciens NT1 biyosensor suslari kullanilarak arastirilmustir.
P. aeruginosa izolatlarinin tamami A. tumefaciens NT1 kullanilarak yapilan testlerde pozitif sonuglar
vermesine karsin literatiirdeki bilgilerin aksine bu izolatlarin tiimti, C. violaceum CV026 kullanilarak yapilan
testlerde negatif sonug¢ vermistir. Ayrica bu suslara National Committee for Clinical Laboratory Standards
(CLSI, 2005)’e gore sefaperazon (CFP) (Oxoid;75ug), imipenem (IPM) (Oxoid;10xg), gentamisin (CN)
(Oxoid;10pg), siprofloksasin (CIP) (Oxoid;5ug) ve gatifloksasin (GTX) (Oxoid;5 ug) antibiyotikleri i¢in disk
difiizyon testi uygulanarak AHL molekiilii iretimindeki eksikligin antibiyotik duyarlilig1 tizerindeki etkisi
aragtirilmigtir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, N-acil-homoserin lakton, Antibiyogram, Cevreyi
algilama.
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ABSTRACT

N-acyl-homoserine lactones (AHLs) are small signalling molecules that regulate gene expression in
response to population density in many Gram negative bacteria. Fifty P. aeruginosa strains isolated from
Intensive Care Units at Siileyman Demirel University Hospital were used in this study. These isolates
were tested for production of AHLs by using indicator strains Chromobacterium violaceum CV026 and
Agrobacterium tumefaciens NT1. Positive reactions were recorded for all P. aeruginosa isolates with A.
tumefaciens NT1. However, these isolates gave negative results with C. violaceum in contrast to previous
reports. In addition, disk diffusion susceptibility testing was performed for cephoperazon (CFP) (Oxoid;
75 mg), imipenem (IPM) (Oxoid; 10 mg), gentamicin (CN) (Oxoid; 10 mg), ciprofloxacin (CIP) (Oxoid
Smg) and gatifloxacin (GTX) (Oxoid; Smg) by the method recommended by the National Committee for
Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2005) to investigate the effect of lack of AHL production on antibiotic
susceptibility.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, N-acyl-homoserine lactone, Antibiogram, Quorum-sensing

1. Giris

Pek cok patojen bakteri, hiicreler arasi sinyal mekanizmasini populasyon yogunluguna
bagliolarak 6zel genlerin ekspresyonunu diizenlemek i¢in kullanir. Butip genregiilasyonu,
cevreyi ¢evreyi algilama sistemi (Quorum sensing) (Fuqua vd., 1994) olarak adlandirilir.
Gram-negatif bakterilerin pek ¢ogu, kiiciik difiize olabilen ag¢il homoserin lakton (AHL)
molekiillerini, ¢evreyi algilama sisteminde sinyal molekiilii olarak kullanirlar (Pesci,
vd., 1997; Fuqua vd, 2001; Whitehead vd., 2001). Bu kiictik sinyal molekiilleri, bakteri
hiicrelerinden difiize olarak ¢esitli fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynamak iizere
ortamda birikirler. Belli bir populasyon yogunluguna ulagildiginda, ortamda birikmis
olan AHL molekiilleri, bir dizi hedef genin ekspresyonunu tetikler (Whitehead, 2001).

Bugtine kadar AHL molekiiltine dayali cevreyi algilama sistemini kullanan ve en
¢ok calisilmis Gram-negatif bakterilerden birisi de P. aeruginosa’dir. P. aeruginosa;
kanser ve AIDS hastalarinda veya kistik fibrozisli hastalarda; ayrica immiin sistemi
cerrahi olarak, yanikla veya sitotoksik ilaclarla baskilanmis hastalarda enfeksiyona
sebep olan, firsat¢i bir insan patojenidir. Ayrica P. aeruginosa, kataterler, kalp kapaklari
ve dig protezleri gibi viicut ici tibbi cihazlarda da kolonize olurlar (de Kievit, 2001). P.
aeruginosa’nin bagaril bir firsat¢1 patojen olmasinin nedenlerinden birisi, oldukca genis
yelpazede trettigi viriilens faktorleridir. Bu viriilens faktorleri arasinda elastaz, alkalin
proteaz, hemolzin, siyanid, piyosiyanin ve ekzotoksin A sayilabilir.

Ozellikle kistik fibriozisli hastalarm bu mikroorganizma ile kolonizasyonunun
onlenmesi imkansizdir. Yine kistik fibrozisli hastalarin akcigerleri, Pseudomonaslarin
alginat tiretip biyofilm olusturarak, bakterilerin antibiyotiklerden korunmasi icin iyi bir
ortam sagladigi icin, bu hastalarda Pseudomonas enfeksiyonlarini tedavi etmek oldukga
zordur. Clinkii bu patojenin sebep oldugu enfeksiyonlarda uzun stire ve tekrarli antibiyotik
tedavisi uygulanmasi direncli suslarin ortaya ¢cikmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Ciofu
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vd.,1994). Bu nedenle, bu patojenin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisi agisindan
antibiyotik duyarliliklarinin bilinmesi 6nem tagimaktadir.

