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Kistik Fibrozlu Hastaların Solunum Yolu Örneklerinden 
Elde Edilen Pseudomonas aeruginosa İzolatlarının Çeşitli 
Virülans Faktörlerine Kurkuminin Etkisi

ÖZ

Amaç: Pseudomonas aeruginosa sahip olduğu virülans faktörleri 
ve antibiyotiklere direnç mekanizmaları ile kistik fibrozlu 
hastalarda tedavisi zor olan solunum yolu enfeksiyonlarına neden 
olmaktadır. Kurkuminin anti-inflamatuvar, anti-tümör gibi 
etkilerinin yanı sıra antibakteriyel etkiye de sahip olduğu 
bulunmuştur. Bu çalışmanın amacı, kistik fibrozlu hastaların 
solunum yolu örneklerinden elde edilen P. aeruginosa izolatlarının 
çeşitli virülans faktörlerine (biyofilm, elastaz, alkali proteaz) 
kurkuminin etkisinin araştırılmasıdır. 

Gereç ve Yöntem: Çalışmamızda, P. aeruginosa izolatlarının 
(n=65) kurkumin minimal inhibitör konsantrasyon (MİK) değerleri 
agar dilüsyon yöntemiyle çalışıldı. Virülans faktörlerinden biyofilm, 
elastaz ve alkali proteaz mikroplakta absorbans ölçümüne dayalı 
yarı kantitatif yöntemlerle araştırıldı. Virülans faktörü üretimi 
pozitif olan izolatlar aynı anda hem sub-MİK konsantrasyondaki 
kurkumine maruz bırakılarak hem de bırakılmadan virülans faktörü 
üretimini araştırmak için yeniden çalışıldı ve ölçülen absorbans 
değerleri istatiksel olarak karşılaştırıldı. 

Bulgular: Çalışmamızda, izolatların 11’inin (%16) kurkumin MİK 
değeri 250-500 μg/ml arasında, 7’sinin (%11) kurkumin MİK 
değeri 501-1000 μg/ml arasında, 5’inin (%8) kurkumin MİK 
değeri 1001-1500 μg/ml arasında ve 42’sinin (%65) kurkumin 
MİK değeri 1500 μg/ml üzerinde saptandı. İzolatların %54’ünde 
biyofilm üretimi, %74’ünde elastaz üretimi ve %68’inde alkali 
proteaz üretimi pozitif bulundu. Çalışılan bu üç virülans faktörünün 
üretimi açısından sub-MİK konsantrasyonlarda kurkumine maruz 
bırakılarak ölçülen absorbans değerleri ile kurkuminsiz olarak 
ölçülen absorbans değerleri arasında istatiksel olarak anlamlı bir 
fark saptanmadı.

Sonuç: Çalışmamızın sonuçlarına göre, in-vitro ortamda bir kez 
kurkumine maruz bırakılan kistik fibroz izolatlarının virülans 
faktörlerinde istatistiksel olarak anlamlı bir azalma bulunmamıştır. 
Bununla birlikte, kurkuminin toksik olmayan, anti-inflamatuvar ve 
anti bakteriyel bir madde olması nedeniyle bu hasta gruplarında 
uzun süreli kullanımının in-vivo etkilerinin de araştırılması uygun 
olacaktır. 

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, kistik fibröz, 
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 μg/ml 501-1000 μg/m for 7 (11%), 1001-1500 μg/ml for 
5 (8%), and above 1500 μg/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.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, cystic fibrosis, curcumin
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GİRİş

Pseudomonas aeruginosa en önemli 
Pseudomonas türü olup, özellikle immün siste-
mi baskılanmış hastalarda mortalite ve morbidi-
te ile sonuçlanabilen ciddi enfeksiyonlara neden 
olabilmektedir. P. aeruginosa enfeksiyonları; 
bakterinin bağlanması ve kolonize olması, lokal 
invazyon, yayılım ve sistemik hastalık olarak 
birbirini takip eden üç basamağa ayrılabilir(1-3). 

Mukozalara Pseudomonas kolonizasyonu, pili 
veya fimbria aracılığıyla bakterinin epitel hücre-
lerine bağlanmasıyla olur (3). Sağlıklı bireylerde 
farengeal kolonizasyonu sıklığı %0.6-6 olup, 
nazal mukozada %0.3-3, deride %0-2, dışkıdan 
%2.6-24 oranlarında saptanabilmektedir. 
Hastanede yatan risk altındaki bireylerde ise 
P. aeruginosa kolonizasyon oranı %50’lere 
ulaşabilmektedir(4). Elastaz, alkali proteaz, ekzo-
toksin A, fosfolipaz C gibi tip 2 sekresyon siste-
mini kullanarak hücre dışına salınan virülans 
faktörleri de, solunum yolu epitelinin koruyucu 
glikokaliks yapısını bozarak epitelyal ligandları 
açığa çıkarır ve bakterinin invazyonunda görev 
alırlar(1,5).

