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Acinetobacter turleri, ¢esitli enfeksiyonlarin nedeni olmasinin yaninda nozokomiyal
firsat¢i patojen olarak karisimiza c¢ikmaktadirlar. Her ortama kolay adapte
olmalarinin sonucunda antibakteriyel ajanlara karsi Acinetobacter turlerinin
giderek artan oranda direng gelistirdigi goértulmektedir. Acinetobacter tirleri ayrica
biyofilm olusturma yetenekleri ve cesitli patojenite kriterleri ile de 6ne
cikmaktadirlar. Cevrelerine karsi gelistirdikleri bu 6zellikler quorum sensing olarak
bilinen bakteriyel iletisim veya cevreyi algilama mekanizmasi ile duzenlenerek

olusmaktadir.

Bu calismada nozokomiyal etken olarak tanimlanan 50 Acinetobacter turu ile
toprak gibi dogal ortamdan izole edilen 20 Acinetobacter turlu arasinda bakteriyel
iletisim moleklli olarak bir farklihk olup olmadidi arastirildi. Ayni zamanda
antioksidan Ozellikleri ile bilinen “quercetin” ve “resveratrol” molekullerinin quorum

sensing mekanizmasi Uzerindeki etkisi de incelendi. Nozokomiyal Acinetobacter



turlerinin izole edildigi klinik materyal ve servis bilgilerinin yansira hastalara ait
cinsiyet Ozellikleri ile Acinetobacter turleri arasindaki dagilimlari hesaplandi.
Biyokimyasal testler sonucunda nozokomiyal olarak tanimlanan tum turlerin A.
baumannii, topraktan izole edilen turlerin ise Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter haemolyticus ve A. calcoaceticus oldugu saptanmistir. Fenotipik
yontemlerle tanimlamalari yapilan 70 Acinetobacter turinidn biyosensér bakteriler
olan Chromobacterium violaceum 026, Agrobacterium tumefaciens A136,
Agrobacterium tumefaciens WCF47, Agrobacterium tumefaciens NTL1 yardimiyla
yapilan capraz dogrulama ve ince tabaka kromotografisi sonuglarina goére
topraktan izole edilen turlerin 3-oxo-C8-AHL ve C8-AHL sinyal molekullerini
uretebildigi saptanmistir. Klinik izolatlarin ise topraktan izole edilen turlerin Urettigi
sinyal molekullerinin yanisira C10-AHL,C12-AHL, C14-AHL ve C16-AHL gibi uzun

zincirli sinyal molekullerini de Uretebildikleri gordimustar.

Bakteriyel iletisim molekuli Ureten Acinetobacter izolatlarinin quorum sensing
sistemi tarafindan duzenlenen biyofilm olusturma yeteneklerinin ve demir
kazaniminda 6nemli rolu olan siderofor yapma yeteneklerinin oldugu gorulmuagtar.
Antioksidan oOzelliklerinden dolayl secilen quercetin ve resveratrol’in yapilan
calismalarla bakteriyel iletisim sistemini inhibe edebildikleri saptanmistir. Quercetin
ve resveratrol’n bu anti-quorum sensing yolu ile olusan inhibisyon yetenekleri
Acinetobacter turlerinin olusturdugu antimikrobiyal ajanlara karsi gelistirilen direnci

de onleyebilecekleri gorugune varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter spp., Quorum sensing, Quercetin, Resveratrol,
Anti-quorum sensing, ince Tabaka Kromotografisi, Chromobacterium violaceum
026, Agrobacterium tumefaciens A136, Agrobacterium tumefaciens WCF47,

Agrobacterium tumefaciens NTL1



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE QUORUM SENSING SIGNAL
MOLECULES OF NOSOCOMIAL AND SOIL ISOLATE STRAINS OF
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DEMET ERDONMEZ
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In addition to causing various infections, Acinetobacter species are described as
nosocomical pathogens. These species are increasingly developing resistance
against antibacterial agents due to their capability to adapt to any environment.
Acinetobacter species are also prominent their biofilm forming ability and various
pathogeniticity criteria. Acinetobacter species develops these capabilities against
their environment by quorum sensing mechanism which is a bacterial

communication or ambient sensing mechanism.

In this study, to detect the differences in bacterial communication molecules of 50
nosocomial and 20 soil isolated Acinetobacter spp. In addition, the effect of
"guercetin” and "resveratrol® molecules on quorum sensing mechanism is also

investigated. These molecules are known to have antioxidant properties.


http://tureng.com/search/assoc.%20prof.%20dr

Distribution of nosocomial Acinetobacter species according to their isolation
material and services along with patients’ gender are also analyzed during this
study. According to the biochemical tests, although all nosocomial isolated where
identified as A. baumannii, the soil isolates belonged to A. baumannii, A.
haemolyticus or A. calcoaceticus species. 70 Acinetobacter species which where
classified by phenotypic methods, where compared with the biosensor bacteria,
Chromobacterium  violaceum 026, Agrobacterium tumefaciens A136,
Agrobacterium tumefaciens WCF47 and Agrobacterium tumefaciens NTL1 by
cross validation and thin layer chromotography for their ability to produce signal
molecules. As result of this study it was determined that, while soil isolates
can produce 3-oxo-C8-AHL and C8-AHL, clinical isolates in addition can also
produce long chained signalling molecules such as C10-AHL, C12-AHL, C14-AHL
and C16-AHL.

As other results of this study it can be stated that; Acinetobacter isolates that
produce bacterial signalling molecules have the ability to form biofilms which is
regulated by quorum sensing system. Also these isolates can produce
siderophores which play an important role in iron absorption. Along with these
findings, it was detected that antioxidant molecules like quarcetin and resveratrol,
can inhibit the bacterial communication system. By this quorum sensing inhibition
prosess it can be suggested that quercetin and resveratrol can prevent the

resistance formed by Acinetobacter species against antimicrobial agents.

Keywords: Acinetobacter spp., Quorum sensing, Quercetin, Resveratrol, Anti-
guorum sensing, Thin Layer Chromotography, Chromobacterium violaceum 026,
Agrobacterium tumefaciens A136, Agrobacterium tumefaciens WCF47,

Agrobacterium tumefaciens NTL1
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SIMGELER VE KISALTMALAR

pI: mikrolitre

°C: Santigrad Derece

gr: gram

ml: mililitre

mM: milimolar

M: Molar

mm: milimetre

L: Litre

LB: Luria Bertani

TSB: Triptic Soy Broth
TSI: Triple Sugar Iron
AHL ve HSL: Acil- Homoserin Lakton
DMSO: Dimetilsulfoksit
CAS: Chrome azurol S
QS: Quorum sensing
YBU: Yogun bakim nitesi

WHO: Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

Enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotikler gectigimiz yuzyilin 6nemli
buluslarindan biri olarak dikkat gekmektedir. Enfeksiyon etmenlerine karsi elde
edilen bu basari son yillarda yaygin ve uygunsuz antibiyotik kullanimi sonucunda
mikroorganizmalarin  antimikrobiyallere  diren¢  kazanmalar  neticesinde
golgelenmis ve bu durum halk sagligini tehdit eder boyutlarda bir sorunun ortaya
¢cikmasina yol agmistir. Mikroorganizmalar duyarl olduklari antibiyotiklere kargi
farkh mekanizmalar ile diren¢ kazanmakta ve patojenitede etkin olmaktadir.
Mikroorganizmalar arasinda kullanilan quorum sensing sistemi olarak adlandirilan
gevreyi algilama veya c¢ogunlugu algilama ya da diger bir ifadeyle bakteriyel
iletisim sistemi, antimikrobiyal tedavide umut vadeden ve konaga zararin minimum
dizeyde oldugu bir sistem olarak dikkatleri cekmektedir. Kisaca ifade etmek
gerekirse, “quorum sensing” adiyla bilinen iletisim sistemi, ayni ortam igindeki
turlerin populasyonundaki artis dogrultusunda, turlerin bu artisi algilamasi ve
bunun sonucunda tim bireylerin koordineli bicimde 6zel genlerin ekspresyonunu
duzenlemesi gibi davranig degisikliklerini gOstermesi olarak
tanimlanabilmektedir[1-5] . Quorum sensing sistemi ilk defa Gram negatif
bakterilerde saptanmasina ragmen Gram pozitif bakteriler ve bazi funguslarda da
kullanilan bir mikrobiyal iletisim sistemidir [6-8] . Bu iletisim sisteminin
aydinlatiimasi ve enfeksiyonda etkin molekillerin saptanmasi, enfeksiyonlarin
tedavisini kolaylagtiracaktir. Dunya saglk 6rgutt  (WHO) tarafindan yapilan
arastirmalara gore, hemen hemen tum bakteri tlrlerinde gozlenen antibiyotik
direncinin en yuksek oldugu Ulkeler arasinda Turkiye'nin ilk siralarda yer aldigi
gorulmektedir [9] . Antibiyotiklere karsi direng gelisiminin en yaygin oldugu
ortamlar hastanelerdir. Hastane enfeksiyonu, baska saglik problemleri ile ilgili bir
nedenle hastaneye gelen bir hastada ortaya ¢ikan enfeksiyon olarak ifade edilir.
Ertek‘e gore hastane enfeksiyonlari genellikle hasta hastaneye yattiktan 48-72
saat sonra ve taburcu olduktan sonra 10 gun icinde gelismektedir [10] .
Hastane enfeksiyonlari hastanede yatis slresini uzatmakta, hastada dnemli saglik
sorunlarina sebep olmakla birlikte, tedavi masraflarinin artis1 ile kayiplara ve
tedavi surecinin uzamasi ile kimi zaman tedavinin olumsuz sonuglanmasina da yol
agmaktadir. Hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia  coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.,  Acinetobacter spp.
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ve Serratia spp. gibi Gram negatif tdrler ilk siralari almaktadir [11] . Bu
mikroorganizmalarda antibiyotiklere karsi gorulen ¢oklu direng giderek artan bir
sorun olarak karsimiza cikmaktadir. Ulkemizde yapilan ve genis bir alani
kapsayan bazi cgaligmalarin sonuglarina gore, Acinetobacter gibi yogun bakim
unitelerinden siklikla izole edilen bakterilerde, antibiyotiklere kargi direng geligimi
gOzlenmekte ve alternatif tedavi oldukga kisith olmaktadir. Coklu direng gelisiminin
en onemli nedeni olarak plasmid veya transpozonlarin aktariimasi sayilmaktadir,
fakat son yillar da yapilan ¢alismalar Gram negatif bakterilerde antibiyotiklere karsi
dirence yol acan kromozomal mekanizmalarin oldugunu da ortaya koymaktadir.
Nitekim Acinetobacter’in klinik érneklerden izole edilen tirleri ile ¢evreden izole
edilen tlrleri arasinda antibiyotik direnci bakimindan farkhlik oldugu
g6zlenmektedir. Bu farkhligin sebepleri arasinda bakteriyel iletisim sistemi de
vardir. Bu baglamda bakteriyel iletisim sisteminin farkli bigcimlerde inhibisyonunun
antibakteriyel etki gosterebilecegine dair gdézlem ve kanitlar mevcuttur [12,13] . Bu
calismamizda, cesitli kliniklerdeki hastane enfeksiyonu gorilen hastalardan izole
edilen Acinetobacter susglarinin kullandiklari quorum sensing sinyal molekullerini
tespit etmek, ayni zamanda dogadan izole edilen Acinetobacter suslarinin Urettigi
sinyal molekulleri ile kargilastirmak, enfeksiyonda etkin olan sinyal molekullerinin
neler oldugunu arastirmak ve antioksidan 6zellige sahip Quercetin ve Resveratrol
molekullerinin N-agil homoserin lakton sinyal molekulleri Uzerindeki etkinliginin

saptanmasi amacglanmistir.

2. GENEL BILGI

2.1. Acinetobacter Tiirlerinin Genel Ozellikleri
2.1.1. Taksonomi ve Tarihge

ilk kez 1911 yilinda Beijerinck tarafindan topraktan izole edilen Acinetobacter
turleri Micrococcus calcoaceticus olarak adlandiriimig, daha sonra 1939 yilinda
DeBord tarafindan da dretral akintidan izole edilip tanimlanmigtir [14]

Acinetobacter tanimi yunanca hareketsiz anlamina gelen “akinetos” kelimesinden
koken almistir. Acinetobacter turleri 1954 yilinda Brison ve Prevot tarafindan Gram
negatif, pigmentsiz, hareketsiz, sporsuz, nonfermentatif, kapsulll, zorunlu aerobik

kokobasiller olarak tanimlanmigtir [15] . VUcut sivilarinda ve kati besiyerinde daha
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cok diplokok seklinde bulunmalari, bu bakterilerin Neisseria€’lar ile karigtiriimasina
sebep olmaktadir. Bu iki tir arasinda 6nemli bir fark vardir. Acinetobacter tirleri
oksidaz olusturmazken, Neisseriae’lar olusturmaktadir. Ayrica Acinetobacter turleri
anaerob kosullarda Ureyememesi ve nitrat rediksiyonunun negatif olmasi gibi
Ozellikleri ile Enterobacteriaceae ailesinden de ayrilmaktadirlar. Bu bakterilerin
gunumuze kadar birgok isimle anilmasi, teshis ve tedavinin yanlis yapilmasina
sebep olmustur. Bu isimler Micrococcus calcoaceticus, Herellea vaginicola,
Moraxella Iwoffii, Mima polymorpha, B. Anitratum, Achromobacter, Moraxella
glucidolytica ve Alcaligenes’dir. Gram negatif, oksidaz negatif ve katalaz pozitif
olarak tanimlanan mikroorganizmalarin tamami Acinetobacter cinsi altinda
siniflandinimistir. Gram negatif kokobasiller arasinda oksidaz negatif olarak dikkat
ceken tur Acinetobacterlerdir [16,17] . Taksonomik olarak 1971 yilindan itibaren

Moraxellaceae familyasi icerisinde siniflandiriimaktadir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Acinetobacter cinsinin taksonomisi [191]

Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Sinif: Gamma Proteobacteria
Takim: Pseudomonadales
Familya: Moraxellaceae

Cins: Acinetobacter

Acinetobacter cinsinin gunimuze kadar DNA dizi analizleri yapilarak, benzerlikleri
saptanan 32 genomik tlrt tanimlanmistir. A. baumannii, A. calcoaceticus, A.
haemolyticus, A. Junii, A. johnsoni, A. lwoffii, A. radioresistens olmak uUzere 7
genomik ture isimler verilmig, fakat diger turler isimlendiriimemistir [18]

Acinetobacterlerin ayrica sakkarolitik ve asakkarolitik olarak ki farkli grupta
incelendigi de gorulmustur. Hastanelerden izole edilen Acinetobacter turleri
genellikle  A.calcoaceticus —  A.baumannii kompleksi adi altinda

incelenmektedir[18] .



2.1.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Dogada toprak, gida maddeleri, su gibi ortamlarda yaygin bulunan Acinetobacter
turleri, cansiz yuzeylerde gunlerce canli kalarak hastane enfeksiyonlarinin dnemli
bir kaynagini olustururlar [19] . Bu bakteriler Gremek igin herhangi bir Greme
faktorine ihtiyag duymazlar. Oksidaz negatif ve katalaz pozitif olup, Mac Conkey
ve Endo agar besiyerinde laktoz negatif S tipi koloniler olusturan Gram negatif
bakteriler olarak tanimlanirlar ve genel olarak 30-35°C’de Urerler [26] (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. LB agar besiyerinde Uremis Acinetobacter spp.

Uc sekerli demirli besiyeri (TSI) ve oksidatif fermentatif besiyerinde asit
olusturmazlar, yani non-fermentatiftirler. Topraktan siklikla izole edilen tirG A.
calcoaceticus’ tur [19] . Hastane kokenli enfeksiyonlarin yaklasik olarak %80’inden
sorumlu olan, klinik érneklerden en sik izole edilen glukozu oksitleyen ve hemoliz
yapamayan tura A. baumannii'dir. A. baumannii’nin 44°C’de Uremesi bu bakterinin
diger turlerden ayrilmasini saglar [20] . Glukozu okside edemeyen A. lwoffii ve
hemoliz yapabilen A. haemolyticus klinik érneklerden izole edilen diger tirleridir. A.
johnsonii, 37°C’de Ureyememesi ile diger tim tlrlerden farkh bir &zellik
gOstermektedir [14] . Bu bakterilerin  klinik 6rneklerden izolasyonunu
kolaylastiracak segici-ayirici besiyerleri gelistirilmis olup bu amagla en sik Herellea
agar; Leeds Acinetobacter Medium veya Kromojenik Acinetobacter agar besiyeri

kullaniimaktadir.



2.1.3. Patogenez ve Virulans Faktorleri

Acinetobacter cinsi bakterilerin bagisiklik sistemi kuvvetli olan bireylerde virtlans
potansiyellerinin diguk olmasina bagh olarak enfeksiyon olusturma riski dusuktur.
Bu baglamda firsatgi patojen olarak hastane enfeksiyonlarinda sik gorilen bir
etmendir. Bu bakterilerin kapsulli olmalari, kuru ortamlarda aylarca canli
kalabilmeleri ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal etki gosteren peptit veya protein
gibi molekuller turetmeleri, cansiz ortamlardaki yasam surelerini artirabilen énemli
faktorlerdendir. Acinetobacter hicre duvarinda bulunan lipopolisakkarit tabakanin

insan i¢in endotoksijenik potansiyeli hakkinda yeterli bilgiye rastlaniimamistir.
2.1.4. Acinetobacter’in Viriilansinda Etkin Olan Faktorler

a) Polisakkarit kapsul: Bakteri ylzeyinin hidrofilik olmasini ve fagositozdan
korunmasini saglayan; L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukuronik asitten
olusan bu yapi, ayni zamanda selektif IgA eksikligi gorulen bireylerde tekrarlayan
enfeksiyonlarin gorilmesine sebep olabilir. Damar ici kateter veya trakeal kanul

gibi yuzeylerde bu bakterinin tutunmasi kolaylasir.

b) Fimbria ve/veya kapsiler polisakkarit: insan epitel hiicrelerine baglanmayi

saglayan yapilardir.

c) Lipopolisakkarit ve Lipid A: Bakteri hiicre duvarindaki bu maddeler patojenitede

etkin yer alir.

d) Lipazlar: Fosfolipaz D ve C’nin insan serumunda bakterinin ¢ogalmasini ve

epitel hicre invazyonunda énemli oldugu gosterilmistir

d) Aerobaktin ve siderofor : Bakterinin canli blinyesinde ¢ogalabilmesi igin gerekli
olan demir, demir tutucu dis membran reseptor proteinlerinin  Uretimi ile

saglanmaktadir. Bu 6zellik 6nemli virilans etmenlerindendir.

Virulansta etkin olan 6zellikler yukarida sayilanlarla sinirli degildir. Yapilan son
calismalara goére bazi genetik 6zellikler de virlilansta etkindir. Ornegin; antibiyotik
direncine sebep olan PER-1 geninin virtlansi arttirdigi ve klinik olarak morbiditesi

ve mortalitesi yuksek enfeksiyonlarda rol oynadigi saptanmistir [21-24] .



2.1.5. Epidemiyoloji

Acinetobacter turleri, dinyada gelismiglik dlizeyine bakilmaksizin salginlara neden
olan firsatgl patojen olarak dikkat cekmektedir. Cogunlukla yaralarda kolonize olan
bu tdrler, solunum yolu enfeksiyonlarina sebep olarak; hastane gibi kapal
ortamlarda kapi kolu, hasta yatagi, hasta carsafi, ventilatdr aleti ve tuvaletlerden

yayihm saglamaktadir[25] .

Kuruluga, farkli sicaklik ve pH degisimlerine dayanikli olmalari, Acinetobacter
turlerinin diger enfeksiyon etkenlerine gore cansiz yuzeylerde gunlerce canli
kalabilmelerini saglamaktadir. Nitekim; Acinetobacter cinsi bakteriler, canliliklarinin
devami igin c¢esitli karbon kaynaklarini kullanabilme yetenegine sahip olmalari
sebebiyle dogada toprak, su ve yiyeceklerde saprofit olarak serbest yasayabilirler
[26] .

Bazi calismalara gore; donmus yiyecek ve pastorize sutlerden de izole edilen
Acinetobacter cinsi bakterilerin cam gibi ylzeylerde de kolayca tutunabildigi ve

buralardan da yayilim gésterdigi saptanmistir [27] .

Saglikli bireylerin %25’inin derisinde yer alan ve normal deri florasindan sayilan
Acinetobacter’ler, 6zellikle koltuk alti ve kasik gibi nemli bolgelerde bulunmaktadir
[26] . Acinetobacter turlerinin hastane personelinin %15-33’Unun ellerinde kolonize
oldugu, bu kdkenleri hastalara ve ekipmanlara aktardiklarini gosteren calismalar
bulunmaktadir [28] . Hastane ortaminda bulunmayan ve tedavi gormeyen
bireylerde bu etkenin gorilme sikligi oldukga dusuktir. Deri ile sinirh olmayan
bulas yollari arasinda agiz boslugu ve solunum yollari da sayilmaktadir. Salgin
doénemlerinde, yatarak tedavi goren hastalarda Acinetobacter tirlerini bulundurma
oranlari yuksek olup %7-18 bogaz tasityicihdr 6n plandadir [29] . Yaygin olarak
goruldiikleri hastane ortamlari arasinda yogun bakim (niteleri (YBU) o6ne
¢ikmaktadir. Ulkemizde yogun bakim Unitelerinde yapilan ve bir gok merkezden
alinan verilerin bir araya gelmesi ile olusturulan bir caligmada Acinetobacter cinsi
bakterilerin, nozokomiyal enfeksiyonlarin etkeni olan Gram negatif bakteriler
arasinda uguncu sirada oldugu belirlenmis ve antibiyotik direncinin arttigi
belirtiimistir [30] . Yogun bakim Unitelerinde yatmakta olan hastalardan alinan digki
orneklerinde c¢oklu ilag direnci gorulen Acinetobacter turleri izole edilmistir. Son

yillarda, ihman iklimlerde giderek yayginlasan enfeksiyonlarin ana etkeni olarak
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one c¢ikan Acinetobacter turleri dinya genelinde ortak bir nozokomiyal sorun haline
gelmistir [20,31-33] .

Amerika ve Avrupa’daki birgok hastanede, nozokomiyal patojenler arasinda A.
baumannii 6ne ¢ikmaktadir. Brooklyn’de tip merkezlerindeki mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda tanimlanan tum patojen Gram negatif turlerin yaklagik %10’u A.

baumannii’dir [34] .

Tarkiye’de yapilan bir calismada A. baumannii, hastane kdkenli pndmoni etkenleri
arasinda %?24’luk bir oran ile ilk sirada yer almistir. Bu olgularin énemli bir

kisminin ventilatorle iligkili pnémoni oldugu dikkati cekmektedir [25] .

Acinetobacter tirlerinde goérulen antibiyotik direnci ¢agimizin énemli bir sorunu
olarak belirtimektedir. Ozellikle ¢oklu ilag direnci gorilen A. baumannii, tedavisi

zor bir bakteri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi goOsterdikleri diren¢ dunyanin tum
cografik bdlgelerinde ortaya c¢ikabilen ancak tip merkezlerine goére farkhlik
gosteren, hatta tedavi amacl kullanilan antibiyotiklere kargi da degisebilen bir olgu

olarak karsimiza ¢gikmaktadir.
2.2. Acinetobacter’lerde Antibiyotik Diren¢g Mekanizmalari

Acinetobacter turleri genis spektrumlu antibiyotiklerin asiri  kullaniminin
sonucunda, tedavide halen kullanilan antibiyotiklerin goguna direnc gelistirmistir.
Bu durum sadece Acinetobacter turleri ile sinirh degildir, fakat her ortamda rahatga
ureyebilmeleri ve hastanelerdeki kolonizasyonu sebebiyle Acinetobacter
turlerindeki bu direng gelisimi dikkatleri ¢ekmektedir. Genis spektrumlu bir
betalaktam  antibiyotik grubu olan  karbapenemlere direng gelismesi
Acinetobacter enfeksiyonlarinda tedavi secgeneklerini oldukga kisitlamis, direncli
olan Acinetobacter tirlerinin tedavisinin gelecekte ¢ok zor olacagi dusuncesini
dogurmustur [35,36] . Nozokomiyal enfeksiyonlarda siklikla karsilasilan ¢ogul
direngli Acinetobacter’lerin  yogun  bakim  Unitelerindeki  enfeksiyonlarinin
tedavisinde buyuk problemler yasanmaktadir. 1970’lerden bu yana kullanilan
bircok antibiyotik bu bakteriler Uzerindeki etkinligini yitirmigtir. Bu bakterilerin
gunimuizde kullanilan aminoglikozid, Ureidopenisilinler, aminopenisilinler,

sefamisinler, genis ve dar spektrumlu sefalosporinler, kloramfenikol ve tetrasiklin
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gibi birgcok antibiyotige yuksek oranda direng gosterdikleri saptanmistir [37] . Bu
durum, enfeksiyonlarin tedavisini zorlagtirmakta, hatta 6lumlere sebep olmaktadir.
Hasta enfeksiyonlarindan yaygin olarak izole edilen A. baumannii ampisilin,
amoksisilin ve birinci kusak sefalosporinlere gdsterdigi dogal direncin yaninda
YBU’deki mortalitenin %19-25'inden sorumludur [25] .

