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OZET

Pseudomonas aeruginosa, quorum sensing [(¢cogunlugu algilama, ( CA )] sistemlerinin ¢éziimii i¢in iizerinde en ¢ok ¢alisilan bak-
terilerden biridir. Bu ¢alismada, yara yerinden ayrigtirilmis gentamisine orta duyarl ( GO ) ve duyarli ( GD ) iki klinik P. aeru-
ginosa susu ile gentamisine orta duyarl standart ATCC 27853 ( GOS ) susunun, gentamisinin en diigiik baskilayici yogunlukla-
rinda biyofilm ve ¢ogunlugu algilama iliskileri degerlendirilmistir.

Izole edilen suglarin mikrodilusyon yontemi ile Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) standartlarina uygun olarak gen-
tamisine duyarliliklar: incelenmis; orta duyarl: klinik sus ve standart ATCC 27853 susunda antibiyotigin en diisiik baskilayict yo-
Sunlugu (MIK) 4 ug/mL olarak belirlenirken, duyarl: sug icin MIK degeri 0, 25 ugimL olarak bulunmustur.

Kuyucuktan yayilim ve mikro agillenmis homoserin lakton (AHL) yontemleri ile ayri ayri degerlendirilen CA yanmitlarinda ise
Choromobacterium violaceum ile belirlenen kisa zincirli AHL salinimi (Lasl/R) GD susunda gézlenmezken, GOS ve GO suslarin-
da saptannugtir. Bununla birlikte Agrobacterium tumefaciens ile tespit edilen uzun zincirli AHL salinimi (RhII/R) GOS susunda
gozlenmezken GO ve GD suglarinda salimim goriilmiistiir. Suslar arasindaki CA yanit farkliliklar: suslarin farkli fenotipte olabi-
lecegini, iki ayri CA sisteminin gentamisine karsi devreye girebilecegini ve bu ozelligin antibiyotik gelistirme ¢alismalarinda géz
ardi edilmemesi gerektigini diistindiirmiistiir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, biyofilm, quorum sensing, cogunlugu algilama

SUMMARY

Pseudomonas aeruginosa is one of the most studied bacteria in examining quorum sensing (QS) systems. In this study, gentami-
cin intermediate standard ATCC 27853 (GOS) strain and two clinical P. aeruginosa strains (one was susceptible and the other
was intermediate; GD, GO) were compared according to biofilm and QS responses in minimum inhibitory concentrations (MIC)
of gentamicin.

Gentamicin susceptibilities of these strains were studied according to Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) microdilu-
tion technique. MICs of gentamicin for intermediate and standard ATCC 27853 strains were found to be 4 ug / mL and for sus-
ceptible strain 0.25 ug / mL.

OS responses were evaluted by well diffusion and micro N- acyl-homoserine lactone (AHL) methods, short chain AHL(Lasl/R)
release that was signed by Choromobacteriun violaceum was not shown in gentamicin susceptible strain. But it was shown in gen-
tamicin susceptible standard strain and intermediate clinical strains. Long chain AHL (Rhll/R) release by Agrobacterium tume-

faciens was not demonstrated in GOS but was shown in GO and GD strains. Different QS responses were responsible in all stra-

ins isolated from wound and in standard strain isolated from blood culture in all MIC and sub- MIC values of gentamicin.

As a result of, we may suggest that QS responses may differ phenotypically, instead of being isolated from similar infection sites.
In the future, phenotypic QS properties of Pseudomonas may take an important part in antibiotic development studies.
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(*) Bu ¢alismanin bir béliimii XXXII Tiirk Mikrobiyoloji Kongresinde (12- 16 Eyliil 2006, Belek- Antalya) sunulmustur.
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GIRIS

