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The comparison of two methods in order to show the quorum 
sensing responses

ÖZET

Pseudomonas aeruginosa' da rhl ve las sistemi olmak üzere iki “quorum sensing” [ço¤unlu¤u alg›lama, ( ÇA )] sistemi ta-

n›mlanm›flt›r. Rhl ve las  sistemlerinin kulland›klar› sinyal molekülleri (las: 3- oxo-C12-HSL; rhl: C4- HSL), “reporter stra-

in” olarak kullan›lan bakteriler (rhl için Chromobacterium violaceum; las için Agrobacterium tumefaciens) ile gösterilmek-

tedir.  ÇA sistemlerin in gösterilmesinde mikro AHL,  kuyucuktan yay›l›m, ince tabaka kromotografisi, zimografi gibi yöntem-

ler kullan›labilir.

Bu çal›flmada, yara yerinden izole edilen iki klinik (K1, K2) P. aeruginosa suflu ile standart ATCC 27853 suflunda ÇA sistem-

lerinin gösterilmesi için, mikro AHL ve kuyucuktan yay›l›m yöntemlerinin karfl›laflt›r›lmas› amaçlanm›flt›r.

Sonuç olarak her iki yöntemin sonuçlar› biribirine paralel bulunmufltur. Mikro AHL yöntemi daha uzun sürede sonuç verme-

sine karfl›n, kuyucuktan yay›l›m yöntemine göre daha kolay uygulanabilmesi ve daha net sonuç vermesi, yinelenmesinin ko-

layl›¤› gibi nedenler ile ÇA sistemlerinin belirlenmesinde daha pratik bir yöntem olarak tercih edilebilir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa,  ço¤unlu¤u alg›lama, açillenmifl homoserin lakton.

SUMMARY

Two different “quorum sensing” (QS) systems were defined in Pseudomonas aeruginosa: rhl and las. The signal molecules

of the las (3- oxo-C12-HSL)  and rhl (C4- HSL) systems   are visualized by two different reporter strains ( Choromobacteri-

um violaceum for rhl , and Agrobacterium tumefaciens for las).

In order to show the existence of QS  systems, micro AHL, thin layer choromotograpy, zymography, and  diffusion methods

are  used.

In this study, QS responses of two clinical isolates and standart P. aeruginosa strain (ATCC 27853) were compared by dif-

fusion and micro AHL methods.  As a result,  micro AHL method  was much easier to apply and to visualize, and was easier

to repeat when compared to diffusion method. This may be the reason for widely applying this method while showing QS.

Key words:  Pseudomonas aeruginosa, Quorum sensing, acylated homoserine lactone.

Ço¤unlu¤u alg›lama yan›tlar›n›n gösterilmesinde iki 
yöntemin karfl›laflt›r›lmas›

G‹R‹fi

Bakteriler pH, osmolarite, besin azl›¤›, antibiyo-

tik madde varl›¤› v.b. de¤iflen mikroçevre koflul-

lar›na çeflitli mekanizmalar ile uyum sa¤layabilir-

ler. Bu uyum sa¤lamada oldukça önemli olan po-

pulasyon yo¤unlu¤unu iletiflim sinyalleri ile be-

lirleyip de¤iflen yo¤unlu¤a göre davran›fllar›n› de-

¤ifltirirler ki, bu ço¤unlu¤u alg›lama (quorum

sensing) (ÇA)  olarak adland›r›lmaktad›r (1, 2).

