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Amag: Pseudomonas aeruginosa sahip oldugu viriilans faktorleri
ve antibiyotiklere diren¢ mekanizmalar: ile kistik fibrozlu
hastalarda tedavisi zor olan solunum yolu enfeksiyonlarina neden
olmaktadir. Kurkuminin anti-inflamatuvar, anti-tiimor  gibi
etkilerinin yani sira antibakteriyel etkiye de sahip oldugu
bulunmustur. Bu ¢alismamin amaci, kistik fibrozlu hastalarin
solunum yolu érneklerinden elde edilen P. aeruginosa izolatlarinin
cesitli viriilans faktorlerine (biyofilm, elastaz, alkali proteaz)
kurkuminin etkisinin arastirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamuzda, P. aeruginosa izolatlarimin
(n=65) kurkumin minimal inhibitor konsantrasyon (MIK) degerleri
agar diliisyon yontemiyle ¢alisildi. Viriilans faktorlerinden biyofilm,
elastaz ve alkali proteaz mikroplakta absorbans olgiimiine dayali
yart kantitatif yontemlerle arastirildi. Viriilans faktorii iiretimi
pozitif olan izolatlar aym anda hem sub-MIK konsantrasyondaki
kurkumine maruz birakilarak hem de birakilmadan viriilans faktorii
iiretimini arasgtirmak igin yeniden ¢aligildi ve dlgiilen absorbans
degerleri istatiksel olarak karsilagtirildi.

Bulgular: Calismamizda, izolatlarin 11’inin (%16) kurkumin MIK
degeri 250-500 ug/ml arasinda, 7’sinin (%11) kurkumin MIK
degeri 501-1000 ug/ml arasinda, 5’inin (%8) kurkumin MIK
degeri 1001-1500 ug/ml arasinda ve 42’sinin (%65) kurkumin
MIK degeri 1500 ug/ml iizerinde saptandi. Izolatlarin %54’ iinde
biyofilm iiretimi, %74 iinde elastaz iiretimi ve %68’inde alkali
proteaz tiretimi pozitif bulundu. Calisilan bu ii¢ viriilans faktoriiniin
iiretimi acisindan sub-MIK konsantrasyonlarda kurkumine maruz
birakilarak olgiilen absorbans degerleri ile kurkuminsiz olarak
olgiilen absorbans degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi.

Sonug: Calismanuzin sonuglarina gore, in-vitro ortamda bir kez
kurkumine maruz birakilan kistik fibroz izolatlarimin viriilans
faktorlerinde istatistiksel olarak anlamly bir azalma bulunmanugtur.
Bununla birlikte, kurkuminin toksik olmayan, anti-inflamatuvar ve
anti bakteriyel bir madde olmast nedeniyle bu hasta gruplarinda
uzun siireli kullaniminin in-vivo etkilerinin de arastirilmast uygun
olacaknir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, kistik fibriz,
kurkumin

ABSTRACT

The Effect of Curcumin on Several Virulance Factors of
Pseudomonas aeruginosa Isolates Obtained From Respiratory
Tract Samples of Cystic Fibrosis Patients

Objective: Pseudomonas aeruginosa causes respiratory tract
infections that are difficult to treat in patients with cystic fibrosis
because of the antibiotic resistance mechanisms and virulence
factors. Curcumin has been found to possess antibacterial as well
as antitumoral and anti-inflammatory effects. The aim of this study
was to investigate the effect of curcumin on several virulence
factors (biofilm, elastase, alkaline protease) of P. aeruginosa
isolates which were obtained from respiratory tract samples of
cystic fibrosis patients.

Material and Methods: In our study, minimal inhibitory
concentration (MIC) values of curcumin for P. aeruginosa isolates
(n=65) were determined by agar dilution method. Production of
three different virulence factors (elastase, alkaline protease, and
biofilm) were investigated by semi-quantitative methods which
relied on the measurement of absorbance in microtiter plates. The
isolates which had a positive virulence factor production were
retested for the production of virulence factors at the presence and
absence of sub-MIC curcumin concentrations simultaneously and
measured absorbance values were compared statistically.

Results: In our study, curcumin MICs of the 11 (16%) isolates were
250-500 ug/ml 501-1000 ug/m for 7 (11%), 1001-1500 ug/ml for
5 (8%), and above 1500 ug/ml for 42 (65%) isolates. Out of 65
isolates in 54% biofilm, in 74% elastase, and in 68% alkaline
protease production were positive. In terms of virulence factor
production, results didn’t indicate a statistically significant
difference between the absorbance values obtained with and
without exposure to sub-MIC concentrations of curcumin.