Otozomal resesif geçişli kistik fibroz (KF) has-
talığında, ya epitel hücresi membranında klorür 
iletiminden sorumlu kanalın düzenleyici protei-
ni olan Cystic Fibrosis Transmembrane 
Conductance Regulator (CFTR) proteini üretil-
mez ya da işlevsel olmayan bir protein üretilir. 
CFTR üretiminde kayıp veya fonksiyonlarında 
bozulma sonucu akciğerlerde mukosilyer klirens 
bozulur ve mukus birikimine neden olur. Bu da 
KF’li hastalarda inflamasyona ve ciddi pnömo-
niye neden olabilen P. aeruginosa’nın koloni-
zasyonuna yol açar. KF hastalarının %80’inden 
fazlası yetişkin döneme kadar P. aeruginosa’ya 
bağlı akciğer enfeksiyonu geçirirler(6). 

Pseudomonas aeruginosa’nın tanımlanmış bir-
çok virülans faktörü vardır. En önemlilerinden 

birisi elastazdır. Bu enzim solunum yolu muko-
zasında epiteller arasındaki sıkı bağlantıları par-
çalayarak geçirgenlik artışına ve enfeksiyon 
bölgesinde nötrofillerin çoğalmasına yol açar(5). 
Elastaz ayrıca, fibronektini yıkar ve mukozal 
yüzeyde bakteri adezyonunu kolaylaştırır, resep-
törlerin açığa çıkmasını sağlar. Bronş epitelinin 
bütünlüğünü bozarak silyer aktiviteyi engeller. 
Damar duvarındaki kollajenin yıkılması ve 
damar bütünlüğünün bozulması ile hemorajik ve 
nekrotik lezyonların oluşmasına ve böylece 
akciğerde alveol yapısının bozulmasına yol 
açar(7). P. aeruginosa’nın diğer bir virulans fak-
törü olan alkali proteazın fibrin eritici etkisi 
vardır. 49 kDa ağırlığında apr geni tarafından 
kodlanan bir metalloproteazdır. Akut akciğer 
hasarında erken dönemde etkili olduğu 
gösterilmiştir(8). Biyofilmler, KF zemininde geli-
şen akciğer enfeksiyonları, diş çürükleri, endo-
kardit, kontak lenslerle ilgili göz enfeksiyonları, 
iç kulak enfeksiyonları ve böbrek taşları gibi 
birçok enfeksiyon gelişiminde önem taşır(9). 
KF’da P. aeruginosa’nın neden olduğu kronik 
solunum yolu enfeksiyonları biyofilm oluşumu 
ile karakterize enfeksiyonlara en iyi örneklerden 
biridir. Bu olguların yaşları ilerledikçe solunum 
yolları biyofilm oluşumu ile karakterize mukoid 
koloni fenotipinde P. aeruginosa ile kolonize ve 
enfekte olmakta ve bu aşamadan sonra eradikas-
yon hemen hemen olanaksız hâle gelmektedir(10). 
P. aeruginosa’nın erken eradikasyonu için inha-
le tobramisin ve kolistin kullanımının uzun süre-
li başarısı değerlendirilmekte olup, eradikasyon 
tedavisinde kullanılabilecek yeni antibiyotikler 
araştırılmaktadır. Kronik P. aeruginosa enfeksi-
yonlarının inhale antibiyotiklerle tedavisi ise 
halen aktif bir araştırma konusudur. Akut pul-
moner alevlenmeler morbidite ve mortalitenin 
önemli bir nedenidir ve intravenöz kombine 
antibiyotik tedavisi önerilmektedir. Kistik fib-
rozlu hastalarda enfeksiyon etkeni olan 
P. aeruginosa izolatlarında çoklu ilaç direncini-
nin yaygın olması nedeniyle yeni antibiyotiklere 
ve başka tedavi stratejilerine acil olarak gereksi-
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nim duyulmaktadır(11).