Pseudomonas aeruginosa'da tan›mlanan iki sistem

ile çal›flan hücreden hücreye sinyal iletiminin

ekstrasellüler virulans faktörlerinin ekspresyonunu

(elastaz, alkalen proteaz, piyosiyanin, ramnolipid

gibi) düzenledi¤i gösterilmifltir. Birincil sistem

olan “las sistemi”, Las I (“3- oxo-C12-HSL” nin

sentezinden sorumlu autoinducer sentaz geni ) ve

Las R (“ transcriptional activator” proteinini kod-

layan gen) olmak üzere iki bileflenden oluflmak-

tad›r. Las B elastaz›n ekspresyonunu düzenledi¤i
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için las sistemi olarak adland›r›lan bu sistem;

Las A proteaz, alkalen proteaz, biyofilm oluflumu-

nu ve eksotoksin A gibi çeflitli hücred›fl› enzim-

lerin sentezlenmesini düzenler. “rhl sistemi” ise;

rhl I ( C4- HSL, “autoinducer sentaz”) ve rhl R

(“transcriptonal activator” proteinin kodlayan gen)

' den oluflmaktad›r. Rhl AB operonunun ekspres-

yonunu kontrol eden rhl sistemi; ramnolipid üre-

timi için “rhamnosyltransferase” ›n sentezlenme-

sini düzenlemesinin yan› s›ra Las A/B elastaz, pi-

yosiyanin, siyanid ve alkalen proteaz›n optimal

miktarda üretimi için gereklidir (3). 

Las sistemini (3- oxo-C12-HSL) göstermek için

“reporter strain” (gösterge suflu) olarak Agrobac-

terium tumefaciens ve rhl sistemini görüntülemek

(C4- HSL) için ise Chromobacterium violaceum

kullan›lmaktad›r. Bu iki toprak bakterisinin kolo-

nileri, ilgili sinyal moleküllerinin (AHL molekül-

leri) varl›¤›nda mavi- yeflil renk almaktad›r. Ço-

¤unlu¤u alg›lama sistemlerinin varl›¤›; mikro

AHL, kuyucuktan yay›l›m (difüzyon), ince taba-

ka kromotografisi, zimografi yöntemleri ile gös-

terilmektedir (4,5,6).

Bu çal›flmada mikro AHL ve kuyucuktan yay›-

l›m yöntemleri, yara örneklerinden ayr›flt›r›lm›fl

iki klinik ( K1, K2) sufl ile ATCC 27853 suflun-

da, gentamisinin minimum inhibitör konsantras-

yonlar›na (M‹K) karfl› oluflan ço¤unlu¤u alg›lama

yan›tlar› de¤erlendirilirken, laboratuvarda kolay

uygulanabilirlik, az malzeme kullan›m›, yinelene-

bilirlik, gerekli zaman, de¤erlendirmede kolayl›k

gibi kriterler yönünden karfl›laflt›r›lm›flt›r. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Sufllar›n M‹K de¤erlerinin belirlenmesi

Yara yerinden ayr›flt›r›lm›fl iki klinik ( K1, K2)

sufl ile ATCC 27853 suflu çal›flmada kullan›lm›fl-

t›r. Her sufl için gentamisinin M‹K de¤erleri mik-

rodilusyon yöntemi ile NCCLS ( yeni ad› ile

CLSI) 'e göre belirlenmifltir (7). 

Mikro AHL yöntemi ‹le “Quorum Sensing”

yan›tlar›n›n De¤erlendirilmesi

ELISA mikro plaklar›n›n her kuyucu¤una eflit

miktarlarda Louria Bertani Agar (LBA) da¤›t›l›p

oda s›cakl›¤›nda kurumaya b›rak›lm›flt›r. Mac

Farland (MF) 0.5' e eflit bulan›kl›kta haz›rlanan

Chromobacterium violaceum ve Agrobacterium tu-

mefaciens ( reporter strain) ile gentamisinin mik-

rodilusyon yöntemi ile belirlenen M‹K,  1/2 X

M‹K, 1/4 X M‹K,  1/8 X M‹K, 1/16 X M‹K,

1/32 X M‹K konsantrasyonlar› ile karfl›laflm›fl

K1, K2 ve ATCC 27853 sufllar›ndan ve kontrol

olarak da antibiyotik ile karfl›laflmam›fl sufllardan

eflit miktarlarda da¤›t›larak 30 °C' de 48 saat in-

kube edilmifltir.  “Açillenmifl homoserin lakton”

(AHL) varl›¤› makroskobik olarak de¤erlendirilip

“mavi- yeflil” renk görülmesi pozitif olarak kabul

edilmifltir  (fiekil: 1.A.) (4).