Conclusion: In conclusion, there was no statistically significant
decrease in the virulence factors of cystic fibrosis isolates which
were once exposed to in vitro curcumin. However, because
curcumin is a non-toxic, anti-inflammatory and anti-bacterial
agent, it will be suitable to investigate the in vivo effects of long-
term curcumin use in these patient groups.
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GIRIS

Pseudomonas  aeruginosa en  Onemli
Pseudomonas tiirii olup, ozellikle immiin siste-
mi baskilanmis hastalarda mortalite ve morbidi-
te ile sonuclanabilen ciddi enfeksiyonlara neden
olabilmektedir. P. aeruginosa enfeksiyonlari;
bakterinin baglanmasi ve kolonize olmasi, lokal
invazyon, yayilim ve sistemik hastalik olarak

birbirini takip eden li¢ basamaga ayrilabilir-.

Mukozalara Pseudomonas kolonizasyonu, pili
veya fimbria araciligiyla bakterinin epitel hiicre-
lerine baglanmasiyla olur ®. Saglikli bireylerde
farengeal kolonizasyonu sikligi %0.6-6 olup,
nazal mukozada %0.3-3, deride %0-2, digkidan
%?2.6-24  oranlarinda saptanabilmektedir.
Hastanede yatan risk altindaki bireylerde ise
P. aeruginosa kolonizasyon orani %50’lere
ulagabilmektedir®. Elastaz, alkali proteaz, ekzo-
toksin A, fosfolipaz C gibi tip 2 sekresyon siste-
mini kullanarak hiicre digina salman viriilans
faktorleri de, solunum yolu epitelinin koruyucu
glikokaliks yapisin1 bozarak epitelyal ligandlari
aciga cikarir ve bakterinin invazyonunda gorev
alirlar.

Otozomal resesif gecisli kistik fibroz (KF) has-
taliginda, ya epitel hiicresi membraninda kloriir
iletiminden sorumlu kanalin diizenleyici protei-
ni olan Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR) proteini {iretil-
mez ya da iglevsel olmayan bir protein {iretilir.
CFTR iiretiminde kayip veya fonksiyonlarinda
bozulma sonucu akcigerlerde mukosilyer klirens
bozulur ve mukus birikimine neden olur. Bu da
KF’li hastalarda inflamasyona ve ciddi pndmo-
niye neden olabilen P. aeruginosa’nin koloni-
zasyonuna yol acar. KF hastalarinin %80’inden
fazlasi yetigkin doneme kadar P. aeruginosa’ya
bagl akciger enfeksiyonu gegirirler®.

Pseudomonas aeruginosa’nin tanimlanmis bir-
cok viriilans faktorii vardir. En 6nemlilerinden

birisi elastazdir. Bu enzim solunum yolu muko-
zasinda epiteller arasindaki siki baglantilari par-
calayarak gecirgenlik artisina ve enfeksiyon
bolgesinde notrofillerin cogalmasina yol acar®.
Elastaz ayrica, fibronektini yikar ve mukozal
yiizeyde bakteri adezyonunu kolaylastirir, resep-
torlerin aciga cikmasini saglar. Brons epitelinin
biitiinliigiinii bozarak silyer aktiviteyi engeller.
Damar duvarindaki kollajenin yikilmasi ve
damar biitiinliigiiniin bozulmasi ile hemorajik ve
nekrotik lezyonlarin olugsmasina ve boylece
akcigerde alveol yapisinin bozulmasina yol
acar®. P. aeruginosa’nm diger bir virulans fak-
torii olan alkali proteazin fibrin eritici etkisi
vardir. 49 kDa agirlifinda apr geni tarafindan
kodlanan bir metalloproteazdir. Akut akciger
hasarinda erken donemde etkili oldugu
gosterilmistir®. Biyofilmler, KF zemininde geli-
sen akciger enfeksiyonlari, dis ciiriikleri, endo-
kardit, kontak lenslerle ilgili goz enfeksiyonlart,
i¢ kulak enfeksiyonlar1 ve bobrek taslart gibi
bircok enfeksiyon gelisiminde 6nem tagir®.
KF’da P. aeruginosa’nin neden oldugu kronik
solunum yolu enfeksiyonlar1 biyofilm olugumu
ile karakterize enfeksiyonlara en iyi 6rneklerden
biridir. Bu olgularin yaglari ilerledik¢e solunum
yollar1 biyofilm olusumu ile karakterize mukoid
koloni fenotipinde P. aeruginosa ile kolonize ve
enfekte olmakta ve bu agsamadan sonra eradikas-
yon hemen hemen olanaksiz hale gelmektedir?.
P. aeruginosa’nin erken eradikasyonu icin inha-
le tobramisin ve kolistin kullaniminin uzun siire-
li basaris1 degerlendirilmekte olup, eradikasyon
tedavisinde kullanilabilecek yeni antibiyotikler
arastirtlmaktadir. Kronik P. aeruginosa enfeksi-
yonlarinin inhale antibiyotiklerle tedavisi ise
halen aktif bir arastirma konusudur. Akut pul-
moner alevlenmeler morbidite ve mortalitenin
onemli bir nedenidir ve intravenéz kombine
antibiyotik tedavisi onerilmektedir. Kistik fib-
rozlu hastalarda enfeksiyon etkeni olan
P. aeruginosa izolatlarinda c¢oklu ila¢ direncini-
nin yaygin olmasi nedeniyle yeni antibiyotiklere
ve bagka tedavi stratejilerine acil olarak gereksi-
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nim duyulmaktadir.