Makrofajlarin ve diger bagisiklik sistemi hiicrele-
rinin bakterilere ulagmasini engelleyen, mukoid
bir yap1 olan biyofilmin, bakterinin yapigmasinda
ve antibiyotiklere direncinde Snemli rolii oldugu
bilinmektedir. Biyofilm yapmin antibiyotik geci-
sine engel olarak antibiyotik direncine yardimci
oldugu diisiiniilmektedir Bununla birlikte, antibi-
yotik uygulamalarinin da biyofilm olusumunu te-
tikledigini gosteren ¢aligmalar vardir. Bu calisma-
larda, en diisiik baskilayic1 yogunluklarda (Mini-
mum inhibitér konsantrasyon: MIK) kullanilan
antibiyotiklerin P. aeruginosa’ da aminoglikozid-
lere yaniti diizenleyen gen olan “arr” geninin,
biyofilm yapiminin uyariminda gerekli oldugu ve
ayrica biyofilme 0zgii aminoglikozid direncinde
yer aldig1 gosterilmigtir (1,2).

Bakterilerin biyofilm olusumunu, hiicreden hiicre-
ye iletisim sinyalleri ile kontrol ettigi bilinmek-
tedir. Davies ve ark (1) P.aeruginosa’da biyofilm
gelisimi icin hiicreler arasi iletisimin gerekli
oldugunu gostermistir. Bakteriler iletisim sinyal-
leri ile bulunduklar1 yerdeki yogunluklarini belir-
leyip degisen yogunluga gore davraniglarini de-
gistirirler ki, bu cogunlugu algilama (quorum
sensing, CA) olarak adlandirilmaktadir (3).

Cogunlugu algilama kavrami ilk kez deniz hay-
vanlarinin 151k organlarina yerleserek simbiyoz
yasayan bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri'
de tamimlanmustir. V. fischeri deniz hayvaninin
151k organinda yiiksek yogunluklara kadar iireye-
bilir. Belli bir egik deger iizerindeki yogunluga
kadar iirediklerinde, lux CDABEGH genlerince
kodlanan lusiferaz enzimini iiretirler ve bunun so-
nucunda bir 151ma gerceklegir. Bu enzimin etkin-
ligi diisiik yogunluklarda baskilanir (4). Gram ne-
gatif bakterilerde de cogunlugu algilama, V. fisc-
heri'de ilk defa aciklanan LuxIR dizgesi aracili-
giyla olabilir. LuxIR dizgesi, LuxI proteinini kul-
lanarak “kendi kendini uyaric1” (AI) ve buna
baglanarak gen sunumunu diizenleyen LuxR' yi
birlestirir (5). Bakteri tarafinda iiretilen “kendi
kendini uyarict” tiire 0zgiil olmakla birlikte na-
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diren diger tiirlerin LuxR tipi diizenleyicileri ile
birbirlerini etkiler (6).

Gram negatif bakterilerde CA sisteminde
acillenmig homoserin lakton (AHL) olugumu ile
hiicre-hiicre iletisimi saglanir. Firsat¢1 patojen
P. aeruginosa' da Lasl/R ve RhII/R olmak iizere
iki CA sistemi vardir. Lasl/ R sistemi N-(3-oxo-
dodecanoly)-L-homoserine lactone (30C12-HSL)
sinyal molekiilii ile RhlI/R sistemi ise N-butryl-
L-homoserine lactone (C4-HSL) sinyal molekiilii
ile caligir. 30C12-HSL (kisa zincirli) AHL mo-
lekili  varligi, Chromobacterium violaceum
(CV026)’da gosterilirken, C4-HSL (uzun zincirli)
AHL molekiilii varligi da Agrobacterium tumefa-
ciens (A136)’da gosterilebilir (reporter strain: ta-
nimlayict sug) (7).

Cogunlugu algilama sisteminde, bazi genler an-
cak belli bir igsaretin yogunlugu esik degeri geg-
tiginde etkinlesmeye (ekspresyon) baglar. Buradan
yola ¢ikarak P. aeruginosa' da cogunlugu algila-
ma sinyalleri yeni antibakteriyel maddelerin he-
defi niteliginde olabilirler (8).

Bu calismada, yara yerinden ayristirilmis GO ve
GD iki klinik suglar1 ile GOS sugunun biyofilm
ve ¢ogunlugu algilama yanitlari gentamisinin en
diisiik baskilayici yogunluklarinda birlikte deger-
lendirilmigtir.

