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Ozet

Pseudomonas aeruginosa firsat¢1 bir mikroorganizma olup, gidalara ve gida ile temas eden yiizeylerde
tutunup, biyofilm olusturabilme kabiliyetine sahip mikroorganizmalarin baginda gelmektedir. Etken ¢cogunlukla
nosokomiyal ve immun sistemi baskilanmis konakgilarda enfeksiyonlara neden olur. Etkenin biyofilm iginde
iremesi ve antibiyotik direngliligi nedeniyle eredikasyonu giictiir. Enfeksiyonun olusumu sirasinda,
P aeruginosa Quorum sensing (QS-Cevreyi Algilama) regiilator sisteminin kontrolii altinda bir dizi virulans
faktorler tiretir. QS; bakterilerin biyofilm olusturabilmek amacrtyla bitisiginde yer alan diger bakteri hiicrelerine
sinyal molekiilleri (oto-induser-Al) gondererek hiicreleri uyarmasi ve etkilesime gegmesine verilen isimdir. Bu
nedenle ekstraselliiler sinyaller ve QS diizenleme sistemleri biyofilm varligi i¢in olduk¢a 6nemli olup, yeni
tedavi edici stratejilerin gelismesi i¢in de etkili bir hedef olarak dustiniilmektedir. P. aeruginosa’da QS
diizenlenmesi en az iki N-asetil homoserin lakton kodlayan gen ciftleri (Lasl-RhIl) tarafindan kontrol
edilmektedir. Bu genler ayn1 zamanda elastaz, alkalin fosfataz, hidrojen siyanid, ekzotoksin A, katalaz,
ramnolipid, piyosiyanin, asile edilmis homoserin laktonlar1 ve superoksit dizmutaz gibi virulans faktérlerin
tretimini de diizenlerler. QS’yi diizenlemede yardimci olan bir diger gen ¢ifti ise PQS-Mv{fR’dir. PQS
ekspresyonu LasR’ye baglidir ve Rh1R geni ekspresyonunu artirir.

Anahtar kelimeler: P. acruginosa, Virulans Faktorleri, Biyofilm, Quorum Sensing

Abstract

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen and the most well known biofilm-forming
bacteria attached one surfaces of foods or food contact. It is caused enfections and majority of theese are
commonly associated with nosocomial infection and infection in immunocompromised hosts. Infections with it
is difficult to eradicate, due to their high levels of antibiotic resistance and growth in biofilms. To facilitate the
establishment of infection, it produces an impressive array of virulens factors and many of these under the
controlle of Quorum sensing (QS) regulatory sytstems. QS, bacterial cells send a signal molecules called
autoinduser to the next other bacterial cells for the biofilm formation, and the bacteria make contact with each
other by the way for the stimulate and interaction the other bacteria. For this reason, extracellular signals and QS
regulation system is very important for present of biofilm, and it has been considered an attractive target for the
devolopment of new treatment strategies. QS regulation in the P. aeruginosa is controlled by at least two pairs of
gene (LasI-Rhll), coded N-acylated homoserine lactones. These systems regulate the virulens factors such as
elastase, alkaline phosphatase, hydrogen syanid, exotoxin A, catalase, rhamnolipid, pyosiyanine, acylated
homoserin lactones and superoksit dismutase producton so on. The third gen couple helped to regulating QS is
PQS-MvfR. The expression of PQS depends on LasR, and R4 1R gene is increasing in the expression.

Keywords: P.aeruginosa, Virulence Factor, Biofilm, Quorum Sensingion Stability

1.Giris

Pseudomonadaceae familyas1 Azotobacter group, Mesophilobacter, Oblitimonas, Permianibacter ve
Pseudomonas olmak tizere 5 cinsten olusur. Pseudomonas cinsi de 13 farkli alt tiirti i¢erir. Bunlar; P,
aeruginosa, P. alcaligenes, P. anguilliseptica, P. caeni, P. citronellolis, P. flavescens, P. jinjuensis, P.
mendocina, P. nitroreducens/multiresinivorans group, P.oleovorans/pseudoalcaligenes group, P cf.
pseudoalcaligenes, P. resinovorans ve P. straminea olarak bildirilmistir (Public Health England 2015).
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Pseudomonas’lar Gram negatif, sporsuz, toprak ve bitki gibi ¢esitli ¢evre kosullarinda yaygin olarak
bulunabilen, ubiquiter 6zellikte bakterilerdir. Etken kolay tireyebilme yetenegi nedeniyle de diinyanin her
kesiminde biiylik sorun olusturmaktadir. Pseudomonas spp. genel olarak nemli ortamlarda kolaylikla
¢ogalabilen, zorunlu aerob bir bakteri olmakla beraber, bu cins i¢inde bulunan diger tiirlerin aksine P. aeruginosa
terminal elektron alici olarak nitrati (NO,) kullanabilme 6zelligi nedeniyle anaerobik kosullarda da varligini
stirdiirebilmektedir. Bu durumun baslica nedeni, etkenin sulu ortamlarda planktonik bir sekilde ve bulundugu
sisteme yapisik bir ekzopolisakkarit matriksin i¢inde mikrokoloniler halinde yani “biyofilm” olusturarak ta
tireyebilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu o6zelliklerinin yani sira etkenin sahip oldugu beslenme
gereksinimlerinin oldukga basit olusu, ¢ogalabilmesi i¢in genis bir 1s1 araligina ihtiyag gostermesi (20-42°C),
yiiksek tuz konsantrasyonununa ve farkli ¢evre kosullarina dayanikli olusu, zayif antiseptikler ve c¢ogu
antibiyotiklere kars1 direngli olusu, nemli ortamlarda kolaylikla treyebilmesi gibi sahip olduklar1 dnemli
fizyolojik 6zellikleri nedeniyle de farkli ekolojik ortamlarda firsate¢1 bir patojen olarak da karsimiza ¢ikmakta ve
biitiin diinya da gida endiistrilerinde, ilag ve hastane ortaminda sorun olusturmaktadir. P. aeruginosa
enfeksiyonlar1 konak¢min immun sisteminin zayiflamasinin yanisira bakteriye ait ¢ok cesitli virulans
faktorlerinin de katkisti ile ortaya ¢ikar (Erdem 1999, Bilgehan 2000).