Kurkumin, turmerik (zerdeçal) olarak bilinen 
Curcuma longa bitkisinin rizomlarından elde 
edilmektedir(12). C. longa, Çin ve Hindistan’da 
yaygın olarak üretilen büyük yapraklı, sarıçiçek-
li bitki olup, Zingiberaceae ailesinde yer 
almaktadır(13). Antik çağlardan bu yana turmerik 
bir baharat olarak Hindistan ve diğer Asya ülke-
lerinde popüler olmuştur(12). Baharat, gıda katkı 
maddesi ve renklendirici madde olarak kullanıl-
masının yanında turmerik, geleneksel olarak 
artrit, ülser, sarılık, yara, ateş, travma ve psöria-
zis gibi çeşitli hastalıkların tedavisi için de 
kullanılmaktadır(14). 

Kurkuminin antioksidan, anti-inflamatuvar, anti-
viral, antifungal, antibakteriyel etkileri olduğu 
bilinmektedir. Bu çalışmanın amacı, kurcuminin 
sub-MİK düzeylerinde, KF’li hastaların solu-
num yolu örneklerinden etken olarak izole edi-
len P. aeruginosa izolatları tarafından üretilen 
elastaz, biyofilm üretimi, alkali proteaz gibi 
çeşitli virülans faktörlerine etkisinin belirlenme-
sidir.

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmamızda, Hacettepe Üniversitesi Hastanesi 
Kistik Fibrozis Polikliniği’ne başvuran KF’li 
hastaların solunum yolu örneklerinden elde edi-
len P. aeruginosa izolatları (n=65) kullanıldı. 
Tanımlama, MacConkey agarda üreyen gram 
negatif, basil morfolojisindeki laktoz negatif 
görünümlü nonfermentatif kolonilere oksidaz 
testi uygulanması yanısıra, tipik koloni morfolo-
jisi ve pigment üretimine göre konvansiyonel 
yöntemler kullanılarak yapılmıştır. Bu şekilde 
tanımlanamayan izolatlar 2013 Eylül tarihine 
kadar Phoenix otomatize bakteri tanımlama sis-
temiyle (Becton Dickinson, ABD), 2013 Eylül 
sonrası da VITEK-MS (bioMérieux, Fransa) 
kullanılarak tanımlanmıştır. Çalışma Namık 
Kemal Üniversitesi Etik Kurulu’ndan onay alı-

narak gerçekleştirilmiştir. İlk olarak izolatların 
kurkumin minimal inhibitör konsantrasyon 
(MİK) değerleri agar dilüsyon yöntemi ile belir-
lenmiştir. Daha sonra izolatların virülans faktör-
leri üretimi (elastaz, biyofilm üretimi, alkali 
proteaz) araştırılmıştır. Virülans faktörü üretimi 
pozitif olan izolatlar sub-MİK düzeyde kurku-
mine maruz bırakılarak ve maruz bırakılmadan 
yeniden virülans faktörü üretimi çalışıldı ve her 
iki absorbans değeri istatiksel olarak karşılaştı-
rıldı. Çalışmalarda pozitif kontrol olarak 
P. aeruginosa PAO-1 kökeni, negatif kontrol 
olarak steril Luria Bertani (LB) sıvı besiyeri 
kullanıldı.

Agar Dilüsyon Yöntemi ile İzolatların 
Kurkumin MİK Değerlerinin Belirlenmesi 

Stok çözeltilerin hazırlanması: Çözelti hazır-
lanırken, tartılacak kurkumin (Sigma) miktarı 
veya sulandırma hacmi, antimikrobiyal madde-
nin potensi dikkate alınarak hesaplandı(15). 
Kurkumin stok çözeltileri hazırlanırken çözücü 
olarak dimetilsülfoksit (DMSO), sulandırıcı ola-
rak fosfatla tamponlamış fizyolojik tuzlu su 
(PBS) kullanılmıştır(16). Firma tarafından bildiri-
len %76 saflıktaki kurkuminin 269.4 mg’ı önce 
beş ml DMSO içerisinde çözüldükten sonra PBS 
ile sulandırılarak 5120 μg/ml konsantrasyonda 
40 ml’lik kurkumin stok ana çözeltisi elde edil-
di. 5120 μg/ml konsantrasyondaki bu ana kurku-
min çözeltisinden PBS ile çift katlı seri sulandı-
rımlar yapılarak 2560 μg/ml, 1280 μg/ml, 640 
μg/ml, 320 μg/ml, 160 μg/ml, 80 μg/ml, 40 μg/
ml, 20 μg/ml, 10 μg/ml kurkumin içeren ara 
konsantrasyonlar hazırlandı.