Acinetobacter’ler genomlarindaki lokalize transpozon adi verilen diziler yardimiyla
diren¢ genlerini aktarabilirler. Ayrica Acinetobacter’lerde ¢ok sayida ve cesitli
molekuler blyukltkte plasmidlerin bulundugu bildirilmistir. Bu 6zellikte bakterilerin

direng genlerini birbirlerine aktarmalarini saglamaktadir [38] .

Acinetobacter’lerde bulunan antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin bazilari Cizelge

2.2’ de gosterilmistir.

Cizelge 2. 2. Acinetobacter’lerde bulunan antibiyotik direng mekanizmalari [26]

ANTIBIYOTIKLER MEKANIZMA

Beta laktamaz (plazmid ve/veya kromozom kokenli)
Beta laktamlar Penetrasyonun azalmasi

Hedef molekulde degisiklik

Aminoglikozidler Enzim ile modifikasyon

iceri alinmanin azalmasi

Hedef molekilde degisiklik

Florokinolonlar Penetrasyonun azalmasi, aktif digari atim

Tedavide yaygin kullanilan ve glgli bir antibiyotik grubu olan Karbapenemlerin
Acinetobacter turleri Uzerindeki etkinligi giderek azalmaktadir. Karbapenemlere
gosterilen direncin bir nedeni de bu bakterilerin gosterdigi beta laktamaz
aktivitesidir. Karbapenemazlar olarak da ifade edilen Meropenem veya imipenemi
hidrolize edebilen bu metabolik tGrinler kromozomal veya plasmidler araciligi ile
uretilebilmektedir. Aktif bolgelerinde tasidiklari metal iyonlari nedeniyle metallo
beta laktamazlar adini alan bu maddeler ¢ogunlukla IMP ve VIM turt enzimler
olarak tanimlanmaktadir [39] . Karbapenem grubu antibiyotiklerin bir cogu beta
laktamazlar tarafindan hidrolize edilemezler, fakat Acinetobacter spp’lerin sahip

oldugu plazmidlerce kodlanan sinif B beta laktamazlar iginde sayilan metallo beta



laktamazlar, karbapenem ve yeni kusak sefalosporinleri hidrolize ederek
etkinliklerini kisittamakta ve dolayisiyla bu bakterilerin direng oranlari giderek
artmaktadir. Bu enzimler plasmidler tarafindan kodlandigi igin tlrler arasinda
aktarim da kolaylasir ve bu antibiyotiklere kargi direng gostermelerine sebep olur.
Acinetobacter tdrlerinin sahip oldugu betalaktamazlar genetik olarak farkli
bolgelerin Urlnleri olarak ortaya g¢ikar. Ornegin, sefalosporinlerin hidrolizini
saglayan ACE1-4 iken, penisilinleri etkileyen TEM-1, TEM-2 ve CARB-5 beta
laktamazlaridir [40,41] .

Karbapenemleri hidrolize eden plazmid kaynakli, ilk beta laktamaz ARI-1
(Acinetobacter rezistant imipenem) 1985 yilinda iskogya’da tanimlanmistir. OXA—
23 adi verilen bu enzim imipenemi de hidrolize etmekte ancak ikinci ve Gguncu
kusak sefalosporinlere etki etmemektedir. ilerleyen vyillarda bircok OXA tipi
enzimler saptanmis; OXA-23, OXA-27, OXA-40, OXA-51, OXA-58 olarak
tanimlanan ve plazmidlerce kodlanan bu enzimler, sinif D karbapenemazlar

arasinda sayilmaktadir [40] .

Acinetobacter spp.’lerin tamaminda ayni direng profilleri gézlenmemekle beraber
A. baumannii kdkenlerinde beta laktam direnci daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Beta
laktam tlrG antibiyotiklere karsi gelisen direng cesitli mekanizmalar ile ortaya

cikmaktadir. Bunlar;

1- Beta laktamaz enzimleriyle antibiyotigin par¢calanmasi,

2- Beta laktam antibiyotigin hucre icine giriginin engellenmesi,

3- Penisilin baglayan proteinlerde (PBP) degisikliklerin olugsmasi,

Genellikle bu mekanizmalarin bir arada iglemesi sonucu direng gelisimi

gbzlenmektedir.

2.2.1. Acinetobacter’lerde Biyofilm Olugsumu

Birgok bakteri canli veya cansiz yuzeyler Uzerinde biyofilm olusturma yetenegine
sahiptir. Sahip olduklari bu yetenek patojenlerin antimikrobiyal ajanlardan ve
konagdin immun yanitindan kagmasina olanak saglar [16] . Acinetobacter spp. igin
biyofilm olusumu 6nceleri Gnemsenmemis, fakat sebep olduklari enfeksiyonlarin

artmasi ve bakteriyel direng gelisimi dikkate alindiginda énemi artmistir [42] . Genel
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olarak bakterilerin biyofilm olusturmalari igin ilk basamak, canli veya cansiz
yuzeye flagella hareketi ile ulasabilmesidir. Ancak Acinetobacter turleri
hareketsizdir. Acinetobacter’lerdeki biyofilm olusumunun mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamigtir. Bazi hipotezlere gore Acinetobacter’lerde cansiz veya canli
ortamlarda tip-IV pilinin sebep oldugu hareket ile biyofilm olusmaktadir, fakat

hentz bu durum ispatlanamamistir [43,44] .

Acinetobacter’lerde gorulen biyofilm olusumu sadece cam ve polistren plaklar gibi
abiyotik ortamlarda degil, c¢esitli canh hucreleri gibi biyotik ortamlarda da
gorulebilmektedir [45] . Acinetobacter spp’de pililerin biraraya gelmesi ile biyofilm
adezyon proteini ortamda birikerek cansiz yuzeylere tutunmasi saglanir. Bu
surecin arkasindan biyofilm olusumu sureklilik kazanir ve gitgide olgunlasir. Klinik
izolatlarin yuzeylere adezyonu ve bazi biyofilm olusturma yeteneklerinin ¢oklu
antibiyotik direnci ile iligkili oldugu, bu izolatlarda biyofilm olusumuna paralel diger
membran proteinlerinin Uretiminde de bir artis oldugu bilinmektedir [42] . Hastane
enfeksiyonlarina neden olan ¢oklu ilag direncine sahip A.baumannii suslarinin
biyofilm olusturma yeteneklerinin canli bunyesinde iken epitel hicrelere tutunmasi
ile dogru orantili oldugu saptanmistir [46] . Ayni zamanda bu suslarda, biyofilm
olusumunda 6nemi saptanan PER-1 beta laktamaz geninin bulundugu, biyotik
ortamlara bakterinin daha kolay tutunabildigi belirtiimektedir [46,47] . Tedavide
siklikla kullanilan aminoglikozidlerin biyofilm ureten A.baumanniinin

kolonizasyonunu ve sebep oldugu enfeksiyon riskini artirdigi gosterilmistir [47] .

Biyofilm olusumunda bakteri yogunlugunun algilanmasiyla baslayan sireg,
ortamda c¢esitli molekillerin ve katyonlarin birikmesi ile hiz kazanip, farkli
besinlerin varligiyla katman halinde yogunlagir. Ekstraselular olarak ortama verilen
tersiyer bir yapi icerisinde bakterileri ¢evreleyen ekstraselllar bir matrix iginde
karbonhidratlar, nukleik asitler, proteinler gibi biyolojik faaliyetler icin onemli
bilesenler yer alir. Bu matriks igine bakteriler tarafindan bazi sinyaller salinir.
Acinetobacter’lerde ekstraselller sinyallerin bazilari, BfmRS gibi iki bilesenli

dizenleyici sistemler tarafindan algilanabilir (Sekil 2.2.).

Bu transkripsiyonel duzenleyici sistem, hlcreye yapisma ve polistren ylzeyde
biyofilm olusumu icin gerekli olan pililerin Gretiminden sorumlu saperon sisteminin

ekspresyonunu aktiflestirmektedir. Ayni zamanda BfmRS sistemi kultlr ortaminda
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hicre morfolojisini de kontrol eder. A. baumannii 19606 susu polistiren yuzeylerde
biyofilm olusturmaktadir. Biyofilm olusumunda CsuA / BABCDE saperon-usher
salgilama sistemi tarafindan uretilen hucresel pili baslatici rol oynar. Daha énce

bahsedildidi gibi salgilanma, BfImRS sistemi tarafindan dizenlenir [24] .

5 Dagiima

Serbest ylizen
planktonik faz

3 Ekstraselilar %
~Matrix

1 Tutunma 2 _ Mikrokolonizasyon

Sekil 2.2. Biyofilm olusum mekanizmasi [192]

A. baumannii’nin cansiz ylzeylerde biyofilm olusturmasinda, hareketli bir bakteri
olmamasina ragmen sahip oldugu c¢esitli mekanizmalar ile dizenlenen pililerin Tip-
1 pililer oldugu arastirmacilar tarafindan ileri surilmektedir [48] . Acinetobacter
turlerinin olusturdugu biyofilm fenotipleri, nozokomiyal etken oldugu bilinen ve
biyofilm olusturma yetenegdi aydinlatiimis olan Escherichia coli ile benzerdir [49] .
Acinetobacter turlerinde gorilen biyofilm olusturma yeteneginde pili olusum

sistemleri ve ekstraseluler salgilanan OmpA proteinin énemi bayuktir [24,42] .

2.2.2. Acinetobacter’lerde Demir Kazanim Mekanizmalari

Bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarin gelisiminde demir dnemli bir element
olarak karsimiza c¢ikar. Cogu zaman bakteri demir igin konakla yarigmak
zorundadir. Ureme ortamlarinda laktoferrin ve transferrin gibi demir baglayan
proteinlerde bolca bulunan demir, bakteri GUremesi sirasinda bazen ortamda
serbest halde bulunmayabilir. Demir, temel hicresel fonksiyonlari kodlayan

genlerin ekspresyonu ile iligkilidir. Bunun igin mikroorganizmalar demiri saglamak
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adina duyarlihgr yuksek demir kazanim sistemlerini aktive etmek igin farkl
mekanizmalar gelistirmiglerdir [43] . Bu aktivasyon sonucunda elde edilen
sideroforlar, bakteriye sadece demir kazanimi degil konakta hicre harabiyetine
neden olarak virllansinda ek bir 6zellik kazandirmaktadir [50] . Acinetobacter
turleri sideroforlari en yaygin kullanan turlerden biridir. Sahip olduklari demir
kazanim sistemiyle farkli demir kaynaklarini kullanarak, konagin blnyesinde
kolonize olmayi bagarirlar [51] . ilk kez A. baumannii 19606 susunda tanimlanmis
olan asinetobaktin (acinetobactin) ve hemin kazanim mekanizmasinin
ekspresyonu da siderofor aracili demir kazanim sistemi ile saglanmaktadir [52] .
Sideroforlar, antibiyotik direncindeki atilim pompasi benzeri bir mekanizma ile
hidcre disina salinmaktadirlar. Acinetobacter turlerinde demir kazaniminda énemli
olan asinetobaktin ile iliskili 18 acik okuma bdlgesi (ORF) iceren bir bdlgenin
bakterinin kromozomunda yer aldigi gosterilmigtir. Bu bolgede tanimlanan 12ulf ve
barB siderofor salinimindan sorumluyken, bauA asinetobaktin transportundan,
basD ise asinetobaktin biyosentezinden sorumlu olmaktadir. Acinetobacter
turlerinin demir ihtiyacini gidermedeki basarilari tUm ylzey ve ortamlarda kolayca

uremelerine ve oralarda kolonize olmalarina sebep olmaktadir [52] .

2.3. Acinetobacter Tiirlerinin Hastane Enfeksiyonlari ile iligkisi

Enfeksiyon gelisimi gbdzlenen hastalarin, hastanede kaldigi suregte veya
sonrasinda meydana gelen veya hastanelerde gelismesine ragmen taburcu
olduktan sonra ortaya c¢ikan enfeksiyonlar hastane enfeksiyonlari olarak
tanimlanmaktadir. Hastane ortamindaki kontaminasyon ve enfeksiyon
kaynaklarinin yogunlugu Acinetobacter tirleri ile meydana gelen salginlarin
kontrolini  guglestirmektedir.  Enfeksiyon kontrolinde genis spektrumiu
antibiyotiklerin kullanimi, Acinetobacter turlerinin yayillmasina neden olmaktadir.
Bu uygulamanin sonucunda hastane ortamlarinda direngli Acinetobacter turleri
gelismektedir. Acinetobacter suslarinda goézlenen artan direng gelisimi 6zellikle
hastanede yatan hastalar igin 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Bu nedenle
Acinetobacter enfeksiyonlarinin engellenmesinde kontrolli antibiyotik kullaniminin
onemi buyuktur. Hastane ortamlarinda gelisen salginlar, bu suglarin g¢evredeki
kaliciligi nedeniyle; tibbi cihaz ve malzemelerin 6zensiz kullanimi ve hasta takip ve

tedavisi sirasinda hava yoluyla veya hastaya temas sonucu olusmaktadir.
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Acinetobacter tlrleri hastane g¢evresine kolayca adapte olabilmeleri sebebiyle,

onemi gittikge artan nozokomiyal patojenlerdir.
2.4. Bakterilerin Dili “Quorum sensing”

Bakteriler de yuksek organizmalar gibi ¢evreleriyle ve birbirleriyle surekli iletigsim
kurabilen sosyal canlilardir. Memeli bir organizmada heyecan ve korku durumunda
cevresinde olup biten olaylara kargl bir tepki olarak adrenalin hormonu
salgilanmasi artar, kan damarlari genisler, aci hissi azalir. Géz bebeklerinin
buyumesiyle goze alinan i1sik artar, daha net ve hizli gorus saglanir. Kompleks
canlilar olmadiklarindan bu gibi harekete ve gorsellige dayali davraniglari
bakterilerde gdzlemleyemeyiz, fakat bu canlilar da mikro cevrelerinde meydana
gelen besin azligi, antibiyotik varligi, pH degisimi, osmolarite gibi farkhliklara uyum
saglayabilirler. Bu uyum saglamada Urettikleri ve ortama salgiladiklari kiguk
iletisim (sinyal) molekdulleri ile populasyon yogunlugunu algilayarak, davraniglarini
bu yogunluga bagh olarak dizenlemeleri buylik o6nem tasimaktadir [53] .
Bakteriler, bakteri hlicrelerinin metabolik etkinlikleri sonucu sentez edilmekte olan
iletisim molekullerini difuzyon ile ortama salgilamakla kalmayip populasyondaki
iletisim molekdllerinin konsantrasyonunu da algilayabilirler. S6zU edilen bu olay,
“Quorum Sensing” veya c¢evreyi algilama ya da bakteriyel iletisim olarak ifade
edilmektedir.  Quorum sensing; tek bir mikroorganizmanin ortama sinyal
molekulinu birakmasi ve bu molekulin populasyon tarafindan algilanmasiyla, gen
ekspresyonunun, butun bir populasyonun gen ekspresyonu dikkate alinarak
koordineli bir sekilde gerceklesmesini ve kontrol edilmesini saglayan bir iletisim
mekanizmasi olarak aciklanmaktadir [4,54] . Yuksek canlilarda goérilen seslerin
veya sdzciklerin yerini bakterilerde iletisim molekdlleri almistir. iletisim molekdilleri,
uretildikleri hicrelerin  ve diger hucrelerin  metabolizmalarinda yarattiklari
duzenlemeler nedeniyle otoindukleyici veya otouyarici olarak da aniimaktadir[55-
57] . Bakterilerin iletigsimi igin birden fazla kimyasal sinyal molekula vardir ve bu
molekuller hem tir iginde hem de tlurler arasinda iletisimi saglayarak mikro
cevredeki degisimlerden kaynaklanan etkinin yaratiimasinda gorev almaktadir [58]
. Bakterilerde iletisim mekanizmasinin bir géstergesi olarak virtlans faktorlerinin
gen ekspresyonu, antibiyotik Gretimi, biyofilm olusumu, spor olusumu, pigment
uretimi, kayma hareketi, simbiyozis, yizme hareketi ve biyoisima gibi birgok

olay 6rnek verilebilir (Sekil 2.3).
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Sekil. 2.3. Bakteriyel iletisim mekanizmasi ile ortaya ¢ikan biyolojik mekanizmalar

ve uygulamalari [59]

Quorum sensing olarak ifade edilen gevreyi algilama mekanizmasinin igleyisi
sinyal molekulunun sentezlenmesi, sinyal molekullerinin besi ortamina salinmasi,
ve sinyal molekdllerinin algilanmasi adi verilen U¢ asamada gergeklesir. Sentez
asamasinda her mikroorganizma, ureme egrisindeki Us cinsinden dreme fazinin
sonuna geldiginde kendine 06zgl genleri sayesinde yuksek miktarda sinyal
molekull dretir. Sentezlenen bu sinyal molekulleri hicre zarindaki bu molekule
Ozgu sistemler araciligiyla ortama salinir (Sekil 2.4). Sinyal molekillerinin
modifikasyonu ve ortama salgilanmasi protein yapidaki 6zel molekuller araciligiyla
gerceklesir [8] . Algilama ise; ya sinyal molekulinin hicre icine alinmasiyla, ya
da sinyal molekulinun hucre igine alinmadan, hucre zarinda bulunan bir reseptor

ile etkilesimi yoluyla gerceklesir [60] .
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Sekil 2.4. Bakteriyel iletisim “Quorum sensing” [193]

Ik kez 1960 yilinda Vibrio fischeri adi verilen deniz bakterisinin metabolizmasi
sonucu olustugu dusunulen biyoliminesans (biyoisima) olayinda, Quorum

Sensing denilen bu iletisim mekanizmasindan s6z edilmigstir (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. Petri Uzerinde ve sivi besiyerinde 1sik Ureten Vibrio fischeri kolonileri
[194, 195]

Bilim adamlar V. fischeri’'nin kiltir ortaminda belli yogunluga ulasmadan igsimanin
gorulmedigini, bakteri yogunlugu arttiginda ise bu biyoisimanin olustugunu
gorduklerinde olayin yorumunu yapmaya c¢alismiglar [61] ve kudlturin erken
donemlerinde biyoisimanin engellenmesini saglayan bir inhibitorin etkisini, belli
yogunluga ulasan V. fischeri 150lfite150n15nun bu inhibitdru giderebildigi yoninde

bir gorus ileri surmuslerdir [62] .
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Ancak vyapillan diger calismalarla biyoliminesans olayinin dusuk hucre
yogunlugunda da induklendigi goérudlmustir. Buna bagh olarak, daha sonra
biyoisima olayinin bir inhibitér maddeden kaynakli degil de bir aktivator molekdtlin
(Al) birikerek artmasi sonucu meydana geldigi anlasiimistir [63,64] . S6zU edilen
bu aktivator molekulin, bakteriler tarafindan salgilandigi, populasyon yeterli
¢ogunluga ulastiginda ortamda birikerek biyoisima olayinin gergeklesmesine
sebep oldugu goérulmastir. Aktivatoér olarak ifade edilen molekll yukarida
aciklanan otoindukleyici molekuldir. Eberhard ve ark. ilk kez 1981°de V.fischeri
tarafindan uretilen iletisim molekullinu izole etmigler ve ozelliklerini belirlemiglerdir.
Gram negatif bakterilerin buylk bir gogunlugunda da iletisim molekull olarak
kullanilan bu molekil N-agil homoserin lakton (AHL veya HSL) tlrevi N-(3-
oxohexanoil)-homoserin lakton (3-oxo-C6-HSL) olarak tanimlanmistir [65] (Sekil
2.6 ve Sekil 2.7).

0 i
C' m
i

Sekil 2.6. Bakteriyel iletisim molekuli 3-oxo-C6-Homoserin lakton

V.fischeri bakterisinde gozlenen biyoisima olayinin genetik regulasyonu 1983
yilinda aydinlatiimistir. Yapilan bu galisma esas alinarak V.fischeri'deki iletisim
mekanizmasinin genetik modellemesi yapiimig, bu model diger calismalara da

ornek teskil etmistir [66] .

ilerleyen vyillarda Gram negatif bir bakteri olan V.fischeride quorum sensing
mekanizmasinin rolu dikkatleri diger Gram negatif bakterilere yonlendirmigtir.
Bunun sonucunda yapilan ¢alismalar bakteriyel iletisim sisteminin sadece deniz

bakterisi V. fischeri ve V. harvei ile sinirl olmadigini gdstermigtir.
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Sekil 2.7. Vibrio fischeri (Luxl/LuxR) bakterisinde biyoisimanin sematik ifadesi
[196]

Antibiyotik tretiminde dnemli bir yere sahip olan Erwinia carotovora bakterisinin,
karbapenem antibiyotiklerini Uretemeyen mutantlariyla ¢alisan grup, bakteriyel
iletisimin farkli bir 6rnegdiyle karsilasmisladir. Bu calismada antibiyotik tGretemeyen
E.carotovora mutanti ile yine antibiyotik sentezleyemeyen diger bir mutantla
birlikte besiyerine ekildiginde antibiyotik Uretebilir hale gelmektedir. Calisma
gOstermigstir ki ikinci mutant grup ilk mutantin antibiyotik Gretimini tetikleyen bir
“iletisim molekull” sentezlenmektedir. Bu antibiyotik Uretimini saglayici otoinduktor
molekul V. fischeri’'nin biyoisimasina yol acan sinyal molekulinun birebir aynisidir
ve bu bulgunun sonucunda Erwinia carotovora’da da bir quorum sensing

mekanizmasinin yer aldigi anlasiimistir [67] .

Yapilan bir diger calismada Klinik izolat olan Pseudomonas aeruginosa’nin
virilans faktorlerinden biri olan elastaz Uretiminde V.fischeri benzeri iletisim
mekanizmasini kullandigini ve elastaz Uretiminden sorumlu N-acil homoserin
lakton molekiiliniin 3-0x0-C12-HSL oldugu saptanmistir [68] . Ik olarak deniz
bakterisinde gorulen bakteriyel iletisim sistemi'nin  Erwinia carotovora
mutantlarinda da yer aldigi bilgisinden hareketle bu sistemin diger bakteriler
tarafindan da yaygin olarak kullaniliyor oldugu kabul gérmeye baslamis, bu
nedenle ortamdaki N-acil homoserin lakton tlrd sinyal molekullerinin tespitini
kolaylastiracak genetigi degistiriimis ve metabolizmal aktivitelerinin kolayca

saptanabildigi biyosensor turlerin geligtiriimesi noktasina gelinmistir [69] .
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2.4.1. Quorum Sensing iletigsim Sistemini Kullanan Mikroorganizmalar

Gram negatif bir bakteri olan V.fischeride saptanan bu bakteriyel iletisim sistemini,
Gram pozitif bakteri gruplari hatta Okaryot olan fungus turlerinin de kullandigi
gesitli calismalarca belirlenmigtir. Bu baglamda so6z edilen bu iletigsim sistemi; ayni
tur mikroorganizmalar arasinda, farkli tir mikroorganizmalar arasinda ve bakteri ile
Okaryot diger mikroorganizmalar arasinda gorulebilir (Sekil 2.8). Calismalar daha
¢ok patojen bakteriler Uzerinde yapilimig ve sistemin virllanstaki etkinligi

aydinlatiimaya calisiimistir [8] .