P luteola ve P. oryzihabitans tirleri disindaki diger Pseudomonas tiirleri oksidaz pozitiftir (Public
Health England 2015). Sahip olduklar bir veya bir¢ok polar flagellalar1 sayesinde hareketli, ubuk veya hafif
kivriml formlarda, 1,5-5,0 pm uzunlugunda ve 0,5-1,0 um genisliginde, uygun kosullarda pigment tiretebilen
bakterilerdir. Pseudomonas tiirlerine gore degismekle beraber, pyoverdin demirin sinirli oldugu durumlarda
fluoresans ozelikte sari-yesil siderofor pigmenti salgilarlar (Meyer ve ark. 2000). Belli Pseudomonas tiirleri
ayrica P. aeruginosa’nin Urettigi piyosiyanin ve P, fluorescens’in tirettigi thioquinolobaktin gibi diger siderofor
tiplerini de tretirler (Lau ve ark. 2004). Bazi suslar ayrica piyorubin (koyu kirmizi) ve piyomelanin gibi
(kahverengi-siyah) pigmentlerini de tiretebilirler (Singh ve ark. 2002).

P. aeruginosa suslari ise temelde 2 ¢esit pigment iiretirler: Piyosiyanin (mavi) ve piyoverdin (veya
fluorescein-sari-yesil). Bu pigment alkali pH’da mavi veya yesilimsi renk olusturdugu i¢in “aeruginosa” adi
verilmistir (King ve Philips 1978, Bilgehan 2000).

Pseudomonas metabolizmasi “arjinin fermentasyon” olarak adlandirilan arjinin deaminaz enetji tiretim
yolunu kullanmasina ve bazi tiirlerde piruvat fermentasyon sekillendirmesine ragmen, kuvvetli olarak oksijenli
solunum olarak tanimlanir. Biittin tiirler oksidatif fosforilasyon icin terminal elektron alicis1 olarak oksijeni
kullanir. Bazi tiirleri ise aerobik yolak ile es zamanli ¢aligarak, anaerobik solunum sistemine de sahiptirler. Bazi
Pseudomonas tirleri igin karakteristik olan bu destekleyici yolakta son elektron alicist olarak nitrat1 (NO,)
kullanirlar ve bu solunum tipi “nitrat solunumu” olarak adlandirilir. Nitrat solunumu yoluyla denitrifikasyon
enerji-iiretimi katobolik bir siirecidir. Uremesi igin nitrat kaynagi olarak nitratin denitrifikasyon
assimilasyonunun amonyaga indirgenmesi yoluyla gergeklesir (Moore ve ark. 2006). Bazi Pseudomonas
tiirlerinin elektron transport zincirinde mevcut olan ve en ¢ok a-, b- ve c-tip sitokrom icerdikleri saptanan
sitokromla karakterize edilmistir (Stanier ve ark. 1966).

Pseudomonas tiirleri karbon ve nitrojen kaynaklar1 olarak aminoasidi kullanabilirler. Aminoasit var
oldugunda, hiicre spesifik membran permeaz aktive olur, bu da aminoasitleri sitoplazmik bosluga gecisi i¢in
transport mekanizmasini saglar. Gida kaynagi olarak aminoasit kullanimi hiicre enerjisini giivende tutar, ¢iinkii
amino asitler hemen kullanilabilir, ¢ok az veya hi¢ modifiye olmadan hiicrede meydana gelecek olaylarda direk
olarak kullanilabilir (Moore ve ark. 2006).

2. Virulans Faktorleri

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinde konaga ve bakteriye ait faktorler rol oynar. Bakterinin
virulans faktorleri iki grup altinda toplanabilir; hiicre ile iliskili olanlar ve hiicre digina salman faktorlerdir.
Virulans faktorlerinin salinimi mikroorganizmanin tiredigi logaritmik fazda karmasik bir sistemle gerceklesir
(Woods 2004).

Bir P. aeruginosa enfeksiyon hastaliginin gelisebilmesi sirasinda; once etkenin adezyonu ve
kolonizasyon asamasi gergeklesir. Daha sonra bakteri lokal olarak invaze olur ve takiben yaygin sistemik
enfeksiyon olusur (Magin2014).

P. aeruginosa hiicre ylizey komponentleri, ekstraseliiler enzimler ve toksinleri igeren ¢esitli virulans
faktorlerine sahiptir. Etkenin virulans faktorlerinin biiyiik cogunlugu iki farkli regiilasyon sistemi tarafindan
kontrol edilir. Bu sistemler; iki-bilesenli (komponentli) transkripsiyonal regiilat6r sistemi ile quorum sensing
(QS) sistemidir. Bu iki mekanizma mikroorganizmanin konakg¢ida canli kalmasi ve tiremesi icin gereklidir (Ben
Haj Khalifave ark. 2011).



44 Bilgin SARIKEN, Veli OZ / Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 18:44-52 (2017/2)

Bakteriyel Hiicre Yiizey Virulans Faktorleri: Flagella: Patogenezde kritik bir role sahip olan kirpik,
etkenin yiizeyinde kutupsal yerlesimli filamant6z bir uzantidir ve bakterinin ylizme seklindeki hareketinden
sorumludur. Kame1 sayesinde bakteri, asiolaGM1 gibi yaygmm membran komponentleri araciliiyla epitel
hiicrelerine baglanarak adezyonu saglar ve etkenin kolonizasyonunun basarisindan sorumludur ve oldukca
immiinojeniktir (Singh ve ark. 2002).