Bu calismada, P. aeruginosa klinik izolatlarinda sinyal molekiilii tiretiminindeki
bozukluk ile antibiyotik duyarliliklart arasindaki iligki aragtirilmistir.

2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada; Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesinin cesitli kliniklerinden
izole edilmis 50 adet P. aeruginosa susu kullanilmigtir. Tiim suslar, %1.2 agar ilavesiyle
katilagtirllmig Luria Broth (LB) besiyerinde iretilmisti. AHL molekiillerinin tespiti,
C. violaceum CV026 (McClean vd., 1997) ve A. tumefaciens NT1 biyosensor suglari
kullanilarak gergeklestirilmigtir. N-acil yan zincirinde 4 ile 8 aras1 karbona sahip AHL
molekiillerinin tespiti icin, C. violaceum CV026 kullanilmistir. Ortamdaki mevcut kisa
zincirli AHL molekiilleri, C. violaceum CV026 mutant susunda mor bir pigment olan
viyolasin’in tiretimi uyarir (McClean vd., 1997). Diger bir indikator olarak, pZLR4
plazmiti tagtyan A. tumefaciens NT1 susu kullanilmigtir (Shaw vd., 1997; Cha vd.,
1998; Ravn vd., 2001). Bu sus, ortamda X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-
galactopyranoside) varliginda, N-agil yanzincirinde 6 ilel12 arasi karbona sahip uzun
zincirli AHL molekiillerinin indiiklemesi sonucunda mavi renk meydana getirir. Bu
susglar, %1.2 agar ilavesiyle katilastirilmis ve uygun antibiyotik ilavesi yapilmis (A.
tumefaciens NT1 Gentamisin 20ug/mL; C. violaceum CV026 Kanamisin 20ug/mL),
LB(%]1 tripton,%0.5 yeast extract,%0.5 NaCl) besiyerlerinde iiretilmistir.

2.1. AHL Molekiillerinin Tespiti icin Capraz Dogrulama Testi

Caligilan suglarda AHL molekiillerinin tiretimi, her iki biyosensér sug (CV026 ve
NT1) ile besiyeri lizerinde paralel ¢izilerek test edilmistir.

2.2. Agar Difiizyon Testi

SmL LB (%0.3, w/v) sivi kiiltlirtine, 50uL C. violaceum CV026 kiiltiirii ilave
edilmigtir. Agar-kiiltiir karisimi hizli bir sekilde LB petrilerine (100mm x 100mm)
dokiilmiistiir. Steril pastor pipeti ile besiyerinde agilmis kuyucuklara, test edilecek
izolatin siipernatantindan 100puL’ye kadar pipetle eklenmigtir. Petriler 30°C’de bir gece
inkiibe edilmis ve pigment iiretimi acisindan suglar degerlendirilmistir.

2.3. Disk Difiizyon Testi

Incelenen izolatlar, antibiyotik hassasiyetleri acisindan National Committee
for Clinical Laboratory Standards’a gore disk difiizyon yontemi uygulanarak test
edilmiglerdir (CLSI, 2005). Kullanilan antibiyotik diskleri: sefaperazon (Oxoid;75ug),
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imipenem (Oxoid;10ug), gentamisin (Oxoid;10ug), siprofloksasin (Oxoid;5ug) ve
gatifloksasin (Oxoid;5 ug) seklindedir. Mc Farland 0.5 bulanikliginda hazirlanan
bakteri siispansiyonu, Muller Hinton agar besiyeri bulunan petrilere yayilmistir. Sonra
antibiyotik diskleri, besiyeri yiizeyine yerlestirilmistir. inhibisyon zonlarinin gaplari 35
°C’de 24-48 saat inkiibasyon soncunda milimetrik cetvel ile 6lciilerek, sonuglar duyarli,
direncli ve orta derecede duyarli olarak CLSI’in kriterlerine gore degerlendirilmigtir. P.
aeruginosa ATCC 27853 susu kontrol olarak kullanilmistir (CLSI, 2005).

3. BULGULAR

Sinyal molekiilii tiretimi ve antibiyotik duyarliliklar1 acisindan test edilen izolatlarin
orjinleri Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Sinyal molekiilii liretimi ve antibiyotik duyarliliklari acisindan test edilen
suslarin orjinleri

Izole edildigi klinik Izoleedildigi Materyal Izole edilen Sus Sayisi
Yogun bakim Kan 10
Dahiliye Idrar 7

Gogiis Balgam 10

Yeni Dogan Yara 6

Pediatri Idrar 6

KBB Yara 2

Acil Periton mayi 3

Genel Cerrahi Viicut s1visi 6

C. violaceum CV026 ve A. tumefaciens NT1 biyosensor suglart kullanilarak, tiim
klinik izolatlarda AHL molekiillerinin tiretimi aragtirilmigtir.