OH, 5 OH, :{‘\
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N & N &

Rhll / RAIR AlnS / AlnR
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Sekil 2. 8. Bazi Gram negatif bakterilerin kullandigi bakteriyel iletisim molekulleri
[70]

Passador ve ark., P. aeruginosa ile yaptiklari calismayla, bakteriyel iletigsim
sisteminin virllansta etkin olmasini saglayan acil-homoserin lakton sinyal
molekullerini Urettiklerini ayni zamanda bu molekulleri bakteri-bakteri iletisiminde

kullandiklarini belirlemislerdir [71] .

Gram negatif bakterilerin  olusturduklarn  biyofilm’in  deniz  bitkisi olan
Enteromorpha’nin zoosporlarinin gelismesinde onemli oldugunu saptayan Joint ve

ark., bu iletisim sisteminin kompleks canli ve bakteri arasinda da olabilecegini
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g6stermiglerdir [72] . Uriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanimi
yayginlasan probiyotik bir tir olan Lactobacillus plantarum’ un in vitro ve in vivo
olarak, P. aureginosa’da patojeniteyi inhibe etme 0ozelligi arastirimig, L.
Plantarum veya bu ture ait Urtnlerin, P. aeruginosa enfeksiyonlarinda lokal tedavi

amaciyla terapotik ajan olarak kullanilabilecegi ispat edilmigtir [73] .

2.4.2. Quorum Sensing Molekiillerinin Tespitinde Kullanilan Biyosensor

Bakteriler

Acil-homoserin lakton gibi sinyal molekullerinin ve yapilarinin aydinlatilmasi i¢in
kutle spektrometrisi (MS), gaz kromatografisi (GC)-MS, yuksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC), Nukleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi ve kizil
Otesi spektroskopi (IR) dahil olmak Uzere cesitli analitik ydontemler gerekir [74-76] .
Bu tur analitik yontemler ¢ok hassas ve net sonuglar vermelerine ragmen oldukga
pahali yontemlerdir. Bu yontemlere kiyasla daha az verimli olmasina ragmen
biyosensor bakterilerin kullanimiyla ortamdaki sinyal molekullerinin tespiti ve ne
oldugu hakkinda da bilgi edinilebilinir. AHL Uretiminde temel gen bdlgelerinden biri
olan luxl homolog geninin aktivasyonu ile bazi fenotipik 6zellikler agiga cikabilir.
Bunlar; biyoigima, viyolasin pigment Uretimi, beta-galaktosidaz aktivitesi ve yesil
floresan protein gibi aktiviteler olabilir [77] . AHL’leri tespit etmek igin gelistiriimis

biyosensor suslar, Cizelge 2.3.’de siralanmistir.

2.4.2.1. Quorum Sensing Biyosensorii Olarak Chromobacterium violaceum
(CV026)

C. violaceum, tropikal ve subtropikal bolgelerin toprak ve su kaynaklarindan izole
edilebilen Gram negatif, fakulltatif anaerobik ve saprofitik, Proteobacterium
grubuna dahil olan bir bakteridir. Genel olarak Urettigi mor pigment olan viyolasin
karakteristik 6zelligidir (Sekil 2.9). C. violaceum 12472, kismi olarak antibiyotik
uretimini, virdlans faktorlerini, kitinolitik aktiviteyi ve mor pigment Uretimini sinyal
molekullerine dayanan quorum sensing mekanizmasini kullanarak duzenler.
Viyolasin Uretmeyen mini-Tn5 mutant’i C. violaceum 026 susunun ortamda N-acil
homoserin lakton tart iletisim moleklll oldugunda viyolasin pigmenti Uretmeye

basladigi gorulmustar [1,78] .
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Cizelge 2.3. N-acil homoserin lakton (AHL) biyosensdr suslari (Laura Steindler 2007)

Tasidigi Plasmid Bakteri turu QS tipi Reporter En iyi Saptadigi Referans
sistemi saptadigi molekiuller
molekiil
pCF218 + pCF372 A. tumefaciens Tral/R (A. B-galaktosidaz 3- 0x0-C8- Tip-1 Zhu ve ark.
WCF47 tumefaciens) AHL 1998
pZLR4 A. tumefaciens Tral/R (A. B-galaktosidaz 3- oxo-C8- Tip-1 Farrand ve ark.
NTL1 tumefaciens) AHL 2002
pDC141E33 A. tumefaciens Tral/R (A. B-galaktosidaz 3- ox0-C8- Tip-1 Shaw ve ark.
NTL1 tumefaciens) AHL 1997
pJZ384 + pJZ410 + A. tumefaciens Tral/R (A. ) : ) . - Zhu ve ark.
0JZ372 KYC55 tumefaciens) | P-galaktosidaz | 3 °AX|3LC8 Tip-1 2003
. Lasl/R (P. . 3-o0x0-C12- , Pearson ve ark.
pKDT17 E. coli aeruginosa) B-galaktosidaz AHL Tip-2 1994
: _ Lasl/R (P. , 3-0x0-C12- : Dong ve ark.
M71LZ P. aeruginosa las/ aeruginosa) B-galaktosidaz AHL Tip-3 5005
. o Sinl/R (S. : 3-oxo0 —C14- : Llamas ve ark.
pJNSINR S. melilotisinl::lacZ meliloti) B-galaktosidaz AHL Tip-4 2004
o e Sinl/R (S. : 3-0x0-C14- : Llamas ve ark.
S. melilotisinl::lacZ S. melilotisinl::lacZ meliloti) B-galaktosidaz AHL Tip-4 2004
Phzl/R (P. B-glukuronidaz | 3-hydroxy-C6- : Khan ve ark.
pPSF105 + pSF107 P. fluorescens 1855 fluorescens 2-79) | B-galaktosidaz AHL Tip-5 2005
C. violaceum CV026 C. violaceum C.:V”/ R(C. V!yolasm C6-AHL Tip-6 McClean ve ark.
violaceum) pigmenti 1997

Tip-1: 3-oxo-AHLs C6-AHL C8-AHL, C10-AHL ,C12-AHL ,C14-AHL, 3-hydroxy-C6-AHL , 3- hydroxy-C8-AHL, 3-hydroxy-C10-AHL, Tip-2: C12-AHL, C10-AHL, 3-oxo-
C10-AHL, Tip-3: 3-0x0-C10-AHL, Tip-4: 1-3-0x0- C16-AHL,C16-AHL, 1-3-oxo0- C16-AHL, C14-AHL, Tip-5: C8-3-hydroxy-AHL, Tip-6: 3-0x0-C6-AHL,C8-AHL, 3-0x0-C8-
AHL, C4-AHL, Tip-7: C6-AHL, 3-0x0-C8-AHL,C8-AHL, Tip-8: 3-0x0-C10-AHL, C12-AHL, Tip-9: C10-AHL, Tip-10: 3-0x0-C10-AHL, Tip-11: C6-AHL,C8-AHL C10-AHL

[1,3,5,53,69,79-87]
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Cizelge 2. 3. N-acil homoserin lakton (AHL) biyosensdr suslari (Laura Steindler 2007) (devami)

Tasidigi Plasmid Bakteri turu QS tipi Reporter En iyi Saptadigi Referans
sistemi saptadigi molekiuller
molekiil
pSB401 E. coli LuxI/R (V. fisheri) | IUXCDABE | 3-0x0-C6-AHL |  Tip-7 W'“Scl’gg"; ark.
- . , , Tip-7 Pearson ve ark.
pHV200I E. coli LuxI/R (V. fisheri) luxCDABE 3-0x0-C6-AHL 1994
. y , : Tip-7 Winson ve ark.
pSB403 Genis konak aralig1 | LuxI/R (V. fisheri) luxCDABE 3-0x0-C6-AHL 1998
. Ahyl/R (A. Swift ve ark.
pSB536 E. coli hydrophyla) luxCDABE C4-AHL 1997
PAL101 E. coli (sdiA mutant) | _RMIR (P, luxCDABE CA-AHL Lindsay ve ark.
aeruginosa) 2005
. Lasl/R (P. C12-3-oxo- : Winson ve ark.
pSB1075 E. coli aeruginosa) luxCDABE AHL Tip-8 1998
. y Cepl/R (B. : Riedel ve ark.
pAS-C8 Genis konak araligi Cepacia) GFP C8-AHL Tip-9 2001
. y Lasl/R (P. C12-3-oxo- , Riedel ve ark.
pKR-C12 Genis konak araligi aeruginosa) GFP AHL Tip-10 2001
pJBA-132 Genis konak araligi | LuxI/R (V. fisheri) GFP C6-3-0x0-AHL | Tip-11 Ag?frgggi’ €

Tip-1: 3-0x0-AHLS C6-AHL C8-AHL, C10-AHL ,C12-AHL ,C14-AHL, 3-hydroxy-C6-AHL , 3- hydroxy-C8-AHL, 3-hydroxy-C10-AHL, Tip-2: C12-AHL, C10-AHL, 3-oxo-
C10-AHL, Tip-3: 3-0x0-C10-AHL, Tip-4: 1-3-0x0- C16-AHL,C16-AHL, 1-3-0x0- C16-AHL, C14-AHL, Tip-5: C8-3-hydroxy-AHL, Tip-6: 3-0x0-C6-AHL,C8-AHL, 3-0x0-C8-
AHL, C4-AHL, Tip-7: C6-AHL, 3-0x0-C8-AHL,C8-AHL, Tip-8: 3-0x0-C10-AHL, C12-AHL, Tip-9: C10-AHL, Tip-10: 3-0x0-C10-AHL, Tip-11: C6-AHL,C8-AHL C10-AHL
[1,3,5,53,69,79-87]

21




Sekil 2. 9. Chromobacterium violaceum 12472'nin Urettigi viyolasin pigmenti

Viyolasin uretimi icin biyosensor olarak bu bakterinin kullanimi gok basit bir analiz
olmasina karsin, bircok homoserin lakton turind kesfedebilme olanagi
saglamaktadir. CV026 biyosensdr susunda viyolasin Uretimi N-acil yan
zincirlerindeki uzunluga bagli olarak C4 ve C8 arasinda degisen homoserin lakton
turevlerini saptamada kullanilir. C10’dan C14’e N-agil yan zincirlerinden olusan
homoserin lakton tlrevleri, viyolasin Uretimini inhibe etmesi nedeniyle
saptanmalari amaciyla ortama viyolasin sentezi tetikleyicisi sinyal molekulleri
eklenir. Calisma sonrasinda beklenilen rengin olusmamasi ortamda uzun zincirli
AHL’larin varhg@ina igarettir. Ayni zamanda CV026 biyosensor susunun homoserin
lakton tarevi iletisim molekdullerini tespit etme yeteneklerini ince tabakall

kromatografi ile de ispatlanmistir [1]

2.4.2.1.1. C. violaceum’un Viyolasin Pigmentinin Sentezi

Chromobacterium violaceum tarafindan dretilen viyolasin pigmenti suda
¢cozlnemez ve temel olarak 3 vyapisal Uniteden olusmaktadir. Bunlar; 5-
hidroksiindol, 2- oxoindol ve 2- pyrrolidone‘dur [88] . Viyolasin pigmentinin
kimyasal yapisini aydinlatmaya yonelik ¢aligmalar 1920’li yillarda baslamis ve
molekulin kimyasal yapisinin yani sira sentezi ve degredasyonu da agiklanmistir
[89,90] . Bu ve benzeri ¢calismalar sirasinda fakultatif anaerob bir bakteri olan C.
violaceum bakterisinin viyolasin pigment sentezinin anaerob sartlarda azaldigi
gOrulmus, bu durum oksijen varhiginin pigment Gretiminde 6nemli bir yere sahip

oldugu seklinde yorumlanmistir [91] . Ancak bu konuda yapilan ileri ¢calismalar
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pigment sentezinde sadece oksijenin degil, L-triptofanin veya D-triptofanin da

onemli oldugunu gostermistir (Sekil 2.10.) [89] .

II OH =+ 0=0 _4 HO

Hi NH,

Triptofan Oksijen Viyolasin pigmenti

Sekil 2. 10. Viyolasin biyosentezi [89]

2.4.2.2. Quorum sensing biyosensorii olarak Agrobacterium tumefaciens
NTL1, Agrobacterium tumefaciens A136 ve Agrobacterium tumefaciens
WCF47

A. tumefaciens Gram negatif kok morfolojisindeki bir toprak bakterisidir. Ti plazmidi
ile onkogenik DNA’nin bitkiye transferini saglayarak ta¢ timoérine neden olan bir
patojendir. Bu 0&zelliginden dolayr gen klonlamasinda sik kullanilan bir
mikroorganizma olarak karsimiza c¢ikmaktadir. A. tumefaciens tarafindan
olusturulan timorlerce  bitki metabolitlerinin sentezinden sorumlu  enzimleri
kodlayan genlerin aktivasyonu ile opin ve agropin gibi metabolitlerin Uretimi
saglanir. Ta¢ tumoru igerisinde sentezlenen opin ve agropinler hicre digina
salgilanir. A. tumefaciens bunlari karbon veya azot kaynagi olarak kullanir. Ti
plazmit Uzerinde bulunan opin katabolizmasi genleri, bakteriye opin alinimi ve
parcalanmasinda gérev alirlar [79,80,92] . Plazmid Uzerinde 196 gen bodlgesi
bulunur ve 195 protein kodlanmaktadir. Ti plazmid tzerinde bulunan tra genleri
Luxl ve LuxR homologu olan Tral ve TraR proteinleri ve sinyal molekuli olan N-

3(okzokitonol)-L-homoserin lakton araciligiyla aktive edilirler [2] .

2.4.3. Bakteriyel iletisim Sisteminin Molekiiler Mekanizmasi

Ayni tir bakterilerin birbirleriyle iletisimlerini saglayan molekuller kimi zaman diger

bakteri turlerini algilamada fayda saglamamaktadir. Sinyal molekilleri  “Agil-
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Homoserin Lakton (otoindukleyici-1) *, “otoindukleyici peptidler” ve “otoindukleyici

2" gibi birkag farkh sinifta incelenmektedir.

2.4.3.1. Agil Homoserin Lakton (Luxl/LuxR) Tipi QS iletisimi

Deniz suyu ve denizde yasayan canlilarin olusturdugu biyoigsima olayinin
anlasiimasi 1700-1800’l0 yillara kadar uzanmaktadir. Bu olayin sadece denizlerde
olmadidinin karada yasayan kimi funguslarin ve bdceklerinde gece olunca isik
urettigi gorulince bilim adamlari bu olayin aydinlatilmasi gerektigini
digsunmausglerdir. Bilim adamlari biyoigima olayinin canliya nasil bir avantaj
saglayabilecegini arastirmiglar, bu baglamda canlinin biyoisima olayini kimi
zaman avlanmak i¢in kimi zaman diger canlilarla iletisim kurmak veya bulundugu
ortamda varligini gostermek icin ya da saldirgan turlerden kurtulabilmek igin
kullanabildigi gorulmustur. Bakteriyel iletisimdeki rolu ise bakteri tarlerinin

birbirleriyle baglanti kurmasi sonucu olugsmasidir.

ilk defa Gram negatif bakteri V. fischeri’de saptanmis, biyoisimanin bakteriyel
iletisim sistemi ile iligkisi aydinlatiimistir. Biyoigsimanin meydana gelmesinde bazi
gen bolgeleri sorumludur. Bunlar; luxR, luxl, luxC, luxD, luxA, luxB ve IuxE adi
verilen ve iki operonda organize olan gen boélgeleridir. Lusiferaz enziminin alfa ve
beta alt birimlerini luxA ve luxB genleri kodlarken; lusiferaz enzimi sentezinde
gerekli olan aldehit gruplarinin sentezi ve elde edilmesinden luxC, D ve E
genleri sorumludur. Luxl, Agil-Homoserin Lakton (AHL) sentezinde gerekli olan bir
gen iken, luxR AHL transkripsiyonunu kontrol eden bir regulator proteini kodlar
(Sekil 2.11.). LuxR proteini ile AHL'un birlesmesi ile proteinin yapisi degisir,
lusiferaz sentezinden sorumlu gen bdlgelerinin aktivasyonu saglanir. Bu
mekanizma sonucu Uretilen AHL molekullerinin LuxR proteini ile birlesmesi

Isimada hizl bir artiga neden olur.
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Sekil 2.11. Yuksek bakteri yogunlugunda AHL miktari esik degere ulagir ve AHL-
LuxR kompleksi meydana gelir. Hemen ardindan antibiyotik Uretimi, virGlans

faktorleri, pigment Gretimi gibi 6zellikler dizenlenir.

Bakterilerin biyoisima olayini gercgeklestirebilmesi icin ortamda subsrat olan
lusiferin, lusiferaz enzimi ve uzun zincirli alifatik aldehit olan bir faktér bulunur ve
tim reaksiyon oksijenli ortamda gerceklesir. Bakterilerin sahip oldugu lusiferin,
flavin mononukleotid (FMN)den meydana gelir. Bakteriyel biyoisima icin primer
elektron vericisi olarak NADH'tir ve elektronlar lusiferaz araciligiyla iletiimektedir
(Sekil 2.12). Bu reaksiyon;

ATP
FMNHz+ O+ RCHO » FMN + RCOOH+ H,O+hv(490 nm)

LUSIFRAZ

seklinde 6zetlenebilir.
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O

NAD(®)* .\ /FMNH. \/ RCHO \ / NAD(P)* + AMP + PP

Flavin rediiktaz Lusiferaz Yag asitlerinin sentezi (luxD) ve rediiktaz
(lex ) (e AB) {lux CE) kompleksi
NAD(P)H + H’/\ FAIN /\ RCOOH /\ NAD(P)H + ATP
L
H; O
+
hw
(490man )

Sekil 2.12. Biyoigima reaksiyonlari [93]

2.4.3.2. Otoindiikleyici-2 Tipi QS iletisimi

LuxS geni tarafindan kodlanan otoindukleyici-2 (Al-2) tipi QS sinyal molekdulleri,
Gram negatif ve pozitif bircok bakteri tarafindan dretilen universal iletisim
molekiliidir. 1lk kez V. harveyide, daha sonra Shigella flexneri, Klebsiella
pneumoniae, Helicobacter pylori, Escherichia coli, Neisseria meningitidis,
Streptococcus pyogenes, Porphyromonas gingivalis ve Salmonella typhimurium
gibi bircok mikroorganizmanin da bu tip iletisimi kullandigi saptanmigtir [94,95] .
Bu iletisim mekanizmasinda S-ribozil-homosistein, homosisteine ve 4,5-dihidroksi-
2,3-pentandiona(DPD) donusur. Bu reaksiyonu ise LuxS proteini aktive eder.
Olusan 4,5-dihidroksi-2,3-pentandion molekull ortamdaki su ile reaksiyona girer

ve degisik yapida farkh Al-2 sinyal molekulleri olusturulur [60] .

2.4.3.3. Otoindiikleyici Peptidler

Daha cok Gram pozitif bakterilerin Urettigi ve “otoindukleyici peptidler” (AIP)
olarak ifade edilen QS molekullerinin birgogu protein sentezi sonrasi degisiklige
ugrayan buyuk peptidlerden Uretilir. Bakteri hlicre zarinda bulunan “ATP binding
cassette” (ABC transporter) sistemi tarafindan hticre iginden disariya difiizyonla
degil aksine aktif olarak enerji kullanilarak salgilanir. S.aureus virulans genleri,
B.subtilis ve S. pneumoniae’nin kompetans (DNA alim) genleri, laktik asit
bakterilerinde bakteriosin Uretimi, E. faecalis’de konjugatif plazmid transferi ve

B.subtilis 'de sporulasyon, QS molekulleri araciligi ile kontrol edilmektedir [56,96] .
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2.5. Bakteriyel iletisim Sisteminin Engellenmesi

Virilansta etkinligi saptanan bu sistemin inhibisyonu, birgok enfeksiyonun
tedavisinde yeni bir yaklasimdir. Bu inhibisyonun olusumunda antibiyotiklerin etki
mekanizmalarinda oldugu gibi, ya sinyal molekulinin Uretimi énlenecek, ya sinyal
molekulu yikilacak ya da engellenecek veya diger bakterilerin sinyal molekullerini

algilamasi engellenecektir.
2.5.1. Cevreyi Algilama Molekiiliiniin Uretiminin Onlenmesi

1996 yilinda Tatedo ve ark. P.aeruginosa izolatlari Gzerine yaptiklari ¢alismada,
azitromisinin bakteriyel iletisimden sorumlu gen bdlgelerini etkiledigi, dolayisiyla
sinyal molekullerini azalttigi ve elastaz gen ekspresyonunu onledigini
g6zlemlemisledir (Sekil 2.14). Yine triklosan adi verilen bir molekllin sinyal

molekul sentezinden sorumlu bir enzimi inhibe ettigi de saptanmistir [97] .

a) Luxl inhibitar inhibitar

Agil Yag -ACP g‘ﬁ. AHL OReETiMI

YOK

SAM

b) Sam biyosentezinin
Engellemesi

Agil Yag -ACP @. :; : ORETIMI
SAM
SAM ( AZALMA )
anciLl

Sekil 2.13. N-acil homoserin lakton dretiminin engellenme mekanizmasi [70]

2.5.2. N-Agil Homoserin Lakton Sinyal Molekiluniun Yikilmasi Veya

inhibisyonu

Sentezlenmis olan N-acil homoserin lakton molekillerinin pargalanmasi diger bir
hedef olabilir. Bu mekanizma ya enzimler ya da baz inhibitérler tarafindan
saglanir. Gram negatiflerin sinyal molekulleri AHL laktonaz ve AHL agilaz
tarafindan yikilabilir. Gram pozitiflerin sinyal molekulleri ise bazi inhibitorler

araciligi ile yikilabilir. Fenolik inhibitérlerden “closantel” ve “RWJ-49815” histidin
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kinazi inhibibe ederek protein metabolizmasini bozdugu bildiriimigtir [98] (Sekil

2.14.).

Bakteriyel sinyali etkileyen molekiiller Fonksiyonu
Enzimler
AHL - laktonar AHL sinyal molekilliniin degredasyonu
(21 L= ] =, (=
W ’t/ o
~ H
AHL- agilaz AHL sinyal molekilliiniin degredasyonu

P S &

innibitarier
Triclkosan o1 o ¥ad asitlerinin biyosentezinin engellenmesi

(=]

SeneW
Furanon H - Hizh LuxR degredasyonu
Delisea pulchra B
Truncated AIP-11 o Otoindikleyici peptidlerin antagonisti
I
- Ser—Ser—Leu—J’h-E-

Furanon C-30 M AHL molekilllerinin antagonisti

:qf B
F-oxo~C 12-(2-aminocyclohaxanona) J-ox0-C12- AHL antagonisti
i L= ] =
WW ND

Closantel Histidin Kinaz inhibisyonu

"
-
ca [ =]

Sekil 2.14.N-acil homoserin laktonun enzimlerle ve bazi inhibitorlerle engellenmesi
[98]

2.5.3. N-Agil Homoserin Lakton Sinyal Molekiiliiniin Ahiniminin Onlenmesi

Cevreyi algilama sinyalinin alinmasini Oonlemek amaciyla sinyal reseptor
proteinlerinin sentezinin engellenmesi ya da AHL analoglar araciligiyla bu
proteinlerin reseptdore baglanmasinin azaltilmasi da ayri bir mekanizma olarak
denenmektedir. Bir kirmizi makro alg olan Delisea pulchranhin dretmis ve

veziklllerinde depolamis oldugu furanon bilesiklerinin yapisal olarak AHL sinyal
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analogu oldugu LuxR proteinine baglanarak AHL'nin serbest kalmasina yol actigi
ve boylece V. fisheri’'nin bakteriyel cevreyi algilama sistemini inhibe ettigi
bildiriimektedir [98] (Sekil 2.15).