Pilus (fimbriae): Pilus veya fimbriae P.aeruginosa’nin kisa, filamant6z ytizey uzantilaridir. Cogunlukla
coklu pilus mevcuttur ve piluslar Paeruginosa’da segirme (twitching) seklinde hareketinden sorumludur.
Bakterinin hiicre yiizeyine tutunmasinda adezinler biiyiik rol oynar. Bu yapi, etkenin hava yollarina hizla
yayilmasina ve kolonize olmasina yardimci olur. Piluslar bu nedenle adezin proteinleridir.

P. aeruginosa’da pilus disinda ikinci bir adezin yapisi daha vardir. Bu adezin yapisi ise pilus dist
adezinlerdir (tutunucu hiicre ylizeyi yapilari). Bu yapilar etkenin enfeksiyon olusturacagi bolgede yer alan epitel
hiicre yiizeyinde siyalik asitsiz gangliozid reseptor (asialoGM1) yapilarina baglanarak kolonizasyonun adezyon
fazinda 6nemli rol oynarlar (O'May ve ark. 2009). Bu amagla 6nce néromidaz iretilir, olusan néromidaz
gangliozitlerdeki siyalik asit kalintilarin1 yok eder ve sonra, adezinlerle asialoGM1 reseptorlerine baglanir
(Baron ve Finegold 1986, Erdem 1999). P. aeruginosa sahip olduklari piluslar ile epitel hiicrelerine tutunmakla
beraber, musine tutunamazlar. Bu yapiya ise pilus dist adezinler araciligiyla tutunur. Yani pilus dist adezinler
etkenin hem epitel hiicresine, hem de musin yapisina tutunmasini saglar (Erdem 1999, Baron veFinegold 1986).

Lipopolisakkaritler: P. aeruginosa’da dis membranin i¢ ylzii tipik ¢ift kath fosfolipid tabakaya
benzese de, dis membranin dis yiizli baslica lipopolisakkarit (LPS) tabakadan olusmaktadir. LPS tabaka,
fosfolipid ikili-katman i¢ine yerlesen lipid A ve buna bagli kor polisakkaridi ve O-spesifik polisakkaridi igeren
hidrofilik kuyruktan olusur. Farkli O-spesifik polisakkarit zincirleri, esas olarak P. aeruginosa serotiplerinin
tanimlanmasinda kullanilir. Lipid A komponenti ise pek ¢ok pro-inflamatuar yolakta aktiftir (Vasil ve Ochsner
1999). LPS tabaka, TLR4/CD14 veya TLR4/MD-2 reseptorlerinin taninmasi ve asialoGM1 veya CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) reseptorlerine baglanmasi araciligiyla adezyonda rol alan
o6nemli bir virulans faktériidiir (Kim ve ark. 2005).

Aljinat: Aljinat, P. aeruginosa tarafindan iiretilen ekzopolisakkarit mukoid bir yapidir. Tekrarlayan
mannuronik asit ve glukronik asit polimerlerinden meydana gelir. Aljinat, LPS gibi adezin fonksiyonu gosterir
ve solunum epiteline P. aeruginosa’nin tutunarak kolonize olmasini saglar (Salyers ve Whitt 1994). Aljinatin
asir1 Uretimi P. aeruginosa’yt fagositozdan, dehidratasyondan, antibiyotiklerden ve hatta kazanilmis konak
yanitindan korur (Wozniak ve ark. 2003). Ornegin; P. aeruginosa’nin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan aminoglikozidlerin bakterisid etkisini de aljinat inhibe edebilir (Baron ve Finegold 1986, Denton ve
Wilcox 1997). Aljinat, bakterinin adezyonunda da rol oynar ve bakteriyi solunum yolu epiteli tizerine sabitler.
Aljinat biyosentezinde gorev alan genler kromozomun bir bolgesinde kiimelenmis ve operon olarak organize
olmuslardir. Ortamda nitrojen miktarinin azalmasi ve yiiksek ozmolarite aljinat tiretimini tetikler. Mukoid
fenotipten, mukoid olmayan fenotipe doniisiimii algS ve algT yardimiyla gergeklesir (Salyers ve Whitt 1994).

Piyosiyanin: P. aeruginosa’nin mavi pigment metaboliti olan piyosiyanin, nétrofillerde apopitozisi
uyarmasi, konak yanitini baskilamasi ve IL-8 artis1 gibi etkilerle patogenezde rol oynar (Denning ve ark. 1998).
Bu pigment ayrica silyali solunum yolu epitelinin fonksiyonlarini bozar ve toksik serbest radikallerin
salgilanmasina neden olarak, daha 6nceden meydana gelmis olan doku hasarimi artirir. Piyosiyanin al-
antitripsini inaktive eder, bu nedenle kistik fibrozisde bulunan proteaz-antiproteaz dengesizligine katkida
bulunurken (Britigan ve ark. 1999), P. aeruginosa ilave olarak elastazi ile kollojen, fibrinojen ve elastin dahil
ekstraseliiler matriksin pekg¢ok proteinine baglanir, boylece akciger paransimi i¢ine bakteri invazyonuna katkida
bulunur (Britigan ve ark. 1999, Muller 2006).

Piyoverdin: Piyoverdin bir siderofordur ve P. aeruginosa metabolizmasinda kullanim i¢in ¢evreden
demir baglayan kiigiik bir molekiildiir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda piyoverdinin P. aeruginosa’nin
ekzotoksin A (ekzoA) ve endoproteaz gibi diger virulans faktorlerinin sekresyonunun diizenlenmesinde ve kendi
sekresyonundarol aldigi ve 6nemli bir virulans faktorii oldugu gosterilmistir (Song ve ark. 2010).