Agar dilüsyon plaklarının hazırlanması: 
Kurkuminin ara konsantrasyonlarından bir 
kısım, sıcaklığı su banyosunda 45-50°C’ye geti-
rilen dokuz kısım Mueller-Hinton (MH) agar 
besiyerine eklendi. Böylece final kurkumin kon-
santrasyonları 256 μg/ml, 128 μg/ml, 64 μg/ml, 
32 μg/ml, 16 μg/ml, 8 μg/ml, 4 μg/ml, 2 μg/ml, 
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1 μg/ml olan agar dilüsyon plakları elde edildi.
 
İnokülumun hazırlanması, inokülasyon ve 
değerlendirme: Hasta izolatlarının %5 koyun 
kanlı ağara pasajları yapılarak 35±2°C’de 18-24 
saatlik inkübasyon sonrası besiyeri üzerindeki 
tek düşmüş kolonilerden alınarak serum fizyolo-
jik içerisinde 0.5 Mc Farland bulanıklığında 
2x108 koloni oluşturan birim/ml (KOB/ml) bak-
teri süspansiyonu elde edildi. Bu bakteri süspan-
siyonundan 10 μl alınarak kurkumin içeren MH 
agar plaklara inoküle edildi. Plaklar 35±2°C’de 
16-18 saat inkübe edildi ve koyu renkli ışığı 
yansıtmayan bir yüzey üzerinde değerlendirildi. 
Üremeyi inhibe eden en düşük kurkumin kon-
santrasyonu MİK olarak belirlendi(16). Bazı izo-
latların kurkumin MİK değerlerinin 256 μg/
ml’nin üzerinde çıkması üzerine bu izolatların 
kurkumin MİK değerleri hazırlanan 300 μg/ml, 
400 μg/ml, 500 μg/ml, 600 μg/ml, 700 μg/ml, 
800 μg/ml, 900 μg/ml, 1000 μg/ml, 1200 μg/ml 
ve 1500 μg/ml kurkumin konsantrasyonlarıyla 
aynı yöntem kullanılarak yeniden çalışıldı.

Virülans faktör üretiminin saptanması

Kökenlerin stok kültürlerinden Kanlı agar besi-
yerine pasajlanarak bir gece inkübasyondan 
sonra elde edilen saf kültürlerden, bulanıklık 0.5 
Mc Farland olacak şekilde üç ml LB sıvı besiye-
ri içeren tüplere alınarak bakteri süspansiyonu 
hazırlandı. Bu karışımdan 0.1 ml alınarak 9.9 ml 
Luria Bertani (LB) sıvı besiyerine aktarılarak, 
106 KOB/ml bakteri içeren 10 ml’lik süspansi-
yon elde edildi. Hazırlanan bu süspansiyondan 
2.5 ml alınıp 2.5 ml sıvı besiyerine eklenip 
5x105 KOB/ml bakteri içeren beş ml karışım elde 
edilerek 35°C’de çalkalayıcılı etüvde 24 saat 
inkübe edildi. İnkübasyon sonrası aşağıda tanım-
landığı gibi virülans faktörlerinin (elastaz, biyo-
film üretimi, alkali proteaz) üretimi çalışıldı.

Biyofilm üretiminin saptanması: Biyofilm 
üretiminin saptanması amacıyla, P. aeruginosa 

klinik izolatları (n=65) ve P. aeruginosa PAO-1 
kökeni için hazırlanan bakteri süspansiyonları-
nın taze LB sıvı besiyeri içerisinde 1: 100 ora-
nında sulandırımları yapıldı ve bu sulandırımlar-
dan her bir köken için 100’er μl mikrodilüsyon 
plaklarındaki üç kuyucuğa dağıtıldı. 35°C’de 8 
saat inkübasyon sonrasında plaklar üçer kez dis-
tile su ile yıkandıktan sonra her kuyucuğa 
%0.1’lik kristal viyole çözeltisinden onar μl 
eklenerek plaklar oda ısısında 15 dakika bekle-
tildi. Bu işlemden sonra plaklar yine üçer kez 
distile su ile yıkanarak serbest boya çözeltisi 
uzaklaştırıldı. Oluşan biyofilmin kantitasyonu 
amacıyla kuyucuklara 200 μl %95’lik etanol 
eklenerek biyofilm ile bileşik oluşturan kristal 
viyolenin çözülmesi gerçekleştirildi. Beş dakika 
beklendikten sonra absorbans değerleri 550 
nm’de ELISA plak okuyucu (Multiskan GO, 
Thermo Fisher Sci) ile ölçüldü(17). Eşik değerin 
(cut-off) belirlenmesi Karatuna ve ark.(18) tarif 
ettiği gibi, biyofilm üretimi negatif olan 
P. aeruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3 kökenleri 
için elde edilen absorbans değerlerinin ortala-
malarına 2 standart sapma eklenerek, %95 
duyarlılıkla eşik değer 0.173 olarak belirlendi, 
550 nm’de absorbans değeri >0.173 saptanan 
kökenler biyofilm üretimi açısından pozitif ola-
rak değerlendirildi. 