AHL AHL AHL analogu

apo-LuxR apo-LuxR

!
= [

holo-LuxR inaktif form
( Aktif form )

Sekil 2.15. N-acil homoserin laktonun diger bakteriler tarafindan alinmasinin

engellenmesi [70]
2.5.4. Bakteriyel iletisim Sisteminin Engelleyicileri

Cevreyi algilama sisteminde engelleyiciler, bitki ve fungus gibi kaynaklardan izole
edilebilir. Hem bitkiler hem de funguslar cevreyi algilama sistemini kullanan
bakterilerle igbirligi icindedirler. Bu fungus ve bitkilerin, ¢cevreyi algilama sistemini
engelleyen bilesenleri Ureterek, bu bakterilerin hastalik olugturmalarini, kolonize
olmalarini ve bulasmalarini azalttiklari géralmasttr [99,100] . Sekil 2.16’da bu tip
engelleyiciler gosterilmektedir. Martinelli vd., bir seri furanon bilesenleri ile
yaptiklari ¢alisma sonucunda, furanon 12’nin N-acil-homoserin lakton aktivitesini
stimule ettigini ve viyolasin Uretimini azalttigini bulmuslardir [101] . C. violaceum
026 susunda bu acidan furanon 12’nin uzun zincirli AHL molekdlleriyle benzer rol
oynadigini, optimum AHL varliginda bile viyolasin Uretimini inhibe ettigini
gostermiglerdir [101] . Delisea pulchra‘dan elde edilen halojenlenmig furanonlar,

etkili bir N-acil-homoserin lakton antagonisti olarak tanimlanmistir.
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Sekil:2.16. Bitki ve fungal kaynaklardan elde edilen bazi quorum sensing inhibitorleri
[102-115]
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2.6. Sinyal Molekiilinun Tespitinde Kullanilan Yontemler

N-acil homoserin laktonlarin tespitinde daha 6nceden de belirtildigi gibi biyosensor
bakterilerin kullanimi sinyal molekullerinin varhiginin saptanmasi agisindan onemli
bir bulustur. Capraz dogrulama yontemiyle saptanan sinyal molekullerinin neler
oldudu ise ince tabaka kromatografisi gibi maliyeti ucuz ve uygulamasi ise kolay
bir yontemle saglanmaktadir. Sekil 2.17‘de N-acil homoserin laktonlarin tespiti igin

kullanilan yontem ve belirtegler gosteriimektedir.

o]
R O

(WN@\

M . Bakteriyel biyosensér
AHL i

N ™
@ g T

C

S S— o P =
R Haberci gen
(Viyolasin, luxCDABE,
lacZ, Gfp)

e |
l | l |

Petride capraz dogrulama TLC yiizey analizi Olciim deneyi Hucre igi deneyleri
B-galaktosidaz Gfp plazmid
°© ® Bﬁyonsuma A tagiyan suglarile
' ® o Viyolasin pigment mikroskobik
- Yesil florasan protein analiz
' ' (GFP)

Sekil 2.17. N-acil homoserin lakton tespitinde en sik kullanilan yéntemler ve
belirtegleri [77]

2.6.1. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, kimya ve eczacilik alaninda siklikla kullanilan bir yéntemdir. Temel
olarak biri sabit digeri hareketli faz olan bir karigim halinde bulunan molekullerin
ayrilmasi ve saflagtirimasi yontemidir. ilk kez Rus botanikgi Mikhail Tsvett (1903)

tarafindan gelistirilen bu yontem, bitki pigmentlerinin renkli bilesenlerini ayirmakta
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kullaniimistir. Kolonda olusan renk bantlarindan dolayr bu ayirma yontemine

kromatografi adini vermistir.

Kromatografi temel olarak adsorbsiyon (ylzeyde tutma) ve partisyon (dagiima)

mekanizmalari Uzerinden yurlr. Kromatografik sistemleri asagidaki sema ile de
gOsterebiliriz (Sekil 2.18.):

|
-
Sekil 2.18. Kromatografi Cesitleri

Kromatografide adsorbsiyon genel olarak; kati veya sivi molekullerin, sivi veya
gaz molekullerini gekim kuvvetleri yardimiyla yluzeyde tutmasina denir. Dagilm
ise; bir karisimdaki maddelerin birden fazla ¢ozucu icerisindeki ¢oztnuarlikleri
oraninda dagiimasidir. Bu durum, ¢6zicunlin ve maddenin Ozelliklerine badli

olarak gercgeklesir.
2.6.1.1. ince Tabaka Kromatografisi

Uygulanis sekli kagit kromatografisi ile benzerlik gdsterir. Sabit faz olarak,
genellikle silika jel (SiO,), aliminyumoksit (Al,O3), toz seliloz gibi maddeler
kullanilir.  Burada etkin  mekanizma  adsorbsiyon’dur. ince  tabaka

32



kromatografisinde silika jel, alumina gibi bir adsorbanla kaplanmig cam,
aliuminyum veya plastik levhalar kullanilir. Bu plakalar hazir olarak satilabildigi gibi
laboratuarda da hazirlanabilir. Cam levhalarin boyutlari 5x20cm ile 20x20cm
arasinda degisir. Adsorblayici tabakanin kalinhgi yapilacak analizin cinsine gore

degisir, bu kalinlik 0.25-2mm arasindadir.
2.7. Bitki Ekstraktlarinin Anti-Quorum Sensing Aktivite Caligmalari

Uygarlik tarihi boyunca birgok medeniyet, bitkileri tedavi amagli olarak kullanmistir.
Eski misir uygarligindaki mumyalarin mezarlarinda papiruslarin Gzerine yazilmis
bitkisel tedavi yontemlerinin yerini Hititlerde tabletler almis ve yazili kaynak olarak
glnimuize kadar gelmistir. Avrupa ve Anadolu’'ya hakim olan Roma
imparatorlugunun tabetlerinde de bitkisel tedavi uygulamalarina rastlaniimaktadir.
Bitkisel tedavi sadece eski zamanlarda uygulanmayip gunimuize kadar gelmis
olup hala kullaniimaya devam edilmektedir. Ozellikle patojenlerin tedavisinde bitki
ekstraklarindan yaralanilmasi, farmakoloji biliminin gelismesine de katkida
bulunmustur. Bitkiler dojada yaygin bulunmasinin yaninda canhlar tarafindan
besin kaynagi olarak da kullanilabilir. Bitkilerin kullanimlari sonucunda dogaya
toksik etki gostermeleri birgok antimikrobiyal arastirma da tercih sebebi olmasini

saglamigtir.

Antimikrobiyal etkili molekdllerin patojenlerin eliminasyonu ic¢in kullaniimasi
sonucunda, mikroorganizmalarda degisik mekanizmalarin gelistiriimesi yolu ile
antimikrobiyal ajanlara karsi direng gelisimi s6z konusu olmustur. Bdylece
tedavide kullanilan bircok antibiyotigin kullanim alaninin daralmasi yeni
antimikrobiyal ajanlarin gelistiriimesini dogurmustur. Yeni kaynaklarin basinda ise
bitki ekstraktlari yer almistir. Bitki ekstraktlarinin her ne kadar tedavide etkin
oldugu saptansa da dogru kullanimi digsinda canliya zarar verdigi de gozlenmistir.
Yapilan birgok c¢alismada canliya zarari en dusuk bilesiklere yonlenmis ve
¢agimizin popduler konularindan olan antioksidan 6zelligi olan bilesikler Uzerine
yogunlasilmistir. Antioksidan 6zelligi bulunan bazi molekullerin antimikrobiyal ajan
olarak kullanildigi bilinmektedir. Antimikrobiyal ajanlarin bakterilerin virulansinda
etkinliginin azalmasi, bu mekanizmanin duzenlenmesinden sorumlu olan

bakteriyel iletisim sistemin Uzerinde arastirmalarin yapiimasina neden olmustur.
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Bakteriyel iletisim sisteminin aydinlatiimasinin yaninda bu sistemin engellenmesi

de bakteriyel virilans karsisinda bagari kazanilmasini saglayacaktir.

Anti-quorum sensing olarak da ifade edilen bu bakteriyel iletisim sistemi
inhibisyonunda cgesitli bitki ekstraktlari kullaniimaktadir. Bu ekstraktlarin icerigi ise
cok cesitli bilesiklerden olugur. Bu bilesiklerin canli bunyesinde nasil bir etkinlige
sahip oldugu ise arastirmalarda aydinlatiimamigtir. Calismamizda antioksidan
Ozelligi bilinen quercetin ve resveratrol bilegikleri kullaniimistir. Quercetin;
flavonoid grubuna giren, elma, sogan, ¢ay, kirmizi GUzim gibi bircok meyve ve
sebzenin kabugunda yaygin bulunan sari pigmenttir (Sekil 2.19). Cesitli
calismalarda quercetinin antikanserojenik, anti enflamatuar ve antihistamin

etkisinin oldugu da saptanmistir.

" Quercetin OH

Sekil 2.19. Quercetin molekulinin kimyasal yapisi [116]

Resveratrol ise; basta kirmizi Uzim olmak Uzere ananas ve yer fistigindada
bulunan dogal bir fitoaleksindir (Sekil 2.20) . Fitoaleksinlerin bitkiyi uv 1sinlarindan
korumanin yaninda bazi patojenlere karsi korumada da fayda saglar. Ornegin
resveratrol, olumsuz hava kosullari altinda siyah Gzim tarafindan fungal etkenlere
karg! uretilir. Resveratrol, bircok maddeye gore antioksidan oOzelligi yluksek bir
molekuldir.  Yaslanmayi geciktirici etkisinin yaninda kan yaglarini dusurtcu

etkiside saptanmigtir.

Resveratrol

Sekil 2.20. Antioksidan 6zelligi olan resveratrolun molekuler yapisi [117]
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calismalarda Kullanilan Mikroorganizmalar

Bir 6zel ve bir devlet hastanesi’nde farkli klinik drneklerden otomatize yontemler
ile hastane enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen 50 Acinetobacter spp. ve
topraktan izole edilen 20 Acinetobacter spp. susu ¢alisma kapsamina dahil edildi.
Elde edilen suglar, rutin uygulamalar icin Triptik Soy Agar (TSA) ve %5 Koyun
Kanli Agar Besiyeri’ne inokule edilerek 37°C’de inkube edildi. Bakteriyel tanimlama
yapilirken Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) susu pozitif kontrol olarak
kullanildi.

Acinetobacter olarak tanimlanan suslar, bakteriyel sinyal molekullu ekstraksiyonu
gibi calismalar icin kullanilabilmek amaciyla TSA'dan %20 gliserollt Luria Bertani

sivi besiyerine inoklle edilerek, 3 paralel halinde -20°C’de muhafaza edildi.

Calismalarda kullanilmak Uzere Luria Bertani Agar besiyerinde Uretilen kalturler,
Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimi Biyoteknoloji Anabilim Dall
Mikrobiyal Taksonomi ve Kultir Koleksiyonlari Laboratuvar’nda tez calismasi
suresince stok halinde saklandi. Calismada kullanilan antibiyotikler ise Cizelge
3.1’de yer almaktadir. Quorum sensing (gevreyi algilama) sinyal molekullerinin
tespitinde kullanilan biyosensoér suslar ve kontrol suslari Cizelge 3.2.‘de belirtilen

kaynaklardan temin edildi.

Calismalarda elde edilen sonuglara ait fotograflar aksi belirtimedigi taktirde Nikon

Coolpix S3200® kullanilarak tarafimizca gekilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada Kullanilan Antibiyotikler

Antibiyotik Adi’ Kullanilan Miktar
Ampisilin sodyum tuzu(Sigma) 100 pg/ml
Tetrasiklin 288.0% (HPLC) (Sigma) 50 pg/ml
Gentamisin siilfat tuzu tozu (Sigma) 50 pg/ml
Kanamisin siilfat (Sigma) 20 pg/ml

Spectinomisin dihidrochlorid 2603 pg/ mg (Sigma) 25 ug/ml
X-gal (5-Chlor-4-Brom-indolyl-B-D-galaktosid) 60 ug/ml
*Antibiyotikler Sigma Aldrich®’ten temin edilmistir.
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Cizelge 3.2. Kullanilan Bakteri Suglari, Ozellikleri ve Kaynaklari

Bakteri

Chromobacterium
violaceum CVO26
Chromobacterium
violaceum 31532
Chromobacterium
violaceum 12472
Agrobacterium tumefaciens
NTL4 (pZLR4)

Agrobacterium tumefaciens
A136 (pCF218) (pCF372)

Pseudomonas aeruginosa
PAO1

WCF47(pCF218)(pCF372)

Acinetobacter baumannii
(ATCC 19606)

Acinetobacter tiirleri
(A1-A50)

Acinetobacter tiirleri
(T1-T20)

Ozelligi
Biyosensor

Pozitif Kontrol
Yabanil Tip

Biyosensor

Biyosensor

Pozitif Kontrol

Biyosensor

Kontrol susu

Arastinlan
bakteriler

Arastirilan
bakteriler

3.2. Quorum Sensing Sinyal Molekulleri

Kaynak

Prof. Dr. Robert J.C. McLean
(Texas State University-San
Marcos)

Prof. Dr. Stephen K Farrand
(University of lllinois at
Urbana-Champaign)

Associate Professor Scott
Rice (University of New
South Wales)

Dr. Daniel Lopéz
(Julius-Maximilians-
Universitat Wirzburg)

Prof. Dr. Stephen Winans
(Cornell University)

Dog. Dr. Abbas TANER
KORU HASTANESI

Ozel ve Devlet
Hastanesi’nden temin edilen
klinik ornek

Beytepe Kamplis Topragi ve
Mamak Eski Sehir
Coplugiu’nden alinan toprak
ornekleri

Acinetobacter turlerinde varligi saptanan quorum sensing sinyal molekulleri

Cizelge 3.3. de verilen standartlara goére degerlendirildi. Bu sinyal molekulleri The

School of Molecular Medical Sciences, Nottingham University’den temin edilmistir

[197].
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Cizelge 3.3. Standart Olarak Kullanilan Quorum Sensing Sinyal Molekulleri

Quorum Sensing Sinyal Molekiili

Molekiiler Yapisi

N-Butyryl-L-homoserin lakton

BHL, C4-HSL, CgH;3sNO; Mr 171

JN@

N-Hexanoyl-L- homoserin lakton

HHL, C6-HSL, C10H17NO3 Mr 199

N-Octanoyl-L- homoserin lakton

OHL, C8-HSL

Nwimz%b

, C12H2iNO3 Mr 227

N-Decanoyl-L- homoserin lakton

DHL, C10-HSL, C14H,5sNO3 Mr 255

Wi@b

N-Dodecanoyl-L- homoserin lakton

dDHL, C12-HSL, C16H,oNO; Mr 283

Wim%b

N-Tridecanoyl-L- homoserin lakton

triDHL, C13-HSL, C;7H3;NO3; Mr 29

N-Tetradecanoyl-L- homoserin lakton

tDHL, C14-HSL, C1gH33NOs Mr 311

o
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Cizelge 3.3. Standart Olarak Kullanilan Quorum Sensing Sinyal Molekulleri
(devami)

Quorum Sensing Sinyal Molekiilii | Molekiiler Yapisi

N-Hexadecanoyl-L- homoserin hDHL, C16-HSL, C,oH3sNO3; Mr 339

lakton 0
Y

N-Octadecanoyl-L- homoserin lakton | oDHL, C18-HSL, C,,H3sNO; Mr 367

N-Icosanoyl-L- homoserin lakton IHL, C20-HSL, Cy4H43NO3; Mr 395

o

3.3. Toprak Orneklerinden Acinetobacter Tiirlerinin Izolasyon Ve

identifikasyonlari

Steril kosullar altinda topragin 5 cm derinliginden alinan toprak 6rneklerinden 10
gram tartilip, 100 ml %0.9luk NaCl ¢ozeltisi igerisine birakildi. 30°C’ye ayarlanmis
etiv’de 200rpm’de 10 dakika inkibe edilen drneklerden Acinetobacter turleri igin
6zel olan Kromojenik Acinetobacter agar besiyerine 10° oraninda sulandirilan
homojen suspansiyondan 100pl alinarak yayma yontemi ile ekim yapildi. 30°C’de
24 saat inkibe edilen orneklerden, pembe koloni olusturan 20 o6rnek secildi.
Biyokimyasal olarak da dogrulamak adina Gram boyama, Endo agar, Mac Conkey
agar, Leeds Acinetobacter Agar Besiyerindeki Uremelerinin karsilastiriimasinin

yaninda Oksidaz ve Katalaz testleri de uygulandi [38,118-122] .
3.4. Bakterilerin Tanimlanmasi

Kanli agar besiyerinde Ureyen, Acinetobacter spp. olarak -20°C’de saklanan 70
kultar 6rneginin, Acinetobacter spp. olduklarini dogrulamak igin asagidaki fenotipik
testler yapildi.
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3.4.1. Gram Boyama

Temiz bir lam Uzerine bir damla birakilan distile suyun icerisine Triptik soy agar’da
secilen bir Acinetobacter kolonisi stispanse edilerek yayildi. Hazirlanan preparatlar
Gram boyama iglemine tabii tutuldu, ardindan isik mikroskobunun 100X’lUk

objektifinde incelendi.

3.42. Endo Agar ve Mac Conkey Agar Besiyerinde Uremenin

Degerlendirilmesi

Acinetobacter turlerinin Gram negatif olmalari nedeniyle drnekler segici ve ayirt
edici besiyeri olan Endo agar ve MacConkey agar besiyerlerine inokule edildi [123]
. Ureyen suslar diger testler igin triptik soy agar besiyerine inokiile edilmistir ve bu

kiltarlerden Gram boyama teknigi ile Gram 6zellikleri dogrulandi.

3.4.3. Leeds Acinetobacter Besiyeri ve Kromojenik Acinetobacter Agar

Besiyerinde Uremenin Degerlendirilmesi

Acinetobacter tirleri igin segici besiyeri olan bu iki besi yeri ile izolatlarin tar
tanimlanmasi yapildi [124,125] . Koyu pembe kolonilerin olusmasi pozitif olarak

degerlendirildi.
3.4.4. Oksidaz Varhginin Arastiriimasi

Triptik soy agar besiyerinde Ureyen taze kultir orneginden ekuvyonla alinan
koloninin Uzerine kovaks ayraci damlatildi [126,127] . Koloninin bulundugu
kisimda 10 saniye icinde mor rengin olusmasi pozitif olarak, olusmamasi ise

negatif olarak degerlendirildi.
3.4.5. Katalaz Varliginin Saptanmasi

Triptik soy agar besiyerinde ureyen 24 saatlik taze bakteri kilturinden o6ze
yardimiyla az miktarda lam Uzerine 6rnek alinip, tzerine 2-3 ml %3 H,0; ilave
edildi [128] . Olusan hava kabarcigi ile katalaz test sonucu pozitif olarak

degerlendirildi.
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3.4.6. Triple Sugar Iron Agar Besiyerinde Uretim

Tek koloni ekimi ile petride tek tek dusen koloniden igne uglu 6ze ile alinan ornek
besiyerinin dik kismina batirilarak sonra yatik kisminin yuzeyinde zik zak ¢izilerek
ekim yapildi [129] . Ekimler 37°C’de 18—-24 saat inkiibe edildi, fermantatif veya

nonfermantatif olmasi incelendi.
3.4.7. DNaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Triptik soy broth besiyerindeki taze kultirden alinan 4ul 6rnek, Dnaz besiyerinde
acilan kuyucuklarin ortasina birakildi ve 37°C’de 24 saat inkiibasyonda kalmasi
saglandi. Petri ylzeyine tim ylUzey kaplanacak sekilde 1N HCI solisyonu dokaldu
[130] . Kuyucugun cevresinde HCI ve DNA birlesmesi sonucu olugsan matlasma ile

Dnaz negatif olarak yorumlandi.

Sekil 3.1. Dnaz agar testi (A; Dnaz negatif, B; Dnaz pozitif) [198]
3.4.8. 44°C’de Ureme

Brain Heart Infuzyon (BHI) broth besiyerinde 24 saat 37°C’de uretilen homojen
bakteri kulturinden 0.1ml alinarak, BHI agar besiyerine inokule edildi ve 44°C’lik

etlve konuldu, 24 ve 48 saat sonra uremeleri degerlendirildi.

3.5. Acinetobacter Suslarinin izole Edildikleri Klinik Materyallere Gére

Dagilim Oranlarinin Belirlenmesi

Hastanelerden toplanan bakteri orneklerinin elde edildikleri klinik materyallere
(KM) gore dagihm oranlari asagidaki formulle hesaplandi.

KM’den izole edilen 6rnek sayist

x 100

KM’den elde edilen 6rnek orani = ~
Toplam 6rnek sayist
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3.6. Acinetobacter Suglarinin Hastane Servislerine Gore Dagilim Oranlarinin

Hesaplanmasi

Hastanelerden toplanan bakteri drnekleri elde edildikleri servislere gore dagilim

oranlari agagidaki esitlige gore belirlendi.

. L Servisdenizole edilen 6rnek say:si
Servisdeki 6rnek oran: = - x100
Toplam 6rnek sayist

3.7. N-acil Homoserin Laktonun Acinetobacter spp. izolatlarinda Tespiti

Acinetobacter spp. olarak biyokimyasal testlerle dogrulanan 70 izolatin N-agil
homoserin lakton tlru sinyal molekullerini Uretip Uretmediklerinin tespiti igin

Cizelge 3.1.’de s6z edilen biyosensor bakteri tarleri kullanildi.

3.7.1. Acinetobacter spp. izolatlarinin Chromobacterium violaceum 026

Mutant Susu ile N-Agil Homoserin Laktonun Tespiti

Calismada kullanilan Acinetobacter turlerinin, quorum sensing sinyal molekuli
tespiti icin topraktan izole edilen suslarin 6 saat’lik 30°C’de ve klinik 6rneklerin
37°C’de Tryptic Soy Broth sivi besiyerinde inkiibe edilen taze kiiltirleri kullanildi.
Acil homoserin Uretimlerinin belirlenmesi icin Acinetobacter spp. ile biyosensor
C.violaceum 026 susu arasinda 1 cm olacak sekilde yan yana ekildi [1,131,132]
(Sekil 3.2). C.violaceum 026 biyosensor susundaki renk degisimine gore pozitif
veya negatif olarak degerlendirildi. Viyolasin pigmenti Uretimini dogrulamak igin
pozitif kontrol olarak Chromobacterium violaceum ATCC 12472 ve sinyal molekulG
uretimini dogrulamak icin C. violaceum ATCC 31532 pozitif kontrol olarak kullanildi
(Sekil 3.3.). EKim isleminin ardindan 30°C’'de 24 saatlik inkiibasyona birakilan
Acinetobacter turlerinin quorum sensing sinyal molekull Gretip Gretmedikleri Luria
Bertani Agar’da incelendi. C4-C6 AHL sinyal molekulleri varligini tespit i¢in yapilan
bu test 3’er paralel olarak yapilmistir [133,134] .
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Biyosensor sus

(C.violaceum 026)

Test edilen izolat

Sekil 3.2. Capraz dogrulama testinin uygulanisi

Sekil 3.3. a) C. violaceum 12472 b) C. violaceum 31532 c) C.violaceum 026

3.7.2. Agrobacterium tumefaciens A136 (pCF218)(pCF372), Agrobacterium
tumefaciens WCF47 (pCF218)(pCF372) ve A. tumefaciens NTL1 (pZLR4)
Mutant Suslari ile N-Agil Homoserin Laktonun Tespiti

A. tumefaciens A136 (pCF218) (pCF372) ve Agrobacterium tumefaciens WCF 47
(pCF218)(pCF372) turleri 6nerildigi gibi icerisinde 50 pg/ml spectinomycin ve 4.5
pMg/ml tetracycline bulunan Luria Bertani besiyerine ve A. tumefaciens NTL1
(pZLR4) icerisinde 30 pg/ml Gentamisin bulunan Luria Bertani besiyerine inokule
edilip 48 saat 28°C‘de inkiibasyona birakildi [131,135,136] . 3-ox0-C8 AHL urettigi
bilinen P. aeruginosa PAO1 pozitif kontrol olarak kullanildi ve LB agar besiyerinde
37°C’de 24 saat inklbe edildi (Sekil 3.4). Acinetobacter tirleri, N-Agil homoserin
laktonun tespiti igin, 37°C’de 24 saatllik Tryptic Soy Broth hazir besiyerinde
uretildi. Acinetobacter tirleri aralarinda 1cm olacak sekilde segilen Agrobacterium
tumafaciens’in sensér suslarindan biri ile (Agrobacterium tumefaciens A136
(pCF218)(pCF372 ), Agrobacterium tumefaciens WCF 47 (pCF218)(pCF372), A.

tumefaciens NTL1 (pZLR4)) yanyana ekilir. Daha o6nceden cam boncuklar
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yardimiyla seril kosullar altinda %0.2 Mannitol iceren AB Mineral agar besiyerinin
yiizeyine X-gal yayilir (Sekil 3.5.). Ekim isleminin ardindan 30°C’de 72 saatlik
inkiibasyona birakilan Acinetobacter turlerinin quorum sensing sinyal molekulu
uretip Uretmedikleri incelendi [137,138] . Quorum sensing tespitinde kullanilan
besiyeri AB Mineral Besiyeri'dir. Hazirlanan besiyerleri 121°C’de 25dk otoklavda
steril edildi. 60pg/ml X-gal steril edilen besiyeri yuzeylerine eklenmis ve cam
boncuklar yardimiyla ylzeye yayllmasi saglanmistir. Glnes Isigina maruz
kalmadan c¢eker ocakta besiyeri ylzeyi kurutulmustur. C4-Cl12 AHL sinyal

molekulleri varligini tespit icin yapilan bu test Uger kez tekrarlandi. Acinetobacter

turleri yukarida anlatildigi sekilde AB medium agar besiyerine inokule edilip
28°C’de 48 saat inkube edildi [3] .