Alkali Proteaz: Alkali proteaz P. aeruginosa’ nin LasB elastaz ve Las A gibi tirettigi birgok proteazdan
biridir. Alkali proteaz, P. aeruginosa’nin tip 1 sekresyon sistemi tarafindan salgilanan ve fibrini pargalayici bir
proteazdir. P. aeruginosa proteazlariin ¢ogu gibi yalnizca korneal enfeksiyonlarin patogenezinde rolil agikca
bilinmektedir. Ayrica akut akciger hasarina da neden olabilmektedir (Alcorn ve ark. 2004).

Proteaz IV: Proteaz IV, P. aeruginosa tarafindan salgilanan diger proteazlar gibi patogenezde rol alir.
Proteaz IV’iin 6zellikle P. aeruginosa keratinin patogenezine katildigi bilinmektedir. Bununla birlikte son
yillarda yapilan ¢aligmalarda siirfaktan proteinleri A, D ve B nin yikim1 araciligiyla akciger enfeksiyonlarmin
patogenezinde de etkili oldugu gosterilmistir (Malloy ve ark. 2005).
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Elastaz: Elastin akcigerlerin genisleyip, daralmasina olanak saglayan bir proteindir ve akcigerlerde
bulunan proteinin yaklasik %30’u elastindir. P. aeruginosa’nin elastolitik etkisinden LasA proteaz ve LasB
elastaz sorumludur. LasB bir ¢inko metalloproteinazdir. Bu enzim hiicredisi ¢inko proteaz olup, kollojen ve
elastin gibi 6karyotik proteinlere saldirir ve hiicrenin yapisal proteinlerini parcalar. LasA proteaz ve LasB elastaz
enzimleri sinerjistik etki gostererek elastini parcalar. LasA proteaz, elastini yikamaz fakat yipratir ve lasB
elastazin elastolitik aktivitesini arttirir. LasB bir ¢inko metalloproteinazdir ve proteolitik 6zelligi alkali proteazin
on katidir (Salyers ve Whitt 1994). Bu enzim hiicredis1 ¢inko proteaz olup, kollojen ve elastin gibi 6karyotik
proroteilere saldirir ve hiicrenin yapisal proteinlerini pargalar (Lederberg 2000). Etken 6rnegin solunum yolu
epitelinde stirfaktan proteinleri A ve D’nin parcalanmasi ve proteaz aktive edici reseptoriin inaktivasyonu ile
konak hiicre immiin yanitin1 azaltir (Salyers ve Whitt 1994, Song ve ark. 2010). Kan damarlarindaki elastik
tabakay1 tahrip edici etkiye sahiptir. Elastaz, dissemine P. aeruginosa enfeksiyonlarinda goriilen ektima
gangrenosum adli karakteristik lezyonlardan sorumludur (Delden ve Iglewski 1998).

Fosfolipaz C: Fosfolipaz C, 6zellikle hemolitik fosfolipaz C, P. aeruginosa tarafindan tip II sekresyon
sistemi aracihiiyla ekstraselliiler bosluga salgilanan bir fosfolipazdir. Okaryotik hiicre membran bilesini olan
fosfolipitleri hedef alarak akut akciger hasar1 patogenezinde rol oynar (Wiener-Kronish ve ark. 1993).
P. aeruginosa’nin akut akciger hasari1 ve inflamasyonunun patogenezinde rol alir. Patojenik etkilerinin bir kismi1
stirfaktan inaktivasyonu ile olmaktadir. Konak nétrofil oksidatif patlama yanitin1 baskilar (Romero ve ark.
1998).

Ekzotoksin A (Ex0A): P. aeruginosa'nin en 6nemli virulans faktorlerinden biridir. Bu toksinin ¢ok
kiigiik bir dozu bile deney hayvanlarinda 6liime yol agar. ExoA, bir ADP (adenozindifosfatin)-ribozil transferaz
ozelligindedir. Tip II sekresyon sistemi araciligtyla ekstraselliiler bosluga salgilanan exoA, elangasyon faktor-2
(EF-2)’yi dolayisiyla protein sentezini inhibe ederek hiicre 6limiine yol acar. ExoA’ nin enfeksiyonda konak
yanitini baskiladig1 gosterilmistir. Ekzo A 6zellikle yanik yaras1 ve kronik akciger enfeksiyonlari sirasinda doku
hasarmin olusmasinda nemli role sahiptir. Ayrica, ekzotoksin A, T ve B lenfositleri i¢in immiinsupresyon
olusturucu etkiye sahiptir (Lederberg 2000).

Ramnolipit: Ramnolipit ilk olarak P. aeruginosa’dan 1949°da Jarvis ve Johnson tarafindan izole
edilen bir glikolipid biyosiirfaktandir (Abdel-Mawgoud ve ark. 2010). Bu birlesik bir veya iki ramnoz seker
molekiilii ile bir veya iki B-hydroxy (3-hydroxy) yag aitlerinden olusur (Lang ve Wullbrand 1999).
Ramnolipitler P. aeruginosa tarafindan tiremenin duragan fazinda ve ozellikle demir ve nitrojen
konsantrasyonunun siirli oldugu durumlarda iiretilir (Guerra-Santos ve ark. 1986). Hemolitik etkilidir.
Yapisindaki ramnoz igeren glikolipid sayesinde biyostiirfaktan etki gosterir. Deterjan benzeri etkisiyle akciger
stirfaktan1 fosfolipidlerini ¢6ziiniir hale getirerek, fosfolipaz C’nin etki etmesine yardimci olur. Ayrica
mukosiliyer tasinimi ve silya fonksiyonlarimi inhibe eder (Karatuna ve Yagc1 2008).

Sitotoksin: Toksik bir protein olup, 25000 mol agirligindadir. Daha 6nceleri 16kosidin olarak bilinen bu
toksin, notrofil fonksiyonlarini inhibe eder ve P. aeruginosa suslarimin neden oldugu yetiskin solunum stresi
sendromundaki akciger hasarindan da sorumludur (Vasil ve Ochsner 1999, Kim ve ark. 2005, O'May ve ark.
2009).