Kurkumin, turmerik (zerdecal) olarak bilinen
Curcuma longa bitkisinin rizomlarindan elde
edilmektedir'®. C. longa, Cin ve Hindistan’da
yaygin olarak iiretilen biiytlik yaprakli, sarigicek-
li bitki olup, Zingiberaceae ailesinde yer
almaktadir’®. Antik ¢aglardan bu yana turmerik
bir baharat olarak Hindistan ve diger Asya iilke-
lerinde popiiler olmustur'®. Baharat, gida katki
maddesi ve renklendirici madde olarak kullanil-
masinin yaninda turmerik, geleneksel olarak
artrit, tilser, sarilik, yara, ateg, travma ve psoria-
zis gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisi icin de
kullanilmaktadir®,

Kurkuminin antioksidan, anti-inflamatuvar, anti-
viral, antifungal, antibakteriyel etkileri oldugu
bilinmektedir. Bu caligmanin amaci, kurcuminin
sub-MIK diizeylerinde, KF’li hastalarin solu-
num yolu orneklerinden etken olarak izole edi-
len P. aeruginosa izolatlari tarafindan iretilen
elastaz, biyofilm iiretimi, alkali proteaz gibi
cesitli viriilans faktorlerine etkisinin belirlenme-
sidir.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda, Hacettepe Universitesi Hastanesi
Kistik Fibrozis Poliklinigi’ne bagvuran KF’li
hastalarin solunum yolu orneklerinden elde edi-
len P. aeruginosa izolatlari (n=65) kullanildi.
Tanimlama, MacConkey agarda lireyen gram
negatif, basil morfolojisindeki laktoz negatif
gorlinlimlii nonfermentatif kolonilere oksidaz
testi uygulanmasi yanisira, tipik koloni morfolo-
jisi ve pigment iiretimine gore konvansiyonel
yontemler kullanilarak yapilmistir. Bu sekilde
tanimlanamayan izolatlar 2013 Eyliil tarihine
kadar Phoenix otomatize bakteri tanimlama sis-
temiyle (Becton Dickinson, ABD), 2013 Eyliil
sonrast da VITEK-MS (bioMérieux, Fransa)
kullanilarak tanimlanmugtir. Calisma Namuik
Kemal Universitesi Etik Kurulu’ndan onay ali-
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narak gerceklestirilmistir. Ilk olarak izolatlarin
kurkumin minimal inhibitér konsantrasyon
(MIK) degerleri agar diliisyon yontemi ile belir-
lenmistir. Daha sonra izolatlarin viriilans faktor-
leri iiretimi (elastaz, biyofilm iiretimi, alkali
proteaz) arastiritlmigtir. Viriilans faktorii tiretimi
pozitif olan izolatlar sub-MIK diizeyde kurku-
mine maruz birakilarak ve maruz birakilmadan
yeniden viriilans faktorii tiretimi calisildi ve her
iki absorbans degeri istatiksel olarak karsilasti-
rildi. Caligsmalarda pozitif kontrol olarak
P. aeruginosa PAO-1 kokeni, negatif kontrol
olarak steril Luria Bertani (LB) sivi besiyeri
kullanildi.