Sekil 3.4. (a) A. tumefaciens A136 , (b) P. aeruginosa PAOL1, (c) C4-C12 AHL
molekull dogrulama testi icin pozitif kontrol olan P.aeruginosa PAOl susu, A.

tumefaciens A136 biyosensor susu ile yanyana inokule edilerek kullanildi.

Biyosensor sus
A. tumefaciens A136

A. tumefaciens NTL1 (pZLR4)

Wcf47(pcf218)(pcf372)

Test edilen izolat

Sekil 3.5. Agrobacterium tumefaciens turlerinin gapraz dogrulama igin uygulanisi
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3.8. Bakteri Ureme Egrisinin Tiirbidometrik Yontemle Belirlenmesi

N- acil homoserin lakton bakterilerin Ussel Ureme fazinda yuksek oranda Uretilir,
bu nedenle her bir bakterinin Greme egrisi ¢ikarildi. Acinetobacter olarak belirlenen
ve N-acgil Homoserin Lakton Uretimi pozitif olan izolatlar, Triptik soy broth
besiyerine inoklle edildi. Topraktan izole edilen izolatlar 30°C’de ve klinik izolatlar
37°C’de 150 rpm’e ayarlanmis galkalamali etlivde inkiibasyona birakildi. Her saat
basi spektrofotometre (UV-1700 Spektroformetre, Shimadzu®)'de 600nm’de

Olcim yapildi. Elde edilen sonuglara goére treme grafigi olusturuldu.

3.8.1. N-Agil Homoserin Laktonun Acinetobacter Spp. Kiiltir Ortamindan

Ekstraksiyonu

N-Agil Homoserin Lakton drettigi saptanan Acinetobacter suslari, sinyal molekulu
ekstraksiyonu igin bir 6ze dolusu kultirden alinip, 25ml triptik soy broth sivi
besiyerinde 12 saat 37°C’de Uretildi. Elde edilen kulturler, 4°C’de 4000 rpm’de 10
dakika santrifuje edildi. SUpernatan kisim yeni bir tipe aktarilip, Uzerine esit
hacimde %0,1 asetik asit iceren etil asetat ¢ozeltisi eklendi. Yeni bir tipe aktarilan
organik faz por buyukligu 0.2um (non-pyrogenic, Sartorius) olan steril siringa ucu
filtreden suzuldu. Ardindan ¢eker ocak igerisinde oda sicakliginda 1 hafta sureyle
etil asetatin uzaklastirlmasi icin beklendi [137,139,140] . Tamamen ugurulan
organik fazin oldugu tuplerdeki kalinti 50uL metanol icerisinde c¢ozulerek

kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.8.2. ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile Acil-Homoserin Lakton Sinyal

Molekiillerinin Ayrimi

Metanol icerisinde ¢ozilen sinyal molekulleri ters faz TLC plakalarina (RP-18
F254; Merck) baslangi¢ noktasina gore her bir 6rnek yukleme alani 1.5 cm aralik
olacak sekilde uygulandi. Hareketli faz olarak Kloroform-metanol (95:5, v/v),
hazirlandi. Hareketli fazin ince tabaka plakasinin Ust kisminin 2cm altina kadar
ilerlemesi saglandi. Ayirim islemi tamamlandiktan sonra TLC plakalari ¢eker ocak
icerisinde 2 saat kurumaya birakildi. Molekullerin ayriminda biyosensor bakteri
olarak Agrobacterium tumefaciens A136 (pCF218)(pCF372) kullanildi. Kurutulan
TLC plakalarinin Uzerine %0.9 agar igceren 50ml AB mineral yumusak agar
besiyeri (50°C) + 10ml Agrobacterium tumefaciens A136 (pCF218)(pCF372) (48
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saat’lik 100ml) kaltard ve X-gal (60pg/ml) eklenerek yayilmasi saglandi. Besiyeri
katilagsinca TLC plakasi 30°C’de 24 saat inkube edildi [137,141,142] . Test
sirasinda negatif kontrol olarak metanol kullanildi. Standart olarak C4-AHL, C6-
AHL, C8-AHL,C10-AHL, C12-AHL, C13-AHL, C14-AHL, C16-AHL, C18-AHL, 20-
AHL sinyal molekulleri kullanildi. AHL molekdllerinin bulundugu bdlgeler, beyaz
zemin Uzerinde vyesilimsi nokta olusumuyla belirlendi. Rf degerlerinin
hesaplanmasi i¢in asagidaki esitlik kullanildi [143,144] . Plakanin tanka
yerlestiriimesinden énce tank atmosferinin ¢béziclu buhariyla doymus olmasina
dikkat edilir. Ayrilan maddelerin lekelerinin belirlenmesi ve kullanilan reaktifler

kagit kromatografisinde oldugu gibidir.

Ayrilan maddeler gorulur hale getirildikten sonra ¢ozicu yardimiyla madde
icerisindeki farkli bilesiklerin belli noktalara ilerledigi goézlenir. Her maddenin
hareketli faz ile suriklenmeleri farkhdir. Bdylece her madde igin uygulanan
kosullar belirtilerek karakteristik degerler verilebilir. Buna suruklenme derecesi

veya alikonma faktoru denir ve Ry ile gosterilir.

_ Bilesigin uygulama noktasindan itibaren aldig1 yol (Sx, cm)

Coziiciinin orjinden itibaren aldig1 yol (Sf, cm)

3.9. Acinetobacter Spp. izolatlarinda Quorum Sensing Mekanizmasi ile

Diizenlenen Biyofilm Olusturma Yetenekleri Ve Siderofor Uretiminin Tespiti

Acinetobacter olarak tanimlanan bakterilerden, quorum sensing molekuline sahip
olan turlerin, bu sistem tarafindan dlzenlenen biyofilm ve siderofor uretimi

arastirildi.

3.9.1. Acinetobacter Spp. izolatlarinin Biyofilm Olusturma Yeteneklerinin
Tespiti

Klasik bir yontem olan kristal viyole metodu ile biyofilm olusumu tespit edildi.
Triptic soy broth besiyerinde 30°C veya 37°C’de 24 saat inkibe edilen
Acinetobacter spp. izolatlari, optik dansite dederi 600nm’de 0.05 olacak sekilde
TSB besiyeri ile dilisyonlari yapilan kualtir &rneklerinden 50ml’lik TSB
besiyerlerine 100ul inokllasyon gercgeklestirildi. Ekim yapilan bu ortamlar
200rpm’e ayarlanmis calkalamali etlivde 24 saat inkibe edildi. inkiibasyonun

ardindan 24 kuyucuklu polistren plaklarin her bir kuyucuguna 900ul TSB besiyeri +
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100ul Acinetobacter 6rnegi eklendi. 30°C veya 37°C’de uretilen kuilturler igin 24 ve
48 saatllik olmak Uzere iki farkli deney duzenegi hazirlandi. Kultirasyonun
ardindan plaklardan besiyeri bosaltildi ve her bir kuyucuk 3 kez 1XPBS tamponu
ile yikandi. Daha sonra bu plaklarin kuyucuklari 65°C’ye ayarlanan etlv'de
kurutuldu. %1 kristal viyole ¢ozeltisi ile 2 dk slUreyle boyanmalari saglandi. Boya
isleminin bitiminde kuyucuklar distile su ile 3 kez yikandi ve oda sicakliginda
kurumaya birakildi. %30’luk asetik asit ¢ozeltisi ile ¢ézllen kuyucuklardaki kristal
viyole c¢ozeltisi 595nm’de spektrofotometrede kontrole karsi dlgildu ve

Acinetobacter tirlerinin biyofilm olusturma yetenekleri belirlendi [145-147] .

Ek bir gcalisma olarak gram neatif bakteriler tarafindan yaygin kullanilan ve
Chromobacterium violaceum 31532 bakterisinden izole edilen C6-AHL
molekuld’nin V.harveyi, A. tumefaciens A136, B. subtilis 3610, B. subtilis 6633,
B.megaterium, S.epidermitis WT, S. aureus Newmann, P. aeruginosa PAO1, P.
aeruginosa PA14, E. aerogenes, Salmonella typhi, E. coli XL1, E. coli DH5a ,
S.aureus USA300, K. pneumoniae gibi bakterilerin biyofilm olusturma yetenekleri

uzerine etkisi de arastirildi.
3.9.2. Acinetobacter spp. izolatlarinin Siderofor Uretiminin Tespiti

Acinetobacter turleri de asinetobaktin adi verilen sideroforlari Uretirler. Dusik
demir varliginda siderofor Uretimi, Schwyn ve Neiland’'in kullandigi yontem esas
alinarak, Chrome Azurol-S (CAS) agarda fenotipik olarak arastinidi [148-152] .
Besiyerinin mavi renginin turuncuya donusmesi, siderofor Uretiminin gostergesi
olarak degerlendirildi (Sekil 3.6).

k

Sekil 3.6. CAS agar besiyerinde siderofor Uretimi [199]
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3.10. Antioksidan Ozellige Sahip Quercetin Ve Resveratrol Molekiiliiniin Anti-

Quorum Sensing Aktivitesinin Belirlenmesi

Dogal bir bilesik ve antioksidan 6zellige sahip olan Quercetin (Sigma Aldrich) ve
Resveratrol'in (Sigma Aldrich) farkli konsantrasyonlari ¢alismada anti-quorum
sensing  aktivitesini  gb6zlemlemek i¢cin  kullanildi.  Quercetin  dimetil
sulfoksit (DMSO) igerisinde ve resveratrol etanol icerisinde ¢ozuldi. C6-AHL (N-
Hexanoyl-L-homoserin lakton) molekult; Gram negatif bakteriler tarafindan siklikla
iletisim moleklld olarak kullanildigi igin bu molekil Gzerinde anti-quorum sensing
aktivite deneyleri yapildi. Nottingham Universitesi'nden temin edilen saf N-
Hexanoyl-L- homoserin lakton molekuli 2mg/ml (etil asetat) olacak sekilde

hazirlanarak kullanildi.
3.10.1. Anti-Quorum Sensing Disk Diflizyon Ve Agar Diflizyon Testi

30°C’de 18 saat uretilen C .violaceum 026 biyosensor susu kilttir bulanikhdi Mc
Farland 0.5'e (10° cfu/ml) gére ayarlandiktan sonra, 10ml yumusak Luria Bertani
agar besiyerine 100yl C.violaceum 026 ve 50ul C6-HSL ekstrakti eklendi.
Katilasan yumusak LB- agar besiyerinin Utzerine farkli konsantrasyonlarda (2, 5,
10, 50, 100, 150, 200, 250 mg/ml ) quercetin veya resveratrol emdirilmis diskler
yerlestirilip, inkiibasyon igin 30°C’de 48 saat etlivde birakildi.

Agar difuzyon testi icin; %0.9 agar, 100ul C. violaceum 026 ve 50ul C6-HSL
ekstrakti bulunan LB besiyeri katilastiginda 4mm genigliginde kuyucuklar agildi.
Acilan bu kuyucuklara farkh konsantrasyonlardaki (2, 5, 10, 50, 100, 150, 200, 250
mg/ml ) quercetin veya resveratrol eklendi. Petriler 30°C’de 48 saat inkiibasyona
birakildi. Agar difisyon ve disk difizyon testleri tGger kez tekrarlandi [12,13,153-
156] .

3.10.2. Quercetinin Ve Resveratrol’lin Anti-Quorum Sensing Aktivitelerinin

Spektrofotometrik Olarak Olgiilmesi

Cizelge 3. 4.’te verilen miktarlar dogrultusunda farkli konsantrasyonlardaki ( 2, 5,
10, 50, 100, 150, 200, 250 mg/ml ) quercetin veya resveratrol ependorf tlplere
eklendi.  inkiibasyon sonucunda olusan viyolasin  pigment  miktari

spektrofotometrede 585nm‘de dlgllerek anti-quorum sensing aktivitesi saptandi.
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Cizelge 3. 4. Quercetin’in ve Resveratrol’in Uygulama Tablosu

A (ul) B (ul) C(ul) Final Konsantrasyonu
95 890 890

Luria Bertani Broth 8

CV026 100 100 100 1x10° cfu/ml

C6-AHL 50 50 50 150pumol/ml

Quercetin - - 5 Resveratrol veya quercetin’'nin

Resveratrol - - 5 farkli konsantrasyonlari
(2,5,10,50,100,150,200,250
mg/ml)

DMSO veya Etanol - 5 =
Toplam hacim 1045 1045 1045

3.10.2.1. Viyolasin Pigment izolasyonu

Sivi kultirden viyolasin pigmenti ekstraksiyonu Blosser ve Gray‘in 6nerdigi sekilde
yapildi. LB besiyerinde Uretilen Chromobacterium violaceum 026 susunun 15
saatlik 20ml taze kaltirinden 100ul alinarak Cizelge 3.4’de verilen prosedur
cercevesinde olacak sekilde 1ml LB besiyerine ekim yapildi. 30°C’'de 24 saat
inkiibasyona birakilan kaltir vorteks ile karistirildi ve bu tipten 200ul kaltar alinip
1,5ml'lik ependorf tlpune aktarildi. Hucrelerin pargalanmasi igin Uzerine 200pl
%10 sodyum dodesil sulfat (SDS) ¢ozeltisi eklenip 5 dakika vortekslendi ve 5
dakika oda sicakliginda bekletildi. Viyolasin pigmenti izolasyonu igin suyla
doyurulmus butanol 900ul (50ml n-butanol + 10ml distile su olarak) tipe eklendi ve
5 saniye vortekslendi. Daha sonra 10.000rpm’de 5 dakika santrifijj edildi. Ustteki
faz yeni bir tipe aktarlarak 585 nm’de mikroplate spektrofotometre’de
(SpectraMax; Molecular Devices, Sunnyvale, CA®) okundu ve viyolasin miktari
tespit edildi [157] .
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4. SONUC VE TARTISMA
4.1. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar

iki ayr hastaneden elde edilen, farkli klinik servislerden gonderilmis ve

nozokomiyal enfeksiyona yol agtigi belirlenmig, otomatize sistemlerce
Acinetobacter spp. olarak tanisi konmus 50 ve toprak 6rneklerinden izole edilmis

20 Acinetobacter spp. ¢alisma kapsamina alinmistir.

Calismaya alinan ve nozokomiyal etken olan 50 Acinetobacter spp.‘nin %32’si
kan, %24’ trakeal aspirat, %20’si apse, %8’i idrar, %6’s! kateter, %4’U balgam,
%4’0 BOS ve %2’si direnaj 6rnegdinden izole edilmistir. Bu suslarin érneklere goére

dagihmi sekil 4.1. de verilmigtir.

Ornek Tiri Ornek Sayisi Kateter Balgam BOS Direnaj
(%) 6% \4% \4%_\ 2‘%1

Kan 16 (32) :

Idrar
Trakeal aspirat 12 (24) 8%
Apse 10 (20)
idrar 4 (8)
Kateter 3 (6)
Balgam 2(4)
BOS 2 (4 Trakeal

aspirat

Direnaj 1(2) 24%
Toplam 50 (100)

Sekil 4.1. Nozokomiyal etken olarak tanimlanan Acinetobacter turlerinin izolasyon

kaynaklari

4. 2. Nozokomiyal ve Topraktan izole Edilen Acinetobacter Suslarinin Tanisi

Nozokomiyal ve toprak orneklerinin Gram boyanmasi sonucunda Gram negatif
kokobasil morfolojisinde olduklari saptandi (Sekil 4. 2.). Endo agar ve MacConkey
agar besiyerine inokule edilen orneklerin Uremeleri sonucunda laktozu

kullanamadiklari saptandi (Sekil 4. 2.).
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Sekil 4. 2. A. Acinetobacter spp. ‘nin i1sik mikroskobu x100 objektif altindaki
gOruntisu, B. Endo Agar'da dreme sonucu ve C. MacConkey Agar'da dreme

sonucu (Laktoz negatif sonug)

Cesitli drneklerden izole edilen bakterilerin Acinetobacter olarak tanimlanabilmesi
icin secici besiyerleri de kullanildi. Ozellikle birgok hastane ve ¢alismada kullanilan
kromojenik Acinetobacter agar besiyeri ve Leeds Acinetobacter Agar besiyeri
calisma kapsaminda kullanildi. Hastane ve toprak izolatlarinin tamaminin bu
secici beriyerlerinde Uremeleri bu bakterilerin Acinetobacter turt oldugunu

gOstermistir (Sekil 4. 3.).

Sekil 4.3. Kromojenik Acinetobacter Segici Besiyeri (a) ve Leeds Acinetobacter

Segici Besiyeri (b)’nde Greyen koloniler

Acinetobacter turlerinin tanimlanmasinda 6nemli bir test olan oksidaz testi
sonucunda tum izolatlarin oksidaz negatif olduklar goéruldu (Sekil 4. 4.). Katalaz
enziminin Acinetobacter tirlerinde sentezlenip sentezlenmedigini saptamak adina
yapilan katalaz testi sonucunda, 70 bakteri drnedinin katalaz enzimini Uretebildigi

belirlendi (Sekil 4. 4.). Katalaz enzimi sayesinde bakteri metabolizma igin toksik bir
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molekul olan hidrojen peroksidi parcalar, tepkime sonucunda metabolizmal
faaliyetlerde kullanabilece@i su ve oksijeni kazanir. Metabolizmal faaliyetleri igin
uretebildikleri katalaz enzimi zorunlu aerob Acinetobacter tirlerinin bir cok ortama

kolay adaptasyonunu saglar.

Sekil 4. 4. Oksidaz Testi (a; Oksidaz negatif, b; oksidaz pozitif) , Katalaz testi

(c;Katalaz pozitif, d; Katalaz negatif)

Saf kultur olarak izole edilen érneklerin enterik bakterilerden ayrilabilmesi igin triple
sugar iron agar besiyerine inokulasyon gergeklestirildi. Tum bakteri ornekleri TSI
besiyerinde Uremesine ragmen karbonhidrat kaynagi olarak besiyerinde bulunan
glukoz, sukroz ve laktozun kullaniimadigi dolayisiyla izolatlarin nonfermentatif
olduklari saptandi (Sekil 4. 5.). Besiyerinin dik ve yatik kisminda asit olusumuna
bagli olarak sari rengin godzlenmemesi bakterinin nonfermentatif oldugunu
gOstermektedir. Isiya dayanikli deoksiribonukleaz (Dnaz) enzimi ile hucre
cekirdeginde bulunan deoksiribonukleik asidi (DNA) degrede ederek
ayristirmasina dayanan Dnaz testi sonucuna gore Acinetobacter tirleri Dnaz

aktivitesine sahip degildirler (Sekil 4. 5.).

Deoksiribonukleaz (Dnaz) enzimi, nukleik asitlerin yapisinda bulunan fosfodiester
baglarina etki eden ve DNA'nin eslenmesi sirasinda olusan hatali bdlgeleri taniyan
ve bu kisimlarin uzaklastiriimasini saglayan bir ntikleaz'dir. Dnaz, Acinetobacterler

icin virtlans 6zelligi degildir.
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Sekil 4.5. TSI agar besiyerinde tGreme (Negatif Sonug)

Calismamizda kullanilan Acinetobacter suslarinin Gram 6zelligi, Endo agar ve
MacConkey agar’da tGreme durumlari, oksidaz aktivitesi, katalaz aktivitesi ve Dnaz
aktivitesi, U¢ sekerli demirli besiyerinde asit ve gaz olusturma yetenegi, 44°C
ureme Ozelligi, hemoliz yapabileme yetenedi kontrol edilerek identifikasyonlari
gerceklestirildi. incelenen suslarin sayisi, uygulanan testler ve bu testlerin

sonuglari Cizelge 4. 1. Ve Cizelge 4. 2.'de gosterildi.

Test sonuglari incelendiginde hastanelerden alinan érnekler Vitek-32 otomatize
sisteminin verilerine uyumlu olarak A. baumannii olarak tanimlandi. Ayirici 6zellik
olarak suslarin 44°C Uremeleri dikkate alindi. Pek ¢ok patojen bakterinin 44°C‘de
ureyebildigi cesitli arastiricilar tarafindan bildirilmektedir [120] . Ornegin E.coli’ nin
fekal koliform olarak isimlendirmesinde 44°C’de urtiyor olmasi bu duruma bir 6rnek
olusturmaktadir. A. baumannii olarak isimlendirilen tiurlerin hasta materyalinden
elde edilmis olmalari bu nedenle beklenilen bir sonu¢ olarak karsimiza

¢cikmaktadir.