Slime faktor: P. aeruginosa’nin bazi kosullarda olusturdugu polisakkarit kapsiil yapisina “slime
tabakas1” denir. Slime faktorii, konak bagisiklik sistemini etkileyerek bakterinin konak savunmasindan
korundugu gézlemlenmistir (Lagournintzis ve ark. 2003).

Tip III Sekresyon Sistemi: P. aeruginosa bu sistem ile hedef hiicre tizerinde por agarak, pilus benzeri
bir olusumla iki hiicre arasinda koprii olusturmak ve bu koprii yardimiyla efektor proteinlerini 6karyot hiicre
stoplazmasina ilettigi bir sistemdir. Effektor proteinler aktin hiicre iskeletini ve protein sentezini inhibe etmek
suretiyle hiicresel aligverisi bozar (Kipnis ve ark. 2006). Tip III sistemi ile salinan toksinler; ekzoenzim S
(exoS), ekzoenzim T (exoT), ekzoenzim Y (exoY) ve ekzoenzim U (exoU)’dur (Kipnis ve ark. 2006, Hauser
2009). ExoS ve exoT nin birden fazla enzimatik ve kimyasal islevi vardir. ExoS ve exoA birlikte enfekte olan
hastalarda, mortalite orani1 daha yiiksek bulunmustur. ExoS hiicresel apoptozis i¢in gereklidir. Akciger
infeksiyonlarinda dogrudan doku hasarina yol agan ve bakterinin yayilmasinda rol oynayan bir toksindir (Nicas
ve Iglewski 1985). ExoT P aeruginosa’nin makrofajlar tarafindan alinmasimi engeller. ExoT nin yara
tyilesmesini inhibe edici 6zelligi de gosterilmistir (Shaver ve Hauser 2004). ExoU fosfolipaz A2 benzeri
aktivitesi olan bir fosfolipaz olarak tarif edilen gii¢lii bir sitotoksindir ve ¢esitli hedef hiicreleri pargalar (Mitov
ve ark.2010).
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3. Quorum Sensing ve P. aeruginosa Patogenezindeki Rolii

Biyofilm; mikroorganizmalarin birbirleriyle, bulunduklar1 yiizeylerle veya bulunduklar ytizeylerden
daha alt tabakalara yani ara yiizeylere geri doniisiimsiiz olarak tutunmalarin1 ve yapismalarini saglayan, ayni
zamanda biiylime oran1 ve gen transkripsiyonuna bagl olarak farkli fenotipik 6zellikler kazanarak salgiladiklari
“ekstraseliiler polimerik substant (EPS) (hiicre disi polimerik madde) matriksine verilen addir
(Shunmugaperumal 2010). Biyofilm olustuk¢a, mikro ¢evredeki degisiklikler gen ekspresyonlarinda da
degisiklikler olusturarak biyofilmin olusumunu hizlandirmaktadir. Biyofilm olusturan genetik materyal
plazmitler araciligi ile de kolaylikla aktarilmaktadir. Biyofilm olusumu bes evrede ger¢eklesmektedir (Vuong ve
Otto 2002, Post ve ark. 2004). Buasamalar;

1) Yiizeyin uygun duruma getirilmesi (Surface conditioning),
2) Geri dontistimlii tutunma (reversible attachment),

3) Geri doniisiimsiiz tutunma (irreversible attachment)
4)Kolonizasyon

5) Kopma.

Biyofilm sayesinde EPS igerisine gomiilii olarak yasamlarimi siirdiiren mikroorganizmalar immiin
sistem elamanlarindan, antibiyotiklerden, patojenlerin tiretmis oldugu antimikrobiyal {irtinlerden, fiziksel,
kimyasal ve biyolojik streslerden korunurlar (Nouraldin ve ark. 2016). Hatta son ¢alismalar biyofilm igerindeki
bakterilerin antibiyotiklere kars1 1000 kat daha direncli oldugu ortaya koymustur. Boylece biyofilm i¢indeki
mikroorganizmalar yasadiklari ¢evrede planktonik formlarina gore daha fazla hayatta kalma ve biiylime sansina
sahip olurlar (Hassan ve ark. 2011).

Pseudomonadaceac ailesi icerisinde yer alan Gram negatif bir bakteri olan P. aeruginosa, gerek biyofilm
olusturma ozelligi, gerekse cok hizli diren¢ kazanma ozelliginden dolay1 son yillarda insidansi yiiksek
mikroorganizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Rasamiravaka ve ark. 2015).

Quorum Sensing: Bakteriler biyofilm olusturabilmek amaciyla bitisiginde yer alan bakteri hiicrelerini
biyofilm olusturma yoniinde uyarabilmek i¢in, ortama kiiciik, diffuze olabilen molekiiller yayarlar. Hiicreler
arasindaki bu iletisim “Quorum Sensing (QS)” ad1 verilen sistemler ile gerceklestirilmektedir. Ancak, hiicre-
hiicre isaretlesmesi ile iliskili olan bu tip kimyasallar, yapilar1 olduk¢a farkli olan ve stirekli genisleyen
molekiillerin toplanmasini temsil ederler. QS yogun bakteriyel toplulugun taninmasinda oldukg¢a 6nemlidir. Bu
tip bir diizenleme topluluk seviyelerinde bakteriyel davranislarini kontrol eder (Davies 2003). Bu asamada
tutunma, kimyasal baglanmadan ziyade elektrostatik bir etkilesimle oldugu i¢in geri doniistimliidiir. Ancak,
hiicrelerin bazilar1 daha siki bag kurmak amaciyla yapilar sekillendirerek, biyofilmin ikinci basamagi olan geri
doniistimsiiz (irreversibl) baglanma i¢in avantaj saglar (Costerton ve ark. 2004). Bakteri hiicrelerinin yiizeye
EPS tiretimi i¢in geri doniigiimsiiz baglanmasi, bakteri hiicrelerinin membrana bagli uyarici proteinlerin uyarimi
sonucu sekillenir (Boyd ve Chakrabarty 1995). Bu uyarim, bakteri hiicreleri arasinda kopriiler kurulmasi ve
sonrasinda yiizeyde bakteri kiimelerinin olusumuna izin verir (Donlan 2002, Hall-Stoodley ve ark. 2004).
Biyofilm bilesiminde yer alan “Birlesmis Protein Yapisi” (Biofilm associated protein-BAP) sayesinde
organizmalar ylizeye kolonize olabilir ve burada siirekli kalabilir. Bunedenle BAP olduk¢a 6nemlidir (Tormo ve
ark. 2005). Ornegin, alginatin P. aeruginosa’nin yiizeye yapismasinda ve biyofilm gelistirilmesinde
tamamlayici oldugu bilinmektedir (Hall-Stoodley ve ark. 2004).