Agar Diliisyon Yontemi ile Izolatlarn
Kurkumin MiK Degerlerinin Belirlenmesi

Stok cozeltilerin hazirlanmasi: Cozelti hazir-
lanirken, tartilacak kurkumin (Sigma) miktari
veya sulandirma hacmi, antimikrobiyal madde-
nin potensi dikkate alinarak hesaplandi!®.
Kurkumin stok ¢ozeltileri hazirlanirken ¢oziicii
olarak dimetilsiilfoksit (DMSO), sulandiric1 ola-
rak fosfatla tamponlamis fizyolojik tuzlu su
(PBS) kullanilmigtir®. Firma tarafindan bildiri-
len %76 safliktaki kurkuminin 269.4 mg’1 6nce
bes ml DMSO icerisinde ¢oziildiikten sonra PBS
ile sulandirtlarak 5120 pg/ml konsantrasyonda
40 ml’lik kurkumin stok ana c¢ozeltisi elde edil-
di. 5120 pg/ml konsantrasyondaki bu ana kurku-
min ¢ozeltisinden PBS ile cift katl seri sulandi-
rimlar yapilarak 2560 pg/ml, 1280 pg/ml, 640
pg/ml, 320 pg/ml, 160 pg/ml, 80 pg/ml, 40 g/
ml, 20 pg/ml, 10 pg/ml kurkumin iceren ara
konsantrasyonlar hazirlandu.

Agar diliisyon plaklarinin hazirlanmasi:
Kurkuminin ara konsantrasyonlarindan bir
kisim, sicaklig1 su banyosunda 45-50°C’ye geti-
rilen dokuz kisim Mueller-Hinton (MH) agar
besiyerine eklendi. Boylece final kurkumin kon-
santrasyonlar1 256 pg/ml, 128 pg/ml, 64 pg/ml,
32 pg/ml, 16 pg/ml, 8 ug/ml, 4 pg/ml, 2 pg/ml,
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1 pg/ml olan agar diliisyon plaklari elde edildi.

Inokiilumun hazirlanmasi, inokiilasyon ve
degerlendirme: Hasta izolatlarinin %S5 koyun
kanli agara pasajlar1 yapilarak 35+2°C’de 18-24
saatlik inkiibasyon sonrasi besiyeri iizerindeki
tek diismiis kolonilerden alinarak serum fizyolo-
jik icerisinde 0.5 Mc Farland bulanikli§inda
2x108 koloni olugturan birim/ml (KOB/ml) bak-
teri siispansiyonu elde edildi. Bu bakteri siispan-
siyonundan 10 pl alinarak kurkumin iceren MH
agar plaklara inokiile edildi. Plaklar 35+2°C’de
16-18 saat inkiibe edildi ve koyu renkli 15181
yansitmayan bir ylizey lizerinde degerlendirildi.
Uremeyi inhibe eden en diisiik kurkumin kon-
santrasyonu MIK olarak belirlendi®. Baz1 izo-
latlarin kurkumin MIK degerlerinin 256 pg/
ml’nin iizerinde ¢ikmasi iizerine bu izolatlarin
kurkumin MIK degerleri hazirlanan 300 ug/ml,
400 pg/ml, 500 pg/ml, 600 pg/ml, 700 pg/ml,
800 pg/ml, 900 pg/ml, 1000 pg/ml, 1200 pg/ml
ve 1500 pg/ml kurkumin konsantrasyonlartyla
ayn1 yontem kullanilarak yeniden ¢alisildi.

Viriilans faktor iiretiminin saptanmasi

Kokenlerin stok kiiltiirlerinden Kanli agar besi-
yerine pasajlanarak bir gece inkiibasyondan
sonra elde edilen saf kiiltiirlerden, bulaniklik 0.5
Mc Farland olacak sekilde tic ml LB s1v1 besiye-
ri iceren tiiplere alinarak bakteri slispansiyonu
hazirlandi. Bu karisimdan 0.1 ml alinarak 9.9 ml
Luria Bertani (LB) sivi besiyerine aktarilarak,
10 KOB/ml bakteri iceren 10 ml’lik siispansi-
yon elde edildi. Hazirlanan bu siispansiyondan
2.5 ml alimip 2.5 ml sivi besiyerine eklenip
5x10° KOB/ml bakteri iceren bes ml karisim elde
edilerek 35°C’de calkalayicili etiivde 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 asagida tanim-
land1g1 gibi viriilans faktorlerinin (elastaz, biyo-
film iiretimi, alkali proteaz) iiretimi ¢alisildi.