Kuyucuktan yay›l›m (Diffuzyon) yöntemi ‹le

“Quorum Sensing” yan›tlar›n›n de¤erlendirilmesi 

Önceden ›s›t›lm›fl LBA içeren Petri kutular›, iki-

ye bölünerek bir taraf›na MF 0. 5' e eflit bula-

n›kta haz›rlanan C.  violaceum, di¤er taraf›na da

ayn› flekilde haz›rlanan A. tumefaciens bakterileri-

nin süspansiyonlar›ndan eflit miktarda yayma eki-

mi yap›lm›flt›r. Her iki bölüme de 3' er kuyucuk

haz›rlanm›flt›r. Her bir çukura gentamisinin belir-

lenen M‹K,  1/2 X M‹K, 1/4 X M‹K,  1/8 X

M‹K, 1/16 X M‹K, 1/32 X M‹K konsantrasyon-

lar› ile karfl›laflm›fl K1, K2 ve ATCC 27853 sufl-

lar›ndan; kontrol olarak da antibiyotik ile karfl›-

laflmam›fl sufllardan eflit miktarda konmufl, 30°C'

de 18 saat inkübe edilmifltir. “Mavi-yeflil” renk

oluflumu AHL varl›¤› aç›s›ndan pozitif olarak de-

¤erlendirilmifltir. (fiekil: 1.B.) (5).

Bütün çal›flmalarda her örnek 3' er kez de¤erlen-

dirilmifl ve her deney 3' er kez yinelenmifltir.
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fiekil 1: A. Mikro AHL Pla¤›: M‹K ve sub-M‹K konsantrasyonlar›  ile karfl›laflan sufllar, soldan sa¤a pre -M‹K, M‹K, 1/2 X M‹K, 1/4 X

M‹K, …1/32 X M‹K konsantrasyonlar›nda ve her örnek (antibiyotik + sufl) 3' er s›ra (1, 2, 3) çal›fl›lmak üzere “reporter strain” ler ile

karfl›laflt›r›l›r. Bu yöntemde Agrobacterium tumefaciens bir plak, Choromobacterium violaceum için ayr› bir plak kullan›lm›flt›r. Her deney 3

kez yinelenmifltir. 

B. Kuyucuktan Yay›l›m Plaklar›: Her petri pla¤›ndaki besiyeri, karfl› tarafa yay›l›m› engellemek için, ortadan ikiye kesilmifltir. Besiyerinin

her iki taraf›na yine her örnek (antibiyotik + sufl) için 3'er kuyucuk ( 1, 2, 3) haz›rlanm›flt›r. Besiyerinin soluna Agrobacterium tumefaci-

ens, sa¤›na Choromobacterium violaceum sürülmüfl ve gentamisinin M‹K, 1/2 X M‹K, 1/4 X M‹K, …1/32 X M‹K konsantrasyonlar› ile

karfl›laflan sufllar kuyucuklar›n içine pipetlenmifltir. Her deney 3 kez yinelenmifltir

(Dikkat: Sub- M‹K: Subminimal inhibitör konsantrasyon; iki doz aras›nda geçen zamanla, M‹K' ten itibaren ters orant›l› olarak azalan an-

tibiyotik konsantrasyonunu temsil eder. M‹K' i oluflturan konsantrasyonun yar›s› 1/2 X M‹K; dörtte biri 1/4 X M‹K; … fleklinde devam

eder).