GEREC VE YONTEM

Yara yerinden ayristirllmig P. aeruginosa GD ve
GO klinik suglar1 ile P. aeruginosa ATCC 27853
GOS susu calismada kullanilmigtir. Her sus icin
gentamisinin MIK degerleri, katyon ilaveli MHB'
da mikrodilusyon yontemi ile gosterilmistir.
9, 10).

AHL yontemi icin farkli kaynaklardan elde edi-
len bilgiler yogrularak, bir yontem gelistirilmig-
tir: ELISA mikroplaklarmin her kuyucuguna esit
miktarlarda Luria Bertani agar (LBA) dagitilip
oda sicakliginda 2 saat kurumaya birakilmigtir.
Luria Bertani Broth (LBB) 'da 30°C' de 18 saat
inkube edilip McFarland 0.5’e esit bulanikta ayar-
lanan Chromobacterium violaceum ve Agrobacteri-
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um tumefaciens Xkiiltiirlerinden her kuyucuga esit
miktarlarda dagitilmistir. Oda sicakliginda 30 daki-
ka bekletildikten sonra antibiyotiklerin belirlenen
12, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 x MIK degerleri ile
karsilasmis GOS, GD ve GO suglarindan esit mik-
tarlarda dagitilarak 37°C' de 48 saat bekletilmistir.
Kuyucuklarda makroskobik olarak “yesil-mavi”
renk goriildiigiinde sonu¢ pozitif olarak degerlendi-
rilmistir (11).

Kuyucuktan yayilim (diffusion) yonteminde, on-
ceden 1sitilmig Luria Bertani Agar (LBA) igeren
iki boliimlii Petri kutularmin bir tarafina LBB' da
30°C' de 18 saat bekletilip, McFarland 0.5' e esit
bulanikta ayarlanan C. violaceum, diger tarafina
da aym sekilde iiretilip hazirlanan A. tumefaciens
bakterilerinin siispansiyonlarindan alinarak yayma
ekim yapilmigtir. Her iki boliime de 5 mm ca-
pinda cukurlar acilmigtir. Her bir ¢ukura antibi-
yotiklerin belirlenen 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32,
1/64 x MIK degerleri ile kargilasmis ve kontrol
olarak da antibiyotik ile karsilasmamis GOS, GD
ve GO suslarindan dagitilarak 37°C' de 48 saat
bekletilmigtir. AHL varligi, mikro AHL' de ya-
pidig1 gibi, makroskobik olarak degerlendirilmis-
tir (12).

Daha sonra da kristal viyole boyama yontemi ile
biyofilm olusumlar1 yine aym1 ELISA plaklarin-
da, iki kat1 absorbanslar pozitif kabul edilerek,
540 nm' de spektrofotometrik olarak degerlendi-
rilmigtir (13).

Her deney iic kez ve her ¢rnek de iicer kez ol-
mak {lizere yinelenmistir.

BULGULAR

Incelenen suglarda gentamisinin en diisiik baski-
layict1  yogunluklar;; GO ve GOS suslarinda
4 ug / mL, GD susunda ise 0,25 pug / mL ola-
rak belirlenmigtir.

Biyofilm olusumunun her ii¢c susta da MIiK de-
gerinden itibaren sub-MIK degerlerinde basladig:
saptanmistir. C. violaceum iceren mikro AHL
plaklarinda GD susunda AHL salimmi gozlen-
mezken GOS ve GO suglarinda AHL saliimi

belirlenmistir. A. tumefaciens igeren mikro AHL
plaklarinda ise, GOS susunda AHL salinimi sap-
tanmazken, GO ve GD suslarinda AHL salinimi
goriilmiistiir (Tablo 1).