Biyofilm iiretiminin saptanmasi: Biyofilm
tiretiminin saptanmasi amaciyla, P. aeruginosa

klinik izolatlar1 (n=65) ve P. aeruginosa PAO-1
kokeni icin hazirlanan bakteri siispansiyonlari-
nin taze LB s1v1 besiyeri icerisinde 1: 100 ora-
ninda sulandirimlari yapildi ve bu sulandirimlar-
dan her bir kdken i¢in 100’er pl mikrodiliisyon
plaklarindaki ti¢ kuyucuga dagitildi. 35°C’de 8
saat inkiibasyon sonrasinda plaklar iicer kez dis-
tile su ile yikandiktan sonra her kuyucuga
%0.1’lik kristal viyole c¢ozeltisinden onar pl
eklenerek plaklar oda 1sisinda 15 dakika bekle-
tildi. Bu islemden sonra plaklar yine ticer kez
distile su ile yikanarak serbest boya cozeltisi
uzaklagtirildi. Olusan biyofilmin kantitasyonu
amaciyla kuyucuklara 200 pl %95°lik etanol
eklenerek biyofilm ile bilesik olusturan kristal
viyolenin ¢oziilmesi gerceklestirildi. Bes dakika
beklendikten sonra absorbans degerleri 550
nm’de ELISA plak okuyucu (Multiskan GO,
Thermo Fisher Sci) ile 6l¢iildi"”. Esik degerin
(cut-off) belirlenmesi Karatuna ve ark.!'® tarif
ettigi gibi, biyofilm iiretimi negatif olan
P. aeruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3 kokenleri
icin elde edilen absorbans degerlerinin ortala-
malarina 2 standart sapma eklenerek, %95
duyarlilikla esik deger 0.173 olarak belirlendi,
550 nm’de absorbans degeri >0.173 saptanan
kokenler biyofilm iiretimi agisindan pozitif ola-
rak degerlendirildi.

Kurkuminin sub-MIK Kkonsantrasyonda
biyofilm iiretimine etkisinin arastirilmasi:
Biyofilm iiretimi pozitif bulunan 16 izolat ayni
zamanda hem sub-MIK dozlarda kurkumine
maruz birakilarak hem de kurkumine maruz
birakilmadan biyofilm {iretimi oOlgiilerek elde
edilen sonuglar istatiksel olarak karsilastirildi.
Bunun i¢in 67.1 mg kurkumin iki ml DMSO
icinde c¢oziildiikten sonra karigim PBS ile 10
ml’ye tamamlanarak 5000 pg/ml’lik kurkumin
solisyonu hazirlandi. Bu soliisyon PBS ile
sulandirilarak 2500 pg/ml, 1500 pg/ml, 1000
pg/ml’lik kurkumin soliisyonlar1 elde edildi.
5000 pg/ml, 2500 pg/ml, 1500 pg/ml, 1000 pg/
ml kurkumin soliisyonlarindan 0.5 ml alinip iki
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ml LB sivi besiyeri ile karistirilarak 2.5 ml
1000 pg/ml, 500 pg/ml, 300 pg/ml, 200 pg/ml
kurkumin igeren soliisyonlar hazirlandi.
Yukarida viriilans faktorii tiretiminin saptanma-
st boliimiinde anlatildig1 gibi izolatlar s1v1 besi-
yeri igerisinde sulandirilarak 10° KOB/ml bak-
teri iceren 10 ml siispansiyon elde edildi. 10°
KOB/ml bakteri iceren bu siispansiyondan 2.5
ml almip kurkumin MIK degeri 256 ug/ml
bulunan izolatlar i¢in 2.5 ml 200 pg/ml, 500
png/ml bulunan izolatlar icin 2.5 ml 300 pg/ml,
1200 pg/ml bulunan izolatlar i¢in 2.5 ml 500
pg/ml, 1500 pg/ml iizerinde bulunan izolatlar
icin 2.5 ml 1000 pg/ml kurkumin igceren soliis-
yonlarla karistirildi. Boylece kurkumin MIK
degeri 256 pg/ml bulunan izolatlar 100 pg/ml
kurkumine, kurkumin MIK degeri 500 pg/ml
olarak bulunan izolatlar 150 pg/ml kurkumine,
kurkumin MIK degeri 1200 pg bulunan izolat-
lar 250 pg/ml kurkumine, kurkumin MIK dege-
ri 1500 pg/ml iizerinde bulunan izolatlar 500
pg/ml kurkumine maruz birakildi. Bu izolatlar-
dan eszamanli olarak kurkumine maruz birakil-
madan da hazirlanarak 35°C’de calkalayicili
etiivde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon son-
rast sub-MIK konsantrasyonda kurkumine
maruz birakilan ve kurkuminsiz drneklere ayni
anda biyofilm tiiretimi c¢aligilarak absorbans
degerleri ol¢iildii ve sonuglar istatiksel olarak
karsilastirildi.