Kurkuminin sub-MİK konsantrasyonda 
biyofilm üretimine etkisinin araştırılması: 
Biyofilm üretimi pozitif bulunan 16 izolat aynı 
zamanda hem sub-MİK dozlarda kurkumine 
maruz bırakılarak hem de kurkumine maruz 
bırakılmadan biyofilm üretimi ölçülerek elde 
edilen sonuçlar istatiksel olarak karşılaştırıldı. 
Bunun için 67.1 mg kurkumin iki ml DMSO 
içinde çözüldükten sonra karışım PBS ile 10 
ml’ye tamamlanarak 5000 μg/ml’lik kurkumin 
solüsyonu hazırlandı. Bu solüsyon PBS ile 
sulandırılarak 2500 μg/ml, 1500 μg/ml, 1000 
μg/ml’lik kurkumin solüsyonları elde edildi. 
5000 μg/ml, 2500 μg/ml, 1500 μg/ml, 1000 μg/
ml kurkumin solüsyonlarından 0.5 ml alınıp iki 



110

Türk Mikrobiyol Cem Derg 47(3):106-113, 2017

ml LB sıvı besiyeri ile karıştırılarak 2.5 ml 
1000 μg/ml, 500 μg/ml, 300 μg/ml, 200 μg/ml 
kurkumin içeren solüsyonlar hazırlandı. 
Yukarıda virülans faktörü üretiminin saptanma-
sı bölümünde anlatıldığı gibi izolatlar sıvı besi-
yeri içerisinde sulandırılarak 106 KOB/ml bak-
teri içeren 10 ml süspansiyon elde edildi. 106 

KOB/ml bakteri içeren bu süspansiyondan 2.5 
ml alınıp kurkumin MİK değeri 256 μg/ml 
bulunan izolatlar için 2.5 ml 200 μg/ml, 500 
μg/ml bulunan izolatlar için 2.5 ml 300 μg/ml, 
1200 μg/ml bulunan izolatlar için 2.5 ml 500 
μg/ml, 1500 μg/ml üzerinde bulunan izolatlar 
için 2.5 ml 1000 μg/ml kurkumin içeren solüs-
yonlarla karıştırıldı. Böylece kurkumin MİK 
değeri 256 μg/ml bulunan izolatlar 100 μg/ml 
kurkumine, kurkumin MİK değeri 500 μg/ml 
olarak bulunan izolatlar 150 μg/ml kurkumine, 
kurkumin MİK değeri 1200 μg bulunan izolat-
lar 250 μg/ml kurkumine, kurkumin MİK değe-
ri 1500 μg/ml üzerinde bulunan izolatlar 500 
μg/ml kurkumine maruz bırakıldı. Bu izolatlar-
dan eşzamanlı olarak kurkumine maruz bırakıl-
madan da hazırlanarak 35°C’de çalkalayıcılı 
etüvde 24 saat inkübe edildi. İnkübasyon son-
rası sub-MİK konsantrasyonda kurkumine 
maruz bırakılan ve kurkuminsiz örneklere aynı 
anda biyofilm üretimi çalışılarak absorbans 
değerleri ölçüldü ve sonuçlar istatiksel olarak 
karşılaştırıldı.

Elastaz üretiminin saptanması: İzolatların 
elastaz üretimi Iglewski’nin(19) yöntemi modifi-
ye edilerek çalışıldı. Klinik P. aeruginosa izolat-
ları (n=65) ve P. aeruginosa PAO-1 kökeni için 
hazırlanan bakteri süspansiyonları soğutmalı 
santrifüjde çevrilerek elde edilen süpernatanlar-
dan 0.5 ml alınarak 1 ml deney karışımı (30 mM 
Tris ve 10 mg elastin kongo kırmızısı; pH: 7.2) 
içeren tüplere eklendi ve 37°C’de 6 saat inkübe 
edildi. Takiben tüpler 3000 g’de 10 dakika sant-
rifüj edildi ve her bir izolat için ikişer kuyucuğa 
200 μl süpernatan koyularak absorbans değerleri 
490 nm’de ELİSA plak okuyucu (ELx800, 

BioTek Ins) ile ölçüldü. Her izolat için 2 kuyu-
cuğun absorbans değerlerinin ortalaması alındı 
ve bu işlem 2 ayrı çalışmada daha yinelendi. 
Eşik değerin (cut-off) belirlenebilmesi amacıyla 
Karatuna ve ark.(18) yöntemiyle elastaz üretimi 
negatif olan P. aeruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3 
kökenleri ile yapılan çalışmaların ortalamalarına 
2 standart sapma eklenerek, %95 duyarlılıkla 
eşik değer 0.145 olarak belirlendi, 490 nm’de 
absorbans değeri >0.145 saptanan kökenler elas-
taz üretimi açısından pozitif olarak değerlendi-
rildi.