Tutunma isleminden sonra, biyofilm olusturmak yoniinde farklilasma isleminin baglamasi, QS
sisteminden gelen haberlesme sistemindeki yanitlara baglidir. Bu sistem ile bakteriler ¢evrelerindeki bakteriyel
populasyonun yogunlugunu belirlerler. Bir ylizeye tutunan her bakteri, ortama mesaj veren bir molekiil salgilar.
Yiizeye tutunan bakterilerin sayisi arttikca, bu sinyalin lokal konsantrasyonlari artmaktadir. Bu sinyal
molekiiliiniin (oto-uyarci-autoinducer-Al) konsantrasyonundaki artis ile birlikte, biyofilm olusumuna yonelik
bir dizi islem baslatilmis olur. Biyofilm i¢erisindeki bakteriler hiicrelerarasi ve diisiik molekiil agirliklaria sahip
haberciler araciligiyla iletisim saglarlar (Sahin 2007). Yapilan ¢caligmalar ile tek hiicreli bakterilerin birbirleri ile
iletisim kurabildigi ve degisen bir ortama yanit verebildikleri gosterilmistir. Bu tiir bir hiicreden hiicreye iletisim
dizgesinin (¢ogunlugu algilama), bakteri topluluklarinda gen sunumunun uyumu ve iglevsel yonetiminde temel
roller oynadig1 bilinmektedir. Hiicre yogunluguna bagli olarak QS; bakteriler kiiciik isaret molekiillerinin
birikimine yanit verirler, ortami tararlar ve salinimda bulunurlar. Bu tiir etkilesimlerin sonucunda da bir grup
hedef genin diizenlenmesi saglanir. Bu mekanizma, belli bir isaret yogunluguna ulasildiginda, baz1 genlerin
acilmasini garantiler (Dong ve Zhang 2005).
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QS sistemindeki mekanizma, kendiliginden sinyal {iretebilen Al molekiillerinden olusur. Bunun nedeni,
iretildikleri hiicrenin metabolizmas: tizerinde diizenleyici etki gostermeleridir (Novick ve Muir 1999,
Donabedian 2003). Baz1 mikroorganizmalar ise birden fazla farkli QS molekiilii kullanmaktadir. QS iki sekilde
gerceklesir; tlirler arasi ve tiir ici sinyal molekdilleriyle iletisim. Gram negatif bakterilerde tiirden tire QS
mekanizmasinda Al molekiil olarak N-acyl homoserin lakton (AHL, AHLs, acyl-HSL veya HSL), Gram pozitif
bakterilerde ¢ogunlukla oligopeptidler (autoinducering peptitler) (Wong 1998), hem Gram negatif hem de Gram
pozitif bakteriler ortak olarak Al -2 ‘ler kullanmaktadir.

Pseudomonas ‘larda QS sistemi

P. aeruginosave diger Gram negatif bakteriler tarafindan tiretilen ve tiir icinde kullanilan Al’lerinin ana
sinifin “N-Ag¢il homoserin laktonlar (AHLs-N-acylated homoserine lactone)” olustururlar. AHL ler 4 ile 18
karbon (C) uzunlugunda a¢il zincirlerini tagtryan homoserin lakton (HL) halkalarindan olugsmaktadir (Fuqua ve
ark. 2001). Bu yan zincirlerde C3 pozisyonunda ya da doymamis ¢ift baglarda nadiren modifikasyonlar goriiliir
(Ruby 1996).

P aeruginosa’da bulunan QS sistemi hiyerarsik bir QS dongiisii tarafindan kontrol edilir.
P. aeruginosa’dati¢ ana QS sistemi bulunur. Bunlar;

1) LasI-LasR,
2) RhlI-RhIR ve
3) PQS-MvfR.

Bu sistemler biyofilm formasyonu ve virulans faktorii gen ekspresyonunu kontrol eder.
P aureginosa’nin QS sistem genlerinin fonksiyonlari tek baglarina ¢alismayip birlikte fonksiyon gosterirler.
Bagka bir ifadeyle, 74/ genlerinin ekspresyonu /as genlerinin regiilasyonu altinda gerceklesmektedir (Girard ve
Bloemberg 2008). Kisaca agiklanirsa; Al sentaz geni LasRI sisteminden olusur. Bu sistemlerden las/
ekstraseliiler diffuze olabilen AHL sinyal molekiillerini ve N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine lactonu
(OdDHL) tiretir. OdDHL transkripsiyonel regiilator olan lasR tarafindan taninir. /asR daha sonra RA1I-RhIR
sistemini etkileyen cesitli gen ekspirasyonunu yonetir. Nitekim 47/ N-butyryl-L-homoserine lactone (BHL)
sinyal molekiiliinii tiretir. Bu molekiil onun akrabas1 olan transkripsiyonel regiilator Rh1R’yi baglayabilir. LasR
ve Rh1R transkripsiyonel regiilatorler yiiksek yogunluktaki P. aeruginosa ‘larin varliginda sekillenen yeterli
diizeyde OdDHL ve BHL oldugu zaman aktive olur (Pesci ve ark. 1999, Venturi 2006). Hiicre yogunlugundaki
artis ile Al intraseliiler konsantrasyonu diizeyi ii¢ kat seviyeye ulasincaya kadar birikir. Bu kritik
konsantrasyonda, onlar uygun diizenleyici protein baglarlar (Fuqua ve ark. 1996). Regiilator-protein Al
kompleksleri onlarin artan hedef genlerin yukar1 yondeki spesifik DNA dizilimini baglarlar. Bu sistemler, bu
ylizden bakterilerin birbirleriyle iletisimine (hiicre-hiicre sinyallesmesi), kendi yogunluklarinin algilamasina ve
koordineli bir sekilde davranmalarina, bireysel hiicreden daha ziyade bir topluluk olarak spesifik genlerin
ekspresyonuna izin verir (Van Delden ve Iglewski 1998). LasRI sistemi lasB ekspresyonunu diizenler ve LasA
proteaz ve ekzotoksin A gibi diger ekstra-selliiler virulans faktorlerin optimal tiretimi i¢in ihtiya¢ duyulur
(Gambello ve ark. 1993). Bu sistem P. aeruginosa sekresyon yolaginda proteinleri kodlayan xcpP ve xcpR
genlerinin transkripsiyonunu baglattigi da gosterilmistir.