Elastaz iiretiminin saptanmasi: Izolatlarn
elastaz tiretimi Iglewski’nin"® yontemi modifi-
ye edilerek caligildi. Klinik P. aeruginosa izolat-
lart (n=65) ve P. aeruginosa PAO-1 kokeni i¢in
hazirlanan bakteri siispansiyonlart sogutmali
santrifiijde cevrilerek elde edilen siipernatanlar-
dan 0.5 ml alinarak 1 ml deney karigimi (30 mM
Tris ve 10 mg elastin kongo kirmizist; pH: 7.2)
iceren tiiplere eklendi ve 37°C’de 6 saat inkiibe
edildi. Takiben tiipler 3000 g’de 10 dakika sant-
rifiij edildi ve her bir izolat i¢in ikiser kuyucuga
200 pl siipernatan koyularak absorbans degerleri
490 nm’de ELISA plak okuyucu (ELx800,
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BioTek Ins) ile ol¢iildii. Her izolat i¢in 2 kuyu-
cugun absorbans degerlerinin ortalamas: alindi
ve bu islem 2 ayr calismada daha yinelendi.
Esik degerin (cut-off) belirlenebilmesi amaciyla
Karatuna ve ark."® yontemiyle elastaz iiretimi
negatif olan P. aeruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3
kokenleri ile yapilan caligmalarin ortalamalarina
2 standart sapma eklenerek, %95 duyarlilikla
esik deger 0.145 olarak belirlendi, 490 nm’de
absorbans degeri >0.145 saptanan kokenler elas-
taz tiretimi agisindan pozitif olarak degerlendi-
rildi.

Kurkuminin sub-MiK konsantrasyonda elas-
taz iiretimine etkisinin arastirilmasi:
Kurkuminin sub-MIK konsantrasyonda elastaz
tiretimine etkisinin aragtirilmasi amaciyla elas-
taz iiretimi pozitif bulunan 21 izolat 500 pg/ml
kurkumine maruz birakildi. Bu izolatlar ayni
zamanda kurkumine maruz birakilmadan da
hazirlanarak 35°C’de calkalayicili etiivde 24
saat inkiibe edildi. Enkiibasyon sonras1 sub-MIiK
konsantrasyonda kurkumine maruz birakilan ve
kurkuminsiz 6rneklere ayni anda yukarida anla-
tildig1 gibi elastaz iiretimi calisilarak absorbans
degerleri Ol¢iildii ve sonuglar istatiksel olarak
karsilagtirildi.

Alkali proteaz iiretiminin saptanmasi:
Izolatlarin alkali proteaz iiretimi Howe ve
Iglewski’nin® yontemi modifiye edilerek ¢ali-
sildi. Klinik P. aeruginosa izolatlar1 (n=65) ve
P. aeruginosa PAO-1 kokeni i¢in hazirlanan
bakteri siispansiyonlarinin taze LB siv1 besiyeri
icerisinde 1:100 oraninda sulandirimlar1 yapildi
ve bu sulandirimlardan 0.5 ml alinarak yine beg
ml LB besiyerine ekildi ve calkalayicili etiivde
30°C’de 24 saat inkiibe edildi. 3000 g’de 20
dakika santrifiij sonrasi elde edilen siipernatan-
lardan 500 pl, 1.5 ml deney karigimi [20 mM
Tris-HCI, 1 mM CaCl, tampon ¢ozeltisinden
(pH=8) 1.5 ml ve 50 mg Hide Remazol Brilliant
Blue] iceren tiiplere eklenip 35°C’de bir saat
calkalayicili etiivde inkiibe edildi. Bu islem son-
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rast tiipler 4000 g’de bes dakika santrifiij edildi
ve her bir izolat i¢in ikiser kuyucuga 200 ul
slipernatan koyularak absorbans degerleri 630
nm’de ELISA plak okuyucu (ELx800, BioTek
Ins) ile ol¢iildii. Her izolat icin iki kuyucugun
absorbans degerlerinin ortalamasi alindi ve bu
islem iki ayri calismada daha yinelendi. Esik
degerin (cut-off) belirlenebilmesi amaciyla,
Karatuna ve ark."® tarif ettigi gibi alkali proteaz
tiretimi negatif olan P. aeruginosa PAO-JP2 ve
PAO-JP3 kokenleri ile yapilan ¢aligmalarin orta-
lamalarma 2 standart sapma eklenerek, %95
duyarlilikla esik deger 0.104 olarak belirlendi,
630 nm’de absorbans degeri >0.104 saptanan
kokenler alkali proteaz iiretimi agisindan pozitif
olarak degerlendirildi.