Dort farkh toprak drneginden izole edilen ve Acinetobacter tirlerinin tanimlanmasi
icin uygulanan testler sonucunda T2,T4,T8,T13 ve T17 suslari hemoliz yapmalari
nedeniyle Acinetobacter haemolyticus; T1 ,T5 ,T6 ,T7,T9 ,T11, T12 ,T14 ,T16
, 718 ,T19 ve T20 suslan ise 44°C Ureyebildikleri igin A.baumannii olarak

tanimlandi. T3,T10 ve T15 suslarinin hemoliz yapamamalari ve 44°C‘de

52



Cizelge 4.1.Nozokomiyal Acinetobacter izolatlarinin toplu test sonuglari

Endo Kann | L€eds Kromojenik _
. o Vitek-32 Agar MacConkey Agar Acinetobacter | Acinetobacter | ¥ N < |44°C’de
I1zolat no | Kiiltiir Agar Agar Agar S5l g Ns | < Ureme
izolat Ureme | Laktoz K. | Ureme | Laktoz K. | Hemoliz Ureme Ureme % é E é g é E
Al Kateter A.baumanni + - + - - + + + - +
A2 Kan A.baumanni + - + - - + + ¥ _ +
A3 Kan A.baumanni + - + - - + + + +
A4 Trakeal aspirat | A.baumanni + - + - - + + + j +
A5 Trakeal aspirat | A.baumanni + - + - - + + + - +
A6 Kan A.baumanni + - + - - + + ¥ ~ +
A7 Kan A.baumanni + - + - - + + + i +
A8 Kan A.baumanni + - + - - + + + j +
A9 Kan A.baumanni + - + - - + + + . +
A10 Abse A.baumanni + - + - - + + + . +
All Kan A.baumanni + - + - - + + + . +
Al12 Kateter A.baumanni + - + - - + + + . +
Al3 Trakeal aspirat | A.baumanni + - + - - + + + . +
Al4 idrar A.baumanni| + - + - - + + + _ N
A15 Abse A.baumanni + - + - - + + + . +
Al6 Kan A.baumanni + - + - - + + + . +
Al7 Trakeal aspirat | A.baumanni + - + - - + + + j +
Al8 Abse A.baumanni + - + - - + + + j +
A19 Kan A.baumanni + - + - - + + + i +
A20 Abse A.baumanni + - + - - + + + . +

A1-A20 Acinetobacter spp.,Vitek-32; bakteri tanimlama otomatize sistem,
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Cizelge 4.1. Nozokomiyal Acinetobacter izolatlarinin toplu test sonuglari (devami)

Leeds Kromojenik
Endo Kanl ; ; = = .
. Vitek-32 Aqar MacConkey Aqar Acinetobacter | Acinetobacter | N < | 44°C’de
I1zolat no | Kiiltiir 9 Agar 9 Agar Agar % T | Ns | < Ureme

S| =0 0| =

. .. . . Xp|lSo|Z20|0n

Izolat Ureme | Laktoz K. | Ureme | Laktoz K. | Hemoliz Ureme Ureme O3 |vr|OFR|E
A21 idrar A.baumanni + - + - - . ¥ ¥ - +
A22 Trakeal aspirat | A.baumanni + - + - - - + + - +
A23 Kan A.baumanni + - + - - - + + +
A24 idrar A.baumanni| + - + - - - ¥ ¥ . .
A25 Abse A.baumanni + - + - - - + + - +
A26 Abse A.baumanni + - + - - - + + - +
A27 Balgam A.baumanni + - + - - - + + - +
A28 Abse A.baumanni + - + - - - + + - +
A29 Kan A.baumanni + - + - - - + + - +
A30 Kan A.baumanni + - + - - - + + - +
A3l Direnaj A.baumanni + - + - - - + + - +
A32 Kateter A.baumanni + - + - - - + + - +
A33 Kan A.baumanni + - + - - - + + - +
A34 Abse A.baumanni + - + - - - + + - +
A35 Trakeal aspirat | A.baumanni + - + - - - + + . +
A36 Trakeal aspirat | A.baumanni + - + - - - + + - +
A37 Kan A.baumanni + - + - - - + + - +
A38 Balgam A.baumanni + - + - - - + + - +
A39 BOS A.baumanni + - + - - - + + - +
A40 Kan A.baumanni + - + - - - + + . +

A21-A40; Acinetobacter spp.,Vitek-32; bakteri tanimlama otomatize sistem, TSI; (i¢ sekerli demirli besiyeri
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Cizelge 4.1 Nozokomiyal Acinetobacter izolatlarinin toplu test sonuglari (devami)

Endo Kanh Leeds Kromojenik
_ Vitek-32 Agar Aqar Acinetobacter | Acinetobacter
Izolat - 9 MacConkey 9 Agar Agar
Kiultur
no Agar N N =
© —_
. . . . . =S| 8= | Ns |2
Izolat Ureme | Laktoz K. | Ureme | Laktoz K. | Hemoliz Ureme Ureme Lao2l592| 89 < |ad°cde
OFR | X+ |QOF | W Ureme
|_
A4l Trak.eal A.baumanni + - + - - + + + - +
aspirat
Ad42 Trakeal A.baumanni + - + - - + + + - +
aspirat
A43 Trakpal A.baumanni + - + - - + + + - +
aspirat
Ad4 BOS A.baumanni - - - R
A45 Abse A.baumanni - - - -
A46 idrar A.baumanni - - - _
A47 Trakeal A.baumanni + - + - - + + + - +
aspirat
A48 Trak.eal A.baumanni + - + - - + + + - +
aspirat
A49 Abse A.baumanni + - + - - + + - +
A50 Kan A.baumanni - - - + + -

A41-A50 Acinetobacter spp.,Vitek-32; bakteri tanimlama otomatize sistem, TSI; li¢ sekerli demirli besiyeri
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Cizelge 4.2. Topraktan izole edilen Acinetobacter izolatlarinin toplu test sonugclari

Endo Kanli Legds qumojenik N .
bolat no | Killtiir Agar k/lacConkey Agar ﬁcmetobacter ﬁcmetobacter g 3 r_!;; e 34 C’de |TSI Agar
gar gar gar 52|82 | &% |Ureme
Ureme | Laktoz K. | Ureme | Laktoz K. | Hemoliz Ureme Ureme oe|Se|Be
T1 Toprak 1 + - + - - + + + - + -
T2 Toprak 2 + - + - + + + n i } N
T3 Toprak 2| + - + - - + ¥ " _ N N
T4 Toprak 4 + - + - + + + + - - -
T5 Toprak 3 + - + - - + ¥ " _ + N
T6 Toprak 1 + - + - - + + + - + -
T7 Toprak 4 + - + - - + + + - + -
T8 Toprak 2 + - + - + + + + - - -
T9 Toprak 4 + - + - - + + + - + -
T10 Toprak 4 + - + - - + + + - - -
T11 |Toprak1 + - + - - + + + - -
T12 Toprak 4 + - + - - + + + - -
T13 |Toprak 4 + - + - + + + + - - -
T14 Toprak 4 + - + - - + + + - + -
T15 |Toprakl1l| + - + - - + ¥ n _ N N
T16 |Toprak 3 + - + - - + + ; _ i B
T17 |Toprak 2 + - + - + + + + - - -
T18 |Toprak1 + - + - - + + n _ i N
T19 |Toprak 4 + - + - - + + + - + -
T20 |Toprak 3 + - + - - + + ; _ ; N

T1-T20 Acinetobacter spp., TSI;

t¢ sekerli demirli besiyeri
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urememeleri bu izolatlarin Acinetobacter calcoaceticus olarak tanimlanmasina

olanak saglamigtir.

Dortet ve ark. yaptiklar galismayla sicakligin ve kanl agar besiyerinde hemolitik
uremenin  Acinetobacter turleri arasindaki ayrimda o6nemli oldugunu
vurgulamiglardir [158] . Bu ayrim rutin laboratuvar uygulamalarinda siklikla
basvurulan bir metot olarak karsimiza ¢ikmaktadir [159] . Bu baglamda topraktan
ve klinik izolatlarin tanimlanmasinda kulladigimiz testlerin sonuglarinin uyumliu

oldugu saptandi.

Nozokomiyal enfeksiyona neden olan Acinetobacter turlerinin servislere ve hasta
cinsiyetine gore dagilimi Cizelge 4.3’te, cinsiyetlere gore Acinetobacter taru
bakterilerin gorilme sikhgi Sekil 4.6’da gosterilmistir. Bu verilere gore erkek
hastalarda Acinetobacter tlrlerinin daha fazla goérildiga saptanmistir. Cizelge
4.4 ’teki verilere gore drneklerin klinik servislere gére dagilimlari incelendiginde bu
bakterilerin hastanelerin her ortamindan kolaylikla izole edilebilecegini

gOstermisgtir.

Trottier ve ark yaptigi calismanin verilerine gére yogun bakim unitelerinden izole
edilen Acinetobacter turlerinin erkek hastalarda daha yaygin enfeksiyona sebep
oldugu vurgulanmig, bu durum bizim galismamizin sonuglarini desteklemektedir
[160] .

Cizelge 4.5.de verilen Acinetobacter orneklerinin gonderildigi klinik servisler ve
ornek sayilari ile ilgili bulgular Acinetobacter turlerinin hastanelerin her alanina
kolayca kolonize olabildiklerini, 6zellikle ameliyat dncesi bazi testlerin yapildigi
Reanimasyon/Anesteziyoloji departmanlarinda %32 gibi bir yuksek oranda
bulundugu gdstermektedir. Reanimasyon/Anesteziyoloji departmanini %14 orani
ile acil, genel cerrahi, nérosirtrji takip etmektedir. %6’k oran ile dermatoloji ve
nefroloji ardindan droloji ve ndroloji %4 orani ile bunlari takip etmektedir. En disuk
oran olan %2 ise gastroloji ve gogus cerrahisi ile transplantasyon unitelerini

kapsamaktadir.
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Cizelge 4.3.

Nozokomiyal Acinetobacter spp’lerin klinik 6zellikleri

zolat | itiar V'te"ifozlat Cinsiyet Klinik Servisi

Al Kateter A.baumanni Erkek Reanimasyon/ Anesteziyoloji

A2 Kan A.baumanni Erkek Reanimasyon/Anesteziyoloji

A3 Kan A.baumanni Erkek Acil

A4 Trakeal A.baumanni Erkek Reanimasyon/Anesteziyoloji
aspirat

A5 Trakeal A.baumanni Kadin Acil
aspirat

A6 Kan A.baumanni Kadin Reanimasyon/Anesteziyoloji

A7 Kan A.baumanni Kadin Reanimasyon/Anesteziyoloji

A8 Kan A.baumanni Erkek Dermatoloji

A9 Kan A.baumanni Erkek Acil

A10 Abse A.baumanni Erkek Reanimasyon/Anesteziyoloji

All Kan A.baumanni Erkek Genel Cerrahi

Al12 Kateter A.baumanni Erkek Norosirirji

A1l3 Trakpal A.baumanni Kadin Genel Cerrahi
aspirat

Al4 idrar A.baumanni Kadin Uroloji

A1l5 Abse A.baumanni Erkek Reanimasyon/Anesteziyoloji

A16 Kan A.baumanni Erkek Genel Cerrahi

Al17 ;rs?)kifg A.baumanni Erkek Acil

A18 Abse A.baumanni Kadin Norosiriirji

A19 Kan A.baumanni Erkek Reanimasyon/Anesteziyoloji

A20 Abse A.baumanni Erkek Dermatoloji

A21 idrar A.baumanni Erkek Gastroloji

A22 Trak_eal A.baumanni Erkek Reanimasyon/Anesteziyoloji
aspirat

A23 Kan A.baumanni Erkek Norogiriirji

A24 idrar A.baumanni Erkek Genel Cerrahi

A25 Abse A.baumanni Erkek Acil

A26 Abse A.baumanni Erkek Genel Cerrahi

A27 Balgam A.baumanni Erkek Norosiriirji

A28 Abse A.baumanni Erkek Genel Cerrahi

A29 Kan A.baumanni Erkek Reanimasyon/Anesteziyoloji

A30 Kan A.baumanni Erkek Reanimasyon/Anesteziyoloji

A3l Direnaj A.baumanni Erkek Transplantasyon

A32 Kateter A.baumanni Kadin Reanimasyon/Anesteziyoloji

A33 Kan A.baumanni Kadin Reanimasyon/Anesteziyoloji

A34 Abse A.baumanni Kadin Genel Cerrahi

A35 Trak.eal A.baumanni Kadin Noroloji
aspirat

A1-A25: Ozel hastaneden toplanan Acinetobacter suslari; A26-A50: Devlet Hastanesi'nden

toplanan Acinetobacter suslarr’dir.
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Cizelge 4.3. Nozokomiyal Acinetobacter spp’lerin klinik 6zellikleri (devami)

izolat | ... .. Vitek-32 o . .
no Kultur izolat Cinsiyet |Klinik Servisi
Trakeal .
A36 . A.baumanni Erkek Norosirurji
aspirat
A37 Kan A.baumanni | Kadin Reanimasyon/Anesteziyoloji
A38 Balgam A.baumanni | Erkek Nefroloji
A39 BOS A.baumanni | Kadin Norosirurji
A40 Kan A.baumanni | Kadin Reanimasyon/Anesteziyoloji
Trakeal .
A4l . A.baumanni Erkek Reanimasyon/Anesteziyoloji
aspirat
A42 Trakgal A.baumanni | Kadin Acil
aspirat
Trakeal .
A43 . A.baumanni | Kadin Noroloji
aspirat
Ad4 BOS A.baumanni | Kadin Norosirurji
A45 Abse A.baumanni. | Erkek Dermatoloji
A46 idrar A.baumanni | Erkek Nefroloji
A4T Trak.eal A.baumanni | Erkek Acil
aspirat
Trakeal . vy .
A48 . A.baumanni | Erkek Gogus Cerrahisi
aspirat
A49 Abse A.baumanni | Erkek Uroloji
A50 Kan A.baumanni | Kadin Nefroloji

A1-A25: Ozel hastaneden toplanan Acinetobacter suslar;; A26-A50: Devlet Hastanesi'nden
toplanan Acinetobacter suslarrdir.
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Acinetobacter tiirlerinin dagilimi
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Sekil 4.6. Nozokomiyal etken olarak tanimlanan Acinetobacter’lerin hasta
cinsiyetlerine gore dagilimi

Cizelge 4.4. Klinik servislerden gonderilen Acinetobacter drneklerinin dagilimlari

Klinik servis Kan | Trakeal | Apse | idrar | Kateter | Balgam | BOS | Dire

aspirat naj
Reanimasyon/Anesteziyoloji | 9 3 2 - 2 - - -
Acil 2 4 1 - - - - -
Genel Cerrahi 2 1 3 1 - - - -
Norosirtrji 1 1 1 - 1 1 2 -
Dermatoloji 1 - 2 - - - - -
Nefroloji 1 - - 1 - 1 - -
Uroloji - - 1 1 - _ - -
Néroloji - 2 - - - - - -
Gogus Cerrahisi - 1 - - - - - -
Gastroloji - - - 1 - - - -
Transplantasyon - - - - - - - 1
TOPLAM 16 12 10 4 3 2 2 1
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Cizelge 4.5. Acinetobacter 6rneklerinin gonderildigi klinik servisler ve gdnderilen
ornek sayilari ile Acinetobacter orneklerinin goénderildigi klinik servislere goére

orneklerin yuzdesi

Klinik servis Ornek

Gogls
sayisl Noroloji  Cerrahisi
i 4% 2% Gastroloii Transplantasyon
Reanimasyon/ 16 ° oy ) 2%
Anesteziyoloji bermatoloi .m\ | N
Acil 7 6% 4%_ o Anesteziyoloji
32%
Genel Cerrahi 7
Norosirirji 7
Dermatoloji 3
Nefroloji 3
Uroloji 2
Noroloji 2
Gogis Cerrahisi 1
Gastroloji 1 Ci‘i:ae:‘_
|
Transplantasyon 1 14%
TOPLAM 50

4.3. Acinetobacter spp. izolatlarinin Chromobacterium violaceum 026 Mutant
Susu Kullanilarak Gapraz Dogruma Metodu ile N-Agil Homoserin Laktonun

Uretimlerinin Saptanmasi

Daha 6ncede s6z konusu edildigi gibi Chromobacterium violaceum 026 biyosensor
susu C4-C6 AHL molekullerini saptamada kullanilir. Bu molekullerin varhiginda
viyolasin pigmenti Uretimi tetiklenir ve CV026 mor pigment Uretir. Aragtirmamizda
Acinetobacter tarleri ile yapilan c¢apraz dogrulama testi sonuglarina goére
Acinetobacter turleri dusUk karbon sayisi igeren homoserin laktonlari
uretmemektedir (Sekil 4.7). Bazi arastirmacilarin verilerine goére Acinetobacter
turleri kisa zincirli sinyal molekullerini hem dusuk oranda Uretmekte hemde
degrede edebilmektedir [161,162] . Bu nedenle Acinetobacter’lerin Gretebildikleri
kisa zincirli molekullerin tespiti ancak LC-MS, GC-MS ve Maldi-tof gibi kompleks
cihazlarla mimkun olmaktadir. Dolayisiyla kisa zincirli sinyal molekulleri ylksek
oranda Uretilmediginde biyosensor suglar yardimiyla tespit edilememektedir [141] .

Bu nedenle bu c¢alismada mor pigmentin gorilmemesi belki de kisa zincirli
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homoserin lakton Uretiminin yiksek oranda olmamasi ya da suslarin molekulleri

hizla degrede edebilmeleri nedeniyle de olmus olabilecedi dusunulmektedir.

Sekil 4.7. Chromobacterium violaceum 026 ile gapraz dogrulama sonuglari
(Kisa Zincirli N-agil Homoserin Lakton Uretimi Negatif)

4.4, Acinetobacter spp. lzolatlarimin Agrobacterium tumefaciens NTL1,
Agrobacterium tumefaciens A136 ve Agrobacterium tumefaciens WCF47
Biyosensér Suslari Kullanilarak Gapraz Dogruma Metodu ile  N-Agil

Homoserin Lakton Uretimlerinin Saptanmasi

Agrobacterium  tumefaciens NTL1, Agrobacterium tumefaciens A136,
Agrobacterium tumefaciens WCF47 biyosensor suglari C8-C14 AHL molekdllerinin
tespitinde kullanilir. Bu molekillerin varlhiginda adi gegen biyosensor suslarda [3-
galaktosidaz enzimi Uretimi tetiklenir ve ortamdaki X-gal nedeniyle yesil renk
go6zlenir. Agrobacterium tumefaciens NTL1, Agrobacterium tumefaciens A136,
Agrobacterium tumefaciens WCF47 biyosensor suslari ile galismamizda yer alan
Acinetobacter tirlerinin g¢apraz dogrulama testi sonucunda tim suslarin sinyal
molekullerini Uretebildikleri goruldi (Sekil 4.8). Daha 6énce bahsedildigi gibi
Agrobacterium tumefaciens NTL1, Agrobacterium tumefaciens A136 ve

Agrobacterium tumefaciens WCF47 uzun zincirli sinyal molekullerinin tespitinde
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Sekil 4.8. Agrobacterium tumefaciens NTL1, Agrobacterium tumefaciens A136,

Agrobacterium tumefaciens WCF47 suslari ile gapraz dogrulama ile sinyal tespiti




kullanilir. Acinetobacter’lerin kisa zincirli sinyal molekdillerini degrede etmesine
sebep olan mekanizma uzun zincirli molekuller Uzerinde etkin degildir. Ayrica
biyosensor bakterilerin bu sinyal molekullerini tespit edebiliyor olmasi, yuksek

oranda uretildiklerinin gostergesidir.

Sinyal molekullerinin tespitinde biyosensér bakterilerin kullaniimasi yaygin bir
uygulama olarak karsimiza ¢gikmaktadir. Biyosensor bakterilerle yapilan galismalar
patojen bakteriler Gzerine yogunlagiimig olmakla birlikte gunimuizde tarimdan,
saglik endustrisine ve gida endustrisi'ne kadar birgok alanda bakteriyel iletisimle

ilgili galismalar yapilmaktadir.

McClean ve ark., Yersinia enterocolitica W828 ve Serratia liquefaciens MG1'de yer
alan bakteriyel iletisim molekullerinin tespitinde Chromobacterium violaceum 026
ile capraz dogrulama testini uygulamis ve c¢alisma sonucunda yan yana
ekildiklerinde C. violaceum 026 susunda viyolasin pigment Uretiminin tetiklendigini
g6zlemlemisler ve ince tabaka kromatografisi ile bu molekillerin farkhihgini

saptamiglardir [1] .

Bosgelmez-Tinaz ve ark., yogun bakim unitelerinden izole ettikleri Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae
suslarinda bakteriyel iletisim molekdll varhidini arastirmiglar. Yapilan diger
calismalarin aksine P. aeruginosa suslarinin C.violaceum 026 susu ile ¢apraz
dogrulama sonucunda negatif sonug¢ verdigini gostermislerdir. Bunun nedeni
olarak P. aeruginosa izolatlarinda kisa zincirli AHL veya sinyal molekulu

seviyesinin ¢cok dusuk olabilecegini ileri surmuslerdir [163] .

Pseudomonas aeruginosa ile yapilan bir diger calismada Senturk ve ark., uriner
sistem enfeksiyonlarina neden olan Pseudomonas aeruginosa tirlerinin bakteriyel
iletisim molekulli olarak C12-AHL (uzun zincirl) ve C4-AHL (kisa zincirli)
urettiklerini  gesitli  biyosensor bakterileri kullanarak belirlemislerdir [164]

Dolayisiyla arastirmamizda kullanilan Acinetobacter izolatlarinda kisa zincirli AHL
molekullerinin sentezlenmiyor olmasi da bir diger olasilik olarak kargimiza

ctkmaktadir.

Chan ve ark., coklu ilag direnci gorilen A. baumannii 4KT susundaki sinyal

molekullerini LC-MS/MS cihaz ile analiz etmigler ve bu bakterinin C6-HSL (m/z
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200.400) ve C8-HSL (m/z 228.500) sinyal molekullerini Urettigini belirtmisler [165] .
Oysa calismamizda C6-AHL tespit edilmemistir. Yukaridaki aragtirmanin
biyosensoér suslarla degil LC-MS/MS ile vyapilmis olmasi neticesinde

calismamizdan farkh bir sonucun ortaya ¢ikmasi beklenebilir.

Morgan-Sagastume ve ark., aktif camur igerisinde bakteriyel iletisim molekullerinin
roli hakkinda yaptiklari calismayla Aeromonas ve Pseudomonas tirlerinin aktif
¢amurda yaygin olan turler oldugunu ve bu tlrlerin sahip olduklari sinyal
molekullerinin varlhigint  Chromobacterium violaceum CV026 ve Agrobacterium
tumefaciens NTL4 biyosensor suslari ile tespit etmiglerdir. Bu ortamlarda bulunan
sinyal molekullerinin 3-oxo-C6-AHL, C4- AHL, C6- AHL, 3-oxo-C8- AHL , C8- AHL
ve C7- AHL olarak saptandigini bildirmislerdir [166] .

Borlee ve ark., Pieris rapae larvalarinin orta bagirsaginda bulunan mikrobiyal
florada patojen olarak enfeksiyon etkeni olan Pantoea CWB304in Urettigi sinyal
molekullerini tespit etmigler ve Pantoea CWB304’dan izole edilen edilen sinyal
molekullerinin Pseudomonas aeruginosa PAO1 Uzerindeki etkisini arastirmislardir.
Bu calisma sonucunda alkali olan bagirsak florasindan elde edilen AHL’lerin
Pseudomonas aeruginosa PA01’in neden oldugu hastaliklara katki sagladigini ileri

surmuslerdir [167] .

Chang ve ark., Malezya’da bulunan kiresel balik tedarikgisinden alinan ve
hastalikh  Tilapia baliklarindan Bacillus sp. W2.2, Klebsiella sp. W4.2,
Pseudomonas sp. W3 ve W3.1 ve Serratia sp. W2.3 bakterilerini izole etmigler ve
Chromobacterium violaceum CV026 ve Agrobacterium tumefaciens NTL1
biyosensor susu ile sinyal molekullerinin varhgini da saptamiglardir. Bu
arastirmada ayrica LC-MS ile sinyal molekullerinin farkhli§i da gosterilmektedir. Bu
calisma ile Pseudomonas turlerinde uzun zincirli N-(3-oxohexadecanoyl)-
homoserin lakton (3-okso-C16-HSL) varligi da gosterilmistir. Serratia sp W3.1
turlerinde ise N-dodekanoyil-homoserin lakton (C12-HSL) oldugu belirlenmis,
dolayisi ile ¢galisma Serratia sp. ve Pseudomonas turlerinde sira digi uzun zincirli

AHL uretimi gosterilmigtir [168] .

Schwentet ve ark, balik patojeni Aeromonas salmonicida subsp. Achromogenes ile

yaptiklari ¢calismada, bu bakterinin LuxR tipi quorum sensing sistemine benzer
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olan AsalR sistemini iletisimde kullandigini ve C4-HSL molekulind sinyal molekulu

olarak kullandigini belirtmislerdir[169] .

Chen ve ark., Malezya’nin tropikal topraklarindan izole edilen A9 Burkholderia
susunda AHL Uretimini ¢capraz dogrulama testi uygulayarak Chromobacterium
violaceum CV026 ve Escherichia coli [pSB401] ile tespit etmisleridir. A9
Burkholderia susunun sensor bakterilerin yardimiyla uygulanan ince tabaka
kromatografisi sonucunda N-hexanoylhomoserine lakton (C6-HSL) ve N-

octanoylhomoserine lakton (C8-HSL)‘nu Uretebildigini gdstermislerdir [170] .