Kurkuminin sub-MİK konsantrasyonda elas-
taz üretimine etkisinin araştırılması: 
Kurkuminin sub-MİK konsantrasyonda elastaz 
üretimine etkisinin araştırılması amacıyla elas-
taz üretimi pozitif bulunan 21 izolat 500 μg/ml 
kurkumine maruz bırakıldı. Bu izolatlar aynı 
zamanda kurkumine maruz bırakılmadan da 
hazırlanarak 35°C’de çalkalayıcılı etüvde 24 
saat inkübe edildi. Enkübasyon sonrası sub-MİK 
konsantrasyonda kurkumine maruz bırakılan ve 
kurkuminsiz örneklere aynı anda yukarıda anla-
tıldığı gibi elastaz üretimi çalışılarak absorbans 
değerleri ölçüldü ve sonuçlar istatiksel olarak 
karşılaştırıldı.

Alkali proteaz üretiminin saptanması: 
İzolatların alkali proteaz üretimi Howe ve 
Iglewski’nin(20) yöntemi modifiye edilerek çalı-
şıldı. Klinik P. aeruginosa izolatları (n=65) ve 
P. aeruginosa PAO-1 kökeni için hazırlanan 
bakteri süspansiyonlarının taze LB sıvı besiyeri 
içerisinde 1:100 oranında sulandırımları yapıldı 
ve bu sulandırımlardan 0.5 ml alınarak yine beş 
ml LB besiyerine ekildi ve çalkalayıcılı etüvde 
30°C’de 24 saat inkübe edildi. 3000 g’de 20 
dakika santrifüj sonrası elde edilen süpernatan-
lardan 500 μl, 1.5 ml deney karışımı [20 mM 
Tris-HCl, 1 mM CaCl2 tampon çözeltisinden 
(pH=8) 1.5 ml ve 50 mg Hide Remazol Brilliant 
Blue] içeren tüplere eklenip 35°C’de bir saat 
çalkalayıcılı etüvde inkübe edildi. Bu işlem son-
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rası tüpler 4000 g’de beş dakika santrifüj edildi 
ve her bir izolat için ikişer kuyucuğa 200 μl 
süpernatan koyularak absorbans değerleri 630 
nm’de ELISA plak okuyucu (ELx800, BioTek 
Ins) ile ölçüldü. Her izolat için iki kuyucuğun 
absorbans değerlerinin ortalaması alındı ve bu 
işlem iki ayrı çalışmada daha yinelendi. Eşik 
değerin (cut-off) belirlenebilmesi amacıyla, 
Karatuna ve ark.(18) tarif ettiği gibi alkali proteaz 
üretimi negatif olan P. aeruginosa PAO-JP2 ve 
PAO-JP3 kökenleri ile yapılan çalışmaların orta-
lamalarına 2 standart sapma eklenerek, %95 
duyarlılıkla eşik değer 0.104 olarak belirlendi, 
630 nm’de absorbans değeri >0.104 saptanan 
kökenler alkali proteaz üretimi açısından pozitif 
olarak değerlendirildi. 

Kurkuminin sub-MİK konsantrasyonda 
alkali proteaz üretimine etkisinin araştırıl-
ması: Kurkuminin sub-MİK konsantrasyonda 
alkali proteaz üretimine etkisinin araştırılması 
amacıyla alkali proteaz üretimi pozitif bulunan 
16 izolat aynı zamanda hem sub-MİK konsant-
rasyonda kurkumine maruz bırakılarak hem de 
kurkumine maruz bırakılmadan alkali proteaz 
üretimi ölçülerek elde edilen sonuçlar istatiksel 
olarak karşılaştırıldı. 5000 μg/ml’lik kurkumin 
stok solüsyonundan 0.5 ml alınıp iki ml LB sıvı 
besiyeri ile karıştırılarak 2.5 ml 1000 μg kurku-
min solüsyonu elde edildi. Sıvı besiyeri içeri-
sinde 106 KOB/ml bakteri solüsyonundan 2.5 
ml alınıp, kurkumin MİK’i 1500 μg/ml’nin 
üstünde bulunan izolatlar için 2.5 ml 1000 μg/
ml kurkumin içeren solüsyonla karıştırıldı. 
Böylece izolatlar 500 μg/ml kurkumine maruz 
bırakıldı. Bu izolatlar aynı zamanda kurkumine 
maruz bırakılmadan da hazırlanarak 35°C’de 
çalkalayıcılı etüvde 24 saat inkübe edildi. 
Enkübasyon sonrası sub-MİK konsantrasyonda 
kurkumine maruz bırakılan ve kurkuminsiz 
örneklere aynı anda elastaz üretimi çalışılarak 
absorbans değerleri ölçüldü ve sonuçlar istatik-
sel olarak karşılaştırıldı.