Kurkuminin sub-MiK Kkonsantrasyonda
alkali proteaz iiretimine etkisinin arastiril-
masi: Kurkuminin sub-MIiK konsantrasyonda
alkali proteaz iiretimine etkisinin arastirilmasi
amaciyla alkali proteaz iiretimi pozitif bulunan
16 izolat ayn1 zamanda hem sub-MIK konsant-
rasyonda kurkumine maruz birakilarak hem de
kurkumine maruz birakilmadan alkali proteaz
tiretimi Olgiilerek elde edilen sonuclar istatiksel
olarak karsilagtirildi. 5000 pug/ml’lik kurkumin
stok soliisyonundan 0.5 ml alinip iki ml LB s1v1
besiyeri ile karistirilarak 2.5 ml 1000 pg kurku-
min soliisyonu elde edildi. Sivi besiyeri igeri-
sinde 10° KOB/ml bakteri soliisyonundan 2.5
ml alinip, kurkumin MIK’i 1500 pg/ml nin
istiinde bulunan izolatlar icin 2.5 ml 1000 pg/
ml kurkumin iceren soliisyonla karistirildi.
Boylece izolatlar 500 pg/ml kurkumine maruz
birakildi. Bu izolatlar ayni zamanda kurkumine
maruz birakilmadan da hazirlanarak 35°C’de
calkalayicili etiivde 24 saat inkiibe edildi.
Enkiibasyon sonrasi sub-MiK konsantrasyonda
kurkumine maruz birakilan ve kurkuminsiz
orneklere ayni anda elastaz iiretimi ¢aligilarak
absorbans degerleri 6l¢iildii ve sonuglar istatik-
sel olarak karsilagtirildi.

Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS 18.0 ile iki
yonlii olarak %95 giiven araliginda yapildi.
Tanimlayici istatistiklere ek olarak (ortalama,
standart sapma, yiizdelik deger vb.), karsilastir-
mal1 analizlerde bagimli gruplarda non paramet-
rik bir test olan Wilcoxon isaretli siralar testi
uygulandi. izolatlar kurkumin MiK degerlerine
gore dort gruba ayrildi. Her gruba ait biyofilm
absorbans degerleri Kruskal-Wallis varyans ana-
lizi ile karsilagtirildi. Bu farkin hangi gruptan
kaynaklandigini belirlenmek igin ikili kargsilag-
tirmalar Mann-Whitney U testi ile yapildi.

BULGULAR
Kistik fibrozlu hastalardan elde edilen
P. aeruginosa izolatlariin (n=65) agar dillisyon

yontemiyle belirlenen kurkumin MIiK degerleri-
nin dagilimi Tablo 1°de verilmisgtir.

Tablo 1. izolatlarm kurkumin MiK arah@ma gore dagilimi.

MIK (ug/ml) 250-500 501-1000 1001-1500 1500 iizeri

Izolat sayist [n, (%)] 11(16) 7 (11) 5(8) 42 (65)

Viriilans faktorleri icin negatif kontrol kdkenleri
(P. aeruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3) ile ger-
ceklestirilen testler sonucunda esik degerler
(cut-off) saptandi ve bu degerler kullanilarak
klinik P. aeruginosa izolatlarinin (n=65) virii-
lans faktor iiretimleri belirlendi (Tablo 2).

Tablo 2. izolatlarm viriilans faktérii iiretiminin degerlendiril-
mesi.

Viriilans Esik Negatif izolat  Pozitif izolat
Faktorii degerler sayisl sayisl

n, % n, %
Biyofilm 0.173 30 (46) 35 (54)
Elastaz 0.145 17 (26) 48 (74)
Alkali Proteaz 0.104 21 (32) 44 (68)

[zolatlarm %54 tinde biyofilm iiretimi, %74 {inde
elastaz tiretimi ve %68’inde alkali proteaz tiretimi

1



pozitif bulundu. Kurkuminin sub-MIK konsant-
rasyonlarda viriilans faktorii liretimine etkisinin
belirlenmesi amaciyla viriilans faktori tiretimi
pozitif olan izolatlar arasindan seg¢ilen izolatlara
ayni anda kurkuminli ve kurkuminsiz olarak
viriilans faktorii tiretimi calisildi. Olgiilen absor-
bans degerlerinin ortalamalart ve p degerleri
Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Kurkuminsiz (kurkumin negatif) ve sub-MiK kon-
santrasyonda kurkumine maruz birakilarak (kurkumin po-

zitif) viriilans faktorii iiretimi cahsilan izolatlarm ortalama
absorbans degerleri ve p degerleri.

Viriilans Faktorii Kurkumin (-) Kurkumin (+) p degeri

ortalama ortalama
Biyofilm 0.250 0.279 0.363
Elastaz 0.201 0.303 0.131
Alkali Proteaz 0.302 0.368 0.552

Biyofilm iiretimi agisindan sub-MIK konsant-
rasyonda kurkumine maruz birakilarak olciilen
absorbans degerleri ile kurkuminsiz olarak 6l¢ii-
len absorbans degerleri arasinda istatiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p=0.363).