Rodelas ve ark., topraktan izole edilen ve bezelye gibi baklagillerin kok
nodullerinde yaygin olarak bulunan Rhizobium leguminosarum bv. Viciae
bakterisinin N-(hexanoyl)-L-homoserin lakton (C6-HSL) ve N —(octanoyl)-L-
homoserin lakton (C8-HSL) molekullerinin tretebildigini ve molekullerin bakterinin

enfektivitesinde aktif rol oynagini géstermislerdir [171] .

Trivedi ve ark., tarima elverigli narenciye urunlerinin Uretiminde yararl bakterilerin
rollerini ve tarimsal ekosistemlerin Uretim kapasitesini ve surduralebilirligini
artirmak igin yaptiklari galismada Paenibacillus validus, Lysinibacillus fusiformis,
Bacillus licheniformis, Pseudomonas putida, Microbacterium oleivorans, Serratia
plymutica, Pseudomonas sp., Pseudomonas fulva, Pseudomonas putida,
Pseudomonas maltophila, Pantoea agglomerans, Serratiasp. Ve Serratia
plymuthica turlerini narenciye koklerinden izole etmigler ve bu bakterilerin sinyal
molekullerinin varligini capraz dogrulama testi ile C. violaceum 026’y kullanarak

tespit etmiglerdir [172] .

Degrassi ve ark., bitki blylimesine etki eden bir patojen olan Pseudomonas putida
WCS358'nin sinyal molekullerini bagta C. violaceum 026 olmak uzere birgok
biyosensor bakteri araciligiyla saptamislar ve iletisim molekulleri Uzerine

diketopiperazin bilesiginin etkili oldugu gostermislerdir [173] .

Bu konuda yapilan baska calismalar da mevcuttur. Ornegin Atkinson ve ark.,
Caenorhabditis elegans uzerinde Yersinia pseudotuberculosis turinun olugturdugu
biyofilmin icerigindeki sinyal molekullerini tespit etmisler ve toprak solucaninin bu
molekulleri etkisizlestirme mekanizmalarini genetik olarak nasil duzenledigini
belirlemislerdir [174] .
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Benzer galismalar algler Uzerinde de gergeklestirilmistir. Rivas ve ark., tek hucreli
mikroalg olan Botryococcus braunii‘ nin gelisiminde etkili olan bakteriyel biyofiimde
Pseudomonas sp. ve Rhizobium sp. turlerinin Grettikleri C4-AHL ve CG6-AHL

molekullerinin varhdinin énemini vurgulamislardir [175] .

Yukarida oOzetlenen cesitli calismalara benzer olarak tez calismamizda
Agrobacterium  tumefaciens NTL1, Agrobacterium tumefaciens A136,
Agrobacterium tumefaciens WCF47 ve Chromobacterium violaceum 026 suslari
ile elimizde bulunan 70 Acinetobacter turinde sinyal molekulu varligi ¢apraz
dogrulama ile belirlenmigtir. Toprak veya klinik orneklerden izole edilen tim
suslarin uzun zincirli sinyal molekullerini Uretebildikleri gdézlemlenmistir. Oysa kisa
zincirli AHL’larin biyosensor suglar araciligiyla saptanamadigi bulgusu yukarida da
s6z konusu edildigi gibi bu moleklllerin kesin olarak sentezlenmedigini
gOstermemektedir. Bu molekullerin sentezlenmiyor olmasi mumkuan oldugu gibi
sentezlenen molekul miktarinin ¢ok az olmasi ya da degrede ediliyor olmasi da
s6z konusu olabilir. Ancak her U¢ durumda da izolatlarimizin virulansinda kisa
zincirli iletisim molekullerinin etkin olmadig, iletisim ve patojenite i¢in uzun zincirli

sinyal molekullerinin Uretildigi saptanmigtir.

4.5. Acinetobacter Tiirlerinin Ureme Egrisinin Tiirbidometrik Yéntemle

Belirlenmesi

Quorum sensing sinyal molekull Ureten tim suglarin Greme egrisi icin 3.10.1°de
belirtildigi gibi Triptik soy broth besiyeri kullaniimigtir. Elde edilen sonuglara gore
olusturulan Ureme grafigi Sekil 4.9.da yer almaktadir. Bu sonuglara gore 6.
Saatten itibaren bakterinin Greme hizinin arttigi, 12. Saate ise en yuksek degerine
ulasarak Uremenin durgunluk donemine girdigi goriimektedir. Ureme egrisinin
olusturulmasi bol miktarda sinyal molekulunu elde etmek igin gereklidir. Zira bu
bakteriler sinyal molekullerini logaritmik artis dénemlerinde Uretmektedirler. Bu
nedenle sinyal molekdllerinin ekstraktsiyonu ile ilgili calismalarda bakterilerin 12.

Saat’lik kalturleri kullaniimistir.
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4.6. Acinetobacter Turlerinden N-Agil Homoserin Laktonun Ekstraksiyonu ve

ince Tabaka Kromatografisi’nde Molekiillerin Ayrimi

12 saat Uremeye birakilan Acinetobacter kulttrlerinden 3.10.2'de belirtildigi N-agil
homoserin lakton tdrt sinyal molekilleri eksrakte edildi ve ince tabaka
kromatografi yontemi uygulanarak birbirlerinden ayrilmalari saglandi. Eksrakte
edilen sinyal molekdilleri %0.9 agar iceren 25 ml AB mineral yumusak agar besiyeri
(50°C) + 10ml Agrobacterium tumefaciens A136 (pCF218)(pCF372) + X-gal
(60pg/ml) bulunan petrilerde agilan kuyucuklara 10ul olacak sekilde birakildi.
Sinayl molekull eksraksiyonun yapildigi dogrulandi (Sekil 4.10.).

Acinetobacter tiirlerinin ortalama lireme
“ e e
egrisi
16
£ 14
§1,2
N
.El
=30,8
b+
2 06
30,4
BOZ'MO'J
v
Q0 Tt 1T 1T T+ T T T+ T T T T 1T T 1T 1T 71T T 1T 71T 71T T T 1
q B R o e R e I R e T R e I e N N I R T . B T S I )
T T T T U U U T T T T T T T T T T T T T T ©T © © ©
T T T T T T T T T T T T T T T T ©T T ©T ©T ©T © © © o
a9 00999000999 aa0999 09099
Q‘NNMVU')\D’\OOCHQHNMVU\KD'\OOU\QHNMV
A o o o o R o B o R o TR o B o B © VAR o VA o VAR O VIR O
Zaman (saat)

Sekil 4.9. Bakterilerin Ortalama Ureme Egrisi

Sekil 4.10. A1 ve T1 izolatlarindan eksrakte edilen sinyal molekillerinin A.
tumefaciens A136 susu ile kontrolu
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Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7 de standart olarak kullanilan sinyal molekulleri ile
nozokomiyal ve topraktan izole edilen Acinetobacter tirlerinin Urettigi sinyal
molekullerinin Rf degerleri gosterilmektedir. Capraz dogrulama ile kisa zincirli C4-
AHL ve C6-AHL sinyal molekullerini Acinetobacter turleri tarafindan dretildigi
saptanamadigindan  ince  tabaka  kromatografisinde  standart olarak
kullaniimamigtir. Acinetobacter tdrlerinden izole edilen sinyal molekdllerinin Rf
degerleri saptandiktan sonra, standartlarin Rf degerleri araliklarina uygunluklari
g6z 6nlne alinarak molekullerin siniflandiriimalari gergeklestirilmistir (Sekil 4.11) .
Ornegin Cizelge 4.6’da A1 izolatinin (rettigi sinyal molekdlinin Rf1 degeri 0,58
oldugundan ve 3-o0xo-C8-AHL stadartinin Rf araligi 0,58 ile 0,63 olarak
bilindiginden bu Rf degerine denk gelen molekil 3-oxo-C8-AHL olarak kabul

edilmistir.

RF1: 3-oxo0-C3-AHL

RF2: C8-AHL

RF3: C10-AHL

RF4: C12-AHL
RF5: C14-AHL

RF: C16-AHL

Sekil 4.11. ince tabaka kromatografisi ile sinyal molekiillerinin ayrilimasi
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CIZELGE 4.6. Nozokomiyal Acinetobacter suslarinin TLC sonucunda sinyal molekiillerinin Rf degerleri

sinyal molekuli

ve sahip olduklar

[o0] — — - -

QO |2 I I I I

oI | % < < < <

: X < < o N < ©

. CVO026 ile A136, - [N ™ < [To) © Q [oo) = — H per

Izolat no AHL WCF47, E:'- E:'- ‘&- ‘&- ‘&- E:'- ™ o O O o o

Tespiti NTL1ile
AHL tespiti Ortalama Rf degerleri
0,62 | 040 | 0.31 | 0.22 | 0.16 | 0.02

Al - o+ 0,58 | 0.41 - 0.21 - - X X - X - -
A2 - + - 0.40 - - 0.18 | 0.02 - X - - X X
A3 - ++ - - 0.31 | 0.24 - - - - X X - -
Ad - o+ 0,60 | 0.42 - 0.22 - - X X - X - -
A5 - ++ - 0.43 | 0.34 - - - - X X - - -
A6 - ++ - - 0.29 - 0.16 | 0.03 - - X - X X
A7 - ++ - - 0.31 - - - - - X - - -
A8 - — 0,63 | 0.41 - 0.23 - - X X - X - -
A9 - ++ 0,61 - - - 0.18 | 0.02 X - - - X X
A10 - +++ 0,62 | 0.42 | 0.28 | 0.21 | 0.19 | 0.03 X X X X X X
All - ++ - - - 0.22 | 0.16 0 - - - X X X
Al12 - ++ - 0.44 | 0.33 - - - - X X - - -
Al13 - ++ - 0.38 - 0.20 - - - X - X - -
Al4 - ++ - 0.40 | 0.29 - - - - X X - - -
A15 - ++ - 0.37 - - 0.17 - - X - - X -
Al6 - ++ - 0.41 - - - - - X - - - -
Al7 - - 0,62 | 0.43 | 0.32 | 0.22 - - X X X X - -
A18 - - 0,61 | 0.41 | 0.30 - 0.18 - X X X - X -

+++; yodun renk, ++; orta renk, +: az renk,
3-oxo- C8-AHL ; 0,58-0,63 , C8-AHL; 0,37-0,44 , C10-AHL;0,28-0,34 , C12-AHL; 0,20-0,24, C14-AHL; 0,16-0,19, C16-AHL; 0-0,03
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Cizelge 4.6. Nozokomiyal Acinetobacter suglarinin TLC sonucunda sinyal molekiillerinin Rf degerleri ve sahip olduklari
sinyal molekulii (devami)

8 1. |2 |2 |2 |2

izolatno |CV026ile |A136, o |z | |% I |3

AHL WCF47, O | ® | — — —

Tespiti NTLLile A I I D B e

AHL tespiti 4 N o < . © Ortalama Rf degerleri
L L L L L L 0,62 | 0.40 | 0.31 | 0.22 | 0.16 | 0.02

A19 - ++ - | 042 - - - - - X - - - -
A20 } t 0,62 | 0.43 - 0.23 | 0.19 0 X X - X X X
A21 - 4 0,60 | 0.40 | 0.32 - 0.17 - X X X - X -
A22 - ++ - 0.40 - - - - - X - - - -
A23 - ++ - - - 0.24 | 0.16 0 - - - X X X
A24 - ++ - 0.42 - - - 0 - X - - - X
A25 - ++ - - |o31|022| - - - - X X - -
A26 - + - - 0.32 | 0.23 - - - - X X - -
A27 - + - - - - - 0.03 - - - - - X
A28 - + - - - 0.21 - - - - - X - -
A29 - ++ - 0.40 - - - - - X - - - -
A30 - + - - - - - 0 - - - - - X
A3l - +++ - 0.41 - 0.22 - - - X - X - -
A32 - + - - - 0.20 - - - - - X - -
A33 - + - - 0.30 - - - - - X - - -
A34 - +++ 0,63 | 043|033 | 021|017 |0.02| X X X X X X
A35 - + - - 0.30 - - 0 - - X - - X

+++; yogun yesil renk, ++; orta yesil renk, +: az yesil renk,
3-oxo- C8-AHL ; 0,58-0,63 , C8-AHL; 0,37-0,44 , C10-AHL;0,28-0,34 , C12-AHL; 0,20-0,24, C14-AHL; 0,16-0,19, C16-AHL; 0-0,03
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Cizelge 4.6. Nozokomiyal Acinetobacter suslarinin TLC sonucunda sinyal molekillerinin Rf degerleri ve sahip olduklari
sinyal molekuli (devami)

izolat no
CV026ile |A136, 8 |2 |2 |£ [ |%
AHL WCF47, s |2 £ | |T |%
Tespiti NTL1ile O | 3 o N 3
Skt - - A P oge;(z ((;40 Lcj31 Lcjzz ((;16 (;oz
o o o o o o ' : : : : :
A36 ) .t 061 [ 042 [ 031 | 020 | - T x | x | x | X | - -
A37 - +++ 0,63 | 0.43 ) ) ) ) X X - ) ) )
A38 ) - - - (o3| - o017 | - i S x |- x| -
A39 ] ot 061 | 041|033 | - |018 | - X | x | x - X -
A40 ] N - - o022 | - - ] ] ] X - -
A4l - ++ - - 03 | 021 - - - - X X - -
A42 - + - - 0.31 - - - - - X - - -
A43 - +++ 0,60 | 042 | 0.34 | 0.21 | 0.16 - X X X X X
Ad4 - + - - - - - 0.02 - - - - - X
A45 - +++ 0,63 | 0.40 - 0.25 - - X X - X - -
A46 - ++ - - - 0.21 - 0 - - - X - X
A47 - +4++ - 0.41 - 0.23 | 0.17 0 - X - X X X
A48 - +++ - 0.41 | 0.32 | 0.23 | 0.18 | 0.02 - X X X X X
A49 - +++ - 0.42 | 0.31 | 0.22 | 0.16 | 0.01 - X X X X X
A50 - ++ - - 0.32 0.2 - - - - - X X -
PAO1 + FH+ 0,63 - - - - - X - - - - -

+++; yogun yesil renk, ++; orta yesil renk, +: az yesil renk,
3-oxo0- C8-AHL ; 0,58-0,63 , C8-AHL; 0,37-0,44 , C10-AHL;0,28-0,34 , C12-AHL; 0,20-0,24, C14-AHL; 0,16-0,19, C16-AHL; 0-0,03
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Cizelge 4.7.Topraktan izole edilen Acinetobacter susglarinin TLC sonucunda sinyal molekiillerinin Rf degerleri ve sahip
olduklari sinyal molekulu

izolat no | CV026ile A136 Q = = = =
’ O
AHL WCFA47, T |2 [T |z |3
Tespiti NTL1ile 213 g |8 |3 |9
AHL tespiti m<|O @) @) @) @)
- ~ m |l |w | o© Ortalama Rf degerleri
LL LL LL LL LL LL
x x r | | |x |062|040|0.31]0.22|0.16 | 0.02
T1 ] it 063044 [ _ [ . |.] x X ] ] ] ]
T2 ] ot o60 042 [ _ | _|.] x ] ] ] ]
T3 - ++ - (040 oo X - - - -
T4 ] ++ 062|041 - [ - |- -1 x X ] ] ] ]
T5 - ++ - 0.44 - - - - - X - - - -
T6 - ++ 0,63 - A T X - - - - -
T7 - +++ 0,65 - S T X - - - - -
T8 ] ++ 063045 - [ - | - | - | x X ] ] ] ]
T9 - ++ 0,61 - A N X - - - - -
T10 ] + 062040 - | - | -] -] x X ] ] ] ]

3-oxo- C8-AHL ; 0,58-0,63 , C8-AHL,; 0,37-0,44 , C10-AHL;0,28-0,34 , C12-AHL; 0,20-0,24, C14-AHL,; 0,16-0,19, C16-AHL; 0-0,03

+++; yogun yesil renk, ++; orta yesil renk, +: az yesil renk,
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Cizelge 4.7. Topraktan izole edilen Acinetobacter suslarinin TLC sonucunda sinyal molekullerinin Rf degerleri ve sahip
olduklari sinyal molekiili (devami)

. [ee]
izolat no | CV026 ile A136, o |2 | | | |Z
AHL WCF47, e = | | [ |
L. . | o N < O
Tespiti NTL1 ile oI 8 8 8 8 8
AHL tespiti ™ <
- N m < |ovw | o© Ortalama Rf degerleri
LL LL LL LL LL LL
14 14 ¥ |x | |x |062]040|031|0.22|0.16 | 0.02
T11 ; ++ R LU I A (R IR I A T ] ]
1o ] N -joar | Lo o x o o] L]
T13 - +++ 0631047 | _ | .| . X X - - - -
T14 - ++ - (040 - | - | - | - - X - - - -
T15 - ++ - 1046 - | - | - | - - X - - - -
T16 - +++ 064|042 | - | - | - | - X X - - - -
T17 i + oA oo - x| - ] ] ]
T18 i + S Joaa| oo - x| - - ]
T19 - ++ 063043 - | - | - | - X X _ - - i
T20 - + - Joas | | - - x| - - 5 ;
PAO1 + +++ 0,62 | - A T R X . i - - j

+++; yogun yesil renk, ++; orta yesil renk, +: az yesil renk,
3-oxo- C8-AHL ; 0,58-0,63 , C8-AHL; 0,37-0,44 , C10-AHL;0,28-0,34 , C12-AHL; 0,20-0,24, C14-AHL; 0,16-0,19, C16-AHL; 0-0,03
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Yaptigimiz ¢alismada ince tabaka kromatografisi sonucunda nozokomiyal etken
olan ve biyokimyasal testler ile A. baumannii olarak tanimlanan tirlerin birden
fazla sinyal molekulu tasidigr saptanmigtir. Topraktan izole edilen Acinetobacter
turleri incelendiginde ise nozokomiyal Acinetobacter turlerine gore daha az sayida
sinyal molekli dretebildikleri g6zlendi. Ozellikle sinyal molekiili olarak 3-oxo-C8-
AHL ve C8-AHL molekdllerini Ureten toprak kaynakli Acinetobacter’lerin bu sinyal

molekullerinin ya ikisini birden ya da tek tek Uretebildigi goralmustar.

Gonzalez ve ark. genetik olarak tanimlanmig ticari 20 Acinetobacter ve
kendilerinin izole ettigi klinikk 23 Acinetobacter turinin sinyal molekullerini
incelemisler, c¢alisma sonucunda nozokomiyal etken olarak tanimlanan A.
calcoaceticus-A. baumannii komplekslerinin sinyal molekullerini diger tlrlere goére
daha farkli sayida Urettiklerini, bu tlrlerde C8-AHL molekullinin en yaygin uretilen
sinyal oldugunu ve toplamda 3 farkh sinyal molekull Uretildigini saptamiglardir
[139].

Harshad ve ark., biyoreaktér membrani Gzerinde biyofilm olugturan Aeromonas,
Enterobacter sp, Serratia, Leclercia, Pseudomonas, Klebsiella, Raoultella ve
Citrobacter turlerinin C6-HSL, C8-HSL, 3-oxo0-C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL, 3-
0x0-C12-HSL ve C14-HSL sinyal molekullerini Uretebildiklerini, ayrica bu
calismayla atik su igeriginde bulunan bakteriyel birliktelikte etkin olan bakterilerin

Aeromonas ve Enterobacter sp, turlerinin oldugunu saptamislardir [92] .

Gonzalez ve ark., calismalarinda kullandiklari A. calcoaceticus BD413 susunun
MMAT besiyerinde dort farkli sinyal molekullu Uretebildigini ve c¢alismada
kullandiklari Acinetobacter tiurlerinde N-(3-oxo0) dodecanoil L-homoserine lactone
(3-0x0-C12-HSL) turd sinyal molekulinun oldukga yaygin oldugunu saptamislardir
[137] .

Bir diger calismada ¢ogul direncli A. baumannii turlerinin olusturdugu biyofilmde N-
(3-hydroxydodecanoyl)-L-homoserin lakton (3-hidroksi-C12-AHL) sinyal
molekulinin yogun Uretildigini ve bu molekulin AbaR gen bdlgesi Uzerinde etkin
oldugunu ileri surdlmustar. Bu galigma sonucunda arastiricilar genetik olarak
AbaR gen bodlgesi baskilanmis suslarda quorum sensing mekanizmasi ile

dizenlenen biyofilm etkinliginde dusus gézlemislerdir [140] .

75



Anbazhagan ve ark., klinik izolat olan Acinetobacter’deki sinyal molekillerini Mass
Spektrofotometre ile belirlemigler, ¢oklu ilag direnci goérilen suslarda sinyal
molekulinin farkh ve fazla sayida oldugunu ayrica biyofilm gibi
mikroorganizmanin patojenitesinde Onemi buylk olan bir 6zelligin N-decanoyl

homoserine lactone (C12-AHL) ile iligkili oldugunu belirtmisler [141] .

Bakteriyel iletisim sistemi Acinetobacter tuarleri ile sinirli degildir. Nozokomiyal
etken olan ve cevredende siklikla izole edilebilen birgcok turde gorulmektedir.
Bunlar arasinda en sik galigilan tir Pseudomonas aeruginosa turleridir. Venturi
yaptigi calismayla Pseudomonas turlerinde quorum sensing mekanizmasinin iki
farkh tip de duzenlendigini, bunlarin lasR ve rhIR oldugunu gdstermistir [176] . De
Kievit Pseudomonas aeruginosa turindn olusturdugu biyofilm icerisinde bakteriyel
iletisim molekulindn biriktigini, bu sayede biyofilm yapisinin strekli artirilabildigini
ileri stirmustir [177] . AHL'ler ile ilgili yapilan ¢ok sayida arastirma vardir. Ornegin;
Yin ve ark, insan dil ylizeyinden izole ettikleri Klebsiella pneumoniae suslarinin,
Klebsiella tarleri bakteriyel sinyal moleklld olarak otoindUkleyici-2 Uretir s6zlnun
aksine N-octanoylhomoserin lakton (N-C8-AHL) ve N-3-dodecanoyl-L-homoserine

lakton (3-ox0-C12-AHL) sinyal molekdllerini tretebildigini tespit etmislerdir [178] .

Yukarida nozokomiyal veya dogadan izole edilen birgok Gram negatif bakterinin
sinyal molekdullerinin 6zetlendigi ¢alismalara benzer olarak calismamizda elde
ettigimiz verilere gdre Acinetobacter turleri de farkh sinyal molekullerini
uretebilmektedir. Bu durum Acinetobacter’lerin biyotik veya abiyotik ortamlara
hakim olmasinda onemli bir 06zelliktir. Veriler incelendiginde Acinetobacter
turlerinin 3-oxo-C8-AHL, C8-AHL, C10-AHL ve C12-AHL molekullerinin tamamini
ya da bir kagini Uretebildigini gostermektedir. Ayrica bu ¢alisma ile nhozokomiyal
etken olan Acinetobacter baumannii turlerinin C14-AHL ve C16-AHL sinyal

molekullerini de Uretebildigi saptanmigtir.

4.7. Acinetobacter spp. izolatlarimin Biyofilm Olusturma Yetenekleri ve

Siderofor Uretiminin Tespiti

Bakteriyel iletisim sistemi tarafindan dizenlenen ve Acinetobacter gibi
nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan birgok tlrde patojenite sonucunda biyofilm
olusturma yetenekleri bakteriye avanta] saglar. Yapilan bir¢ok arastirmanin

verilerine gore bakterilerin biyofilm olusturarak bir yuzeyde ¢ogalmalarinin onlari
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fiziksel ve kimyasal etkilerden Ornegin antibakteriyel maddelerden ve canlinin
bagisiklik sisteminden koruyabildigini gostermistir. Biyofilm’in bakteriye sagladigi
avantajlar arasinda kolay besin maddesi bulabilmek, farkli bakteri turleri ile kontakt
kurarak gen aktarimi yapabilmek, en 6nemlisi de enfeksiyon sirasinda daha etkin
bir kolonizasyon saglanmasi sayilabilir. Biyofilm olusumlari bagta saghk sektoru
olmak uzere gida sektoru gibi canlilarin yasami icin 6nemli alanlarin bir cogunda
sorun olugturabilmektedir. Acinetobacter turleri de biyotik ve abiyotik ¢cok sayida
ortama kolay adapte olabildidi icin bu bakterilerin virGlansinda biyofilm olusumu
onemli bir yere sahiptir. Olusturduklari biyofilmler sayesinde Acinetobacter’ler gen
aktarimi yaparak birgok ilaca direng gelistirmigler ve konak savunmasindan
kolaylikla kacgabilmiglerdir. Ginimuzde kullanilan bir¢gok antibiyotige karsi direngli
Acinetobacter turlerinin sayilari her gegen gun artmaktadir ve tedavi olanaklari
sinirlanmaktadir. Bu nedenle biyofilm olusturma mekanizmasinin isleyisinde
onemli bir yere sahip olan bakteriyel iletisim sisteminin aydinlatiimasi ve biyofilm
olusumunda etkin sinyal molekdullerinin neler oldugu saptanmalidir. Calismamizda
sinyal molekulleri tespit edilen tim Acinetobacter tdrlerinin biyofilm olusturma
yetenekleri abiyotik ylUzey uUzerinde 24 ve 48 saatllik bakteri inkibasyonu

sonucunda belirlenmistir (Sekil 4.12).