İstatistiksel Değerlendirme

İstatistiksel değerlendirmeler SPSS 18.0 ile iki 
yönlü olarak %95 güven aralığında yapıldı. 
Tanımlayıcı istatistiklere ek olarak (ortalama, 
standart sapma, yüzdelik değer vb.), karşılaştır-
malı analizlerde bağımlı gruplarda non paramet-
rik bir test olan Wilcoxon işaretli sıralar testi 
uygulandı. İzolatlar kurkumin MİK değerlerine 
göre dört gruba ayrıldı. Her gruba ait biyofilm 
absorbans değerleri Kruskal-Wallis varyans ana-
lizi ile karşılaştırıldı. Bu farkın hangi gruptan 
kaynaklandığını belirlenmek için ikili karşılaş-
tırmalar Mann-Whitney U testi ile yapıldı.

BULGULAR

Kist ik  f ibrozlu hastalardan elde edi len 
P. aeruginosa izolatlarının (n=65) agar dilüsyon 
yöntemiyle belirlenen kurkumin MİK değerleri-
nin dağılımı Tablo 1’de verilmiştir.

Virülans faktörleri için negatif kontrol kökenleri 
(P. aeruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3) ile ger-
çekleştirilen testler sonucunda eşik değerler 
(cut-off) saptandı ve bu değerler kullanılarak 
klinik P. aeruginosa izolatlarının (n=65) virü-
lans faktör üretimleri belirlendi (Tablo 2).

İzolatların %54’ünde biyofilm üretimi, %74’ünde 
elastaz üretimi ve %68’inde alkali proteaz üretimi 

Tablo 1. İzolatların kurkumin MİK aralığına göre dağılımı.

MİK (μg/ml)

İzolat sayısı [n, (%)]

250-500

11 (16)

501-1000

7 (11)

1001-1500

5 (8)

1500 üzeri

42 (65)

Tablo 2. İzolatların virülans faktörü üretiminin değerlendiril-
mesi.

Virülans
Faktörü

Biyofilm
Elastaz
Alkali Proteaz

Eşik
değerler

0.173
0.145
0.104

Negatif izolat
sayısı
n, %

30 (46)
17 (26)
21 (32)

Pozitif izolat 
sayısı
n, %

35 (54)
48 (74)
44 (68)
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pozitif bulundu. Kurkuminin sub-MİK konsant-
rasyonlarda virülans faktörü üretimine etkisinin 
belirlenmesi amacıyla virülans faktörü üretimi 
pozitif olan izolatlar arasından seçilen izolatlara 
aynı anda kurkuminli ve kurkuminsiz olarak 
virülans faktörü üretimi çalışıldı. Ölçülen absor-
bans değerlerinin ortalamaları ve p değerleri 
Tablo 3’te verilmiştir.

Biyofilm üretimi açısından sub-MİK konsant-
rasyonda kurkumine maruz bırakılarak ölçülen 
absorbans değerleri ile kurkuminsiz olarak ölçü-
len absorbans değerleri arasında istatiksel olarak 
anlamlı fark saptanmadı (p=0.363).

Elastaz üretimi açısından sub-MİK konsantras-
yonlarda kurkumine maruz bırakılarak ölçülen 
absorbans değerleri ile kurkuminsiz olarak ölçü-
len absorbans değerleri arasında istatiksel olarak 
anlamlı fark saptanmadı (p=0.131).

Alkali proteaz üretimi açısından sub-MİK kon-
santrasyonda kurkumine maruz bırakılarak ölçü-
len absorbans değerleri ile kurkuminsiz olarak 
ölçülen absorbans değerleri arasında istatiksel 
olarak anlamlı fark saptanmadı (p=0.552).