PQS-MvfR sisteminde, 2-heptil-3-hidroksi-4 (1H) kinolon ve onun prekiirsorleri transkripsiyonel
regiilator MvfR ’yi baglar ve sonrakileri kontrol eder (Kennedy ve ark. 2010). Bu molekiil (2-heptil-3-hidroksi-4
(1H) kinolon ) homoserin lakton ailesine ait degildir. lasB geni, Las ve Rhl sistemi ekspresyonunu kontrol eden
P quinolone sinyali tarafindan dizayn edilmistir. PQS ekspresyonu LasR’ye baghidir ve Rh1R geni
ekspresyonunu artirir. Bundan dolay1 PQS Las ve Rh1 sistemleri arasinda bir bag olarak rol oynar (Pesci ve ark.
1999).

Lasl-LasR ve RhlI-RhIR QS sistemi P. aeruginosa’nin virulansinit kontrol etmede ardisik olarak
fonksiyon gosterir. Yapilan ¢aligmalarda QS ile ilgili olarak, P. aeruginosa’nin kromozomal genlerinin % 6-10"u
AHL’ler tarafindan diizenlendigi ve diger Pseudomonas spp.’nin de aynmi sistemi kullandigi bildirilmistir
(Arevalo-Ferro ve ark. 2003).

Bunlarin disinda P. aeruginosa ve diger Gram negatif bakterilerde LuxI/LuxR diizenleyici sistem de
bulunmaktadir. LuxI/LuxR diizenleyici sistem, bakterilerdeki QS araciligiyla yapilan gen ekspresyonunun
kontrolii i¢in gereken sistemdir. LuxI ve LuxR homologlar1 ¢ok sayida bakteriyel genomda tanimlanmistir.
LuxIR tipi QS sistemler gen ekspresyonuna gore hiicre yogunlugunu kontrol ederler (Case ve ark. 2008). Pozitif
feedback (geri-besleme) mekanizmasi genel olarak AHL QS sistemleri bagli olan LuxI tipi gen ekspresyonlarimi
aktive eden LuxR tipi proteinleri igerirler. AHL Al molekiilleri spesifiktir ve belirli bir AHL molekiilii sadece
onu tireten tlirler tarafindan tespit edilir. Boylelikle AHL tipi QS sistemleri ¢ogunlukla tiirler ici hiicre iletisimini
tesvik eder (Schuster ve ark. 2004). QS sinyal (N-3-oxooctanoyl-L-homoserine lactone) (30C8HSL)
eksikliginde TarR tamamlanamaz ve hizlica yok olurlar. P. aeruginosa’da bulunan QS sistemi hiyerarsik bir QS
dongiisii tarafindan kontrol edilir (Zhu ve Winans 2001).
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QS sistemi biraz daha aciklanacak olursa; /as/ ve rhll genleri Als olarak adlandirilmaktadir. Las geninin
fonksiyonu ilk olarak LasB elastaz enzim aktivitesinin bulunmasiyla ortaya cikmistir. Bundan dolay1
P. aeruginosa QS sisteminde las geni olarak adlandirilmistir. #4217 geni adlandirilmasinin nedeni ise ramnolipid
tiretimindeki buiyiik roliidiir. 742/, ramnolipid tiretiminde gerekli olan ramnosil tranferaz enzimi kodlayan r#/4B
olarak adlandirilan bir operonun ekspresyonunu diizenler. Las/; QS’de Al sentaz olan N-(3 oxododecanoyl)-
homoserin laktonu (3-oxo0-C12-HSL) kodlar (Pesci ve ark. 1999, Delden ve Iglewski 1998). Bu QS signal
serbest olarak P, aeruginosa hiicrelerine diffuze olabilir. Al’ler belli bir kritik alt sinir konsantrasyonuna ulastigi
zaman, Al’ler LasR proteine baglanir ve daha sonra LasR-Al kompleks sekillenir. Bu kompleks daha sonra pek
¢ok viriilans faktorleri kodlayan genlerle birlikte bir seri hedef genleri tetikler. Ornegin; toxA (toksin A), lasA
(elastaz), lasB, aprA ve xcpR ve xcpP gibi. Bu genlerin yanisira, LasR-Al kompleksler /as/ genlerin salinimina
neden olur. ikinci gen olan Rh/I; N-butyryl-homoserin lakton’u (C,-HSL) kodlar. Bu RA/I geni ramnolipid,
elastaz, piyosiyanin, siyanid gibi faktorlerin tiretimini kontrol eder. Bu molekiiller LasR ve RAIR olarak
adlandirilan transkripsiyonal regiilatorleri aktive eder (Smith ve Iglewski 2003). Boylece, biyofilm i¢ersindeki
bakteriler virulans faktorlerin salinimini artirarak patogenezde rol oynamaktadir. Bakterinin virulans faktorleri
hiicrelerdeki siki baglantilar1 parcalayarak epitel gecirgenligini arttirir ve infeksiyon bolgesinde nétrofil
sayisinin ¢ogalmasina yol agar. Bu durum interlkinlerin tiretimini uyararak pro-inflamatuvar etki gosterir
(Salyers 1994). 3 oxo-C,-HSL ve C,-HSL molekiillerinin epitelyal hiicrelerin membran biitiinliigiinii bozdugu
bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucu 3 oxo -C,,-HSL sinyal molekiiliiniin bir hiicre ile etkilesime girmesi; o
hiicrede inflamasyonu ve apoptozisi uyarir (Wu ve ark. 2005). Ozellikle pro-inflamatuar sitokinlerden Cox-2,
IL-6, IL-8 ve daha bircogunun artisina da neden olmaktadir (Alcorn ve ark. 2004).