Elastaz iiretimi acisindan sub-MiK konsantras-
yonlarda kurkumine maruz birakilarak olciilen
absorbans degerleri ile kurkuminsiz olarak ol¢ii-
len absorbans degerleri arasinda istatiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p=0.131).

Alkali proteaz iiretimi agisindan sub-MIK kon-
santrasyonda kurkumine maruz birakilarak dl¢ii-
len absorbans degerleri ile kurkuminsiz olarak
Olciilen absorbans degerleri arasinda istatiksel
olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.552).

TARTISMA

Bu calismada KF’li hastalarin solunum yollarin-
dan elde edilen P. aeruginosa izolatlarinin kur-
kumin MIK leri, cesitli viriilans faktorleri (biyo-
film, elastaz, alkali proteaz) ve kurkuminin
sub-MIK konsantrasyonlarda viriilans faktorle-
rine etkisi aragtirildi.
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Calismamizda, agar diliisyon yontemiyle 65
P. aeruginosa izolatinmn kurkumin MiK degerle-
ri arastinildi. Izolatlarin 11’inin (%16) MIK
degeri 250-500 pg/ml arasinda, yedisinin (%11)
MIK degeri 501-1000 pg/ml arasinda, besinin
(%8) MIK degeri 1001-1500 pg/ml arasinda ve
42’sinin (%65) MIK degeri 1500 ug/ml iizerinde
saptandi. Giines ve ark.® yaptig1 ¢calismada,
P. aeruginosa ATCC 27853 susunun kurkumin
MIK degeri 175 pg/ml olarak bulunmustur. Negi
ve ark.?? 30 ¢oklu ilaca direngli P. aeruginosa
izolatmin kurkumin MIK degerlerinin 50 pg/ml
tizerinde oldugunu saptamislardir. Literatiirde,
klinik P. aeruginosa izolatlarinda kurkuminin
MIK degerlerinin arastirildig1 calismalar olduk-
ca az sayidadir. Bu iki calismada calismamiza
gore daha diisiik MIK degerlerinin saptanmus
olmasinin yontem farkliligina bagli olabilecegi
diistiniilmiistiir.

Bu calismanin sonuglarina gore, viriilans faktor-
leri iiretimi agisindan sub-MIK konsantrasyon-
larda kurkumine maruz birakilarak oOlgiilen
absorbans degerleri ile kurkuminsiz olarak 6l¢ii-
len absorbans degerleri arasinda istatiksel olarak
anlamli fark saptanmamustir (p>0.05). Rudrappa
ve Bais® tarafindan yapilan bir ¢aligmada bitki
ve hayvan patojenite modelleriyle kurkuminin
P. aeruginosa PAO1 susunun viriilans faktorleri-
ne etkisi arastirilmis ve kurkuminin biyofilm
olusumu, elastaz/proteaz aktivitesi, piyosiyanin
sentezi ve AHL {iretimini inhibe ettigi gosteril-
mistir. Packiavathy ve ark.?® P. aeruginosa
PAO1, Escherichia coli, Proteus mirabilis ve
Serratia marcescens suglarinda kurkuminin
biyofilm olusumunu engelledigini belirtmisler-
dir. 100 pg/ml konsantrasyonda kurkuminine
maruz birakilan P. aeruginosa PAO1 susunun
biyofilm kiitlesinin %89 azaldig1 ve ayni kon-
santrasyonda kurkuminin etkisi ile EPS tiretimi-
nin %97 distiglinii gostermislerdir. Ancak ayni
calismada kurkumin P. aeruginosa PAO1 susu-
nun olgun biyofilmine karg: etkili bulunmamig-
tir. Sethupathy ve ark.?” yaptigi calismada ise,
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stirekli kurkumin maruziyetinin P. aeruginosa
PAOL1 susu iizerinde 20 pasaj boyunca giiclii bir
proteaz, elastaz, piyosiyanin ve biyofilm inhibi-
torii oldugu gosterilmistir.

Her ne kadar kurkumine bir kez maruz birakilan
P. aeruginosa izolatlarinin aragtirdigimiz virii-
lans faktorlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamamig (p>0.05) olsa da, farmakodi-
namik oOzellikleri, anti-inflamatuvar ve anti-
bakteriyel etkileri gozoniinde bulunduruldugun-
da, KF’li hastalarda in-vivo g¢aligmalarla uzun
stireli kurkumin kullaniminin aragtirtlmasi uygun
olacaktir.
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