Tablo 1. Biyofilm- ¢ogunlugu algilama iligkilerinin degerlendirilmesi

MIK | %50 | % 25 | %12.5] % 6.2 | % 3.1 |Kontrol
X MIK| MIK | MIK | MiK | MiK

BIYOFILM [ik Bl RBhpBhkBhRBRRBlRB

M FpFpbHFFFFFFFFFFFRFRFEFFIFEFR
ICV026

D bpFpHKEFFHFFEFFFHFFPFRFRFRE

M|k FFFFEFEFFFFFFRFFEFRFER
A136

D FpFpHFHHFFHFHFFFRFEFFFHRFRFRERE

1: GOS; 2: GO; 3: GD; CV026: kisa zincirli AHL; A136:
uzun zincirli AHL; M: Mikro AHL; D: AHL Yayilim; Kontrol:
Antibiyotik uygulanmayan bakterilerden alinan sonuglar

AHL degerlendirmelerinde, yayilim yontemi ile
mikro AHL yoOntemlerinin sonuglari paralel bu-
lunmugtur. Mikro AHL daha az malzeme harcan-
mas1 nedeni ile tercih edilebilir.

TARTISMA

P. aeruginosa firsat¢i patojen bir bakteri olarak
hastane infeksiyonlarinin 6nemli etkenlerindendir.
P. aeruginosa virulans faktorlerinin sunumunu ¢o-
gunlugu algilama (CA) olarak adlandirilan hiicre
yogunlugunu diizenleyen sinyal sistemleri ile de
kontrol edebilir. Virulans o6zelliklerinden olan bi-
yofilm, bakteri yiizeyinde glikokaliks ozellikte,
mukoid bir yapidir ve bakteriyi antibakteriyel
ajanlar ile konak bagisiklik sisteminden korur.
Boylelikle kronik infeksiyonlara zemin hazirlaya-
bilir. Shin ve ark (14) biyofilm-CA iligkisini
tanmimladiklart ¢alismalarinda, P. aeruginosa dogal
sus (PAO1) ile “cogunlugu algilamaktan yoksun”
mutantlarin ~ biyofilm  olusturma  yOniinden
karsilastirildiklarinda hemen baglangigta biyofilm
yogunlugu yoniinden aralarinda farklilik yokken,
CA ozelligini tasiyan dogal susla biyofilm
olusumunun mantarlardan daha hizli ilerledigini

gostermisgtir.

Calismamizda yayilim ve mikro AHL yontemi ile
degerlendirilen AHL olusumu sonuglarina bakil-
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diginda: 1. Kandan izole edildigi bilinen GOS
susunda (gentamisin orta duyarli) Lasl/ R siste-
minin, 2. Yara yerinden izole GD susunda (gen-
tamisin duyarlt) Rhll/ R sisteminin, 3. Yara ye-
rinden izole GO susunda (gentamisin orta duyar-
1) Rhll/ R ve Lasl/ R sistemlerinin, MIK deger-
lerinden baglamak iizere, antibiyotigin ileri sulan-
dirimlarinda (sub- MIK) da etkin oldugu saptan-
mistir. Bu sonuglar, ayni infeksiyon bolgesinden
izole edilse de, gentamisine kargi duyarlilik du-
rumlarma bakilmadan, P. aeruginosa suslarinda
gentamisinle sagaltimin doz araliklarinda (MIiK
ve sub- MIK yogunluklar) farkhi CA sistemleri-
nin, MIK degerlerinden itibaren etkin hale gele-
bilecegini ve son sulandirima - bir sonraki anti-
biyotik dozuna - kadar da bu etkinliklerini siir-
diirebileceklerini gostermektedir. Calismada kul-
landigimiz suglar farkli CA sistemlerini kullansa-
lar da, biyofilm olusumu MIK degerlerinden iti-
baren CA yanitlar1 ile paralel baglamigtir. Bu so-
nu¢ da biyofilm olusumunun, P. aeruginosa' da
iki CA sisteminden biri ve/ veya ikisi ile diizen-
lendigini gostermektedir.

P. aeruginosa suglarinda karsilagtigimiz farkli CA
sistemlerinin, suglarin fenotipik farkliliklarindan
kaynaklandigini, gelecekte yiiriitiilecek antibakte-
riyel caligmalarinda da bu 6zelliklerin g6z Oniin-
de bulundurulmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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