QS sistemleri genlerin ekspresyonunda Al veya haberci molekiiller ile biiyiik bir role sahiptirler. C,,-
HSL Al fibroblast ve bronsiyal epitel gibi insan akciger yapisal hiicrelerinde IL-8 tiretimine neden olurlar. Al
ayni zamanda inflamasyonda biiyiik rol oynayan akciger fibroblast hiicrelerinde prostoglandin E2 ve
siklooksigenaz-2 liretimini stimiile eder. Bunlarin 6tesinde, molekiil n6trofil ve makrofajlarda apoptozisi artirir.
Bundan dolayi1 yukarida bahsedilen gen {ireten virulans fakt6rlerinin ekspresyonunun diizenlenmesinde Al’ler
ayni zamanda konak immun sistem fonksiyonu i¢inde modiilator bir faktordiir (Smith ve ark. 2002).

P. aeruginosa’nin QS’sinin 6zellikleri:

a) Sistem yarismaci nitelik tasimamaktadir. Bunun anlami iki sistemin tiriinleri arasinda herhangi bir
iligkinin bulunmamasidir.

b) Bazi bakteriyel genler iki ¢ift gen tarafindan kontrol edilirken, bazilar1 ise tek gen tarafindan kontrol
edilirler. Bu genler kendi kontrolleri altindadirlar. Buna gére LasR proteini/C,,-HSL, las1 geninin kontrolii
altindadir. Bunlar rh1R geninin ekspresyonunu regiile ederler. RhIR proteini/C,-HSL de rhll gen
transkripsiyonunu regiile eder.

¢) C terminali, ATG baslangi¢c kodonunun 40 bp akisinda LAS-Box’a baglanan helix sarmalint motife
eder. Las-Box 20 baz ¢ifti bolgesinden olusur. C-terminalindeki amino asitler polimerizasyona katilirlar.

d) Rhl sistemin R proteini C,-HSL varliginda ya da yoklugunda bir dimer olusturur ve DNA’ya
baglanirlar. AI’e baglanmasi durumunda hedef genin ekspresyonunu etkileyebilir (Pesci ve ark. 1999).

4.Sonuc¢

P. aeruginosa’mn virulansinda, hem hiicresel hem de hiicre dis1 faktorler rol oynamaktadir. Ozellikle
pilus, flagella ve lipopolisakkarit gibi yiizey komponentleri ile konak hiicre ylizeyine yapisir ve konak immiin
yanitina neden olur. Yapilan pek ¢ok hayvan modeli ¢alismada proteazlar, toksinler ve hemolizinlerin
Paeruginosa virulanshiginda rol aldig1 gosterilmistir. P.aeruginosa’nin hiicre dis1 virulans faktorlerinin salinimi
QS mekanizma ile kontrol edilip diizenlenmektedir. QS sisteminin ayn1 zamanda pek ¢cok mikroorganizmada
onemli bir virulans faktorii olan biyofilm yapisini da etkiledigi bilinmektedir. Yapilan literatiir ¢alismalari
bilingsiz antibiyotik kullaniminin ve bakterilerde diren¢ genlerinin aktariminin iist kusak antibiyotiklerin
cikmasina neden oldugunu ve direng kazanan bu bakterilerle miicadelenin her gegen giin giderek zorlastigim
gostermektedir. Ustelik biyofilm olusumunun antibiyotik penetrasyonunu énledigi ayrica biyofilm olusumunun
bariyer olarak gorev yapan epitelyal hiicrelerde yapisal ve fonksiyonel degisimlere neden oldugu goriilmiistir.
Biyofilm yapist P.aeruginosa’nin 6zellikle kronik akciger enfeksiyonlari gibi pek ¢ok enfeksiyonun gelisiminde
O6nemli bir role sahiptir. Biyofilm olusumunun baslangi¢c asamasinda ylizeye tutunmus mikroorganizmalarda
gerceklesen gen ekspirasyonu degisimiyle, biyofilm-spesifik fenotip degismeler ve bunun sonucunda da
biyofilmde antibiyotik direnclilik potensiyelinde artig sekillenir. Daha sonra, ekzopolisakkarit matriks tiretimi
sonucunda da antimikrobiyel maddelerin penetre olmasi engellenmis olmaktadir. Biyofilm matriksinde bulunan
ve enfeksiyona neden olan mikroorganizmalarin antibiyotik direnglilik problemi, tip diinyasinin yiiz yiize
kaldig1 buytuk problemlerden birisidir (Costerton 1999). Biyofilm i¢inde bakteri genetik materyalinin
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konjugasyon yoluyla aktarimi veya degisimi sonucu kazanilan direnclilik, bakterinin planktonik formuna
kiyasla 1000 kat daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Biyofilm i¢inde bulunan bakteri, antibiyotik kullanimi gibi
strese maruz kaldig1 zaman da yiiksek mutasyona (hypermutation) ugrar (Marshall 1976, Dunne 2002).
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