Ço¤unlu¤u alg›lama yan›tlar›n›n gösterilmesinde iki yöntemin karfl›laflt›r›lmas›



1: Chromobacterium violaceum 026 (k›sa zincirli

AHL, rhl sistemi); 2: Agrobacterium tumefaciens

136 (3- oxo-C12-HSL, las sistemi); M: Mikro

AHL; D: Yay›l›m; Kontrol: Antibiyotik uygulanma-

yan bakterilerden al›nan sonuçlar.

AHL de¤erlendirmelerinde, yay›l›m yöntemi ile

mikro AHL yöntemlerinin sonuçlar›, her 3 çal›flma-

da da paralel bulunmufltur. 

TARTIfiMA

Salg›lad›¤› birçok ekstrasellüler enzimin kontrolü,

hücreler aras› iletiflim sinyalleri ile sa¤land›¤› için,

ço¤unlu¤u alg›lama (ÇA) sistemlerinin çözümünde

üzerinde en çok çal›fl›lan bakterilerden biri de P.

aeruginosa' d›r. ‹letiflim sinyallerinin görüntülenme-

si mikroçevre koflullar›nda P. aeruginosa' n›n dav-

ran›fllar› hakk›nda önemli ipuçlar› verir. Bu ipuçla-
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M‹K de¤erleri ATCC 27853 K1 K2

Gentamisin 4 µg / ml 4 µg / mL 0,25 µg / mL

Tablo 1: Çal›fl›lan sufllar›n gentamisin varl›¤›nda belirlenen M‹K

de¤erleri 

Tablo 2: Çal›fl›lan sufllarda (S: ATCC 27853; K1: Klinik 1;  K2:

Klinik 2) ço¤unlu¤u alg›lama iliflkilerinin mikro AHL ve kuyu-

cuktan yay›l›m yöntemleri ile de¤erlendirilmesi 

M‹K 1/2X 

M‹K

1/4 X

M‹K

1/8 X

M‹K

1/16 X 

M‹K

1/32 X

M‹K

Kontrol

M

D

M

D

1

2

K2 suflunda sadece las sisteminin, ATCC 27853

suflunda ise sadece rhl sisteminin çal›flt›¤› gözle-

nirken, K1 suflunda las ve rhl sisteminin çal›flt›-

¤› görülmüfltür ( Tablo 2 ).
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r› bu bakterinin tan›s› ve infeksiyonun sa¤alt›m›nda

önemli aç›l›mlar sa¤layabilir (8).

P. aeruginosa' n›n ÇA sistemlerinin yan›tlar›n› gös-

termek için kullan›lan yöntemlerden biri mikro

AHL, biri de kuyucuktan yay›l›m (difüzyon) yönte-

midir. Bu çal›flmada, laboratuvarda kolay uygulana-

bilirlik, malzeme kullan›m›, yinelenebilirlik, deneyin

sonuçlanmas› için gerekli zaman, de¤erlendirmede

kolayl›k kriterleri yönünden bu iki yöntem karfl›lafl-

t›r›lm›flt›r. Bu amaçla yaradan izole edilen iki kli-

nik sufl ve ATCC 27853 P. aeruginosa sufllar›n›n;

gentamisinin M‹K ve sub-M‹K yo¤unluklar›nda ÇA

yan›tlar› incelenmifltir.

Yinelenen deneylerde mikro AHL yönteminin, ku-

yucuktan yay›l›m yöntemine k›yasla daha uzun sü-

rede sonuçlanmas›na ra¤men, daha kolay uygulana-

bilir ve daha az malzeme ile uygulanabilir olmas›

sebebiyle, ÇA sistemlerinin belirlenmesinde daha

pratik bir yöntem olarak tercih edilebilece¤ini dü-

flünmekteyiz.
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BULGULAR

‹ncelenen sufllarda gentamisin varl›¤›nda belirle-

nen M‹K de¤erleri; ATCC 27853 ve K1 suflla-

r›nda 4 µg / mL, K2 suflunda ise 0,25 µg / mL

olarak belirlenmifltir (Tablo 1).