-

Sekil 4.12. 24 kuyucuklu polistren plaklarda biyofilm olugsumu

Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°deki veriler incelendiginde tum bakterilerin biyofilm
olusturabildigi goruldu. Nozokomiyal etken olarak elde edilen klinik izolatlarin ise
topraktan izole edilen Acinetobacter tlrlerinde gére daha ylksek oranda biyofilm
olusturabildigi gdézlendi. Olusan biyofilm miktarinin tim bakterilerin inkibasyon

surelerindeki degisime gore arttigi da elde edilen diger bir sonugtur.
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4,5

Absorbans degeri (595nm)

Nozokomiyal Acinetobacter suslarinin biyofilm olusturma
yetenekleri

Nozokomiyal Acinetobacter suslari

W 24 saat

M 48 saat

Sekil 4.13. Nozokomiyal Acinetobacter’lerde biyofilm olusumu
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Nozokomiyal Acinetobacter suslarinin biyofilm olusturma
yetenekleri
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Nozokomiyal Acinetobacter suslari

Sekil 4.13. Nozokomiyal Acinetobacterlerde biyofilm olusumu (devami)
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Topraktan izole edilen Acinetobacter suslarinin biyofilm olusturma
yetenekleri

2,5

15

W 24 saat

Absorbans Degeri (595nm)

W 48 saat

Topraktan izole edilen Acinetobacter suglari ™

Sekil 4.14. Toprak kaynakh Acinetobacter’lerde biyofilm olusumu
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Bu calismalara ek olarak yaptigimiz bir diger ¢alisma ise C6-AHL molekulinin
diger bakteri turlerinin biyofilm olusrma yetenekleri Uzerindeki etkisi belirlenmisg,
ortamda sinyal molekill oldugunda biyofilm olusumunda bir artis oldugu

gorulmustar (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. C6-HSL turu iletisim molekulinun bakterilerin biyofilm yetenekleri

Uzerine etkisi

Pour ve ark. idrar yolu enfeksiyonuna neden olan Uriner kateter kaynakli
Acinetobacter turlerinin farkli ylzeylerde biyofilm olusturma yeteneklerini isik
mikroskobu, Floresans mikroskobu ve taramali elektron mikroskobu ile
arastirmiglar ve calisma sonucunda bu bakterilerin Uriner kateterler Uzerinde
yuksek oranda biyofilm olusturabildiklerini saptamislardir [179] . Biyofilm olugsumu
ile ilgili olarak yapilan bir diger calismada M’hamedi ve ark., tibbi cihazlardan izole
ettikleri 30 A.baumannii tGrindn biyofilm olusturma yeteneklerini arastirmiglar, bu
suslarin  30°C’ye gore 37°Cde daha yuksek biyofiim olusturduklarini
saptamiglardir [180] . Bu veri patojenitede sicakligin etkisinin oldugunu
belitmektedir. Bakteriyel biyofilm olusumu ile patojenin immun sistem ile ilgisi
acisindan yaklasimlar gésteren calismalara da rastlanmaktadir. Ornegin De Breij
ve ark., savaglarda agir taravmasi olan hastalardan A. baumannii bakterisinin
siklikla izole edildigini ve sebep oldugu enfeksiyonlarin yaygin oldugunu

belirtmiglerdir. Ayrica yaptiklari caligmayla Acinetobacter baumannii patojeninin
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insan hucresinde adezyonunun ve birgok ortamda biyofilm olusturma
yeteneklerinin yuksek oldugunu bildirmiglerdir [181] . Biyofilm olusumu ortam
sartlari ile de iligkili gorulmektedir. Espinal ve ark., A. baumannii bakterisinin nemli
ortamlara gore kuru ortamlarda daha ylksek oranda biyofilm olusturabildiklerini
belirtmiglerdir [182] .

Rao ve ark., Acinetobacter’lerin biyofilm olusturma yeteneklerini belirlemek igin tup
ve mikroplate yontemiyle nicel ve nitel olarak belirlemislerdir. Ayrica klinik olan bu
Acinetobacter’lerin antimikrobiyallere karsi direnclilikleri ile biyofilm olusturma
yeteneklerinin birbirleri ile iligkili oldugunu saptamiglardir [183] . Benzer olarak;
Dheepa ve ark., Acinetobacterlerin tedavisinde uygun antibiyotiklerin
kullaniimamasinin bu bakterinin virllansini arttirdigini ve biyofilm gibi olusumlarla
her ortama uyum saglayabileceklerini ifade etmiglerdir [184] . Bhargava ve ark.’da,
Acinetobacter’lerin biyofilm olusumunda otoinduktor-reseptér mekanizmasinin yani

bakteriyel iletisim sisteminin aktif yer aldigini séylemislerdir [185] .

Nozokomiyal enfeksiyonlarda biyofilmin énemli olmasinin yanisira sideroforlarin
da patojenitede yer aldigi bilinmektedir. Bakterilerin canlihdinin devami igin gerekli
olan demiri Urettikleri sideroforlar araciligiyla temin eden bakterilerde bu
mekanizma vyine bakteriyel iletisim sistemi tarafindan dizenlenmektedir.
Nozokomiyal enfeksiyon etkeni olan Acinetobacter tirlerinin tamami siderofor
uretebilirken, topraktan izole edilen T2,T4,T8,T13 ve T17 suslarinin siderofor
uretmedikleri fakat diger toprak izolatlarinin ise uretebildikleri saptanmigstir (Sekil
4.16).

Siderofor Uretiminin

Tesniti
CAS Aaar

Sekil 4.16. CAS agar Uzerinde izolatlarin siderofor Gretimi
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Siderofor uretimi saptanamayan T2,T4,T8,T13 ve T17 suslarinin biyokimyasal test
sonuglari ve hemoliz yapma yetenekleri bu izolatlarin A. baumannii olmadiklarini

A. haemolyticus olarak tanimlanan turler oldugunu gostermektedir.

4.8. Quercetin Molekuliiniin Anti-Quorum Sensing Aktivitesinin Belirlenmesi

Bolim 3.13. ‘te belirtidigi sekilde quercetinin 2, 5, 10, 50, 100, 150, 200, 250
mg/ml ‘lik konsantrasyonlari dimetilsulfoksit (DMSQO) icerisinde ¢ozllerek

hazirlandi.

Calisma sonucunda canli bunyesinde pozitif etkisi gorulen antioksidan 6zellikteki
Quercetin’in ayni zamanda bakteriyel iletisim molekuld olan C6-HSL Gzerinde de
etkili oldugu saptandi. Hem agar difuzyon testi hem de disk difizyon testi
sonucunda quercetin’in farkli konsantrasyonlarinin viyolasin pigment uretimini
inhibe ettigi gozlenmistir (Sekil 4.17, Sekil 4.18 ve Jekil 4.19).

Gerek agar difuzyon, gerekse disk difuzyon testleri sonrasinda olusan zonlar
icinde kismen de olsa bakteri Uremesinin engellendigi goruldigunden anti-quorum
sensing etkisinin bakteri Ureme azalmasi sonucunda olusabilecegi gibi bu etkinin
quercetin’in C6-AHL Uzerine inhibitdrik etki yapmasi sonucunda da gelisebilecegi
noktasindan hareketle yukaridaki ¢alismalara ek olarak viyolasin pigment miktari
spektrofotometrik yolla saptandi. Bu g¢alisma sonucunda viyolasin pigmentinin
uretiminde dusus oldugu bir baska ifade ile quercetin’in C6-AHL molekulund inhibe

ettigi saptanmistir (Sekil 4.20).

Sekil 4.17. Quercetin’in disk difuzyon testi. Disk etrafinda bakteri Gremesinin de az

miktarda etkilendigi gorulmektedir.

83



Quercetin'in Disk Difiizyon Testi

Farkh konsantrasyonlardaki Quercetin Karigimi
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Farkh konsantrasyonlardaki Quercetin Karisimi
Sekil 4.18. Quercetin’in Disk Difizyon Testi Sonuglari
Quercetin'in Agar Difuzyon Testi
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Sekil 4.19. Quercetin’in Agar Diflizyon Testi Sonuglari
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Farkh konsantrasyonlardaki quercetin karigimi

Sekil 4.20. Ortamdaki viyolasin pigmenti Uzerine farkli konsantrasyonlardaki

quercetin’in etkisi

C. violaceum 026 biyosensor susu ortamda iletisim moleklli olan C6-AHL
varliginda viyolasin pigmentini Uretmekte ve bu Uretim quorum sensing denen
bakteriyel iletisim mekanizmasi ile dlizenlenmektedir. Bilindigi gibi C6-AHL bircok
Gram negatif patojen (Pseudomonas aeruginosa, E.coli gibi) bakteri tarafindan
iletisim molekulu olarak kullaniimaktadir. Sekil 4.18’de goruldugu gibi quercetin
konsantrasyonu arttikca viyolasin pigment Uretimi azalmakta diger bir ifade ile
quercetin bakteriyel iletisim sistemini inhibe etmektedir. Dolayisiyla quercetin gibi
antioksidan Ozellikteki bir molekulin, bakteriyel iletisimi kesmesi, antibakteriyel

calismalar igin yeni bir umut ve boyut kazandirmaktadir.

Antibateriyel ajanlara kargi patojen bakterilerin diren¢ kazanmasi hem tedavilerin
yanlis uygulanmasina dolayisiyla tedavi surecinin uzamasina hem de buyuk
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Ayni zamanda antibakteriyel ajanlarin canli
banyesine de ¢ok buylk yan etkileri olmaktadir. Bakteriyel iletisim kesilmesine
yonelik yapilan calismalar sayesinde bakteriler kullanilan molekullere direng
gelistiremeyecek dolayisiyla hastalarin tedavi olanaklari artacaktir. Bu arastirma
gOstermektedir ki antioksidan 6zellikteki quercetin molekulin anti-quorum sensing
aktivitesi s6z konusudur ve C6-HSL gibi Gram negatif patojen bakteriler tarafindan

siklikla kullanilan bakteriyel iletisim molekulu bu yolla engellenmektedir.
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4.9. Resveratrol Molekulinin Anti-Quorum  Sensing  Aktivitesinin

Belirlenmesi

Bolim 3.13.‘te belirtidigi sekilde resveratrol’in 2, 5, 10, 50, 100, 150, 200, 250
mg/ml‘lik konsantrasyonlari etanol igerisinde ¢oézllerek hazirlandi. Anti-quorum
sensing aktivite ¢galismasi igin disk diflizyon ve agar diflizyon testleri yapiimis, zon

caplari ise mm olarak olgulmustar (Sekil 4.20).

Sekil 4.21.Resveratrol’ln disk diflizyon testi sonucu

Resveratrol saglik Uzerinde olumlu etkisi yuksek olan antioksidan molekuller
arasinda on siralarda yer almaktadir. Sahip oldugu guglu antioksidan 6zellikten
dolay! serbest radikallerin hasarlarindan hucreyi korur. Resveratrol 6zellikle bazi
fungus ve bakterilerin etkilerini azaltabilir, bu 6zellikten yola ¢ikarak ¢alismamizda
resveratrol’in bakteriyel iletisim sistemi Uzerinde de etkinligi arastinimistir.
Bakteriyel iletisim de Gram negatif turlerin yaygin olarak kullandigi C6-AHL
molekul Uzerinde resveratrol’lin anti-quorum sensing aktivitesi belirlendi. Farkl
konsantrasyonlarda kullanilan resveratrol’'in konsantrasyonu arttikca sinyal

molekulu Uzerindeki etkisininde arttigi gozlemlendi (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22).

Anti-quorum sensing aktivite calismalarinin ¢ogunda agar difizyon ve disk
difuzyon caligmalarina ek olarak violasin pigment izolasyonu da yapiimaktadir.
Bunun amaci olusan etkinin antibakteriyel mi yoksa gergekten sinyal molekulinin
inhibisyonundan mi meydana geldigini anlamaktir. Calismamiz sonucunda
antioksidan bir bilesik olan resveratrol’'in bakteriyel iletisim sisteminde de eftkili
oldugu belirlenmigtir (Sekil 4.23). Anti-qorum sensing aktivite calismalari
bakterilerin  antibakteriyel ajanlara kargi geligtirdikleri direng karsisinda

uygulanabilir bir strateji olarak karsimiza gikmaktadir.
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Sekil 4.22. Resveratrol’lin Agar Diflizyon Testi Sonugclari

Sekil 4.23. Resveratrol’lin Disk Difuzyon Testi Sonuglari

Kerekes ve ark., adagayi, ardig, limon ve mercankdsk’inden elde ettikleri ugucu
yaglarin bakteri ve mayalarin olusturduklari biyofilm ve bakteriyel iletisim sistemi

molekuli olan C6-AHL Uzerinde etkisini arastirmiglardir. Calisma sonucunda AHL-
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aracil QS mekanizmasinin engellenmesi i¢cin bu ugucu yaglarin iyi birer aday
olabilecegini belirtmislerdir [186] . Ugucu yadlarin antimikrobiyal etkilerinin oldugu
bilinmektedir [187] . Bu etkinin sinyal molekdllerini inhibe etme yolu ile ortaya

ciktigi ileri surulebilir.

Adonizio ve ark, Guney Florida’da dan izole ettikleri tibbi 6nemi yiksek 50 bitkinin
anti-quorum sensing aktivitesini arastirmiglar. 6 bitki tUriGnin yUksek anti-gs

aktivitesi oldugunu saptamiglardir [188] .

Alvarez ve ark., cay agaci ve propolis’in viyolasin pigmenti Uzerindeki etkinligini
saptamiglar, bu bilesiklerin anti-quorum sensing aktivitesi oldugunu ileri

surmuslerdir [189] .

Bu calismalara benzer olarak Priya ve ark., ¢in otu olarak bilinen Phyllanthus
amarus Schumach. & Thonn bitkisiden elde ettikleri metanolik ekstreleri E.
coli [pSB401] , E. coli [pSB1075] ve Chromobacterium violaceum CVO26 sensor
bakterileri Uzerinde denemisler ve ortamdaki sinyal molekullerinin inhibe

olabildigini belirlemislerdir [12] .
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Farkli konsantrasyonlardaki resveratrol karigimi

Sekil 4.24. Ortamdaki viyolasin pigmenti Uzerine farkli konsantrasyonlardaki

resveratrol’iin etkisi

Geleneksel ilag olarak kullanilan bitki ekstrelerinin ve benzerlerinin quorum
sensing mekanizmasi uzerindeki etkilerini gostermeye yonelik bir diger calisma
Chu ve ark. tarafindan yapilmis ve Rhubarb, Fructus gardeniae ve Andrographis

paniculata bitkilerinin anti-quorum sensing aktivite gosterdiklerini
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Chromobacterium violaceum CV12472 ve Pseudomonas aeruginosa PAQO1

kullanarak ispatlanmistir [190] .

Yukarida sayilan bir¢ok galismada goruldugu gibi patojenlerle i¢ ice olan birgok
bitkide bunlara karsi bazi molekuller Uretiimekte ve bakterilerin etkileri
azaltilmaktadir. Bitkilerin gelistirdigi bu Ozellikler sadece antibakteriyel etkiyle
sinirh degildir, bakterilerin iletisimini keserek onlarin virilans o6zelliklerinin de
engellenmesini saglamaktadirlar. Yapilan calismalar incelendiginde
arastirmacilarin galismalarinda kullandiklari bitki ekstraklarinin igeriginde cesitli
bilesikler bulundugu goérilmektedir, bu nedenle anti-quorum sensing aktiviteden
hangi molekulin sorumlu oldugu agiklanmamaktadir. Yaptigimiz ¢galismada ise saf
olarak elde edilen quercetin ve resveratrol bilesiklerinin bakteriyel iletisimde etkin

oldugu saptanmistir.

Genel olarak calismamiz degerlendirildiginde nozokomiyal ve toprak kaynakl
Acinetobacter turlerinin bakteriyel iletisimde farkli sinyal molekullerini kullandiklar
ortaya ¢ikmistir. 3-oxo-C8-AHL ve C8-AHL molekllleri Acinetobacter’ler igin
bakteriyel iletisimde birbirlerini tanimak igin kullandiklari bir molekudl olabilir.
Sadece nozokomiyal izolatlarda goérilen C10-AHL, C12-AHL,C14-AHL ve C16-
AHL’larin ise virulansta etkin olan molekuller olabilecegi dusuntlmektedir. Farkl
sinyal molekull Uretimi fazla olan tirlerde biyofilm olusumunun ylksek olmasi ve
siderofor Uretiminin gdzleniyor olmasi bu molekullerin virGlansta etkin oldugunun
bir gostergesidir. Bu ¢alismada nozokomiyal enfeksiyon etmeni olarak izole edilen
ve Acinetobacter baumannii olarak tanimlanan turlerin gok sayida iletisim molekulu
sentezledigi gosterilmistir. Bunun yanisira ¢ok farkh kaynaklardan izole edilmis
olan bu bakterilerin birgok ortama kolay adapte olmalarinda bu molekullerin gorevli
oldugu fikrini de vermektedir. Ayrica antioksidan Ozellikleri ile dikkat ¢eken
quercetin  ve resveratrol’Un bakteriyel iletisim sistemi inhibisyonunda
kullanilabilecegi, dolayisiyla antibakteriyel ajanlarin yerini alabilecek ve konaga

zarari olmayacak molekuller olduklari saptanmigtir.
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EKLER

1. Kullanilan Besiyerleri ve Test Kimyasallari

Luria Bertani Agar Besiyeri (Merck®)

Tripton/Pepton 109
Yeast extrakt 59
NacCl 59
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml
pH 7,4
Luria Bertani Broth Besiyeri igerik (g/L)
(Merck®)
Tripton/Pepton 10g
Yeast extrakt 50
NaCl 59
Distile su 1000 ml
pH 7,4
Bakteriyolojik agar 10 g
Asid kazein hidrolizat 159
Notralize soy pepton 59
NacCl 59
D-(-)-fruktoz 509
Sukroz 59
D-mannitol 59
L-phenylalanine 19
Ferric amonyum sitrat 049
Phenol red 0.02 g
Distile su 1000 ml
pH 7,0
Pancreatic Digest of Gelatin 17049
Peptones (meat and casein) 39
Papaic digest of soyabean meal 59
NaCl 59
Laktoz 10g
Maltoz 10 g
Ure tuzu 159
Neutral Red 0.03 g
Crystal Violet 1.0 mg
Agar 13.5¢9
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Endo Agar Besiyeri (Merck®)

Pepton 10049
Di-potasyum hidrojen fosfat 259
Laktoz 10.0g
Sodyum 110ulfite, anhydrous 3.3¢g
Pararosanilin (fuchsin) 039
Agar-agar 125¢g
Distile su 1000 ml

pH: 7.4+ 0.2
Triptik Soy Broth (Merck) igerik (g/L
Kazein pepton 17 gr
Soy pepton 3gr
D(+) Glucose 2,5¢gr
NaCl 50¢gr
K2HP04 2,5 gr
AB Medium igerik (ml/L)
20X Phosphate stock 20 mL
20X Nitrogen salt stock 20 mL
Glucose 1mL
Agar 159 (veya 7 gr)
X-Gal 40 g/mL
Distile su 900 mL ml
20X Phosphate stock igerik (g/L)
NaH,PO, 20 g/L

20X Nitrogen-salts stock
NH,CI

MgSO,4.7H,0

KCI

C&C'z,ZHzO

FeSO, 7H,0

Glukoz stok:

Glukoz

Otoklavlandiktan sonra oda isisinda
saklandi

igerik (g/L

20 g/L

6 g/L

3g/L

0.2 g/L

0.05g/L

Otoklavlandiktan sonra oda isisinda
saklandi

igerik (g/L)
0.2-05%
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Oksidaz Testi igerik (g/L)

tetrametil-p-fenilendiamin %0.5
(Sigma Aldrich)

Katalaz Testi igerik (g/L
Hidrojen peroksit (Merck) %3

BD Triple Sugar Iron Agar igerik (g/L)

Kazeinin Pankreatik Dijesti 10 gr

Hayvan Dokularinin Peptik Dijesti 10 gr

Sodyum Kiloriir 5gr

Laktoz 10 gr

Sukroz 10 gr

Glikoz 1gr

Ferr6z Amonyum Siilfat 0,2 gr

Sodyum Tiyosiilfat 0,2 gr

Fenol Kirmizisi 0,025 gr

Agar 13,0 gr

pH 7,32 0,2

Chrome azurol S ( CAS) Agar

Blue Dye Soliisyon-1 0,06gr CAS (Fluka) + 50ml ddH-0
Soliisyon-2 0,0027gr FeCl3-6H,O + 10ml 10Mm

HCI

Solusyon-3 0,073 gr

hexadecyltrimethylammonium
bromide (HDTMA) + 40ml ddH,0
Soliisyon 1’in Uizerine 9 ml soliisyon- 2 eklendi, bu karigimda solusyon 3’lin

uzerine eklenerek otoklavlandi.

Stok Minimal Media 9 (MM9) 15 gr KH,PO4
karigimlar 25 gr NacCl
50 gr NH,4CI
500 ml ddH,O
NaOH 25gr NaOH
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150ml ddH,0O
20% Glukoz 20gr

100mI ddH,0
Casamino asid soluyonu 3 gr Casaminoasid + 27 ml ddH»0
Fitre ile sterilizasyon yapildi.
CAS agar
100ml MM9 mineral besiyerinin Uzerine 750ml ddH20 eklendi. Karigsimin
icerisine 32.24 gr piperazine-N,N"-bis(2- ethanesulfonic acid) PIPES (pH 6,8 ‘i
asmamali) ve 15 gr Bakteriyolojik agar ilavesinin ardindan 110°C ‘de 25 dk
otoklavlandi. Elde edilen MM9/ PIPES karisimi 50 °C’ye sogutulduktan sonra
tzerine 30 ml steril Casamino asid soliisyonu ve 10 ml steril 20% glukoz
solusyonu eklendikten hemen sonra yavas¢a hazirlanan 100ml Blue Dye
solusyonu ilave edildi. Petrilere esit sekilde paylastirilan besiyerlerine

Acinetobacter turleri inokile edildi ve siderofor tliretimleri degerlendirildi.

. KULLANILAN CIHAZLAR

CIHAZ ADI MARKASI

VORTEKS IKA VORTEKS GENIUS- 3
STATIK ETOV MEMMERT UNB 100
GALKALAMALI ETUV IKA KS 4000i CONTROL
OTOKLAV MIDAS

SU BANYOSU MEMMERT WNB 14L
SPEKTROFOTOMETRE SCHIMADZU UV 1700
SANTRIFUJ HETTICH 220
MIKROSANTRIFUJ EPPENDORF 5417C

pH METRE HENNA BENCH METERS HI221
BUZDOLABI BOSCH KDV52X00NE
DERIN DONDURUCU BOSCH

LAMINAR FLOW (GEKER OCAK) HERAUS HERASAFE
ISITICILI MANYETIK KARISTIRICI | IKA RCT BASIC

HASSAS TERAZI

DENVER INSTRUMENT TP-303

ISIK MIKROSKOBU

LEICA DM3000
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