Calismanin sonunda, P. aeruginosa klinik izolatlarinin tamami A. tumefaciens NT1
indikator susu ile AHL pozitif sonucu vermistir. Ancak bu izolatlar, AHL molekiillerinin
tiretimi agisindan, N-acil yan zincirinde 4 ile 8 aras1 karbona sahip AHL molekiillerinin
tespiti i¢in, C. violaceum CV026 indikator susu ile test edildiginde; kisa zincirli AHL
molekiillerinin varligi tespit edilememistir (Sekil 1a-b).
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Sekil 1.a., 1-2Biitanoyil Homoserin Lakton (BHL) sinyal molekiiliinii tiretemeyen suslar,
3-PAO1 kontrol susu 1.b.,0kzododekanoyil Homoserin Lakton (OdDHL)
sinyal molekiiliinii iireten suslar, 1, 2 klinik izolat, 3-PAO1 kontrol susu.

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinin zor olmasinda 6nemli rol oynayan
ozelliklerinden birisi de, farkli antibiyotiklere kars1 ¢oklu direng¢ tagimasidir. Calisma
sirasinda klinik izolatlarin antibiyotik diren¢ profilleri, sefaperazon (Oxoid;75ug),
imipenem (Oxoid;10pg), gentamisin (Oxoid;10ug), siprofloksasin (Oxoid;5ug)
ve gatifloksasin (Oxoid;5 pg) antibiyotikleri icin disk difiizyon testi uygulanarak
aragtirtlmistir. Calisma sonucunda tiim klinik izolatlar siprofloksasine, gentamisine ve
gatifloksasine duyarli olarak bulunmustur. Sefaperazona bir izolat direncli, yedi izolat
orta derecede duyarli ve diger izolatlarlar duyarli olarak bulunmustur. Imipeneme ise
alt1 izolat direncli, bir izolat orta derecede duyarli, diger izolatlar ise duyarl olarak tespit
edilmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. Caligma sirasinda kullanilan 50 P. aeruginosa klinik izolatinin
antibiyotikler i¢in duyarliliklari

Antibiyotikler Duyarli (%) Orta Derecede Duyarli (%) | Direncgli (%)
Cefaperazon 84 14
Imipenem 86 2 12
Gentamicin 100 _ _
Ciprofloxacin 100 _ _
Gatifloxacin 100 _ _

4. TARTISMA

Bu calisma SDU Tip Fakiiltesi hastanesinin gesitli iinitelerinden izole edilmis P.
aeruginosa klinik izolatlarinin tamamiin OdDHL sinyal molekiillerini iiretebildigini,
BHL sinyal molekiillerini tiretemedigini gostermistir (Bosgelmez- Tinaz vd., 2005).

Bir¢ok insan patojeni, cevreyi algilama sistemini viriilens faktolerinin lretimini
diizenlemek i¢in kullanirlar bu nedenle, bu sisteminin bloke edilmesi bakterinin ¢esitli
viriilens faktorlerini tiretmesini engellemek i¢in imkan saglar. P. aeruginosa patojeninin
onemli virtilens 6zelliklerinden birisi de farkli antibiyotiklere karsi coklu ilag pompalariyla
sagladig1 direngtir.

Ancak c¢alisma sonucunda, tiim izolatlar BHL sinyal molekiiliinii liretememelerine
ragmen, antibiyotik duyarliliklar1 arasinda biiyiik farkliliklar saptanamamistir. Bu
durum, bir hastanin farkl seviyede sinyal molekiilii iireten ¢coklu P. aeruginosa susuyla
enfekte olmug olmasina baglanabilir (Shaber vd, 2005). Daha 6nce yapilmig ¢aligmalarda
antibiyotik tedavisi uygulama siiresinin P. aeruginosa’da cesitli virtilens faktorlerinin
tiretimini etkiledigi ortaya konmustur (Griswold vd., 2001).

Caligilan izolatlar arasinda antibiyotik direncine sahip fazla sayida izolat
bulunmamaktadir. Yapilan bu calismanin sonucu, klinik izolatlarin sebep olabilecegi
hastaliklarin tedavisi ag¢isindan 6nem tagimaktadir. Zira ¢oklu dirence sahip patojenlerin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi mortalite, zaman ve maliyet agisindan biiyiik
kayiplara neden oldugu i¢in olduk¢a sorun olusturmaktadir.
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