TARTIşMA

Bu çalışmada KF’li hastaların solunum yolların-
dan elde edilen P. aeruginosa izolatlarının kur-
kumin MİK’ leri, çeşitli virülans faktörleri (biyo-
film, elastaz, alkali proteaz) ve kurkuminin 
sub-MİK konsantrasyonlarda virülans faktörle-
rine etkisi araştırıldı.

Çalışmamızda, agar dilüsyon yöntemiyle 65 
P. aeruginosa izolatının kurkumin MİK değerle-
ri araştırıldı. İzolatların 11’inin (%16) MİK 
değeri 250-500 μg/ml arasında, yedisinin (%11) 
MİK değeri 501-1000 μg/ml arasında, beşinin 
(%8) MİK değeri 1001-1500 μg/ml arasında ve 
42’sinin (%65) MİK değeri 1500 μg/ml üzerinde 
saptandı. Güneş ve ark.(23) yaptığı çalışmada, 
P. aeruginosa ATCC 27853 suşunun kurkumin 
MİK değeri 175 μg/ml olarak bulunmuştur. Negi 
ve ark.(24) 30 çoklu ilaca dirençli P. aeruginosa 
izolatının kurkumin MİK değerlerinin 50 μg/ml 
üzerinde olduğunu saptamışlardır. Literatürde, 
klinik P. aeruginosa izolatlarında kurkuminin 
MİK değerlerinin araştırıldığı çalışmalar olduk-
ça az sayıdadır. Bu iki çalışmada çalışmamıza 
göre daha düşük MİK değerlerinin saptanmış 
olmasının yöntem farklılığına bağlı olabileceği 
düşünülmüştür. 

Bu çalışmanın sonuçlarına göre, virülans faktör-
leri üretimi açısından sub-MİK konsantrasyon-
larda kurkumine maruz bırakılarak ölçülen 
absorbans değerleri ile kurkuminsiz olarak ölçü-
len absorbans değerleri arasında istatiksel olarak 
anlamlı fark saptanmamıştır (p>0.05). Rudrappa 
ve Bais(25) tarafından yapılan bir çalışmada bitki 
ve hayvan patojenite modelleriyle kurkuminin 
P. aeruginosa PAO1 suşunun virülans faktörleri-
ne etkisi araştırılmış ve kurkuminin biyofilm 
oluşumu, elastaz/proteaz aktivitesi, piyosiyanin 
sentezi ve AHL üretimini inhibe ettiği gösteril-
miştir. Packiavathy ve ark.(26) P. aeruginosa 
PAO1, Escherichia coli, Proteus mirabilis ve 
Serratia marcescens suşlarında kurkuminin 
biyofilm oluşumunu engellediğini belirtmişler-
dir. 100 μg/ml konsantrasyonda kurkuminine 
maruz bırakılan P. aeruginosa PAO1 suşunun 
biyofilm kütlesinin %89 azaldığı ve aynı kon-
santrasyonda kurkuminin etkisi ile EPS üretimi-
nin %97 düştüğünü göstermişlerdir. Ancak aynı 
çalışmada kurkumin P. aeruginosa PAO1 suşu-
nun olgun biyofilmine karşı etkili bulunmamış-
tır. Sethupathy ve ark.(27) yaptığı çalışmada ise, 

Tablo 3. Kurkuminsiz (kurkumin negatif) ve sub-MİK kon-
santrasyonda kurkumine maruz bırakılarak (kurkumin po-
zitif) virülans faktörü üretimi çalışılan izolatların ortalama 
absorbans değerleri ve p değerleri.

Virülans Faktörü

Biyofilm
Elastaz
Alkali Proteaz

Kurkumin (-) 
ortalama

0.250
0.201
0.302

Kurkumin (+) 
ortalama

0.279
0.303
0.368

p değeri

0.363
0.131
0.552
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sürekli kurkumin maruziyetinin P. aeruginosa 
PAO1 suşu üzerinde 20 pasaj boyunca güçlü bir 
proteaz, elastaz, piyosiyanin ve biyofilm inhibi-
törü olduğu gösterilmiştir. 

Her ne kadar kurkumine bir kez maruz bırakılan 
P. aeruginosa izolatlarının araştırdığımız vırü-
lans faktörlerinde istatistiksel olarak anlamlı bir 
fark bulunamamış (p>0.05) olsa da, farmakodi-
namik özellikleri, anti-inflamatuvar ve anti-
bakteriyel etkileri gözönünde bulundurulduğun-
da, KF’li hastalarda in-vivo çalışmalarla uzun 
süreli kurkumin kullanımının araştırılması uygun 
olacaktır. 
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